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UC FARKLI DOLGU MATERYALININ FIBROBLAST ATASMANINA ETKIiSIiNiN iV
VITRO OLARAK DEGERLENDIRILMESI

OZET



Bu in vitro ¢alismada, klinikte yaygin olarak kullanilan cam iyonomer simanlar ve rezin kompozitlerin
gingival fibroblast atagsmanina etkisi ve bu materyallerin sitotoksik etkileri arastirilmstir.

MTT [3,(4,5-dimethylthiazol-2-yl)-2,5-diphenyltetrazoliumbromide] hiicre proliferasyon testi igin, iig
farkli dolgu materyali (Cam iyonomer siman, Rezin modifiye cam iyonomer siman ve Poliasit
modifiye rezin kompozit) gingival fibroblast hiicreleri ile 1 ve 3 giin siire ile inkiibe edilmistir.

Agar diflizyon testi ile ii¢ dolgu materyalinin sitotoksisitesi incelenmis ve agar tabakasi bariyer olarak
kullanilarak dolgu materyallerinden agiga ¢ikan sizinti iirlinlerinin, indirekt olarak olusturabilecekleri
toksik etkinin belirlenmesi amag¢lanmistir. Fibroblast atasmaninin degerlendirilmesi icin ise taramali
elektron mikroskobu (SEM) kullanilmustir.

MTT test sonuclarina gore, 1. giinde Poliasit modifiye rezin kompozit ylizeyinde fibroblast
atasmaninin fazla oldugu ancak 3. giinde fibroblast atasmanin azaldig1 belirlenmistir (p<0,05). Ugiincii
giinde rezin modifiye cam iyonomer siman Yyiizeyindeki fibroblast atagsmaninin diger dolgu
maddelerine gore anlamli Ol¢lide diisiik oldugu saptanmistir. Tiim dolgu materyalleri 1. giin ve 3.
giinde kontro (cam)l grubu (% 100) ile hiicre proliferasyon yiizdeleri agisindan karsilastirildiginda
farkin istatistiksel olarak anlamli oldugu goriilmiistiir (p<0,05). Agar difiizyon testi sonuglarina gore
rezin modifiye cam iyonomer simanin hafif sitotoksik oldugu belirlense de gruplar arasindaki fark
anlaml degildir (p>0,05).

SEM incelemesinde tiim dolgu materyalleri tizerinde yogunluk farki bulunmasina ragmen fibroblast
morfolojilerinde belirgin farkliliklar gézlenmemistir. Yiizey 6zellikleri nedeni ile piiriizliiliigi az olan
kontrol (cam) grubunda daha fazla fibroblast atasmani gozlenirken, piiriizlii yiizeyi nedeni ile de rezin
modifiye cam iyonomer siman yiizeyinde ise daha az fibroblast atagsman1 gozlenmistir.

Yaptigimiz in vitro arastirma sonuglarina ek olarak kimyasal yiizey analiz teknikleri, element
saliiminin Ol¢iilmesi ve fiziksel yiizey karakterizasyonu ile mikroyapi ve pordzitenin incelenmesi

dolgu materyallerinin biyolojik yanitinin daha iyi anlagilmasim saglayabilir.

Anahtar kelimeler: Gingival fibroblast, MTT, SEM, Cam iyonomer siman

EFFECT OF THREE DIFFERENT FILLING MATERIALS ON FIBROBLAST
ATTACHMENT: IN VITRO EVALUATION

ABSTRACT
In this in vitro study, the effects of glass ionomer cement, resin modified glass ionomer cement and

polyacid modified resin composite intensively used in clinical practice on gingival fibroblast cells and

cytotoxicity of these materials were investigated.



For MTT cell proliferation test, three different filling materials’ substructures (glass ionomer cement,
resin modified glass ionomer cementand polyacid modified resin composite) were incubated with
gingival fibroblast cells for 1 and 3 day.

Cytotoxicity of three filling materials were examined using Agar diffusion test and it was aimed to
determine the toxic effect of leakage products released from filling materials can be indirectly built.
Scanning electron microscope was used to evaluate fibroblast attachment.

In MTT test analysis, fibroblast attachment on poliacid modified resin composite filling material was
excessive on day 1 but it decreased on day 3 (p<0,05). Fibroblast attachment on resin modified glass
ionomer cement was lower than other filling materials on day 3. When cell proliferation percentages
of all filling materials were compared with control group(% 100) on day 1 and 3, it was observed that
difference was statistically significant. Despite resin modified glass ionomer cement was determined
slightly cytotoxic according to the results of agar diffusion test, difference between the groups was not
significant (p>0,05).

Significant difference in morphology of fibroblasts was not observed even though density of
fibroblasts on all filling materials was different on the SEM samples. Maximum fibroblast attachment
was observed on the glass control group because of the smooth surface. Minimum fibroblast
attachment was observed on resin modified glass ionomer cement surface because of roughness.

In addition to our in vitro research results, the chemical surface analysis techniques, measurement of
release of elements and physical surface characterization and analysis of microstructure and porosity

can provide a better understanding of the biological response of filling materials.

Key words: Gingival fibroblast, MTT, SEM, glass ionomer cement
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1.GIRIS VE AMAC

Diseti ¢ekilmesi, serbest diseti kenarinin apikale migrasyonu ile kok yiizeyinin klinik olarak
aciga ¢ikmasidir. Etiyolojisinde yaslanma, yanlis dis fircalama teknigi, dis malpozisyonu,
diseti inflamasyonu, periodontitis, yiiksek frenilum atasmani, yanlis yapilan ortodontik dis
hareketi, hatali yerlestirilen protez kroseleri, uzun ve kalin kenarli sabit restorasyonlar,
yetersiz yapisik diseti genisligi, cerrahi periodontal tedavi, kok ve kemik anatomisi ve
bruksizmden soz edilir. Diseti ¢ekilmesi sonucu, organik icerigi fazla olan sementle kapl kok
yiizeyi agiga ¢ikar. Bu durum, kok yiizeyi iizerinde g¢iiriiksiiz servikal defektlerin, kok
giiriiklerinin olusmasina ve kok hassasiyetine yol agabilir. Ciiriigiin olusmasinda Sharpey
fibrillerinin semente girdigi bdolgelerin ¢ekilme sonucunda bogsluk olusturmasi etkilidir.
Sement ince bir tabaka oldugu i¢in ¢iiriik hizla dentin ve pulpaya ilerleyebilir. Bu nedenle
ciiriiksiiz servikal defektlerin ve kok ciiriiklerinin restoratif dolgu materyalleri ile restore

edilmesi gerekmektedir.

Periodontal tedavinin amaci, hastanin yagami boyunca optimal estetikle birlikte saglikli, rahat
ve fonksiyonel dentisyon ile periodonsiyumu olusturmak ve siirdiirmektir. Anterior bolgede

meydana gelen diseti c¢ekilmelerinin estetigi olumsuz yonde etkiledigi, yapisik diseti



genisliginin yetersiz oldugu mukogingival strese maruz kalan diseti ¢ekilmesi bolgelerinde ve
asirt kok hassasiyeti durumlarinda periodontal plastik cerrahi islemlerle yapisik diseti

genisligi arttirillarak agik kok yiizeyinin ortiilmesi gerektigi bilinmektedir.

Kok yiizeyinde olusan defektlerin ve ciiriiklerin restorasyonu amaciyla cam iyonomer siman,
rezin modifiye cam iyonomer siman, poliasit modifiye kompozit ve mikrofil kompozit gibi
dolgu materyalleri kullanilmaktadir. Bu materyallerle restore edilen kok ylizeylerinin
periodontal plastik cerrahi islemlerle ortiilmesi sonrasi dolgu materyalleri ile diseti dokusunun
biyouyumlulugu ve diseti fibroblastlarinin bu materyallere atasmani olduk¢a Onemlidir.
Bunun diginda restoratif materyallerden salinan komponentler ve restorasyonlar {izerindeki

plak birikimi, restorasyonlarin stabilitesini ve biyouyumlulugunu etkileyebilir.

Bu ¢aligmanin amaci, cam iyonomer siman, rezin modifiye cam iyonomer siman ve poliasit
modifiye rezin kompozitten olusan {i¢ ayri dolgu materyalinin fibroblast proliferasyonuna
etkisinin ve sitotoksik Ozelliklerinin degerlendirilmesi, bu dolgu materyallerine gingival

fibroblast atasmaninin ne sekilde oldugunun incelenmesidir.



2. GENEL BILGILER

2.1. DISETI CEKILMESI

Diseti ¢ekilmesi, serbest diseti kenarinin apikalde konumlanmasi ile kok yiizeyinin klinik
olarak ag¢iga cikmasi olarak tanimlanmaktadir (1). Cekilme disetinin pozisyonunda meydana
gelen bir degisikliktir ve diseti ¢ekilmesinin net bicimde tanimlanabilmesi i¢in disetinin
goriinen pozisyonu ve gergek pozisyonunun belirlenmesi gereklidir. Birlesim epitelinin kok
yiizeyi lzerindeki lokalizasyonu disetinin ger¢ek pozisyonunu belirtirken, goriinen diseti
pozisyonu serbest diseti kenarinin yeri olarak tanimlanmaktadir. Bu tanimlar g6z Oniinde
bulundurularak digeti ¢ekilmesi goriinen ve gizli diseti ¢ekilmesi olarak iki bi¢imde
tanimlanmaktadir. Gorilinen diseti ¢ekilmesi mine sement birlesimi ile serbest diseti kenar1
arasindaki mesafedir ve inspeksiyon ile tespit edilebilmektedir. Gizli diseti ¢ekilmesi ise
birlesim epitelinin mine sement birlesimine olan uzakligi kadardir ve tespiti ancak periodontal
sondun cep igerisine yerlestirilmesi ile miimkiindiir. Ancak klinik uygulamada birlesim
epitelinin mine sement birlesimine gore yeri klinik atasman seviyesi parametresi ile ifade
edilmektedir ve diseti ¢ekilmesi terimi ile de klinisyenler disetinin goriinen pozisyonunu
kastetmektedirler (2). Diseti ¢ekilmesi disetinin durumunu degil lokalizasyonunu belirten bir
terimdir ve tek ya da bir grup disin labial ya da lingual yiizeyinde goriilebilir. Nadiren dis
kayiplariyla sonuglanan diseti ¢cekilmeleri hem hasta, hem de hekim i¢in klinik agidan oldukga

onemli sonuclar dogurmaktadir (3).



2.1.1. Diseti Cekilmesi Prevalansi, Sebepleri ve Olusum Mekanizmasi

1999 yilinda Amerika Birlesik Devletlerinde yapilan bir arastirmada 9869 kisilik bir
topluluktaki bir bireyde diseti ¢ekilmesine sahip dis oran1 %22.3, toplam diseti ¢ekilmesi
prevalansi ise %58 olarak tespit edilmistir (4). Diseti ¢ekilmesinin siddeti ve prevelansi yasa
bagl olarak artis gostermektedir. Diseti ¢ekilmesi miktarinin her 10 yil icin % 3,16 arttig1
rapor edilmistir (5).

Diseti ¢ekilmesi genelde iyi agiz hijyenine sahip popiilasyonlarda goriilen bir problemdir (6).
Yapilan incelemeler iist 1. molar ve alt santral kesici dislerin en fazla diseti ¢ekilmesi goriilen
disler oldugunu gostermektedir. Ayrica bukkal yiizeyler proksimal yiizeylerden daha fazla

etkilenmektedir.
Diseti ¢ekilmesi sebepleri soyle siralanabilir (7);
1) Yas
2) iltihabi periodontal hastalik
3) Distasi irritasyonu
4) Periodontal tedavi
5) Alveol kemigindeki anatomik malformasyonlar
6) Hatal1 ortodontik dis hareketi
7) Parafonksiyonel aligkanliklar
8) Hatal1 hijyen aliskanliklar
9) Hareketli veya sabit restorasyonlarin periodonsiyuma baskisi
10) Malokluzyon
11) Kimyasal travma
12) Keratinize disetinin ince olmasi ve/veya genisliginin yetersizligi
13) Yiiksek frenilum ve kas atagsmanlari
14) Sigara kullanimi

15) Piercing kullanim1



Diseti ¢ekilmesi olusumu ile ilgili mekanizmalar nedene goére farklilik gostermektedir.
flerleyen yasla beraber olusan diseti cekilmesi viicuttaki bircok organdakine benzer bir
fizyolojik atrofi olayr olarak nitelendirilebilir. Ancak basta iltihabi periodontal hastalik
nedeniyle olmak iizere bir¢ok diseti ¢ekilmesi vakasinin lokal iltihabi mekanizmalar sonucu

meydana geldigi diistiniilmektedir (2).

Diseti ¢ekilmesinin patogenezinde iltihabi olaylarin rolii oldugu, ilk olarak Novaes ve
arkadaslar1 (1975) tarafindan gosterilmistir (8). Baker ve Seymour (1976) da diseti
cekilmesinin patogenezini agiklamak amaciyla ratlarda yaptiklart deneysel histolojik calisma
sonucunda somut sonuglar ortaya koymuslardir (9). Arastiricilar, baslangicta ancak histolojik
olarak saptanabilecek, oldukca lokalize bir iltihabi durum meydana geldigini belirtmisler, asirt
kuvvetle dis fircalamanin fiziksel hasar ya da epitelyal gecirgenlik artisina yol agmasi

sonucunda iltihabi bir durumun ortaya ¢ikabilecegini vurgulamislardir (8,9).

Sonug olarak diseti ¢ekilmesinin nedeni birlesim epiteli civarinda plak birikimini arttiran ve
bolgede iltihabi olay1 indiikleyerek birlesim epiteli ve serbest diseti kenarinin daha apikalde
konumlanmasina yol agan faktorlerdir. Bundan farkli olarak periodontal tedavi sonucu olusan
diseti cekilmesi serbest diseti kenarinin eksize edilmesi ya da apikalde konumlandirilmasi

sonucu ya da tedavi sonrast meydana gelen doku biiziilmesiyle olusmaktadir (2)
2.1.2. Diseti Cekilmesinin Klinik Onemi

Klinik olarak agiga ¢ikmis kok ylizeyleri, dis minesine gore ¢liriik olusumuna daha yatkindir.
Aciga ¢ikan kok yiizeyindeki sement zamanla ortadan kalkar ve kok yiizeyi demineralizasyon
ve hipermineralizasyon gibi farkli mineral yapilanmalar1 gosterebilir ya da mineral yapida
herhangi bir degisiklik olmayabilir. Demineralizasyon olustugu takdirde, uzun dénemde kok
curiigline yatkin hale gelir (10). Diseti ¢ekilmesi sonucunda demineralize olan, ciirliksiiz
servikal lezyon meydana gelen kok yilizeylerinde ortaya ¢ikan diger problemler de dokunma
ve termal degisimlere kars1 olusan kok hassasiyetidir (11, 12). Diger yandan, bu tip dislerde
pulpal hiperemi ve buna bagli komplikasyonlar (13), estetik restorasyonlarin yapiminda
giicliik (14) gibi sorunlarla karsilagilabilir. Digeti ¢ekilmesi bulunan hastalar kotii estetikten
sikayetcidirler ve dislerini kaybetme korkusu igindedirler (15). Ozellikle pulpal hiperemi ve
kok hassasiyeti bulgulari hastalarin agiz hijyenlerini siirdiirmelerini engelleyerek daha fazla

plak birikimine ve buna baglh periodontal ve pulpal sorunlara yol agmasi agisindan énemlidir

(16).



Gliniimiizde diseti ¢ekilmelerinin sikdyete sebep olan énemli bir komplikasyonu da estetigin
bozulmasidir. Hastalarin estetik dishekimligine karsi ilgi ve taleplerinin artmasi diseti
¢ekilmesi tedavilerinde farkli periodontal plastik cerrahi islemlerin gelismesine Onciilitk
etmistir. Estetik diseti goriinlimiinlin saglanmasinda acik kok yiizeylerinin kapatilmasi kritik
bir 6neme sahiptir. Ozellikle yiiksek giilme cizgisine sahip bireylerin iist anterior bolgelerinde
estetik sikayetler ile karsilasilmasi kaginilmazdir. Bu tip defektlerin kapatilmasi estetige olan

katkisinin yani sira keratinize ve yapisik diseti miktarinin da artmasini saglamaktadir (2).
2.1.3. Diseti Cekilmesinin Siniflandirilmasi

Diseti ¢ekilmelerinin siniflandirilmasi ilk olarak 1960 yilinda Sullivan ve Atkins tarafindan
yapilmistir (17). Bu siniflamada arastiricilar diseti ¢ekilmelerini sig-dar, sig-genis, derin-dar

ve derin-genis olmak tizere 4 morfolojik gruba ayirmislardir.

Miller ise, marjinal doku cekilmesi teriminin, diseti g¢ekilmesi teriminden daha dogru
oldugunu, marjinal dokunun anlam olarak diseti ile birlikte alveol kemigini de igerdigini
belirtmistir. Miller’in yaptig1 marjinal doku ¢ekilmesi siniflandirmasi, ¢cevre dokularla birlikte
kok oOrtiimii oranlarimin da tahminine dayanan bir siniflamadir. Bu smiflamada diseti
cekilmesinin mukogingival birlesimle iliskisi, interproksimal kemik seviyesi, disin dental
arktaki konumu g6z oniline alinmistir. Miller, marjinal doku ¢ekilmelerini 4 sinifta toplamistir

(18):



Sinif 1

Sinif I1

Sinif I11 _

Sinif IV

Sekil 2.1. Miller’a ait marjinal doku ¢ekilmesi siniflamasi

Sinif I: Mukogingival birlesime kadar uzanmayan marjinal doku ¢ekilmesidir. Interdental

bolgelerde kemik veya yumusak doku kayb1 yoktur. % 100 kdk ortiimii beklenebilir.

Sinif II: Mukogingival birlesime veya daha Gtesine kadar uzanan marjinal doku ¢ekilmesidir.
Interdental bolgelerde kemik veya yumusak dokuda periodontal kayip yoktur. Bu tip diseti
cekilmelerinde de % 100 kok ortiimii beklenebilir.

Smif III: Mukogingival birlesime veya daha 6tesine kadar uzanan marjinal doku ¢ekilmesidir.
Interdental bolgelerde kemik veya yumusak dokuda periodontal doku kaybi vardir, dislerde

malpozisyon goriilebilir. Bu durumda ancak kismi kok ortiimii beklenebilir.



Smif IV: Mukogingival birlesime veya daha 6tesine kadar uzanan marjinal doku ¢ekilmesidir.
Interdental bolgelerde kemik veya yumusak doku yikimi ve/veya dislerdeki malpozisyon ¢ok

siddetli olup, yapilacak tedavi sonucunda kok ortiimii beklenmez.
2.1.4. Diseti Cekilmesinin Tedavisi

Periodontal tedavinin temel amaci disetindeki iltihabi durumun ve kanamanin ortadan
kaldirilmasidir. Boylece periodontal doku yikiminin engellenmesi, optimal fonksiyonun
saglanmasi, yikima ugramis dokularin restorasyonu ve rejenerasyonu, periodontal sagligin
korunmasi i¢in gerekli fizyolojik diseti formunun yeniden olusturulmasi, hastalik tekrarinin
engellenmesi, dis kaybinin azaltilmasi ve estetigin saglanmasi1 amaglanir. Ayrica dentogingival
initenin, mine-sement birlesiminde ya da ¢ok yakininda konumlandirilip, korunmasi da

yukarida belirtilen amaglara hizmet eder (15).

