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TURKCE OZET ve ANAHTAR KELIMELER

Cif¢i Ozkan, E. (2021). Ortodontide Aktif Tedavi ve Retansiyon Tedavisi Boyunca
Kullanilan Farkli Seffaf Plak Materyallerinin Sitotoksik Etkilerinin ve Bisfenol
Salinimlarmin In Vitro Olarak Degerlendirilmesi. Doktora Tezi, Biruni Universitesi

Lisansiistii Egitim Enstitiisii, Istanbul.

Aktif ortodontik tedavi ve retansiyon doneminde kullanilan seffaf plaklar, polietilen
(PE), polietilen terefalat (PET), polietilen terefalat glikol (PETG), poliiiretan (PU) ve
polipropilen (PP) gibi polimerlerlerden {iretilmektedir. Bu materyallerin tedavi
stiresince disler, diseti ve intraoral sivilar ile etkilesim halinde olmalar1 sitotoksik
etkileri ve zararh etkileri arastirmalarla tespit edilmis olan Bisfenol A (BPA), Bisfenol
F (BPF) ve Bisfenol S (BPS) salinimlar1 bakimindan degerlendirmesini 6nemli
kilmaktadir. Calismamizda 6 farkli seffaf plak markasinin [Duran (ScheuDental
GmbH, Iserlohn, Almanya), Zendura Flx (Bay Materials LLC, Fremont, CA, ABD),
Taglus (Laxmi Dental Export Pvt. Ltd, Mumbai, India) ve Smart Track (Align
Technology, San Jose, CA, ABD), Zendura (Bay Materials LLC, Fremont, CA, ABD),
Essix C+ (Dentsply, FL, ABD)] sitotoksisitesi, 3-(4,5-dimetiltiyazol-2-il) -2,5-difenil
tetrazolium bromiir (MTT) yontemi ve X CElligence ger¢cek zamanli hiicre analiz
sistemi ile insan gingival fibroblast hiicre hatt1 kullanilarak belirlenmistir. Bisfenol
salmimlarinin  degerlendirilmesinde, sivi kromatografisi/kiitle spektrometresi
(LC/MS-MS) cihazi kullanilmigtir. MTT yoOntemi ile elde edilen hiicre proliferasyon
yiizdeleri incelendiginde Smart Track ve Zendura gruplariin proliferayon ytizdeleri
anlamli olarak diisiik bulunmustur (p=.028, p=.028). X-Celligence yontemi verileri
karsilastirildiginda istatistiksel olarak anlamli fark bulunmamistir (p= .063). BPA
salinimlart karsilastirildiginda Smart Track degerleri Zendura ve Zendura Flx