Diseti ¢ekilmesinde bir¢ok nedenle tedaviye ihtiya¢ duyulmasina ragmen senelerce herhangi
bir problem olmadan, tedavi yapilmaksizin da durumun idame ettirilebilecegi
unutulmamalidir. Diger bir ifade ile her digeti ¢ekilmesi durumunda tedavi zorunlulugu
bulunmamaktadir. Klinisyenler genellikle diseti ¢ekilmesine estetik problem, klasik tedaviler
ile giderilemeyen hassasiyet, ¢iiriik ve ¢iirliksiiz servikal lezyonlar veya plak kontroliiniin
zorlastig1 durumlar eslik ettiginde, yani mukogingival problemin goriildiigii kosullarda cerrahi
uygulamaya karar vermektedirler (20,21). Mukogingival problem, diseti ve alveol
mukozasinin, bazen de alveol kemiginin sekil ve fonksiyonunda olusan belirgin kayiplar
olarak tarif edilmektedir (22). Cok az yapisik disetinin oldugu veya hi¢ olmadigi bolgelerde,
diseti iltihabr ve diseti ¢ekilmesinin varligi bir mukogingival problem oldugunun isareti
olabilmektedir. Bu degiskenlerin tek tek degil ¢ogunlukla iigliniin bir arada bulundugu
durumlar, gergek ve tedaviye ihtiya¢ duyulan bir mukogingival durumu ifade etmektedir. Agik
kok yiizeylerinin Ortiilmesinde pek ¢ok teknik kullanilmigtir. Bu teknikler genel olarak 5
grupta incelenmektedir (23) (Tablo 2.1):



Tablo 2.1. Kok ortiimii yontemleri

KOK ORTUMU YONTEMLERI

1. SAPLI GREFTLER 4. YONLENDIRILMiS DOKU
REJENERASYONU

AL ATFRALF PO7iSYONF FLFP (1 PF)

A. REZORBE OLMAYAN MEMBRANLAR
B. KORONALE POZiISYONE FLEP (KPF) L

I. ePTFE
I. Ti ePTFE

C.SEMILUNAR KORONALE POZiSYONE FLEP (SKPF)

B. REZORBE OLAN MEMBRANLAR

D. CiFT-PAPILLA FLEP (CPF)
I. PLA ve sitrik asit

Il. PLA-PGA kopolimer
2. SERBEST GREFTLER Il Poliglaktin 910

IV. Kollagen

A. SERBEST DISETi GREFTI (SDG)

C. MEMBRAN + DIGER YONTEMLER

B. BAG DOKUSU GREFTIi (BDG)
I. Greft materyalleri
. . R IIl. Altin gerceve
| C. ASELULER DERMAL MATRIKS ALLOGREFTI (ADMA) | 111, Mini vidalar
3. SAPLI/SERBEST GREFT KOMBINASYONLARI 5. iLAVE TEDAVILER
| A. LPF-SDG | | D. SKPF-SDG | | A. KOK YUZEYi DEMINERALIZASYONU
B. LPF-BDG E. CPF-BDG B. FiBRIN-FiBRONEKTIN SISTEMLERI
C. KPF-BDG F. SDG- KPF C. MINE MATRIKS PROTEINLERI (EMD)

D. BUYUME FAKTORLERI

2.1.4.1. Saph Greftler (Saph Flepler)

2.1.4.1.1. Laterale Pozisyone Flep (LPF)

Kok kapatma islemi olarak, ilk defa 1956’da Gruppe ve Warren tarafindan, laterale pozisyone
flep operasyonu tanitilmistir (24). Arastiricilar bu teknik ile diseti ¢ekilmelerinin tedavi
edilebilecegini ortaya koymuslardir. Giinlimiize kadar farkli modifikasyonlart (25, 26)
tanitilan LPF, kii¢iik degisikliklerle farkli isimler altinda uygulanabilmektedir. Ozellikle Cift
Papilla Flep (CPF) (27), oblik pozisyonlandirilan flepten (28) soz edilmektedir. Bu yontemde
once agik kok ylizeyine ait serbest diseti kenar1 kaldirilip kok yiizeyi diizlestirmesi islemi
yapilmaktadir. Sonrasinda komsu dise ait verici diseti vertikal insizyon ve yarim kalinlik

fleple kaldirilip agik kok yiizeyi lizerinde sabitlenmektedir (29). Cekilmenin lateralinde



yetersiz digeti, s1g vestibiil, verici bolgede ikincil frenal atasmanlar, yan yana ¢ok sayida diseti
cekilmesi gibi durumlar yaklasik 25 yil boyunca kok kapatmada en giivenilir teknik goziiyle
bakilan LPF’nin kullanimin1 sinirlayan kontrendikasyonlardandir (30). Onemli bir avantaji ise

ideal bir doku renk uyumu saglamasi ve ikinci bir cerrahi saha gerektirmemesidir.
2.1.4.1.2. Koronale Pozisyone Flep (KPF)

KPF ozellikle diseti ¢ekilmesinin apikalinde yeterli digetinin bulundugu kosullarda tercih
edilen bir tekniktir. Yontem 1926 yilinda tarif edilmesine karsin popiiler olmasi ve yeni bir
formda ilk kez tarifi 1973 yilinda Bernimoulin’e aittir (31, 32). Teknik olarak kok yiizeyi
diizlestirmesini takiben, diseti ¢ekilmesinin meziyal ve distalinden yapilan vertikal insizyonlar
sonras1 serbestlestirilen diseti koronal yonde gekilerek agikta kalan kok yiizeyini ortecek
bicimde sabitlenmektedir. KPF de ikinci cerrahi saha gerektirmez. Ancak vestibiil derinligini
azaltan bir yoOntemdir. Teknik 2000 yilinda Zucchelli tarafindan vertikal insizyonlar
kullanilmaksizin modifiye edilmistir (33). Ozellikle ¢oklu g¢ekilmelerin tedavisinde bu
modifikasyon basari ile uygulanabilmektedir. Ancak derin ¢ekilmeler varliginda genellikle

klasik yontem yani vertikal insizyonlar tercih edilmektedir.
2.1.4.1.3. Semilunar Koronale Pozisyone Flep (SKPF)

SKPF Tarnow tarafindan 1986 yilinda tanimlanan modifiye bir koronale kaydirma flep
yontemidir (34). Bu yontem, mukogingival birlesimde yarim ay bigiminde yapilan bir
insizyonun diseti altindan sulkustaki bir diger insizyonla birlestirilmesiyle aralanan flebin,
periodontal pat yardimiyla koronal yonde pozisyonlandirilmasiyla uygulanir. Bir avantaj
olarak mukogingival birlesimden uygulanan insizyon vestibiil derinliginin azalmasini

onlemektedir. Ancak aralanan flebin beslenmesinde problem yasanabilmektedir.
2.1.4.1.4. Cift Papilla Flep (CPF)

Cift papilla flep ilk olarak Cohen ve Ross tarafindan 1968 yilinda tanimlanmustir (27). Klasik
KPF teknigindeki gibi yapilan vertikal insizyonlar1 takiben acik kok ylizeyinin meziyal ve
distalindeki dokularin kok vyiizeyi iizerinde birlestirilmesinden olusmaktadir. Interdental
alanda keratinize diseti genisliginin fazla olmasi nedeniyle uygulanabilirligi mevcut olsa da
dikis bolgesinin avaskiiler saha lizerinde kalmas1 dnemli bir dezavantajdir ve bir¢ok vakada

rekiirens olusabilmektedir.



Pozisyone flepler ile SDG’ye gore daha estetik sonuglar alinmasina, operasyon sonrasi olusan
verici bolge hassasiyetinin elimine edilmesine ve tedavi siiresinin kisalmasina karsin defekte

komsu alanda yetersiz diseti varlig1 uygulama alanlarini bir hayli kisitlamaktadir (35).
2.1.4.2. Serbest Greftler

2.1.4.2.1. Serbest Diseti Grefti

Temel bir periodontal cerrahi teknik olan serbest diseti grefti, 1963’de Bjorn tarafindan
yapisik digeti genisliginin arttirilmasinda kullanilmistir. King ve Pennel (1967), ilk olarak bir
gingival ogmentasyon islemi olarak tanittiklar1 SDG’nin amaglarimi, keratinize disetinden
olusan bir yumusak doku kenari elde etmek, daha fazla diseti ¢ekilmesi olugsmasinin Oniine
gecmek, yiiksek frenulum atagmanimin etkisini yok etmek, hastanin yumusak dokuyu
zedelemeden plak uzaklastirabilmesini miimkiin kilan yumusak doku kenari olusturmak,
restorasyon sinirlarinin digeti cebi icinde konumlandigi durumlarda ilave tedavi olarak

belirtmislerdir (36).

Yontem olarak kok diizeltmesi islemini takiben papillere yapilan horizontal ve vertikal
insizyonlar1 icermektedir. Daha sonra defekte komsu disetleri vertikal insizyonlara kadar
deepitelize edilmektedir. Defektin apikalindeki mukoza ise yarim kalinlik diseksiyon ile
bolgeden uzaklastirilarak alic1 saha hazirlanmaktadir. Uygun verici sahadan alinan greft ise
bolgeye agik kok yiizeyini de kapatacak bigimde siiture edilmektedir. SDG’nin kdk oOrtiimii
amaciyla uygulanmasinda 6zellikle kok yiizeyi iizerinde kalan greftin beslenmesinde sorun
yasanabilmektedir. Bu yilizden bu bolgede greftin kalin olmasi onerilmektedir. Bu teknikle
tedavi sonrasi tatminkar kok Ortiimii ve yapisik diseti elde edilmesine karsin operasyon
sonrasi verici ve alici sahalarda greft ile ¢evre doku arasinda renk farkinin meydana gelmesi,
greftin beslenmesi ile ilgili giicliikler ve greftte olusan boyutsal degisiklikler, keloid benzeri
doku olusumu ve dondr sahada operasyon sonrasit meydana gelen hassasiyet bu teknigin bazi

dezavantajlari olarak bilinmektedir (37, 38).

2.1.4.2.2. Bag Dokusu Grefti (BDG)

I. Langer teknigi: Langer teknigi ilk olarak 1985 yilinda Langer ve Langer tarafindan ortaya
konmustur (39). Yontem olarak alici sahanin hazirlanmasi KPF tekniginde oldugu gibi

vertikal insizyonlar ve bu insizyonlar1 birlestiren sulkuler insizyonlardan olusmaktadir. Yarim



kalinlik flep kaldirilmasi sonrasi uygun verici sahadan alinan BDG alic1 sahaya yerlestirilip
sabitlendikten sonra flep repoze edilerek bolge kapatilmaktadir. Yontem vertikal
insizyonlardan dogabilecek komplikasyonlarin 6nlenmesi amaciyla vertikal insizyonsuz
olarak da modifiye edilmistir (40). Ancak derin defektlerin eliminasyonu igin Vvertikal
insizyonlar gerekmektedir. BDG yontemi baslangicta greftin acikta birakilacak kisminin
epitel tabakasini da tasiyacak sekilde alinmasi bi¢iminde tavsiye edilse de estetik, verici
sahada sekonder iyilesen bolge bulunmasi ve teknik zorluklar gibi dezavantajlar nedeniyle

artik epitelsiz olarak uygulanmaktadir.

I1. Zarf teknigi: 1985 yilinda Raetzke tarafindan rapor edilen BDG’ye ait zarf teknigi serbest
disetinin eksizyonunu takiben kok yilizeyi diizlestirmesi ve sulkus igerisinden mukogingival
birlesime dogru uzanan aralayici insizyonu igerir. Vertikal insizyon kullanilmaz (41). Flebin
mektup zarfi gibi aralanmasinin ardindan BDG bu zarfin i¢ine yerlestirilmektedir. Teknigin
avantaji1 lateral ve apikal kan dolasimimin korunmasidir. Ancak derin diseti ¢ekilmelerinde
istenen sonuglar alinamayabilmektedir. Zarf teknigi Miiller tarafindan 1999 yilinda vertikal

insizyon da kullanilarak modifiye edilmistir (42).

III. Tiinel teknigi: BDG’ye ait bu uygulama 1994 yilinda Allen tarafindan rapor edilmistir
(43). Zabalegui ve arkadaslar1 da yontemi tiinel teknigi olarak tanimlamis ve bugiinkii
durumuna getirmisglerdir (44). Yontem zarf teknigindeki gibi vertikal insizyonlar
kullanilmaksizin iki dise ait fleplerin aralanmasi ve bir tiinel ile sulkuslardan baslayan
insizyonlarin birlestirilmesinden olusmaktadir. Daha sonra, olusturulan bosluga elde edilen
BDG uygun siitur teknigi ile yerlestirilip sabitlenmektedir. Bu yontem de zarf tekniginde
oldugu gibi lateral dolasimin korunmasini saglamaktadir. Ancak derin diseti ¢ekilmelerinde

istenen sonuglar alinamayabilmektedir.
2.1.4.2.3. Aseliiler Dermal Matriks Allogrefti (ADMA)

ADMA’nin diseti ¢ekilmesi tedavisi i¢in kullanimi ilk olarak Dodge ve ark. tarafindan 1998
yilinda ortaya konmustur (45). Uygulamasmin BDG’den tek farki greft materyalindeki
farkliliktir. ADMA sinirsiz verici dokuya sahip olmasi ve ikinci cerrahi saha gerektirmeme
gibi avantajlara sahiptir. Ancak verici kaynag ile ilgili olas1 komplikasyonlar ve giivenlik
siiriin bilinmemesi ile BDG’ye gore dokuya entegrasyonunun ge¢ olmasi ve daha basarisiz

estetik sonuclar sunmasi klinik kullanimda az tercih edilmesine sebep olmaktadir.



2.1.4.3. Saph ve Serbest Greftlerin Kombine Uygulamalar:

Pozisyone fleplerin yalniz uygulamalar1 verici sahada diseti c¢ekilmesi ve kemik kaybi
meydana gelmesi ve istenen oranda diseti miktari elde edilememesi gibi sorunlara yol
acabilmektedir (35). Anlatilan yontemlere ait dezavantajlarin giderilebilmesi amaciyla sapli
ve serbest greftlerin kombine uygulamalar1 ve modifiye yontemler de denenmistir. LPF-SDG,
LPF-BDG, KPF-BDG, ¢ift papilla flep-BDG, SDG-KPF, semilunar KPF-SDG prosediirleri bu

kombinasyonlar arasinda yer almaktadir (46-51).
2.1.4.4. Yonlendirilmis Doku Rejenerasyonu (YDR)

Pini Prato ve arkadaslari, 1992 yilinda diseti ¢ekilmesi tedavisinde yoOnlendirilmis doku
rejenerasyonunu, verici sahada meydana gelebilecek komplikasyonlar1 azaltmak ve g¢ekilme
bolgesinde rejenerasyon elde edebilmek amaciyla kullanmislardir (52). Yontem Langer
teknigine benzer sekilde alict sahanin agilmasi ve BDG yerine bariyer membran
uygulamasindan olusmaktadir. Ancak membranin agiz igerisine agiga ¢ikmasinin sakincalari
olacagindan teknik pozisyone fleple kombine edilmektedir. Literatiirdeki ¢aligsmalar,
rejenerasyon prensiplerinden biri olan bosluk olusturulmasinin saglanmasi amaciyla kok
yiizeyinin  asindirilmasina, diseti  ¢ekilmesi igin rezorbe olmayan expanded
polytetrafluoroethylene (ePTFE) membranlarin (52, 53), titanyum destekli membranlarin veya
membranlarla birlikte greft materyallerinin, altin ¢ercevenin ya da mini vidalarin kullanimina
isaret etmektedir (53-56). Fakat rezorbe olmayan membranlarin bolgeden alinmasti igin ikinci
bir cerrahi iglem gerektirmesi arastiricilart rezorbe olan membranlarin kullanimina
yonlendirmistir. YDR’de amag¢ kok kapatilmasinin yani sira kaybedilmis orijinal atagman
aparatinin da yeniden elde edilmesidir. Bugiin her iki grup membran da ¢ekilme tedavisinde
kullanilmaktadir. Ancak YDR yontemleri diger ¢ekilme tedavileri ile kiyaslandiginda teknik
olarak uygulanmasinin gii¢ ve zaman alici olmasi ve uzun dénemli kék Ortiimii basarisinin

ongoriilememesi gibi dezavantajlara sahiptir (57).

2.1.4.5. Ilave Tedaviler

llave tedaviler igerisinde yakin déneme kadar yalniz kok yiizeyini modifiye eden ajanlar
sayilsa da artik bircok ydntem literatiirde yer almaktadir. ilave tedavilerin amaci baslangicta
kok yiizeyi ile {lizerini Orten veya Ortecek olan yumusak doku arasindaki baglantiyr

giclendirmek olarak ifade edilmistir. Bilindigi {izere tiim ¢ekilme tedavilerinin



uygulanmasinda, greft veya flebin kok yiizeyine yerlestirilmesinden dnce kok ylizeyinin ideal
bicimde hazirlanmis olmasi kritik bir 6neme sahiptir. Bu amagla kok ylizeyi diizlestirmesi
islemi artik vazgecilmez bir uygulama olarak yerini almistir. Ancak bazi klinisyenler ilave
olarak kimyasal ajanlarla kok yilizeyi kosullandirmasi1 yapmay1 da tercih etmektedirler. Kok
yiizeyi kosullandirmanin biyolojik amaci sement icerisindeki kollagen lifleri agiga ¢ikararak
getirerek greft veya flep ile kok yiizeyi arasindaki fibrin baglantistnin (fibrin linkage)
arttirilmasini saglamaktir. Bununla birlikte ¢ekilme ile beraber kok yiizeyi lizerine birikmis
olan smear tabakasi da ortadan kaldirilabilmektedir. Birgok arastirma kok kosullandiricilar
ile rejeneratif etkinin arttirildigini ortaya koysa da kontrollii klinik ¢alismalar bu ajanlarin kok

ortimiine ilave katki yapmadigini gostermistir (18,58).
2.1.4.5.1. Kok Yiizeyi Demineralizasyonu

Kok yiizeyini modifiye eden ajanlar igerisinde, {izerinde en ¢ok calisilmis olanlar sitrik asit ve
tetrasiklin hidrokloriddir (18,58). Bu ajanlardan pH’1 1 olan sitrik asit kok yiizeyinin cerrahi
olarak agilmasini takiben {i¢ dakika, 50-125 mg/ml tetrasiklin ise iig ila bes dakika siire ile
tatbik edilmektedir. Bir diger kok yiizeyi piiriizlendirici ajan da Etilen diamin tetraasetik asit
(EDTA) olarak bilinmektedir. EDTA’nin ¢ekilme tedavisi ile kombine kullanimi ¢ok sik
tercih edilmese de %24°liik jelin iki dakika siireyle uygulandigi rapor edilmistir (59).

2.1.4.5.2. Fibrin-Fibronektin Sistemleri

Fibronektin, fibroblastlarin kok yilizeyine tutunmak i¢in ihtiya¢ duyduklar: bir proteindir. Kok
yiizeyi Tlzerine fibronektin uygulanmasimmin yeni atagsman olusumunu arttirabilecegi
diistiniilmektedir (60). Ancak fibronektin konsantrasyonlarinin plazmada artmasini ek avantaj
saglamadigi gosterilmistir (61). Fibronektinin periodontal yara iyilesmesi ve rejenerasyonu
tizerindeki roliinii arastiran ¢aligmalar, bu materyalin, iyilesmenin erken déneminde flebin
ayrilmasin1 engelleyerek, hemostaz saglayarak ve bag dokusu rejenerasyonuna katkida
bulunarak faydali oldugunu ortaya koymaktadir. Bunula birlikte literatiirde fibronektinin

cekilme tedavisi iizerine etkilerine dair yeterli klinik ¢aligma bulunmamaktadir (62).
2.1.4.5.3. Mine Matriks Proteinleri (EMD)

EMD ilk olarak 2000 yilinda Rasperini ve arkadaslar1 (63) tarafindan diseti c¢ekilmesi
tedavisinde KPF ile beraber uygulanmistir. Yontem KPF ile beraber kok yiizeyinin iki dakika

stire ile %24’lik EDTA jel ile kosullandirilmasi ve mine matriks proteininin {retici firma



tarafindan Onerilen bigimde tatbikini igermektedir. Yapilan ¢alismalarda bu materyalin, kok

ortiimii tedavisine olumlu katki yaptigi da, fark yaratmadigi da rapor edilmistir (63,64).

2.2. KOK CURUKLERI

Kok ucunu orten sement dokusu oldukea kalin (1,5-2,0 mm) olmasina ragmen, disin servikali
civarindaki kalinlik (0,5 mm) ¢ok azdir. Bu nedenle, lizerindeki diseti dokusunu kaybetmis
sement dokusu kolayca asmabilir. Sement dokusunun inorganik yapis1 % 46’dir ve
hidroksilapatitden meydana gelmistir. Bu oran kemik (% 70), dentin (% 69) ve mine (% 96)
dekinden daha azdir (65).

Periodontal hastaliklar, cerrahi operasyonlar, mekanik travmalar veya biitiin bunlarin
kombinasyonu sonucu diseti ¢ekilir ve disin kok yiizeyi agiz ortamina agilir. A¢iga ¢ikan kok
yiizeyi ¢ok hizli sekilde mikroorganizmalarin kolonizasyonuna maruz kalir ve ¢liriik olusabilir

(66). Digeti ¢ekilmis kok yilizeylerinin %15-20’sinde kok ¢iiriikleri olusabilmektedir (67).

Kok yilizeyi ciriikleri yeni bilinen bir olgu degildir. Antropolojik incelemeler bunu
desteklemektedir. Corbett ve Moore, M.S. 600 yillarina ait Anglo-Saxon kafataslar iizerinde
yaptiklart incelemede, yiiksek oranda sement giiriiklerine rastlamislardir (68). Yeni Gine’de
ilkel toplumlar tizerinde inceleme yapan Schamschula (1972) antropolojik ¢alismalardakine
benzer sonuglar bulmus ve kok yiizeyi giirliklerinin mine ¢iiriiklerinden daha fazla

goriildiigiinii tespit etmistir (69).

Bu kadar eski bir olgu olmasina ragmen, kok yiizeyi ¢iiriigii ile ilgili bilgiler sinirhidir. Bu
nedenle son yillarda kok ¢iiriigli lezyonlarinin prevalansi, insidansi, etyolojisi, tedavisi ve
onlenmesi konusunda pek ¢ok arastirma yapilmistir (70-72). Epidemiyolojik ¢alismalar, yas

artigina paralel olarak kok ciirtiklerinde artig oldugunu gostermektedir.

Yaslilarda ¢ok yaygin bir sorun olan periodontal doku kaybi, kok ¢iiriiklerinin ortaya ¢ikmasi
icin zemin hazirlar (73). Epidemiyolojik calismalar kok yiizeyi ¢iiriik prevalansinin hayli
yiiksek oldugunu da gostermektedir. Amerika Birlesik Devletleri’nde 1988 ile 1991 yillari
arasinda yapilan saha taramasi c¢alismasinda eriskin bireylerde %25 olan kok c¢lirigi
prevalansinin yagla birlikte arttig1 ve 75 yas ve yukarisinda %56’ya ¢iktig1 rapor edilmistir
(74). Kok yiizeyi ciiriikleri yetiskin hastalar arasinda ¢ok sik rastlanan bir durum olup 5-6
tilkede yapilan uluslararasi ¢alismada yetiskinlerde %60-90 oraninda oldugu gosterilmistir
(75-77).



Dis kokleri, sement ve dentinin yapisal 6zellikleri ve kimyasal kompozisyonlar1 nedeniyle, dis
kronlarina kiyasla, mekanik etkilere daha az direnglidir. Kok yiizeyini orten sement tabakasi,
mineden daha fazla organik yapiya sahiptir ve bu da sementi mineye oranla asit ataklarina

kars1 daha zayif kilmaktadir (78).
2.3. CURUKSUZ SERVIKAL LEZYONLAR

Agiz iginde, c¢iirik disinda farkli kronik yikici olaylar disleri etkilemektedir. Bu yikimlar
klinikte aginmalar olarak karsimiza ¢ikmaktadir. Asinmalarin olusumunda pek ¢ok etken rol
oynamaktadir. Dis asimnmalari, olusumunda rol oynayan etkenlere bagli olarak, atrizyon,
erozyon, abrazyon ve abfraksiyon olarak isimlendirilmektedir (79, 80). Servikal bolgedeki
cliriiksiiz lezyonlarin gelisiminden abrazyon, erozyon (korozyon) ve abfraksiyon sorumlu

tutulmaktadir (81).
2.3.1. ATRIZYON

Atrizyon; Latince ‘herhangi bir sey karsisinda siirtinme hareketi’ anlamina gelen attere,
attrivi, attritum kelimelerinden tiiremistir. Dental atrizyon klinik terimi; yabanci bir cisim
olmaksizin dis dise kontagin bir sonucu olarak dis sert dokularinin fizyolojik asinmas1 olarak

tanimlanir (82).
2.3.1.1. Atrizyon Lezyonlariin Etyolojisi

Atrizyon; biiyiik oranda yaslanma ile ilgilidir. Normal ¢igneme fonksiyonunun etkisiyle yavas
ve diizenli olarak meydana gelirse, fizyolojik atrizyon olarak tanimlanir. Eger hastada yasina
gore normalden daha fazla bir miktarda asinma varsa, patolojiden bahsedilebilir. Dis
malpozisyonlar1 ve okluzyon bozuklugu olan hastalarda, prematiir kontaklarin varliginda
patolojik atrizyon goriilebilir. Bazi parafonksiyonel aligkanliklar da patolojik atrizyona yol
acabilir. Cigneme fonksiyonu diginda dislerin temasa gelmesi bruksizm olarak

isimlendirilmekte ve bu durum patolojik atrizyonun ana nedeni sayilmaktadir (83).
2.3.1.2. Atrizyon Lezyonlarinin Klinik Goriiniimii

Atrizyon; dislerin insizal, okluzal ve proksimal yiizeylerinde yaslanmaya bagl olarak gelisir.
Atrizyonun erken safhalarinda asinma anterior dislerin insizal kenarlar1 ve posterior dislerin
okluzal yiizeylerinde parlak alanlar olarak goriilmektedir. Siddetli vakalarda dentin dokusu

aciga ¢ikabilir ki bu, asinmanin hizin1 artirir (84).



2.3.2. EROZYON

Erozyon; Latince ¢iiriimek, yenmek anlamina gelen erodore, erosi, erosum kelimelerinden
tiremistir. Genellikle elektrolitik veya kimyasal yollarla bir maddenin yiizeyinin kademeli
olarak yikilmasi olayini tanimlamaktadir. Dental erozyon; bakteri icermeyen Kimyasal bir
olay sonucu dis dokusunda meydana gelen kayip olarak tanimlanabilir (82). Agiz pH’s1 dis
minesini etkileyen kritik pH degeri olan 5.5’in altina diiserse, asit ataklarinin siiresi ve

sikligina bagl olarak erozyon gergeklesir (85).

2.3.2.1. Erozyon Lezyonlarimin Etyolojisi

Erozyon, etyolojisine gore li¢ boliimde incelenmektedir. Bunlar;
I. D1s kaynakli(Ekstrinsik)

I1. i¢ kaynakli(Intrinsik)

I11. Idiopatik erozyonlardir (82).

|. D1s Kaynaklh Erozyon Lezyonlar:

Di1s kaynakli erozyon lezyonlari; kisinin diyetine, kullandig: ilaglara, ¢evresel faktorlere ve
yasam bi¢imine bagli olarak meydana gelebilir (86). Yiyecek ve igeceklerin erozyon yapma
potansiyeli, o maddenin asiditesine baglidir. Bununla birlikte, dis minesinin mikrosertlik
derecesi ve iyon gegirgenligi de bu lezyonlarin olusumunda 6nem tasir (82). Bireylerin kendi
baslarina uyguladiklar1 dental iriinler nedeniyle ve bazi ilaglarin etkisiyle gelisen erozyon
olgular1 rapor edilmistir. Dis beyazlatma ajanlarinin da erozyona egilimi kuvvetlendirdigi

gosterilmistir (86).
I1. i¢ Kaynakli Erozyon Lezyonlar1

I¢ kaynakli erozyon lezyonlarinin en sik goériilme nedeni mide asidinin sik araliklarla agiza
gelmesi ve dislere temas etmesidir. Bu durum, 6zellikle gastrodzofajial reflii, anoreksia ve
bulimia nervosa gibi hastaliklarda goriliir (82). Bu bireylerde gastrodzofajiyal sfinkter tam
olarak islev gérmedigi i¢in, karin i¢i basingta ve mide iceriginde yiikselme oldugunda, mide
sivisi pasif olarak agza gelmektedir. Mide sivisinin pH’s1t ¢ok diisiik oldugundan dis
yiizeylerinde yikima neden olur. Bu hastaliklardan baska alkol bagimlilarinda ve kronik
bulant: sikayeti olan bireylerde de ayni belirtiler goriilmektedir (86).



2.3.2.2. Erozyon Lezyonlariin Klinik Goriiniimii

Erozyon lezyonlarindan diyete bagli olarak gelisenler, alt ve st anterior dislerin labial
yiizeylerinde goriliir (82). Bu lezyonlar erken dénemde piiriizsiiz goriintimlii olup yiizey
konturu kaybedilmemistir. Disteki kayip arttitkca daha az mineralize dentin dokusu agiga
cikmaktadir. Bu tiir vakalarda dislerde hassasiyet gelismektedir (86). Cok ciddi erozyon
vakalarinda disin pulpa dokusu agiga cikabilmekte ya da iizerinde ¢ok ince bir koruyucu
dentin tabakas1 kalmaktadir. Pulpa dokusu genellikle canliligin1t muhafaza etmekte; ¢ok ender

durumlarda dis devital duruma gelmektedir (82).
2.3.3. ABRAZYON

Abrazyon; Latince abradere, abrasi, abrasum kelimelerinden tiiremis ‘kazimak’ anlamina
gelmektedir. Ogiitme, silme veya kazima gibi mekanik olaylarla dokunun veya yapinin
asinmasini tarif eder. Dental abrazyon veya abrasio dentium ise; agizda dislerle temas eden
yabanci cisimlerin yarattigi asirt mekanik yiik ile olusan dis sert dokularinin patolojik
kaybidir (82). Abrazyonu, dislerin birbirine temas etmesi disindaki faktorler nedeniyle dis

yapisinda ve restorasyonlarda meydana gelen aginma oOlarak da tanimlayabiliriz (87).
2.3.3.1. Abrazyon Lezyonlarinin Etyolojisi

Dental abrazyon bazi aliskanliklara ve mesleki 6zeliklere bagl olarak gelisebilir. Ornegin
pipo igenlerin, disleriyle kuruyemis veya findik kiranlarin, tirnak yeme aliskanligi olan
kisilerin dislerinde insizal kenarlarda asinma goriilebilir (82). Dental abrazyonun servikal
bolgelerde en sik goriilme nedeni hatali dis firgalama ve bununla iliskili faktorlerdir. Dis
fircalama en sik kullanilan oral hijyen yontemidir. Gelismis {iilkelerde yasayan insanlarin
%80-90°1 diglerini giinde bir ya da iki kez fircalamaktadir (87). Yapilan epidemiyolojik
calismalarda da, servikal abrazyon lezyonlarinin olusumu dis firgalama ve bununla ilgili
faktorlere baglanmaktadir (88,89). Ayrica, dis ara yiizeylerinde meydana gelen aginmanin dis
ipi, kiirdan ve arayiiz fircasi gibi aletlerin sik ve hatali kullanimina bagli olabilecegi one

stirilmektedir (82).
2.3.4. ABFRAKSIYON

Abfraksiyon terimi, Latince’de kirmak anlamina gelen frangere, fregi, fractum kelimelerinden
tiremistir. Dislerde kasplar arasi esneme hareketine bagli olarak gelisen servikal lezyonlar

abfraksiyon terimi ile isimlendirilmistir. Abfraksiyon lezyonlar1 dislerin biyomekanik



kuvvetlerden etkilenmeleri sonucu 6zellikle servikal bolgelerde meydana gelen asinmalardir
(80).

2.3.4.1. Abfraksiyon Lezyonlarimin Etyolojisi

Ciriiksiiz  servikal lezyonlar; mine-sement birlesimindeki sert dokunun kaybi ile
karakterizedir. Bu lezyonlarin abrazyon ve/veya erozyonun etkileri sonucu olustugu
bilinmektedir. Son yillarda arastirmacilar kasplar arasi esneme hareketinin bu tiir lezyonlarla
iliskisini gdsteren yeni bir teori ortaya atmigslardir (80). Dis esnekligi; okluzal kuvvetler
altinda lateral veya aksiyel biikiilme olarak tanimlanmaktadir. Dislerde meydana gelen bu
esneme, mine ve onu destekleyen dentin dokusunda c¢atlaklarin olusmasina ve doku kaybiyla
sonuclanan hidroksiapatit kristalleri arasindaki baglarin yikilmasima neden olan ¢ekme ve
sikistirma kuvvetleri meydana getirir (90). Dislerde goriilen abfraksiyon lezyonlarinin disin
uzun aksina yiiklenen okluzal kuvvetlerin eksentrik olarak yayilmasinin bir sonucu oldugu
diistincesi (tooth flexure theory) vardir. Bu teoriye gore parafonksiyonel kuvvetler, bir veya
birka¢ disi gii¢lii gerilme, sikistirma ve kesme tipi kuvvetlere maruz birakmaktadir. Okluzal
kuvvetlere bagli deformasyonlar servikal bolgelerde gerilme ve sikistirma kuvvetleri
olustururlar (80). Lee ve Eakle’a gore bu gerilme kuvvetleri ¢iiriiksiiz servikal lezyonlarin

etyolojisinde primer rol oynamaktadir (91).
2.3.4.2. Abfraksiyon Lezyonlarimin Klinik Goriiniimii

Abfraksiyon lezyonlar1 genellikle keskin kenarli, piiriizsiiz ve kama seklinde yiizeyler olarak

gortliirler. Bu lezyonlar tek bir diste olusabildigi gibi bazen birkag diste de gézlenebilir (90).

2.4. DIS ASINMALARININ VE KOK CURUKLERININ TEDAVILERINDE
KULLANILAN RESTORATIF MATERYALLER

Dis asinmalarinin restorasyonunda pek cok farkli materyal ve teknik kullanilmaktadir.
Yapilan restorasyon ile disin dayanikliliginin arttirilmasi, servikal bolgede olusan stresin
azaltilmasi, hassasiyetin engellenmesi, pulpanin korunmasi ve estetigin saglanmasi

amaclanmaktadir (92).

Servikal lezyonlarin tedavisinde restoratif materyal olarak geleneksel tipte cam iyonomer
simanlar, rezin modifiye cam iyonomer simanlar, poliasit modifiye kompozit rezinler

(kompomer) ve farkli tiirde ve oranda doldurucu partikiil igeren kompozit rezinler tercih

edilmektedir (81).



2.4.1. Geleneksel Cam Iyonomer Simanlar (GCIS)

Wilson ve Kent tarafindan 1969 yilinda formiile edilen ve dis hekimligine yeni bir materyal
olarak sunulan cam iyonomer siman 1970’lerde McLean ve Wilson tarafindan gelistirilmistir
(93). Cam iyonomer siman, yapisinda flor igeren ve dislere fizikokimyasal olarak
baglanabilen bir materyaldir. Yiiksek diizeyde flor iyonu salabilme ozelligine sahip bu
materyal, dis hekimliginin bircok alaninda (kaide materyali, yapistirict siman, restorasyon
materyali olarak) kullanilmaktadir. Bu materyal o giiniin sartlarinda silikat simanin disle
gosterdigi renk uyumu ve florid salimi, polikarboksilat simanin dislere baglanabilme

(selasyon) 6zelliginin birlestirilmesi diisiincesiyle tiretilmistir (94).

Cam iyonomer simanlar genellikle toz ve likitten olusan iki komponentli sistemler olup,
likitindeki poliakrilik asit ile tozunda bulunan aliminyum fluorosilikat cami arasindaki
kimyasal reaksiyon sonucu ‘‘tuz’’ formasyonu ile olusmaktadir (93). Polimerizasyon olayz,
poliakrilik asitle siman tozunun karistirilmasi sonrasi tipik bir asit baz reaksiyonu seklinde
gerceklesir. Sertlesme esnasinda poliakrilik asitin hidratize protonlari, cam partikiillerinin
yiizeyine girerler. Burada katyonlar (Al Ca'?) yer degistirir ve kitle bir hidratize silikat-jel’
e doniislir. Katyonlar basit ya da flor kompleksleri halinde ortamda ¢dziiniirler ve bu iyonlar
sulu polielektrolit fazina gecerek, poliakrilik asit zincirlerinin karboksilat iyonlar1 arasinda
kopriiler olustururlar. Bu poliakrilik asit zincirleri bir ag yapist halini alir ve sulu fazin jel
sekline donilismesini saglarlar. Bunun sonucunda ¢dzlinmeyen bir jel-matriks olusur. Gergek
bir cam iyonomer simanda, bu reaksiyon birka¢ dakika gibi klinik olarak kabul edilebilir bir
stirede olugsmaktadir. Bu simanlar neme hassas olmalari nedeniyle sertlesmeleri sirasinda

mutlaka hava ve tiikiiriikkten izole edilmelidirler (95).

Cam iyonomer siman dis yapisina dogrudan kimyasal baglar ile tutunabilen tek restoratif
materyaldir. Baglanma olay1, poliakrilik asitin dis yiizeyini yumusatmasi ve poliasit
zincirlerinin mine ve dentin yilizeyinde bulunan kalsiyum ve fosfat iyonlariyla yer
degistirmesi sonras1 gergeklesir. Materyal igerisine kalsiyum ve fosfat iyonlarinin gegmesiyle
asit tamponlanir, pH ylikselir ve boylece dis ve materyal arasinda iyon etkilesimli yeni bir

yiizey olusur (94).

Cam iyonomer simanlarin in vitro baglanma kuvveti diger materyallere oranla disiik
bulunmakla birlikte klinik uygulamada agiz i¢i retansiyonlarinin iyi oldugu goézlenmistir (95).
Baz1 calismalarda geleneksel cam iyonomerin, rezin modifiye cam iyonomer ve kompozit

dolgu materyaline gore daha fazla mikrosizinti gosterdigi bildirilmistir (96). Ayrica rezin



modifiye cam iyonomer (RMCI) ile kiyaslandiginda, klinik performans (marjinal adaptasyon,
anotomik form ve sekonder cliriik) agisindan daha az basarili oldugu vurgulanmigtir (97).
Kirilma ve abrazyona direncinin yetersiz ve estetik 6zelliklerinin zayif olmasi nedeniyle

kullanim alan1 sinirhidir (96).
2.4.2. Rezin Modifiye Cam Iyonomer Simanlar (PMCI)

Cam iyonomer simanlarin yapisina kompozit rezinlerin bazi dzelliklerinin katilmasiyla rezinle

modifiye cam iyonomer simanlar gelistirilmistir (98).

Rezin-modifiye cam iyonomer simanlar, gelistirilmis adeziv 6zellikleri, radyoopak olusu,
florid salim &zelligi, dis dokulart ile biyolojik uyumu ve kimyasal baglant1 yapabilmesi, kolay
hazirlanmast gibi 6zelliklerinden dolay1 yaygin kullanim alani bulmaktadir (90). Fiziksel
ozellikleri agisindan geleneksel cam iyonomer simanlar ile kompozit rezin materyallerin
arasinda yer aldiklari bildirilmektedir (99). Rezin iyonomer ya da hibrid iyonomer olarak
isimlendirilen bu simanlar toz/likit veya kapsiil formlarinda kullanima sunulmustur. Kimyasal
olarak ve 1sikla polimerize olan tipleri vardir. Dis dokusuna adezyon, hem kimyasal hem de
mikromekanik olarak gerceklesmektedir. Geleneksel cam iyonomer simanlarda oldugu gibi
simanin karistirilmasindan hemen sonra asit-baz reaksiyonu baslar ve 1sik uygulanmasindan
sonra da yaklasik 24 saat devam eder. Buna ilave olarak, bu materyaller, agiga ¢ikmis kollajen
agna ve/veya mineye Hidroksietil metakrilat (HEMA) gibi monomerlerin penetre olmasiyla
mikromekanik olarak baglanirlar (95).

2.4.3. Poliasit Modifiye Kompozit Rezinler (PMKR)

Kompozit rezin materyallerden flor iyonu saliniminin gergeklesmesi oldukga giigtiir. Bunu
miimkiin hale getirmek i¢in kompozit rezinler poliasitle modifiye edilmislerdir. Kisaca
kompomer olarak da adlandirilan poliasit modifiye kompozit rezinler yapilarinda 2 karboksil
gruplu dimetakrilat monomerler ve geleneksel cam iyonomer simanlardaki iyon salabilen
cama benzer doldurucular igerirler. Isikla polimerize edilebilmeleri ve uygulama kolayliklart
nedeniyle tercih edilmektedirler. Poliasit modifiye kompozit rezinlerin fiziksel ve mekanik
ozellikleri, geleneksel ve rezin modifiye cam iyonomer simanlardan daha giiclii, ancak hibrid
veya mikrofil kompozit materyallerden daha zayiftir. Ayrica, kompomerlerin floriir salma

yetenekleri oldukga sinirlidir (80).



2.4.4. Kompozit Rezinler

Estetik dolgu maddesi olan kompozit rezinler silikat cam partikiillerin polimerize olabilen bir
akrilik monomer ile karisimindan olusur ve bu materyallerin ortak 6zelliklerine sahip bir yap1
meydana gelir. Silikat partikiiller karistmin mekanik giiciinii saglar ve materyalde mine
benzeri transliisensi saglayan 1sik gegirgenligi ve 151k sagilmasina neden olur. Akrilik
monomerler ise materyalin kaviteye yerlestirilebilmesini ve sekillendirilebilmesini saglar (80,
98).

Bu materyallerin avantajlari, civa igermedikleri i¢in toksik olmamalari, dis dokularina
baglanabilme yeteneklerinin olmasi, kenar sizintilarinin azalmis olmasi, ¢iirliik temizlendikten
sonra geriye kalan dis dokularini desteklemeleri ve restorasyonun tek seansta
tamamlanmasidir. Bununla birlikte, en ¢ok kullanilan estetik restoratif materyallerden biri
olan kompozit rezinlerin en biiyiilk dezavantaji polimerizasyon esnasinda gosterdikleri

biiziilmedir (100).

2.5. BiYOUYUMLULUK

Biyouyumluluk, canli dokularla temasta olan herhangi bir materyalin antijenik, allerjik,
toksik, mutajenik veya karsinojenik etki yapmamasi (inert), viicudun yumusak ve sert
dokularinda olumlu yonde doku reaksiyonlart olusturmasi (biyoaktif etki) olarak ifade edilir.

Biyouyumlu maddelere genel olarak biyomateryal denir (101).

Biyouyumluluk i¢in; malzemenin kimyasal yapisi, restorasyonun tasarimi, elde edilme
yontemleri, mekanik 6zellikleri, doku ile temasinin sekli, yeri ve dokunun 6zellikleri gibi pek
cok faktoriin bir arada uyum icinde olmasi gerekmektedir. Biyolojik uyumu olmayan

malzemeler degisik doku reaksiyonlarina neden olurlar (102,103).

Materyallerin dokularla etkilesimi normal metabolizmay1 ve fizyolojik siirecleri degistirebilir.
Bu etkilesimler fiziksel veya kimyasal olabilir, hiicrelerde yikimin ilerlemesi ile 6liim ve
nekroza yol agabilir. Herhangi bir ajan tarafindan hiicrelere ve dokulara olan hasarin g
asamast vardir. Kronolojik olarak siralandiginda bunlar (1) biyokimyasal lezyon, (2)
fonksiyonel lezyon ve (3) morfolojik lezyondur. Hasarin bir 6rnegi iskemi (dolasimin ve
oksijenin akut kayb1) sonucu olusan doku enfarktiisiidiir. Hiicrelere saglanan O; ‘de azalma,
oksidatif fosforilasyonun ve adenozin trifosfat (ATP) liretiminin saniyeler ve dakikalar i¢cinde
baskilanmasiyla sonuglanir (biyokimyasal lezyon), ardindan hiicre membranimnin sodyum

pompasinin fonksiyonu azalir. Pompanin basarisizlig1 su ve sodyum retansiyonu ile hiicresel



sisme ve fonksiyonda azalma ile sonuglanir (6rnek olarak azalan protein sentezi veya mobilite
[fonksiyonel lezyon]). Sonug olarak hiicre ve ¢ekirdek membranlarinin biitiinligii kaybolur ve
lizozomal enzimler aciga c¢ikar (morfolojik lezyon ve nekroz). Bu kimyasal ve fiziksel
hasarlar inflamatuar reaksiyonlar, immunolojik reaksiyonlar ve tamir olarak siniflandirilan bir

dizi bag dokusu degisikliklerine yol agar (101).
2.5.1. Hiicre Kiiltiirii

Hiicrelerin, dokudan mekanik yollarla ve bunu takiben de proteolitik enzimlerle muamele
edilerek tek hiicre veya kiiclik kiimeler halinde ayristirilmasina ve bunlarin bir besi yeri ile
cam veya plastik siselerde doku ile baglantisi olmadan in vitro olarak gogaltilmasina hiicre

kiiltird adi verilmektedir (104).

Hiicre ve doku kiiltiirlerinin kullanilmasi ile son yillarda molekiiler biyoloji ve tip alanlarinda
biiylik asamalar saglanmis, hastaliklarin epidemiyolojisi, patogenezi, teshis ve tedavisinde
onemli ilerlemeler kaydedilmistir. Hiicre kiiltiirii ¢alismalari, hiicre metabolizmasinin
organizmanin 6liimiinden sonra bir siire daha devam ettiginin gézlenmesi ile ortaya ¢ikmigtir
(105).

Hiicre kiiltiirleri, canli dokularin viicut disinda yasatilmasini, siirekli iiretilmesini ve gelisimini
ifade etmektedir. Canli yapilardan elde edilen dokular, viicut 1sisinda kiiltiire edilmekte ve
viicudun 0zgiin fizyolojik konumunu taklit eden besleyici sivilarda beslenerek
cogaltilmaktadir. Besleyici sivilar, hayvan embriyo ekstratlari, plazma ve serum, amino asit,

mineraller, seker, tuz, vitamin ve antibiyotikleri igermektedir (106).

Hiicre ve doku kiiltiirii tretmek igin kullanilan vasatlarda, hiicresel metabolizma
faaliyetlerinin devami ve hiicrelerin ¢ogalmast bazi belli maddelerin varhigr ile
saglanabilmektedir. Hiicre, bu maddeleri diger molekiillerden kendi sentezleyememekte ve bu
gerekli maddeler ortama ilave edilen vasatlardan saglanmaktadir. Vasatlar, dogal ve sentetik
materyallerin gesitli kombinasyonlarini kapsamaktadir. Hiicre {iretme vasatlari, hiicrenin
organlardan ayrilmasindan sonra doku tabakasi olusana kadar hiicrelerin {iretilmesi i¢in
kullanilmakta, genel olarak serumla birlikte hiicrelerin ¢abuk iiremelerini saglayan diger
maddeleri igermektedir. Hiicrelerin in vitro olarak ¢ogaltilabilmelerinin kosulu, olusturulacak
ortamin in Vvivo ortamdakine benzerligine baglidir (104). Hiicreler giiniimiizde rutin olarak
kiiltiire edilmektedirler. Vasat igerisinde; enerji kaynagi olarak glikoz, plazma ve serum,
esansiyel aminoasitler, vitamin, mineraller, seker, tuz ve antibiyotikler yer almaktadir (104,
105).



Hiicre kiiltiirleri; bireysel faktorlerden etkilenmemeleri, materyaller arasinda parametrik
karsilagtirmalara olanak tanimalari, tekrarlanabilme oOzellikleri, c¢alisma kosullarinin
standardize edilebilmesi, deneylerde kullanilacak hayvanlarin 6ldiiriilmemesi gibi etik
nedenlerden dolayi da tercih edilmektedir (106). Buna karsin, hiicre kiiltiirii testleri ile sadece
materyallerin ilk toksisite reaksiyonlart konusunda bilgi edinilebilmekte, materyalin uzun
sireli doku temasinda olusturacagi sitotoksisite diizeyi konusunda ise veri elde
edilememektedir (107).

Farkli dokulardan tiretimi saglanan hiicre kiiltiirleri ti¢ grupta toplanir (108):

1. Primer hiicre kiiltiirleri,

2. Devamli hiicre kiltiirleri,

3. Diploid hiicre kiiltiirleri.

Primer hiicre kiiltiirleri, orijinal dokudan yeni ayrilan ve ilk olarak kiiltiir sartlarinda bulunan
hiicreleri igerir. Dokunun fizyolojik durumunu yansitan bu hiicreler, genotip ve fenotip olarak
orijinal doku hiicresi ile ayni1 6zellikleri tasir. Ancak; bu hiicrelerin deneysel ¢ogalmalari
stnirlidir. Primer hiicre kiiltiirleri ilk pasajdan sonra bir kiiltiir ortamindan digerine taginirlar.
Bu isleme subkiiltiir ad1 verilir. Yeni iiretilen hiicre kiiltiirleri ayn1 fonksiyonel 6zelliklere
sahip hiicre hatlarini olustururlar. Hiicre hatlari, hiicrelerin alindig1 dokularin 6zelliklerine

gore degismek sartiyla, degisen oranlarda subkiiltiire izin verirler.

Devaml hiicre kiiltiirleri, subkiiltiirleri sonsuz olarak yapilabilen ve karyotipleri alindiklar
dokulardan farkli olarak gelistirilmis kiiltiirlerdir. Transformasyonlar:i nedeniyle fizyolojik
ozelliklerinin  tiimiinii  koruyamazlar. Diploid hiicre kiiltiirleri, primer kiiltiirlerin
subkiiltiirlerinin yapilmasindan elde edilir. Ancak; bu kiiltiirdeki biitiin hiicreler alindiklari
dokunun karyotipini %85 oraninda korurlar. Diploid kiiltiirlerde bazi hiicrelerde kromozom

tipleri kaybolabilir (106).

Primer hiicrelerin, devamli hiicrelere oranla sitotoksisitesinin degerlendirilmesinde daha etkili
olacagr goriilmektedir. Ancak; primer ve devaml hiicre kiiltiirlerinin sitotoksik maddeye
verdikleri metabolik cevapta bazi farkliliklar olmaktadir. Devamli hiicre kiiltiirlerinin genetik
ve metabolik stabiliteleri nedeniyle test sonuglarinin standardizasyonunda kolaylik

saglanmaktadir.

Dental malzemelerin biyolojik uyumunun saptanmasinda kullanilan hiicre kiiltiirli teknikleri

organ veya doku baglantisin1 temsil etmez. Dental dokulara ait kiiltiirler, bagimsiz {initeler



olarak morfolojileri, deoksiriboniikleik asit (DNA) ve protein sentezleri ile tek tek hiicreler
olarak degerlendirmede kullanilirlar (103, 106).

L1929 ve Balb3T3 devamli hiicre kiltiir hatlar1; dental malzemelerin sitotoksisite testlerinde

standart olarak kullanilan fibroblast hiicre kiiltiirleridir (106).
2.5.1.1. Hiicre Kiiltiirlerinin Avantajlar

1. Hiicre kiiltiirii ortaminda fizikokimyasal ¢evre ve buna bagli olarak fizyolojik kosullar daha
1yl kontrol edilebilmektedir. Sicaklik, pH, osmotik basing, oksijen ve karbondioksit kismi
basinglar1 gibi fizikokimyasal kosullar hiicre kiiltiiriinde daha kolay saglanirken, canli

viicudunda sabit bir ¢evre olusturarak bir takim testleri yapmak daha zordur.

2. Ornek homojenitesinin kontrolii saglanabilmektedir. Doku o6rnekleri ¢ogunlukla
heterojendir. Ancak birkag pasaj sonra kiiltiire edilmis hiicreler homojen hale gelmektedirler.
Hiicrelerin homojenitesi, elde edilen iiriinlerin homojenitesi agisindan son derece énemlidir.
Bunun saglanmasinin bir diger yolu da calisan kisilerin standardizasyonu ve ¢alismalarin ayni

kosullarda yapilmasidir.

3. Hiicre Kkiiltiirleri ekonomiktir. /n vivo sistemlerde test icin canli organizmaya verilen
maddelerin bir kismi1 ¢esitli yollarla disariya atilacak, bir kismi da organizmanin bagigiklik
sistemi tarafindan ortadan kaldirilacaktir. Bu kosullarda canli bir organizmada verilen
maddenin ancak % 10’una cevap alabilirken, hiicre kiiltiirlerinde bu oran % 90’lara

cikabilmektedir.

4. Hiicre kiiltiirleri iiriin elde edilmesinde endiistriyel amaglh olarak kullanilabilmektedir. Son

yillarda gelistirilen teknikler ile bu daha kolay hale gelmistir (104, 105).
2.5.1.2. Hiicre Kiiltiirlerinin Dezavantajlar:

1. Primer kiiltiir ile baslandiginda, birbirini izleyen pasajlarda hiicreler farklilasmakta ve her
zaman bir miktar 6lim gergeklesmektedir. Yani hiicre kiiltiirlerinde zamana bagli bir

kararsizlik s6z konusudur.

2. Hiicre kiiltiirlerinde hijyen ¢ok 6nemli oldugundan primer kiiltiirlerin elde edildigi doku ve

bunlarin bulundugu kosullar hiicre kiiltiirlerini etkilemektedir.

3. Deneyim ¢ok &nemli bir faktérdiir. In vitro ¢alismalarda sterilizasyon, Kkiiltiirlerin

hazirlanmas1 ve mikroskobik inceleme uzmanlik gerektirmektedir.



4. Hiicre kiiltiirleri, in vivo yontemlere oranla daha ekonomik olmasina kargin kullanilan hiicre
tiretme vasatlar1 ve diger malzemeler son derece pahalidirlar. Buna ragmen elde edilen iiriiniin
saf olmasi 6nemli bir avantajdir. Ancak son yillarda bu teknolojinin gelismesi, kullanilan
malzemelerin gelistirilmesine ve giderek daha da ucuzlamasina olanak tanimaktadir (104,
105).

2.5.1.3. Hiicre Kiiltirii Test Yontemleri

Dental malzemelerin sitotoksisitesi, in vitro kosullarda genel olarak bes sekilde
belirlenmektedir (103, 106):

Hiicre sayis1 ve biiylime testleri,
Mitotik aktivite (koloni olusturma etkinligi) testleri,
Oksijen aliminda ve glikoz metabolizmasindaki degisikliklerin saptanmasi,

Membran biitiinliik testleri,

o B~ WD

Enzim aktivitesi testleri.

Hiicre kiiltiirleri kullanilarak dental malzemelerin biyolojik uyumlarinin belirlenmesi i¢in ¢ok
sayida in vitro test yontemi kullanilmaktadir. Ancak; FDI ve ISO teknik raporlarinda onerilen
in vitro test yontemleri sunlardir(109);

a) Agar diflizyon test yontemi,

b) Agarose test yontemi,

c) Milipore filtre test yontemi,

d) Krom salinim test yontemi,

e) Model kavite test yontemi,

f) Dis kavite test yontemi,

g) MTT (3-(4,5-Dimetiltiazol-2-il)-2,5-difeniltetrazolyum bromid) Test Y 6ntemi

h) XTT  (2,3-bis-(2-metoksi-4-nitro-5-siilfofenil)-2H-tetrazolyum-5-karboksanilid) ~ Test
Yontemi
i) WST-1 (Suda Coziinen Tetrazolyum Tuzlari) Test Yontemi olarak belirtilmistir.

2.5.1.3.1.Agar Difiizyon Test Yontemi

Agar difiizyon testi kati malzemelerin ve kati malzemelerden sizan komponentlerin ya da
filtre kagidina emdirilmis sivi Orneklerin akut sitotoksisitesinin 24 saat siireyle
belirlenmesinde kullanilir. Bir tabakali hiicrelere %1 agar ve vital boya ilave edilip test 6rnegi

agar tabakasinin ylizeyine temasta olacak sekilde yerlestirilir. Agar hiicreler ve materyal
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arasinda, agarin en tstte yer aldigi bir bariyer sekillendirir. Besinler, gaz ve ¢oziilebilen

toksik maddeler agar igine diffiize olabilirler (110).

Agar diflizyon testinde sitotoksisitenin etkinligi toksik maddelerin difiizyon bolgelerindeki
hiicrelerde yol actigi boya kaybiyla gosterilebilmektedir. Hiicrelerin erimesi (lizis), difiize

olan toksik maddelerin konsantrasyonunun yiiksek oldugu bolgelerde izlenebilir (109, 110).

Sitotoksik cevap, renk degistiren bdlgedeki diflizyon biiyiikliigline bagli olarak eriyen
bolgedeki hiicrelerin yiizdesinin belirlenmesine yonelik, hiicre erime indeksi (Lizis indeks) ile
degerlendirilmektedir. Mikroskobik olarak yapilan bu degerlendirmede faz-kontrast

mikroskobunda hiicre erimesi olan bolgelerin gaplari belirlenir (106, 109).

Tablo 2.2: Hiicre erime indeksi(106)

Hiicre erime indeksi

Gorilebilir bir erime yok

Alan ¢apiin %20’sinde erime var

Alan ¢apinin %20 - 40'mmda erime var

Alan ¢apinin %60 - 80'inde erime var

0
1
2
3 Alan gapinin %40 - 60'inda erime var
4
5

Alan ¢apinin %80 ve fazlasinda erime var

Tablo 2.3:Hiicre erime indeksi skorlarma gore sitotoksik etkinin siddetinin belirlenmesi (106):

0-0,5: Sitotoksik degil
0,6-19: Hafif sitotoksik
2,0-3,9: Orta derecede sitotoksik
4,0 -5,0: Siddetli sitotoksik

Agar difiizyon testleri ve mitokondrial aktiviteyi gosteren MTT testleri malzemelerin

sitotoksisitesini belirlemeye yonelik en giivenilir testlerdir (110).




2.5.1.3.2.Agarose Test Yontemi

Hensten-Pettersen, 1973 yilinda Wilsnack ve arkadaslari tarafindan agar diflizyon test
yontemine benzer olan agarose test yonteminin tanitildigini belirtmislerdir. Arastiricilar
materyallerin agarosedaki diflizyon yeteneginin daha yiiksek oldugunu bildirerek, agar
difiizyon test yonteminin daha hassas sekilde uygulanabilmesi igin, agar yerine agarose

kullanilmasi gerektigini 6ne siirmiiglerdir (111).
2.5.1.3.3.Milipore Filtre Test Yontemi

In vivo ortamda hiicreler ve test edilecek malzeme arasinda, genellikle direkt temas
bulunmamaktadir. Keratinize epitel, dentin veya ekstraseliller matriks direkt temasi
engellemektedir. Bu durumda in vivo kosullari tam anlamiyla olusturabilmek i¢in bazi in vitro
bariyer testleri gelistirilmistir. Boylece materyallerden agiga ¢ikan herhangi bir maddenin
hiicreler lizerinde toksik etki olusturabilmesi i¢in 0,45 ml’ lik filtre porlarinin igine difiize

olmasi1 gerekmektedir (111, 112).

Seliiloz esterlerinden yapilmig filtre {izerine hiicrelerin tek tabaka halinde yapismasi
saglandiktan sonra hiicre kiiltiir ortam1 % 1 agar igeren ortam ile degistirilmekte ve bu
ortamin hiicreler tizerinde jel haline gelmesi beklenmektedir. Ardindan filtre-hiicre tabakasi-
agardan olusan tglii yap1 ters g¢evrilerek filtrenin {istte kalmasi saglanmaktadir. Kat1 veya
¢oziilebilen test Ornegi filtre tizerine yerlestirilerek belirlenen test siiresi boyunca
beklenmektedir. Bu test yonteminde degerlendirme; hiicre ve materyalin temas bolgesinde ve

boyanan alanin koyuluk degeri, ¢ap1 ve genisligi gdz Oniine alinarak yapilmaktadir (106, 111).

Milipore filtre test yontemi, ozellikle kat1 ve pat yapisindaki materyallerin test edilmesinde
kullanilmakta, likitler de bu yontemle degerlendirilebilmektedir. Sivi materyallerin test
edilmesi i¢in materyalin 0,1 ml’si seliilloz bir diske emdirilerek milipore filtre iizerine

yerlestirilmelidir (105, 111).
2.5.1.3.4.Krom Salinim Yontemi

Bu yontemle likit ve kati yapidaki materyallerin sitotoksisitesi degerlendirilmektedir. Bu

amagla hiicreler sodyum kromat (Na,Cr>' Oy ile isaretlenmektedirler.

Na,Cr'Oy, icerisindeki hekzavalent kromiyum (Cr®"), hiicrelerin icine girdikten sonra hiicre
proteinleri ile hiicresel yapilara tutunmakta ve trivalent forma doniismektedir. Hiicrelerin
isaretlenmesinden sonra, hiicre ve materyaller direkt temas halinde 4-24 saat siireyle inkiibe

edilmektedir. Hiicrelerin 6liimii, hiicre zar1 gegirgenligini degistirdiginden trivalent formdaki



2

Cr’! hiicre disina ¢ikmaktadir. Hiicre dismna ¢ikan Cr’™ in radyoaktivitesinin Olciilmesiyle
hiicre 6liimii konusunda net ve kesin bir say1 elde edinilmekte, ancak bu yontemle hiicre
Oliimiinii takiben gelisen subletal degisiklikler dl¢iilememektedir. Ayni test yontemi, hiicreler

*H-Thymidine ile isaretlenerek de gerceklestirilmektedir (111, 113).
2.5.1.3.5.Model Kavite Test Yontemi

Bu yontemde, polimetil metakrilattan hazirlanmis kavite modelinde, kavite tabanina bir filtre
ya da dentin tabakasi yerlestirilmekte ve hiicre kiiltiirleri bu tabakanin altinda tiretilmektedir.
Materyalin toksisitesi, sirasiyla lizozomal ve mitokondrial enzim isaretleyicileri olan asit

fosfataz ve siiksinat dehidrogenaz analizi ile yapilmaktadir (105, 111).
2.5.1.3.6. Dis Kavite Test Yontemi

Restoratif materyallerin kimyasal toksisitesini saptamak amaciyla kullanilmaktadir. ilk
basamakta, dentine uygulanan materyallerden toksik maddelerin difiizyonu belirlenmektedir.
Genellikle 3. molar dislerin g¢ekimini takiben disler fosfat tamponlu salinde 3-4 saat
bekletilmektedir. Normal kavite ya da kron preparasyonundan sonra sistem dentin duvarina
penetre olabilen soliisyonlarla uygulanmaktadir. Bu yontemin in vivo verilerle uyumlu

sonuclar verdigi belirtilmektedir (105, 111).
2.5.1.3.7.MTT Test Yontemi

Sitotoksisite ¢alismalarinda en sik kullanilan in vitro enzimatik test MTT dir. MTT testini
ilk Mosmann kullanmistir. MTT yontemi ile bir hiicre toplulugundaki canli hiicreler
kolorimetrik ve kantitatif olarak saptanabilmektedir. Bu test mitokondriyal dehidrogenaz
enzim aktivitesini  Olger. MTT’nin ana bileseni  3-(4,5-dimetiltiyazol-2-il)-2,5-
difeniltetrazolyumbromid’dir. Cozdiiriilen MTT sari renklidir. Canli hiicrelerin mitokondriyal
dehidrogenaz enzimleri MTT’ nin tetrazolyum halkasini pargalayarak suda ¢dziinmeyen
mor-mavi renkli formazan kristallerini olustururlar (114). Bu kristaller asitlendirilmis
izopropanol icinde ¢oziiniirler. Sonugta elde edilen mor soliisyon spektrofotometrik olarak
Olgiiliir. Hiicre sayisindaki artma veya azalma, hiicre sayisiyla baglantili olarak olusan
formazan miktarinda degismeye neden olur (115). Spektrofotometrik 6lgiim sonucu elde
edilen deger test edilen malzemenin toksisitesini belirler. Bu yontem diger sitotoksisite test
yontemlerine gore cok daha hassastir ve tekrarlanabilir sonuglar vermektedir. Ayrica

uygulamasi kolay ve hizli bir metottur (116).



2.5.1.3.8. XTT Test Yontemi

Sitotoksisitenin degerlendirilmesi i¢in XTT igeren tetrazolyum tuzlarinin kullanimindan,
radyoaktivitenin engellenmesi, hizl1 ve hassas bir yontem olmasi, tekrarlanabilir sonuglar elde
edilmesi ve pratik bir yontem olmast nedeniyle, birgok arastirma merkezinde
yararlanilmaktadir. Tetrazolyum tuzlarinin formazana doniisiimii metabolik olarak aktif
hiicrelerin mitokondrilerindeki siiksinat tetrazolyum rediiktaz sistemi araciligiyla meydana
gelmektedir. Reaksiyon temel olarak mitokondrial enzimler ve elektron tasiyicilar tarafindan
yonlendirilmektedir. Sar1 renkli bir tetrazolyum tuzu olan XTT, reaksiyon sonrasi suda
¢oOziinebilen turuncu renkli bir formazan boyaya doniisiir ve elde edilen sonuglar 450-490 nm’
de ELISA okuyucuda degerlendirilir. XTT nin etkin bir sekilde indirgenmesi ve dogru, pratik
bir degerlendirme yapilabilmesi i¢in bir elektron transfer ajani gereklidir. MTT gibi ¢oziinme
safhalar1 icermeyen bu test, giiniimiizde hiicre proliferasyon ve canliliginin belirlenmesinde

ve sitotoksisite analizlerinde yaygin olarak kullanilmaktadir (117, 118).
2.5.1.3.9. WST-1 Test Yontemi

Sitotoksik ve sitostatik bilesiklerin analizinde ve hiicre biiyiimesini inhibe eden antikor ve
fizyolojik mediatorlerin degerlendirilmesinde kullanilan bu prosediirde WST-1 tetrazolyum
tuzu, yalnizca canli hiicrelerde aktif olan ve mitokondrial respiratuar zincirde yer alan
siiksinat-tetrazolyum  rediiktaz  tarafindan suda c¢oziinebilen formazan boyasina
donustiirilmektedir. Bu yontemde bir oOrnekteki bu mitokondrial dehidrogenazin total
aktivitesi, canli hiicrelerin artmasiyla yiikselmektedir. Enzimin aktivitesinin artmasi, kiiltiir
medyumundaki metabolik olarak aktif hiicrelerin sayisiyla direkt iliskili olarak formazan
boyasinin iiretiminde ve miktarinda artisa neden olmaktadir. Bu doniisim esnasinda ise

ELISA okuyucu kullanilarak absorbsiyon sayilabilir hale gelmektedir (117, 118).

Hiicre kiiltiiri test yoOntemleri laboratuar kosullarinda kesin kurallar dahilinde
gerceklestirilebilmektedir. Bu nedenle kontrol edilebilme olanaklar1 yiiksektir ve
tekrarlanabilme 6zellikleri vardir. Ayrica sonuglar daha kisa siirede alinabilmektedir. Ancak
sitotoksisite testleri, ilk 12-24 saat igerisinde toksik madde ile temasa bagl olarak olusan
siurlt etkileri belirleyebilir. Konak hiicreler ya iyilesirler ya da kimyasal yaralanmaya bagl
olarak oliirler. Buna karsin in vivo biyolojik reaksiyonlarin ¢ogu basit bir sitotoksisite degildir
ve 24 saat boyunca yayilirlar, enflamatuar ve immun reaksiyonlar gelisir (103). Bu nedenle

malzemeye olan Onciil tepkiler belirlendikten sonra malzemenin uzun donem kullanimi



sonrasinda olusacak enflamasyon, immun cevaplar, mutagenez ve karsinogenez gibi subakut

toksisite degerlerini yansitan ikincil testler denenmelidir (119).

Hiicre kiltir metotlar1 farkli dental materyallerin toksisitelerini  karsilastirmada

kullanilabilirler. Ancak, gbzlemlenen toksisitenin nedenini belirleyemezler (110).



3. GEREC VE YONTEM

Bu caligsmada ii¢ farkli dolgu materyaline fare fibroblastlarinin atasmani ve proliferasyonunun
incelenmesi ve bu dolgu materyallerinin sitotoksisite Ozelliklerinin degerlendirilmesi
amaclanmistir. Fibroblast atagsmani Taramali Elektron Mikroskobu (SEM), fibroblast
proliferasyonu  MTT yontemi ve sitotoksisite de Agar diflizyon test yontemi ile
degerlendirildi. Bu arastirma, Erciyes Universitesi Dis Hekimligi Fakiiltesi Arastirma
Laboratuarlari’nda, Cumhuriyet Universitesi Mikrobiyoloji Anabilim Dal1 Laboratuarlari’nda,
Cumhuriyet Universitesi Tip Fakiiltesi Arastirma Merkezi’nde ve Erciyes Universitesi
Teknoloji Arastirma ve Uygulama Merkezi’'nde yiiriitiildii. Hiicre kiiltiirii ortaminin
hazirlanmasinda, Uluslararas1 Standardizasyon Organizasyonu (ISO) tarafindan hazirlanan
10993-5 no’lu ‘Sitotoksisite Testleri-/n Vitro Yontemler’ boliimii rehber alindi. Bu calismada
ti¢ farkli dolgu materyalinin yiizey atasmaninin ve sitotoksisitelerinin degerlendirilmesinde su
islemler takip edilmistir:

e Orneklerin hazirlanmasi,

e Hiicre kiiltiri,

e Mikroplatelerin hazirlanmasi,

e MTT testi ile fibroblast proliferasyonunun degerlendirilmesi,

e Sitotoksisite testinin yapilmasi,

e SEM incelemesidir.



3.1. ORNEKLERIN HAZIRLANMASI

Calismada kullanilan dolgu materyalleri ve iretici firmalar Tablo 3.1°de gdsterilmistir.

Kullanilan dolgu materyallerinden (MTT testi i¢in 10, sitotoksisite testi i¢cin 10 ve SEM

incelemesi i¢in 3 adet) 23’erli 3 grup olmak {izere toplam 69 adet Ornek, iiretici firma

talimatlarina uygun olarak 6 x 2 mm boyutlarinda hazirlandi. Uygulanacak testlerde

standardizasyonun saglanmasi amaciyla, c¢alismada kullanilan dolgu materyallerinden

disklerin hazirlanmasinda 1SO 10993-5 standardina uygun olarak bir adet silindirik teflon

kalip iki cam tabakasi arasina sikistirilarak kullanildi. Teflon kaliplarin {izerinde dolgu

materyalinden her seferinde 8 adet disk hazirlayabilmek igin 6 x 2 mm boyutlarinda

bosluklar bulunmaktadir (Resim 3.1).

Tablo 3.1. Calismada kullanilan dolgu materyalleri

Dolgu Simanlarin icerikleri Uretici Firma
Materyali
Al-Ca-La florosilikat cam, % 5
kopolimerasit(Akrilik ve maleik
Ketac Molar _ _ o | BM/ESPE GmbH, Seefeld, Almanya
Quick Aplicap asit), polialkenoikasit, tartarikasit,

su.

Photac Quick

Na-Ca-Al-La-florosilikat-cam,
Aktivator (Amin), Cam iyonomer
monomerler ve oligomerler,
Copolimer asitler (akrilik ve
maleik asitler), Kamforokinon,

Stabilizorler, Su

3M/ESPE GmbH, Seefeld, Almanya

Dyract Extra

Bisfenol-A,dimetakrilat, iiretan

rezin, Tetraetileneglikol
Dimetakrilat (TEGDMA),
Trimetilolpropan trimetakrilat
(TMPTMA),

kamforokinon,

dimetilaminbenzoik asit etil

Dentsply DeTrey, Konstanz, Almanya
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Resim 3.1. Caligmada kullanilan teflon kalip

3.1.1. Cam iyonomer Siman Orneklerin Hazirlanmasi

Calismada cam iyonomer siman olarak Ketac Molar Quick Aplicap (3M/ESPE GmbH,
Seefeld, Almanya) kullanildi (Resim 3.2.). Kapsiil formundaki cam iyonomer siman oda
sicakliginda tireticinin talimatina gore hazirlandi. Elde edilen karisim 6 mm ¢apinda ve 2 mm
yiiksekliginde teflon kaliplara yerlestirildi. Daha sonra bu ornekler ylizeyin diizgiin olmasi
icin iki siman camu arasinda sikistirildi. Teflon kaliplardan tasan fazla cam iyonomer siman
uzaklastirlldt ve kimyasal olarak sertlesen materyal kaliplar igerisinde 10 dakika
bekletildikten sonra cikartildi. Ornek diskler tamamlandiktan sonra fazlaliklar, mikromotor
kullanilarak elmas frezlerle alindi ve konturlar diizeltildi. Daha sonra Sof-Lex (3M-Espe,
Amerika) diskleri ile diisiik devirde mikromotor yardimiyla hafif basing altinda 30 sn siireyle

polisaj yapildi. Hazirlanan bu 6rnekler CIS grubu ismi altinda kullanildi.

Resim 3.2. Ketac Molar Quick Aplicap (3M/ESPE GmbH, Seefeld, Almanya)

Cam iyonomer siman dolgu materyali



3.1.2. Rezin Modifiye Cam Iyonomer Siman Orneklerin Hazirlanmasi

Calismada rezin modifiye cam iyonomer siman olarak Photac Fil Quick Aplicap (3M/ESPE
GmbH, Seefeld, Almanya) kullanild1 (Resim 3.3.). Kapsiil formundaki rezin modifiye cam
iyonomer siman oda sicakliginda tireticinin talimatina gére hazirlandi. Elde edilen karigim 6
mm capinda ve 2 mm yiiksekliginde teflon kaliplara yerlestirildi. Daha sonra bu 6rnekler
yiizeyin diizglin olmasi i¢in iki siman cami arasinda sikistirildi. Teflon kaliplardan tasan fazla
poliasit modifiye rezin kompozit uzaklastirildi ve 10 sn siireyle 1sikla (Monitex Fomed
Bluelex LD-105, Tayvan, >800mW/cm?) sertlestirildi. Ornek disklerin polimerizasyonu
tamamlandiktan sonra fazlaliklar, mikromotor kullanilarak elmas frezlerle alindi ve konturlar
diizeltildi. Daha sonra Sof-Lex (3M-Espe, Amerika) diskleri ile diisiik devirde mikromotor
yardimiyla hafif basing altinda 30 sn siireyle polisaj yapildi. Hazirlanan bu 6rnekler RMCIS

grubu ismi altinda kullanildi.

Resim 3.3. Photac Fil Quick Aplicap (3M/ESPE GmbH, Seefeld, Almanya)
Rezin modifiye cam iyonomer siman dolgu materyali

3.1.3. Poliasit Modifiye Rezin Kompozit Orneklerin Hazirlanmasi

Calismada poliasit modifiye rezin kompozit olarak Dyract Extra (Dentsply DeTrey, Konstanz,
Almanya) kullanildi (Resim 3.4.). Kapsiil formundaki poliasit modifiye rezin kompozit oda
sicakliginda iireticinin talimatina gore hazirlandi. Elde edilen karisim 6 mm ¢apinda ve 2 mm
yiiksekliginde teflon kaliplara yerlestirildi. Daha sonra bu ornekler yilizeyin diizglin olmasi
icin iki siman cami arasinda sikistirildi. Teflon kaliplardan tagan fazla poliasit modifiye rezin
kompozit uzaklastirildi ve 10 sn siireyle 1sikla (Monitex Fomed Bluelex LD-105, Tayvan,

>800mW/cm?)  sertlestirildi. Ornek disklerin polimerizasyonu tamamlandiktan sonra



fazlaliklar, mikromotor kullanilarak elmas frezlerle alindi ve konturlar diizeltildi. Daha sonra
Sof-Lex (3M-Espe, Amerika) diskleri ile diisiik devirde mikromotor yardimiyla hafif basing
altinda 30 sn siireyle polisaj yapildi. Hazirlanan bu 6rnekler PMKR grubu ismi altinda
kullanilda.

Resim 3.4 Dyract Extra (Dentsply DeTrey, Konstanz, Almanya) Poliasit modifiye rezin
kompozit dolgu materyali

Resim 3.5. Ornek diskler

3.1.4. Cam Orneklerin Hazirlanmasi

Cam ornekler 2 mm kalinligindaki cam plakalar 6x5 mm boyutlarinda diktoértgen parcalara
boliinerek hazirlandi. Caligilan yiizeyin karistirilmamasi igin bir yiizeye elmas round frez ile

centik acildi (Resim 3.6). Hazirlanan bu 6rnekler kontrol grubu olarak kullanildi.



Resim 3.6. Cam kontrol ornekleri
3.2. HUCRE KULTURU

Arastirmada hiicre kiiltiiriiniin olusturulmasinda 1929 fare fibroblast hiicre serisi (SAP
Enstitiisii) kullanildi (Resim 3.7). Hiicreler saklama ortam1 olan -80° C’ den ¢ikartilarak 37°

C’ deki su banyosunda kisa siirede ¢ozdiiriildii.

Resim 3.7. 1929 fibroblast hiicrelerinin inverted 1s1k mikroskobunda gériiniimleri

Hiicre kiiltiirtinde kullanilacak besi yeri, Dulbecco’s Modified Eagle’s Medium (DMEM)
igerisine penicilin-streptomycin, L-glutamin ve Fetal bovine serum (FBS) ilave edilerek
hazirland1 (Tablo 3.2, Resim 3.8). Cozdiiriilen hiicreler besi yeri ortami ile hiicre kiiltiirii

tiretme kaplarina (flask) alindi (Resim 3.9).



Tablo 3.2. Hiicre kiiltiir ortaminin olugturulmasinda kullanilan malzemeler

Kullanilan

Israel

Hiicre Kkiiltiir ortamm - Firma Lot. No.
miktar

Dulbecco’s Modified Eagle’s Biological Industries,

Medium (DMEM) 100 ml. Israel 843064

Penicilin - Streptomycin 1ml Sigma Aldrich, German 028K2400

(1000 U/10000 Mg/ml) g ’ y

L-glutamin 1 ml Biological Industries, 709682

Israel
Fetal Bovine Serum (FBS) 4mi Biological Industries, 316724

‘ ‘f
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Resim 3.8. Hiicre kiiltiir ortaminin olusturulmasinda kullanilan malzemeler




Resim 3.9. Flask’ta besiyeri ortamu ile fibroblast hiicreleri

Hiicrelerin tiremeleri ve flask ylizeyini kaplayip kaplamadiklari inverted 151k mikroskobu
(Nikon ECLIPSE TS 100, Japonya) (Resim 3.10) kullanilarak kontrol edildi ve yiizeyi
tamamen kapladiklarinda kiiltiir kabindaki besi ortami aspire edildi. FBS igermeyen DMEM
ile hiicreler yikandiktan sonra Tripsin / etilendiamin tetraasetik asit (EDTA) soliisyonu
(%0,05 trypsin + % 0,02 EDTA, Biochrom KG, Berlin, Almanya) ile ¢alkalandi. Daha sonra
tripsin aspire edildi ve hiicreler 37 °C’deki inkiibatérde (Heracell, Almanya) 5 dakika

inkiibasyona birakild1 ve tripsinizasyon islemi tamamlandi (Resim 3.11, Resim 3.12).

Resim 3.10. Inverted 151k mikroskopu



Resim 3.11. Tripsin/EDTA soliisyonu Resim 3.12. inkiibator

Bu siire sonunda makroskobik ve mikroskobik olarak incelenen hiicrelerin flask yiizeyinden
ayrildiklar1 goriildii. DMEM ilave edilerek hiicre siispansiyonu olusturuldu. Hazirlanan hiicre
stispansiyonu flasklara boliinerek pasajlandi. Hiicre kiiltiir kaplarindaki hiicre ¢ogalmasi

izlenerek bu islem tekrarlandi ve hiicre kiiltiir serisinin devamlilig1 saglandi.
Caligmada 1.929 fibroblast hiicre serisinin 6 ile 11. pasajlar arasindaki hiicreleri kullanildi.
3.3. MIKROPLATELERIN HAZIRLANMASI

Ug farkli dolgu materyalinden hazirlanan disk seklindeki drnekler ve kontrol grubu drnekleri
iki farkli zaman dilimine ait her 6rnek grubu i¢in 10 kuyucuk kullanilarak mikroplate

kuyucuklarma yerlestirildi.

Logaritmik {ireme tarzinda olan, aktif ve yiizeyi % 90-95 oraninda kaplamis 1.929 hiicreleri,
pasajlama isleminde oldugu gibi tripsinizasyonla flask yiizeyinden kaldirildi ve DMEM ilave
edilerek hiicre siispansiyonu hazirlandi. Bu hiicre siispansiyonu 24 kuyucuklu hiicre iiretme
kaplarina (mikroplate) her bir kuyucuga 100 pl hiicre siispansiyonu (~2x10° hiicre/ml) olacak
sekilde taksim edildi (Resim 3.13.).

Mikroplateler, 37°C’de % 5 CO2’li inkiibatorde hiicrelerin disk yiizeylerine yapismasi i¢in 24
ve 72 saat inkiibe edildi. 24 ve 72 saat sonunda her kuyucuktaki soliisyon aspire edildi ve
tutunmamis hiicrelerin uzaklastirilmasi i¢in fazla basing uygulanmadan disk yiizeyleri 100 pl

PBS ile yikandi. Kuyucuklardaki PBS uzaklastirildiktan sonra MTT soliisyonu eklendi.



Resim 3.13. Mikroplatelerde {izerlerine hiicre kiiltiirii ekilmis 6rnekler ile MTT soliisyonu

3.4. MTT TESTI iLE FiBROBLAST PROLIFERASYONUNUN
DEGERLENDIRILMESI

3.4.1. MTT soliisyonunun hazirlanmasi:
MTT (Sigma Aldrich Inc. St. Louis, Missouri, USA) fenol red igermeyen DMEM ile

karistirilarak homojenize edildi ve 5 mg/ml konsantrasyonunda MTT soliisyonu hazirlandi

(Resim 3.14).

Resim 3.14. MTT soliisyonu.



Mikroplate iizerindeki her bir kuyucuga 10 pl MTT soliisyonu ilave edildi. Mikroplate
kuyucuklarindaki hiicreler karanlik bir ortamda, 37° C’ de 4 saat siireyle inkiibe edildi.

Resim 3.15. Formazan kristalleri.

Resim 3.16. ELISA okuyucusuna yerlestirilen mikroplate.



Inkiibasyon sonrast MTT soliisyonu igeren sivilar aspire edilerek ortamdan uzaklastirilds.
Daha sonra her bir kuyucuga oda isisinda 100 pl dimetilsiilfoksit (DMSO) ilave edildi.
Formazan kristallerinin (Resim 3.15) tamamen ¢6ziinmesi ile mavi/mor renge doniisiimiinii
takiben, kuyucuklarin igerisindeki diskler ¢ikartildi. Daha sonra plateler ELISA okuyucusuna
(Bio-tek EL 312, Bio-tek Instruments, Winooski, VT, USA) yerlestirildi. Olusan formazanin
optik yogunlugu 450 nanometrede okunarak belirlendi (Resim 3.16).

Optik okuyucudan elde edilen degerler asagidaki formiile konularak, test materyallerinin ayri

ayr1 hiicre proliferasyon yilizdeleri hesaplandi.

A-B
X100

Hiicre Proliferasyon Yiizdesi =
C-B

A: Test drneklerine ait kuyucuklardaki optik degerlerin ortalamast

B: Kor olarak kullanilan kuyucuklardaki optik degerlerin ortalamasi

C: Pozitif kontrol grubuna ait degerlerin optik degerlerin ortalamasi

3.5. SITOTOKSISITE TESTINIiN YAPILMASI

Bu ¢aligmada sitotoksisitenin degerlendirilmesi i¢in Agar difiizyon testi kullanildi. Agar
difiizyon testinde agar tabakas1 bariyer olarak kullanilarak dolgu materyallerinden agiga ¢ikan
sizint1 Urlnlerinin, indirekt olarak olusturabilecekleri toksik etkinin belirlenmesi

amagclanmistir.

Agar difiizyon yontemi kullanilarak sitotoksisitenin belirlenmesinde ISO 10993-5 numarali

protokol takip edildi (106).

Her dolgu materyalinden hazirlanan 6x2 mm. boyutlarinda 10 adet 6rnek ile ¢alisildi. L929
hiicreleri tripsinlenerek yapisik olduklari hiicre kiiltiir kabindan kaldirildi ve hiicre
siispansiyonu hazirlandi. Cap1 3,5¢cm olan hiicre kiiltiir petrilerine ortalama 2,5)(105 hiicre/ml

iceren hiicre siispansiyonundan 1ml ilave edildi.

Logaritmik tireme fazinin sonunda bulunan 1929 hiicrelerine 5ml tripsin ¢ozeltisi (100ml %

2.5'luk tripsin ve 90ml 10 kez konsantre kalsiyum ve magnezyum i¢ermeyen fosfat tamponlu



tuzlu su) konuldu ve bir dakika siireyle beklendi. Bu siirenin sonunda tripsin ortamdan
uzaklastirildi ve kiiltiir petrilerinin tabaninda bulunan hiicreler besi yeri ile yikanarak ortama
geemeleri saglandi. Elde edilen hiicre siispansiyonu bir erlenmayer kabina aktarildi ve
hiicreler neubauer lami ile 151k mikroskobunda sayildi. Bu hiicre siispansiyonu 250.000
hiicre/ml olacak sekilde besi yeri ile seyreltildi ve pipet ile 12’li mikroplatelerin her bir
kuyucuguna 10'ar ml aktarildi (Resim 3.17). Mikroplate icerisindeki hiicreler 37° C' de ve
%5 CO, igeren etiivde 24 saat bekletildi. Bekleme sirasinda diger taraftan % 3'lik agar
¢ozeltisi hazirlandi ve 120° C' de 20 dakika otoklavda sterilize edildi. Sterilizasyondan sonra
bu ¢6zelti su banyosunda 48° C' de sogumaya birakildi. Bu ¢6zelti ayni su banyosunda 48° C'
de 1sitilan ¢ift konsantre besi yeri ile 1:1 oraninda karigtirildi. 24 saat sonunda mikroplateler
etlivden alindi, igerdikleri besi yeri uzaklastirildi ve hazirlanmis karisimdan 10'ar ml her bir
kuyucuga aktarildi. Hiicrelerin iizerini kaplayan agar tabakasinin sogumasi i¢in 30 dakika

beklendi (Resim 3.18).

Resim 3.17. Mikroplatelere hiicre siispansiyonu konulmasi



Resim 3.18. Mikroplatelere agar tabakasi dokildiikten 30dk. sonraki gériiniim (x10).

Bu siire sonunda 1:100 oraninda kalsiyum-magnezyum bulunmayan fosfat tamponlu salin
(CMF-PBS) ile seyreltilen %1'lik notral kirmizi ¢ozeltisinden 10'ar ml mikroplateteki her bir
kuyucuga agar tabakasinin iizerine pipet ile aktarildi ve mikroplateler karanlikta 20 dakika
bekletildi (Resim 3.19). Bu siire sonunda fazla nétral kirmizisi uzaklastirildi ve her bir
kuyucuga bir disk yerlestirildi (Resim 3.20).

Resim 3.19: Mikroplatelere notral kirmizi konulduktan hemen sonraki gériintiim. (x10).



Resim 3.20. Mikroplatelerdeki agar ¢ozeltisi ve 6rnek diskler

Pozitif kontrol (toksik) olarak fenol emdirilmis steril kurutma kagidi diski kullanilirken,
negatif kontrol (non-toksik) amaciyla DMEM emdirilmis steril kurutma kagidi diski
kullanildi. Mikroplateler 24 saat siireyle 37° C' de ve %5 CO; igeren etiivde bekletildi.
Deneylerde kullanilan maddelerin agar diflizyon testindeki sitotoksisiteleri ISO 10993-15
kriterlerine gore 151k mikroskobu altinda degerlendirildi ve fotografland1 (Nikon, FDX-35,
Japan). Bu degerlendirmede sitotoksisite derecesi Lizis-indeks (Tablo 3.3) yardimiyla

saptandi.



Tablo 3.3: Deney materyalinin sitotoksik etkisinden zarar goren hiicrelerin yiizdesi ve lizis indeks degerleri.

i;fli)ZEilgs ZARAR GOREN HUCRELERIN YUZDESI
0 Acik renk bolge icinde zarar gbrmiis hiicre saptanmadi.
1 Acik renk bolge igindeki hiicrelerin %20’sinden az1 zarar gordii.
2 Acik renk bolge icindeki hiicrelerin %20-40’1 zarar gordii.
3 Acik renk bolge icindeki hiicrelerin %40-60’1 zarar gordii.
4 Acik renk bolge igindeki hiicrelerin %60-80’1 zarar gordii.
5 Agcik renk bolge igindeki hiicrelerin %80’inden fazlasi zarar gordii.

3.6. SEM iINCELEMESI

SEM incelemesi i¢in kontrol grubu ve 3 farkli dolgu materyalinden 2’ser ornek disk
kullanildi. Diskler, 12°1i mikroplate’deki her bir kuyucuga yerlestirildi ve kuyucuklara 3x10*
hiicre/kuyucuk yogunlugundaki fibroblast kiiltiirii eklendi. Hiicre kiltiirii eklenmis
mikroplateler, 37 °C’de ve % 100 nemli ortamda 24 ve 72 saat inkiibe edildi. Inkiibasyon
periodu boyunca besiyeri degistirilmedi. 24 ve 72 saatlik inkiibasyon periodlar1 sonunda
ornek diskler % 0.1 gluteraldehit ile 5 dakika 6n fiksasyona tabi tutuldular. Medium aspire
edildikten sonra 6rnek diskler, % 4’liik gluteraldehit ile 6 saat fikse edildi. Bunu takiben,
fosfat tamponlu salin (PBS) ile yikanarak, % 50, % 60, % 70, % 80, % 90, % 95 etil alkol
serileriyle birer kez, saf etil alkol ile de ikiser kez her seferinde 10’ar dakika beklenilerek
dehidrate edildi. Daha sonra Ornek diskler CO’li kritik sicaklikta kurutma islemine tabi

tutuldu ve altin-palladyum alagimi ile kaplanarak SEM’de incelendi.
3.7. ISTATISTIKSEL DEGERLENDIRME

Calisma sonuglarinin istatistiksel degerlendirmesi, SPSS 15.0 (SPSS Inc., Chicago, Illinois
60606, USA) yazilimi kullanilarak, Kruskal-Wallis varyans analizi, tek yonli ANOVA,
Tukey ¢oklu karsilagtirma testi, Duncan ¢oklu karsilagtirma testi ve eslestirilmis t testi ve

Mann Whitney U yontemleri ile yapildu.



4. BULGULAR

Calismada kullanilan i¢ farkli dolgu materyalinin MTT testine ait hiicre proliferasyonu
ortanca ve ortalama degerleri Tablo 4.1.’de ve agar difiizyon testine ait sitotoksisite ortanca ve

ortalama degerleri Tablo 4.2.’de verilmektedir.

Tablo 4.1.°de gosterilen optik yogunluk degerleri, pozitif kontrol grubunun degeri % 100
olarak kabul edildiginde, diger gruplarda basit oran hesabi ile elde edilen yiizde degeridir ve

canli hiicre oranini simgelemektedir.



Tablo 4.1 Ug farkli dolgu materyalinin hiicre

degerleri (%) (Optik Yogunluk Degerleri)

proliferasyonu ortanca ve

X +S.S
Test Gruplar: Zaman
Ort(%25-%75)
53.8+£5.07
1. giin
53(49-58)
CIS Grubu
56+11.3
3. giin
56.5(48.75-63)
43+9.92
1. giin
42(32.75-50.5)
RMCIS Grubu 45.7+6.14
3. giin
47.5(40-50.25)
80.3+£23.7
1. giin
77.50(61-91.75)
PMKR Grubu 58.3+6.41
3. giin
58(52-63.75)
100
1. giin
Kontrol Grubu
3. giin 100

Tablo 4.2. Ug farkli dolgu materyalinin agar diflizyon testine ait

sitotoksisite ortanca degerleri

Test Gruplari Ort(%25-%75)
CIS Grubu 0.0(0.0-0.25)
RMCIS Grubu 1.0(1.0-2.0)
PMKR Grubu 0.0(0.0-0.5)

ortalama



4.1. MTT TESTI SONUCLARI
1. giinde;

Gruplar arasinda hiicre proliferasyonu bakimindan farkliligin istatistiksel degerlendirmesinde
Kruskal-Wallis varyans analizi kullanildi, farkliligin hangi gruptan kaynaklandigina ise Tukey
coklu karsilastirma testi ile bakildi (Tablo 4.3).

Tablo 4.3. 1. giin igin test gruplarinin hiicre proliferasyonu ortanca 6lglim
degerlerinin karsilagtirmasi

1. giin

Test Gruplar
Ort(%25-%75)

CIS Grubu 53(49-58)
RMCIS Grubu 42(32.75-50.5)
PMKR Grubu 77.50(61-91.75)"

® ve " harfleri gruplar arasindaki farki gostermektedir (P<0.05)

1. giinde ¢alismada kullanilan {i¢ dolgu materyalinin hiicre proliferasyon yiizdeleri arasinda

istatistiksel agidan belirgin farklilik goriildii (P = <0,001).

e PMKR grubunun hiicre proliferasyon diizeyinin CIS ve RMCIS gruplarinin hiicre

proliferasyon diizeylerinden istatistiksel olarak anlamli oranda yiiksek oldugu (P<0.05),

e Diger gruplarin hiicre proliferasyon diizeylerinin istatistiksel agidan birbirlerinden farkl
olmadig1 gozlendi (P>0.05).
3. giinde;

Gruplar arasinda hiicre proliferasyonu bakimindan farkliligin istatistiksel degerlendirmesinde
tek yonlit ANOVA kullanildi, farkliligin hangi gruptan kaynaklandigina ise Duncan Methodu
ile bakildi (Tablo 4.4).



Tablo 4.4. 3. giin i¢in test gruplarinin hiicre proliferasyonu ortalama 6l¢iim
degerlerinin karsilagtirmasi

3. giin
Test gruplar: _
X +S.S
CIS Grubu 56+11.3%
RMCIS Grubu 45.7+6.14
PMKR Grubu 58.3+6.41°

® ve ” harfleri gruplar arasindaki farki gostermektedir (P<0.05)

3. giinde ¢alismada kullanilan ii¢ dolgu materyalinin hiicre proliferasyon yiizdeleri arasinda

istatistiksel a¢idan belirgin farklilik gorildi (P = <0,001).

e RMCIS grubunun hiicre proliferasyon diizeyinin CIS ve PMKR gruplarinin hiicre

proliferasyon diizeylerinden istatistiksel olarak anlamli oranda diisiik oldugu (P<0.05),

e Diger gruplarin hiicre proliferasyon diizeylerinin istatistiksel agidan birbirlerinden farkli

olmadig1 gézlendi (P>0.05).

CIS, RMCIS ve PMKR gruplarinin 1. ve 3. giindeki hiicre proliferasyonu ortalama
degerlerinin karsilastirilmasi igin eslestirilmis t testi kullanildi (Tablo 4.5).

Tablo 4.5. 1. ve 3. giin i¢in test gruplarinin hiicre proliferasyonu ortalama 6l¢iim
degerlerinin karsilagtirmasi

CIS Grubu RMCIS Grubu PMKR Grubu
Zaman _ _ _
X +S.S X £S.S X +S.S
1. giin 53.8+5.07 43+9.92 80.3+23.7
3. giin 56+11.3 45.7+6.14 58.3+6.41
P 0.597 0.506 0.02*

* Gruplar arasindaki farklilig1 gostermektedir (P<0.05)




e CIS grubu icin, 1. ve 3. giin hiicre proliferasyonu ortalama 6l¢iim degerleri arasinda

istatistiksel olarak anlamli fark olmadigi tespit edilmistir (P>0.05).

e RMCIS grubu i¢in, 1. ve 3. gilin hiicre proliferasyonu ortalama 6l¢iim degerleri

arasinda istatistiksel olarak anlamli fark olmadigi tespit edilmistir (P>0.05).

e PMKR grubu i¢in, 1. ve 3. gilin hiicre proliferasyonu ortalama Olgiim degerleri

arasinda istatistiksel olarak anlamli fark oldugu tespit edilmistir (P<0.05).

Calismada kullanilan her bir dolgu materyalinin hiicre proliferasyonu ortalama degerleri ayri
ayrt kontrol grubu ile karsilastirildi. Bu karsilastirmada Mann Whitney U testi kullanildi
(Tablo 4.6.).

Tablo 4.6. Dolgu materyalinin hiicre proliferasyonu ortanca degerlerinin kontrol grubu ile
karsilagtirilmasi

1. giin 3. giin
Test Gruplan
Ort(%25-%75) Ort(%25-%75)
CIS Grubu 53(49-58)" 56.5(48.75-63)"
RMCIS Grubu 42(32.75-50.5)" 58(52-50.25)"
PMKR Grubu 77.50(61-91.75)" 47.5(40-63.75)"

* (P<0.05)’1 ifade eder.

e Tiim dolgu materyalleri 1. giin ve 3. giinde kontrol grubu (% 100) ile hiicre proliferasyon

yiizdeleri acisindan karsilastirildiginda farkin istatistiksel olarak anlamli oldugu goriildii
(P<0.05).

4.2. AGAR DIFUZYON TESTi SONUCLARI

Gruplar arasinda sitotoksik etki bakimindan farkliligin istatistiksel degerlendirmesinde
Kruskal-Wallis varyans analizi kullanildi, farkliligin hangi gruptan kaynaklandigina ise Tukey
coklu karsilastirma testi ile bakildi (Tablo 4.7).



Ug farkli dolgu materyalinin Lizis indeks degerleri ve gosterdikleri sitotoksik etkilerinin
dereceleri Tablo 4.7.’de belirtilmistir. Lizis indeks degeri pozitif kontrol grubunda 5, negatif
kontrol grubunda O bulunmustur. CIS ve PMRK gruplarinda sitotoksik etki gézlenmezken
RMCIS grubunun hafif sitotoksik oldugu goriildii (Resim 4.1, 4.2, 4.3). Gruplara gore
sitotoksisite degerleri karsilastirildiginda istatistiksel olarak anlamli bir fark goériilmemistir
(P>0.05).

Tablo 4.7. Ug farkli dolgu materyalinin sitotoksisite degerlerinin karsilastiriimasi

Test Grubu Lizis Indeks Sitotoksik Etki

Pozitif kontrol grubu 5 Siddetli sitotoksik

CIS Grubu 0 Sitotoksik degil

RMCIS Grubu 1 Hafif sitotoksik

PMKR Grubu 0 Sitotoksik degil

Negatif kontrol grubu 0 Sitotoksik degil
-

Resim 4.1. Lizis indeks degeri 0 ( sitotoksik degil) olarak belirlenen K grubunun mikroskobik goriintiisii



Resim 4.2. Lizis indeks degeri 1 ( hafif sitotoksik) olarak belirlenen P grubunun mikroskobik gérintiisii

Resim 4.3. Lizis indeks degeri 0 ( sitotoksik degil) olarak belirlenen D grubunun mikroskobik goriintiisii



4.3. SEM INCELEMESI SONUCLARI
4.3.1. Bir Giinliik Inkiibasyon Sonras1 SEM Gériintiileri

Cam (kontrol grubu) yiizeyindeki 1.929 fare fibroblastlarmin 1 giinliik inkiibasyon sonrasi
%300 biiyiitmede alinan SEM goriintiilerinde ig sekilli matiir fibroblastlarin yaninda yuvarlak
sekilli immatiir fibroblastlar gézlenmektedir (Resim 4.4.). Daha biiyiik biiyiitmede (%2500)
filopodialar ve lamallipodialar araciligi ile yiizeye tutunan, normal fibroblast morfolojisine

uygun, ig sekilli fibroblastlar gézlenmektedir (Resim 4.5.).

CIS grubu yilizeyindeki 1929 fare fibroblastlarinin 1 giinliikk inkiibasyon sonrasi %310
biiylitmede alinan SEM goriintiilerinde ig sekilli matiir fibroblastlarin yaninda yuvarlak sekilli
immatiir fibroblastlar yogun olarak goézlenmektedir (Resim 4.6.). Daha biiylik biiylitmede
(x4500) ylizeyinde dalgalanmalar ve kiiciik kabarciklar bulunan fibroblastin yiizeye

mikrovilluslar ve lamellipodialar ile tutundugu gézlenmektedir (Resim 4.7.).

N

MAG= 300X Detector = SE1
EHT = 20.00 kV Date :31 May 2010

Resim 4.4. Cam (kontrol grubu) yiizeyindeki 1929 fare fibroblastlarmin 1 giinlitk
inkiibasyon sonrast SEM goriintiileri (x300).



MAG= 250KX Detector = SE1
EHT = 20.00 kV Date :31 May 2010

Resim 4.5. Cam (kontrol grubu) yiizeyindeki 1929 fare fibroblastlarinin 1 giinlik
inkiibasyon sonrasit SEM goriintiileri (x2500).

N

MAG= 310X Detector = SE1
EHT = 20.00 kV Date :21 May 2010

Resim 4.6. CIS grubu yiizeyindeki 1929 fare fibroblastlarinin 1 giinliik inkiibasyon sonrasi
SEM goriintiileri (x310).



MAG= 450KX Detector = SE1
EHT = 20.00 kV Date :21 May 2010

Resim 4.7. CIS grubu yiizeyindeki 1929 fare fibroblastlarinin 1 giinliik inkiibasyon sonrasi
SEM goriintiileri (x4500).

RMCIS grubu yiizeyindeki L929 fare fibroblastlarinin 1 giinliik inkiibasyon sonrast SEM
goriintiilerinde (x310) CIS, PMKR ve kontrol gruplarina goére sayica daha az ve morfolojik
olarak immatiir fibroblast formuna uygun yuvarlak sekilli fibroblastlar goriilmektedir (Resim
4.8.). Biiyiitme x4000 iken dolgu maddesinin piiriizli ylizeyine filopodialari ile tutunan ve
yiizeylerinde kiigiik kabarciklar bulunan fibroblastlar gézlenmektedir (Resim 4.9.).

PMKR grubu yilizeyindeki L929 fare fibroblastlariin 1 giinliik inkiibasyon sonrasi SEM
goriintlilerinde (x310) ig sekilli matiir fibroblastlarin yaninda yuvarlak sekilli immatiir
fibroblastlar yogun olarak gozlenmektedir (Resim 4.10.) Daha biiyiik biiylitmede (x4500)
dolgu ylizeyine filopodialar ile tutunan yildiz sekilli fibroblast goriilmektedir (Resim 4.11.).



MAG= 310X Detector = SE1
EHT = 20.00 kV Date :21 May 2010

Resim 4.8. RMCIS grubu yiizeyindeki 1929 fare fibroblastlarinin 1 giinliik inkiibasyon
sonrast SEM goriintiileri (x310).

MAG= 4.00KX
EHT = 20.00 kv Date :21 May 2010

Resim 4.9. RMCIS grubu yiizeyindeki L929 fare fibroblastlarinin 1 giinlikk inkiibasyon
sonrast SEM goriintiileri (x4000).



Detector = SE1
EHT = 20.00 kV Date :21 May 2010

Resim 4.10. PMKR grubu yiizeyindeki 1929 fare fibroblastlarinin 1 glinliik inkiibasyon
sonrast SEM goriintiileri (x310).

£

MAG= 450KX Detector = SE1
EHT =20.00 kV Date :21 May 2010

Resim 4.11. PMKR grubu yiizeyindeki 1929 fare fibroblastlarinin 1 giinliik inkiibasyon
sonrast SEM goriintiileri (x4500).



4.3.2. U¢ Giinliik Inkiibasyon Sonras1 SEM Gériintiileri

Cam (kontrol grubu) yiizeyindeki 1.929 fare fibroblastlarinin 3 giinliikk inkiibasyon sonrasi
SEM goriintiilerinde (*300) bir giinliik inkiibasyon sonrasi elde edilen SEM goériintiilerine
gore daha fazla fibroblast hiicresi gozlenmektedir (Resim 4.12.). Daha biiyiik biiyiitmede
(x2500) fibroblastlar, normal fibroblast morfolojisine uygun, yildiz sekillidir. 1 gilinlik
inkiibasyon goriintiilerine gore 3 giinliik inkiibasyon sonrasi SEM goriintiilerinde
fibroblastlarin yiizeye yayildigt ve lamellipodialar araciligi ile daha iyi tutundugu
goriilmektedir (Resim 4.13.).

4

MAG = 300X Detector = SE1
EHT = 20.00 kV Date :31 May 2010

Resim 4.12. Cam (kontrol grubu) yiizeyindeki 1929 fare fibroblastlarinin 3 giinliik
inkiibasyon sonrasi SEM goriintiileri (x300).



X

MAG= 250K X Detector = SE1
EHT =20.00 kV Date :31 May 2010

Resim 4.13. Cam (kontrol grubu) yiizeyindeki 1929 fare fibroblastlarinin 3 giinliik
inkiibasyon sonras1t SEM goriintiileri (x2500).

CIS grubu yiizeyindeki 1.929 fare fibroblastlarinin 3 giinlilk inkiibasyon sonrast %310
biiyiitmede alinan SEM goériintiilerinde fibroblast yogunlugunun arttig1 ve yildiz seklindeki
fibroblastlarin sayica fazla oldugu gozlenmektedir (Resim 4.14.). Daha biiyiik biiylitmede
(x4500) dolgu maddesi ile fibroblast hiicrelerinin temas siirelerinin uzatilmasinin hiicre

yiizeyinde bir¢ok vakuol ve kabarcik olusumuna neden oldugu goriilmektedir (Resim 4.15.).

RMCIS grubu yiizeyindeki L929 fare fibroblastlarinin 3 giinliik inkiibasyon sonrast SEM
gortintiilerinde (x310) fibroblast yogunlugunun arttigi ve ig seklinde fibroblastlarin sayica
fazla oldugu gozlenmektedir (Resim 4.16). Biiyiitme x4500 iken ig seklindeki fibroblastlarin
dolgu yiizeyine lamellipodialar araciligi ile tutundugu gézlenmektedir (Resim 4.17.).



‘ . A
MAG= 310X Detector = SE1
EHT = 20.00 kV Date :21 May 2010

Resim 4.14. CIS grubu yiizeyindeki L929 fare fibroblastlarinin 3 giinliik inkiibasyon sonrast
SEM goriintiileri (x310).

MAG= 450K X Detector = SE1
EHT =20.00 kV Date :21 May 2010

Resim 4.15. CIS grubu yiizeyindeki 1929 fare fibroblastlarinin 3 giinliik inkiibasyon sonrasi
SEM goriintiileri (x4500).



S

MAG= 310X Detector = SE1
EHT = 20.00 kV Date :21 May 2010

Resim 4.16. RMCIS grubu yiizeyindeki 1.929 fare fibroblastlarinin 3 giinliik inkiibasyon
sonrast SEM goriintiileri (x310).

MAG= 450KX Detector = SE1
EHT = 20.00 kv Date :21 May 2010

Resim 4.17. RMCIS grubu yiizeyindeki 1929 fare fibroblastlarinin 3 giinliik inkiibasyon
sonrast SEM goriintiileri (x4500).



PMKR grubu yiizeyindeki 1.929 fare fibroblastlarinin 3 giinliik inkiibasyon sonrasit %310
bliylitmede alinan SEM goriintiilerinde ii¢ giinliik inkiibasyon sonrasi fibroblast
yogunlugunun 1. giindekiine benzer oldugu ve ig seklinde fibroblastlarin sayica fazla oldugu
gozlenmektedir (Resim 4.18.). Daha biiyiik biiyiitmede (x4500) yiizeye lamellipodialar
aracilig1 ile tutunan ig sekilli fibroblastlar gozlenmektedir. Filopodia ve vakuol sayisinin

azaldig1 goriilmektedir (Resim 4.19.).

MAG= 310X Detector = SE1
EHT = 20.00 kV Date :21 May 2010

Resim 4.18. PMKR grubu yiizeyindeki L1929 fare fibroblastlarinin 3 giinliik inkiibasyon
sonrast SEM goriintiileri (x310).



MAG= 450KX Detector = SE1
EHT = 20.00 kV Date :21 May 2010

Resim 4.19. PMKR grubu yiizeyindeki 1929 fare fibroblastlarinin 3 giinliik inkiibasyon
sonrasi SEM goriintiileri (x4500).



5. TARTISMA VE SONUC

Digeti ¢ekilmesi ile kok ¢iirtigli ya da restorasyon gerektiren ¢liriiksiiz servikal lezyonlarin bir
arada gozlendigi komplike vakalarda, tedavi amaciyla restoratif ve periodontal cerrahi
islemlerin birlikte uygulanmasi1 gerekebilir (120). Kok giirtikleri ya da ¢iiriiksiiz servikal
lezyonlarin restoratif tedavisi ile servikal dentin hipersensitivitesi ortadan kaldirilabilir, uygun
dis formu ve konturu saglanabilir, dis dokusunda daha fazla kayip meydana gelmesi
engellenebilir, plak birikimi Onlenerek diseti sagligi korunabilir ve estetik goriiniim

diizeltilebilir (121).

Kok ciiriiklerinin ya da giiriiksliz servikal lezyonlarin restoratif tedavisi icin, altin inleyler,
silikat simanlar, amalgam, altin kronlar, seramik kronlar, seramik inleyler, geleneksel cam
iyonomer siman, rezin modifiye cam iyonomer siman, kompomer, akiskan kompozitler,
mikrofil kompozitler ve hibrit kompozitler direkt ya da indirekt yontemler uygulanarak
kullanilabilir (121). Bu restoratif materyallerden periodontal cerrahi islem oncesi hangisinin
kullanilacag1 birgok calismaya konu olmustur (121-123). Rafaelli ve arkadaslar1 (2008),
yaptiklar1 c¢alismada seramik yiizeyine fibroblast atasmaninin diisiik diizeyde oldugunu
gostermislerdir (122). Martins ve arkadaslar1 (2007), amalgamin kompozite gore daha az plak
birikimine sebep oldugunu belirtmelerine ragmen, biyouyumlulugunun iyi olmamasi,

fibroblast atasmanmin azligt ve estetik problemler nedeniyle kullanimin1t uygun



bulmamislardir (123). Douglas ve arkadaslar1 (2003), ciiriiksiiz servikal lezyonlarin
restorasyonunda cam iyonomer, rezin iyonomer ve kompomer gibi flor saliimi yapan

materyallerin kullanimini1 6nermislerdir (121).

Geleneksel cam iyonomer simanlar aluminoflorosilikat cam ve poliakrilik asit icermektedir ve
asit-baz reaksiyonu ile sertlesmektedir. Bu materyaller, biyouyumludur, dis rengindedir, mine
ve dentine baglanir, demineralizasyonu Onleyecek ve remineralizasyonu arttiracak sekilde flor
salar ve 1s1sal genlesme katsayisi dentininkine benzerdir (81). Ancak cam iyonomerler, ilk
sertlesme sirasinda neme hassastir, sertlesme zamani uzundur, bitirme ve polisaj islemleri i¢in
ikinci bir randevu gerektirir, ylizeyi purizlidir, translusent degildir ve dehidratasyona

yatkindir (94).

Rezin modifiye cam iyonomer simanlar, hem asit-baz reaksiyonuyla hem de metakrilat
polimerizasyonu ile sertlesir. Bu materyaller, geleneksel cam iyonomerlere gore gelismis
fiziksel ve mekanik ozellikler, mineralize dokuya daha fazla baglanma, polisaj isleminin
hemen yapilabilmesi, translusensi, flor saliniminin daha fazla olmasi, neme hassasiyetinin

daha az olmasi gibi bir takim avantajlar saglar (97).

Kompomer ya da poliasit modifiye rezin kompozitler cam iyonomerler ve 1sikla sertlesen
kompozitlerin 6zelliklerine sahiptir. Sertlesme reaksiyonlart metakrilat polimerizasyonu ile
olur, ancak su absorbsiyonundan sonra ikinci bir asit-baz reaksiyonu olusur. Bu materyaller,
cam iyonomerlere gore daha az flor salarlar ve fiziksel Ozellikler bakimindan cam

iyonomerlerden ziyade kompozit rezinlere benzerler (121).

Bu caligmada, dis renginde estetik materyaller olduklar1 ve flor salimmi yaptiklari igin
restoratif materyal olarak, geleneksel cam iyonomer siman, rezin modifiye cam iyonomer

siman ve poliasit modifiye rezin kompozit tercih edildi.

Cam iyonomer simanlarin, rezin modifiye cam iyonomer simanlarin ve poliasit modifiye rezin
kompozitlerin fiziksel ve mekanik o6zellikleri ve kimyasal yapilar ile ilgili bir¢ok calisma
bulunmaktadir (124-128). Bununla birlikte, kok ¢iiriiklerinin ve ¢iiriiksiiz servikal lezyonlarin
tedavisinde kullanilan bu materyallerin diseti dokusu ile iligkisini ve fibroblast atagsmanina

etkisini inceleyen ¢aligma sayis1 sinirlidir (129, 130).

Dental materyaller degerlendirilirken ¢ogunlukla fiziksel ve mekanik o6zellikler

hedeflenmekte, biyolojik 6zellikler ise geri planda kalmaktadir. Ancak son yillarda yeni



gelistirilen  materyallerin ~ klinik  uygulamalart ~ dncesinde  biyouyumluluklarinin

degerlendirilmesinin gerekliligi vurgulanmaktadir (131).

Iki temel risk, toksisite ve allerjidir. Her iki durumun da ortaya ¢ikabilmesi i¢in malzemeden
biyolojik olarak aktif komponentlerin salinmasit gerekmektedir. Siklikla kullanilan bu
materyallerin sistemik toksisite olusturma olasiliklar1 oldukg¢a azdir. Clinkii sizint1 tirlinlerinin
miktar1 viicutta yaygin reaksiyon olusturacak kadar fazla degildir. Ancak bu miktar dis
pulpasi, periodontal ve periapikal dokular ve agiz mukozasinda toksisite olusturabilecek
potansiyele sahip olabilir. Clinkii basta restoratif materyaller olmak tizere, pek ¢ok dental

materyal bu dokularla uzun siire temasta kalabilir (132).

Bu nedenle ¢aligmamizda, cam iyonomer siman, rezin modifiye cam iyonomer siman ve
poliasit modifiye rezin kompozit olmak iizere li¢ farkl1 dolgu materyalinin, SEM incelemesi
ve MTT testi ile fibroblast atagsmanina etkisi ve agar difiizyon testi ile biyouyumluluklari

degerlendirildi.

Son yillarda yapilan aragtirmalarda, sitotoksisitenin belirlenmesinde ve fibroblast atagmaninin
degerlendirilmesinde, genellikle hiicre kiiltiirli test yontemlerinin kullanildigi goriilmektedir
(133-135). Hiicre kiiltiirii test yontemleri; bireysel faktorlerden etkilenmemeleri, materyaller
arasinda parametrik kargilastirmalara olanak tanimalari, tekrarlanabilme 6zellikleri ve ¢alisma
kosullarinin standardize edilebilmesi nedeniyle tercih edilmektedirler (136, 137). Bu nedenle,
sunulan ¢alismada da ti¢ farkli dolgu materyalinin sitotoksisiteleri ve fibroblast atagsmanina

etkisi, hiicre kiiltiiri yontemi ile in vitro kosullarda degerlendirilmistir.

Hiicre kiiltiirii ¢aligmalarinda, hangi hiicre tipinin se¢ilmesi gerektigiyle ilgili kesin bir cevap
bulunmamaktadir. Diploid hiicrelerin Kkullanilmasi, laboratuarlar arasi karsilagtirmalarin
yapilmasinda giigliikler ¢ikartmaktadir. Bu karsilastirmalarin  yapilmasi, biitiin diinyada
kullanilabilecek devamli hiicre hatlarinin kullanilmasi ile daha kolay hale gelmektedir.
Devamli hiicre hatlar1 aneuploid kromozoma sahiptirler, hizli iliremektedirler ve dogru
pasajlandiklarinda ¢ok uzun siireyle yasatilmalari miimkiindiir. Elde edilmeleri de primer
hiicre kiiltiirline oranla daha kolaydir. Fenotipik 6zelliklerinde kayip uzun siire s6z konusu
degildir. Devamli hiicre hatlar1 ile primer hiicre kiiltlirlerinden daha hizli sonug elde
edilmektedir (105,138). Bu nedenlerden dolay1 bu tez ¢alismasinda da devamli hiicre hatlari

kullanilmistir.

Dis hekimliginde kullanilan materyallerin ¢esitli 6zelliklerinin arastirilmasinda farkh

yontemlerin kullanilmasiyla elde edilen bulgularin degerlendirilmesinde ve birbiri ile



karsilagtirllmasinda problemler ortaya ¢ikmaktadir. Bu nedenle, dental materyallerin
biyouyumlarinin degerlendirilmesinde standart uygulamalarin énemi iizerinde durulmaktadir
(136). Cunkii ¢ok sayida test yontemi ile bazen ayni materyal ig¢in farkli sonuglar elde
edilebilmektedir. Standart test yontemlerini kullanmanin baslica avantaji tekrarlanabilirligi ve
farkli laboratuar kosullarinda elde edilen verilerin karsilagtirilabilmesine olanak saglamasidir.
Ancak standart uygulamalar daha fazla zaman alicidir. Ayrica ayni standartlarda yeni
gelistirilen test yontemleri bulunmayabilir (132, 136). Ciinkii teknoloji standartlardan daha
hizli ilerlemektedir, bu durum standartlarin stirekli olarak uygulanmasini giiglestirmektedir
(103). Bununla birlikte kosullar uygunsa standart test yontemlerinin uygulanmasi ve bu
testlerin kullanilmadigi durumlarda aciklayici nedenlerin ortaya konulmasi gerektigi

vurgulanmaktadir (136).

Dental materyallerin 6zelliklerinin incelendigi 6zel raporlar hazirlanmasi, standardizasyonlar
ile ilgili bu zorluklarin biiylik oranda ortadan kalkmasina neden olmustur. Bu nedenle
calismamizda, hiicre kiiltiiriiniin hazirlanmasinda, 1SO tarafindan hazirlanan 10993-5 no’lu

protokoliin Sitotoksisite Testleri-/n Vitro Yontemler’ boliimii rehber alinmistir (106).

ISO 10993-5 ‘Sitotoksisite Testleri-In Vitro Yontemler’ standardina gore; in vitro
calismalarda dental materyallerin sitotoksik etkilerinin arastirilmasinda ve fibroblast
atasmaninin  degerlendirilmesinde, standart olarak L929 ya da Balbc3T3 fibroblast
kiiltiirlerinin  kullanilmas1 onerilmektedir (106). Schedle ve arkadaslari (1995), metal
alagimlarmin toksik etkilerini karsilastirmak amaciyla, materyalleri 7 giin siire ile 1929
hiicreleri, digeti fibroblast hiicreleri ve mast hiicreleri ile inkiibe ederek, direkt temas yontemi
ile hiicre proliferasyonundaki degisiklikleri degerlendirmiglerdir. Arastirmacilar ¢alisma
sonucunda, in vitro sitotoksisite testlerinde 1.929 fibroblastlarinin, primer diseti fibroblast ve
mast hiicre kiiltlirlerine oranla, iireme yeteneklerinin gelismis olmasi nedeniyle
kullanimlarinin daha uygun olacagimi belirtmiglerdir (139). Taira ve arkadaslar1 (2000),
yaptiklar1 ¢alismada dort farkli fibroblast kiiltiirii kullanmislar ve kullanilan hiicre kiiltiirlerini,
hassasiyet derecelerine gore degerlendirmislerdir. Hiicre hatlar1 igerisinde en duyarli ve
giivenilir hiicre kiiltiir ortaminin 1929 fare fibroblastlar1 oldugu sonucuna varmiglardir (140).
Thonemann ve arkadaglart (2002), primer sigir dental papilla hiicreleri (CPC), SV40T
antijeniyle transforme edilen CPC hiicreleri (tCPC B), E6/E7 onkojeni ile transforme edilen
CPC hiicreleri (tCPC E) ve L929 fare fibroblast hiicrelerini 24 saat siireyle dental rezin

bilesikleri ile temasta birakarak, MTT analizi ile sitotoksisite degerlendirmesi yaptiklari



caligmalarinda, bu hiicrelerden hangisi ile daha hassas sonuglar elde edilebileceginin tespitini
amaglamiglardir. Calisma sonucunda kullanilan hiicrelerin hassasiyetlerini CPC = tCPC B <
tCPC E < L1929 seklinde siralayarak, en iyi sonuclarin 1929 fare fibroblastlar1 ile elde
edildigini belirtmislerdir (141).

Bu calismada da, yukarida belirtilen sonuglarin 1s1ginda ve 1SO 10993-5 numarali standarda
uygun olmasi amaciyla, ii¢ farkli dolgu materyalinin sitotoksisiteleri ve fibroblast atagmanina

etkisi 1929 fare fibroblast hiicre kiiltiirii kullanilarak degerlendirilmistir (106).

Mevcut calismada ii¢ farkli dolgu materyalinin fibroblast atagmani iizerine etkilerinin
degerlendirilmesi amaci ile SEM incelemesi yapilmistir. Ayrica, daha Onceki caligmalara
benzer sekilde fibroblast hiicre proliferasyonunun degerlendirilmesinde MTT test yontemi

kullanilmustir (120, 122).

MTT yontemi ile bir hiicre toplulugundaki canli hiicreler kolorimetrik ve kantitatif olarak
saptanabilmektedir. Coziindiiriilen MTT sari renklidir. Canli hiicrelerin mitokondriyal
dehidrogenaz enzimleri MTT’ nin tetrazolyum halkasin1 pargalayarak suda ¢dziinmeyen
mor-mavi renkli formazan kristallerini olustururlar (114). Sonugta elde edilen mor soliisyon
spektrofotometrik olarak olgiiliir. Hiicre sayisindaki artma veya azalma, hiicre sayisiyla
baglantili olarak olusan formazan miktarinda degismeye neden olur (115). MTT ydnteminin
hiicrelerin sayisinin belirlenmesinde kullaniminin histolojik, 151k ve elektron mikroskobik
yontemlere gore Onemli avantajlari vardir. MTT yontemiyle, materyal yilizeyine tutunan
hiicrelerin yiizeyden uzaklastirilmasina gerek kalmadan dogrudan ve kisa siirede sayimlari
yapilabilmektedir. Bu sayede hazirlanan oOrneklerin ylizeylerinden hiicrelerin tripsin
kullanilarak kaldirilmasima gerek kalmaz. MTT yontemi sadece metabolik olarak aktif
hiicrelerin sayisinin belirlenmesini saglar. Isik mikroskobu incelemelerindeki hiicre kayiplari
bu test yontemi ile elimine edilebilmektedir. Isik mikroskobunda ve SEM’de sinirli, 0.02 mm?
gibi oldukca kiiciik alanlara diisen hiicre sayisi belirlenirken, MTT yonteminde tiim yiizeye
tutunan hiicre sayis1 belirlenebilmektedir. Ayrica mikroskop incelemelerinde hiicrelerin iist
iiste konumlanmasi1 sayimi zorlagtirmakta ve yaniltici olmaktadir; MTT yonteminde ise bu
durum fark yaratmaz. Radyo izotopla hiicrelerin isaretlenip sayilmasi ise bu ¢aligmalarin 6zel
izin ve laboratuar gerektirmesi, cok pahali olmasi ve ¢evre igin tasidigi riskler nedeniyle MTT
yontemine oranla daha az avantajli bulunmustur (142). Dolayisiyla MTT yontemi hassas bir

yontemdir ve tekrarlanabilir sonuglar vermektedir, ayrica uygulamas: kolay ve hizli bir



metottur (115). Bahsedilen avantajlarinda o6tiirii, MTT yontemi, 1929 fibroblastlarinin dolgu

materyallerinin ylizeyine tutunmasinin degerlendirilmesinde tercih edilmistir.

Cesitli dolgu materyalleri {izerine fibroblast atasmani olup olmadig klinik ve histolojik olarak
bazi calismalarla degerlendirilmistir. Alkan ve arkadaslar1 (2006) rezin modifiye cam
iyonomer siman ile restore edilmis kok rezorpsiyonu bolgesinin subepiteliyal bag dokusu

grefti ile basar1 bir sekilde ortiildiiglinti gostermislerdir (129).

Lucchesi ve arkadaslar1 (2007) giiriiksiiz servikal lezyonlarin rezin modifiye cam iyonomer
siman ve mikrofil kompozit rezinler ile restore edildikten sonra koronale pozisyone flep ile
ortlimlerini karsilastirmis ve her iki grubun da 6 aylik periyot sonunda basarili oldugunu

gostermistir (143).

Rezin modifiye cam iyonomer siman ile kompozit rezinlerin karsilastirildigr bir
histomorfometrik ¢alismada ise her iki restorasyon iizerinde epitel doku migrasyonu oldugu

gosterilmigtir (123).

Dragoo (1997), yara iyilesmesi siirecinde histolojik olarak rezin iyonomer materyallere epitel

ve bag dokusu atagsmaninin oldugunu gostermistir (144).

Bir taramali elektron mikroskobu calismasinda Oliva ve arkadaslar1 (1996) c¢esitli cam

iyonomer dolgu materyalleri {izerine osteoblastik hiicre adherensini gostermislerdir (125).

Al-Qathami ve arkadaslari (2004), yaptiklari ¢alismada rezin modifiye cam iyonomer simanin
kok ylizeyine iyi adapte oldugunu ancak yiizeyinin piiriizlii olmasi nedeniyle kompozit rezine
oranla daha az sayida fibroblast atasman1 meydana geldigini belirtmiglerdir. Ayrica kompozit
rezinin, semente adaptasyonunun iyi oldugunu ve 4 saatlik inkiibasyon sonunda yogun olan

fibroblast atasmaninin 24 saatlik inkiibasyon sonunda azaldigini belirtmislerdir (145).

Bu calismada, 1 giinliik inkiibasyon periyodundan sonra poliasit modifiye kompozit rezin
(PMKR) grubunun hiicre proliferasyon diizeyinin rezin modifiye (RMCIS) ve geleneksel cam
iyonumer siman (CIS) gruplarininkinden daha yiiksek oldugu bulundu. 3 giinliik inkiibasyon
periodundan sonra rezin modifiye cam iyonomer siman grubunun hiicre proliferasyon
diizeyinin cam iyonomer siman ve poliasit modifiye kompozit rezin gruplarminkinden diigiik
oldugu gozlendi, aradaki farklilik istatistiksel olarak anlamliydi (p<0.05). Al-Qathami ve
arkadaslarinin(2004) sonuglarina benzer sekilde, rezin modifiye ve geleneksel cam iyonomer

siman ylizeyinde, poliasit modifiye kompozit rezine oranla daha az sayida fibroblast



proliferasyonu meydana gelmesi, cam iyonomer siman ylizeyinin kompozit ylizeyine oranla

daha piiriizlii olmasina baglanabilir.

Rezin modifiye ve geleneksel cam iyonomer siman gruplari i¢in, 1. ve 3. giin hiicre
proliferasyonu ortalama ol¢iim degerleri arasinda istatistiksel olarak anlamli fark yokken,
poliasit modifiye kompozit rezin grubu i¢in, 1. giine oranla 3. giinde anlamli bir diisiis oldugu
tespit edilmistir (p<0.05). Bu durum inkiibasyon periodunun uzamasi ile materyalden
besiyerine artik madde saliniminin artmasiyla agiklanabilir. Bu sonuglar da Al-Qathami ve

arkadaslarinin (2004) sonuglariyla uyumludur.

Tim dolgu materyalleri 1. ve 3. giinde kontrol grubu ile hiicre proliferasyon yiizdeleri
acisindan karsilastirildiginda, kontrol grubu yiizeyinde goézlenen hiicre proliferasyonunun
anlamli oranda yiiksek oldugu goriildii (p<0.05). Bu sonucglar kontrol grubunun yiizey
karakterizasyonu ile iligkilendirilebilir. Bu ¢alismada kontrol grubu olarak cam kullanilmistir.
Cam yiizeyi, lic dolgu materyalinden de daha diizgiin ylizeye sahiptir. Dolayisiyla cam

yiizeyine fibroblast atagmani daha fazla olmustur.

Bu calismanin sonuglar1 materyallerin ylizey 6zelliklerinin ve kimyasal igeriginin fibroblast
atagsmaninin niteligini ve niceligini etkiledigini gostermektedir. Fibroblastlarin materyal
yiizeyine adezyonu ve yayilmasi hiicresel fonksiyonun ilk fazidir. Alanezi ve arkadaslar
(2010), dolgu materyalinin yiizeyine hiicre adezyonunun ve yayilmasinin, materyalin
biyouyumlulugu hakkinda bilgi verebilecegini belirtmistir (146). Bu calismada da, dolgu
materyallerinin {izerine hiicre adezyonu, yayilmasi ve morfolojisi SEM goriintiileri alinarak

degerlendirildi.

Kontrol grubunun ve dolgu materyallerinin SEM goriintiileri, fibroblast hiicrelerinin 1 giinliik
inkiibasyon sonrasi yuvarlak formda ve mikrovilluslarla ylizeye tutundugunu gostermektedir.
Ug giinliik inkiibasyon sonrasi ise bu hiicrelerin yiizeye yayildigin1 ve lamellipodialar aracilig
ile daha 1yi tutundugunu gostermektedir. SEM gortintiileri incelendiginde rezin modifiye cam
iyonomer siman materyaline az sayida fibroblast atasmaninin oldugu gézlenmektedir. Bunun
sebebinin materyalin yiizeyinin piiriizliliiglinden kaynaklanabilecegi diisiiniilmektedir.
Bununla birlikte hiicrelerin morfolojilerinin kontrol grubundakilere benzer sekilde normal
oldugu goriilmektedir. Bunun sebebi ise, materyalin biyouyumlulugunun iyi olmasina
baglanabilir. Ote yandan, geleneksel cam iyonomer ve poliasit modifiye kompozit rezin

materyallerine fibroblast atasmaninin iyi oldugu ve ylizeye hiicrelerin yayildigi SEM



goriintiileri ile de desteklendi. Bu durum materyallerin hem biyouyumluluklarinin iyi olmasi

hem de yiizeylerinin diizgiin olmasi ile agiklanabilir.

Sitotoksisite bircok metot ile belirlenebilmektedir. Bunlar hiicre sayimi, proliferasyon
oranlarinin belirlenmesi, farkli hiicre iirlinlerinin sentezi veya enzim aktivitelerinin

saptanmasi ve membran biitiinliigiiniin belirlenmesi seklinde olabilmektedir (107).

In vitro testlerde secilen test yonteminin uygunlugu, hiicrelerin tipi, hiicrelerin maruz

birakildigi ortam ve beklenen/alinan cevabin tipi 6nem tasimaktadir (118).

Agar difiizyon testi dishekimliginde siklikla kullanilan bir test metodudur (107, 147, 148).
Pek ¢ok aragtirmacinin tercih etmesi verilerin karsilastirilabildigi bir yontem olmasini
saglamaktadir. Indirekt metotun dolgu materyalleri igcin uygun olmasi nedeniyle,
calismamizda ISO protokoliinde belirtilen agar diflizyon testi secilmistir. Bu yontemde
toksisite, malzemelerin  hiicre zar1  gecirgenligi  lizerine yaptiklar1 etki ile
degerlendirilmektedir. Hiicreler ile malzeme arasinda, malzemeden ayrisabilen maddelerin
icerisine diffuze olabildigi gecirgen bir agar tabakasi vardir. Canli hiicrelerin vital boya ile

boyanmasi yoluyla toksik etki belirlenebilmektedir (149).

Agar diflizyon testi materyaller arasindaki, erken donem sitotoksik aktiviteyi ayirt etmek icin
kabul edilmis bir metottur. Bununla beraber, gozlenen sitotoksik etkinin ne kadar stireyle
devam edecegi konusunda bir bilgi vermez. Elde edilen veriler ancak Orneklerin

karsilagtirilmasinda kullanilabilir (147).

Calismamizda klinik kosullara benzer sartlar1 olusturmak icin bariyer olarak agar tabakasi
kullanilmistir. Mukozal membran ve epitelin fonksiyonu agar tabakasi ile saglanmistir.
Bariyer tabakanin kalinligina bagl olarak kompozit malzemeden sizan maddelerin hiicre
tabakasina diflizyonu farklilik gosterebilmektedir. Bariyer tabaka miktarinin malzemenin
potansiyel toksik etkisini maskelemesini 6nlemek ve difiizyon araliginin esit olmasini

saglamak amaciyla agar tabakasinin miktar1 10ml olarak belirlenmistir.

Farkli canlilik testlerinden elde edilen sonuglar her zaman birbirleri ile iliskili olmamaktadir.
Ciinkii kullanilan canlilik testlerinin hedef noktalar1 farklidir. Ornegin, notral kirmizi testi
hiicrelerin membran biitiinliigiinii hedef alirken MTT testi mitokondriyal aktiviteyi hedef alir
(150). Bu calismada canli-6lii hiicre ayrimimin tespitinde nétral kirmizi kullanildi. Nétral

kirmiz1 plazmadan ve organel membranlarindan kolaylikla gecip lizozomlarda biriken hafif



katyonik bir boyadir. Test ajanlarinin neden oldugu membran biitiinliigiiniin bozulmasi nétral
kirmizinin retansiyonunda azalmaya neden olur. Hasarl1 veya 6li hiicreler saglikli kontrol
hiicrelerine gore renksiz goriiliirler. Renksiz bdlge inhibisyon bolgesi (IB) olarak adlandirilir
ve bolgenin genisligi de materyalin toksisitesinin siddetini belirler (150, 151). Birgok
arastirmact duyarl ve sayisal bir test metodu olan nétral kirmizi kullanimini tercih etmistir

(150-153).

Franz ve ark. (2003) tepilebilir ve geleneksel kompozitlerin sitotoksisitelerini inceledikleri
calismada Smm’lik tabakalar halinde polimerize edilen kompozitlerin toksisitelerinin
2,5mm’liklerden daha fazla oldugunu belirtmislerdir (154). Bu galismanin sonuglari altinda

mevcut ¢alismanin drnekleri 2mm kalinliginda hazirlandi.

Bu calismada toksik etkileri arastirilan dolgu materyallerinin hiicre kiiltiir ortamima 1.929
fibroblast kiiltiir hiicrelerinin canliligini olumsuz yonde etkileyecek atik maddenin ortaya
cikmadigi, agar difiizyon testinde yer alan erime indeksi verileri ile saptanmistir. Rezin
modifiye cam iyonomer dolgu materyalinde hafif siddette sitotoksisite saptanmasina ragmen

bu durum istatistiksel olarak anlamli bulunmamaistir (p>0.05).

Mohsen ve ark. (1998) polisajlama islemlerinin kompozitlerin biyouyumlulugunu arttirdigini
gozlemlemiglerdir (155). Bizim ¢alismamizda da, polisaj islemi ile yiizeyleri daha diizgiin
hale getirilebilen poliasit modifiye rezin kompozit ve geleneksel cam iyonomer simanda
sitotoksik etki hi¢ gozlenmezken, polisaj islemine ragmen yiizeyi piiriizlii olan rezin modifiye

cam iyonomer simanda hafif siddetde sitotoksik etki gdzlenmistir.

Periodontal plastik cerrahi islemler ile restoratif islemlerin bir arada basariyla kullanilmalari
icin gelecekteki c¢aligmalar, dolgu materyallerinin karakterizasyonuna odaklanmalidir.
Kimyasal ylizey analiz teknikleri, element salinimimin Olclilmesi ve fiziksel ylizey
karakterizasyonu ile mikroyap1 ve porozitenin incelenmesi dolgu materyallerinin biyolojik
yanitinin anlagilabilmesini saglayabilir. Sonugta ¢ok daha iyi biyolojik 6zelliklere sahip dolgu

materyallerinin gelistirilebilecegi diisiiniilmektedir.

Ug adet dolgu materyalinin fibroblast atasmanma etkisinin ve sitotoksik &zelliklerinin fare
fibroblastlar1 tizerinde hiicre kiiltiirii yontemi kullanilarak MTT, SEM analizi ve agar

difiizyon yontemiyle degerlendirildigi bu tez ¢alismasindan su sonuglar elde edilmistir:



1. 1. giinde hiicre proliferasyon diizeyinin poliasit modifiye kompozit rezin dolgu materyali
icin en yiiksek oldugu, hiicre proliferasyon diizeyi daha diisiik olan cam iyonomer siman ve
rezin modifiye cam iyonomer siman dolgu materyalleri arasinda istatistiksel olarak anlamli

bir fark olmadig1 gézlendi (P>0.05).

2. 3. glinde poliasit modifiye cam iyonomer siman dolgu materyali i¢in hiicre proliferasyonu
ortalama degerlerinin 1. gline oranla diistiigli gozlendi. Bu diislisiin nedeninin inkiibasyon
periodunun uzamasi ile materyalden besiyerine artik madde saliminin artmasi olabilecegi

diistiniilmektedir.

3. Cam iyonomer siman, rezin modifiye cam iyonomer siman ve poliasit modifiye kompozit
rezin dolgu materyallerinin sitotoksisite degerleri karsilagtirildiginda aralarinda istatistiksel

olarak anlamli bir fark goriilmemistir (P>0.05).

4. Dolgu materyallerinin 3. giindeki SEM goriintiileri incelendiginde tiim gruplarda yiizeye
tutunan fibroblast yogunlugunun benzer oldugu gozlendi. Bu durum ¢alismamizda incelenen
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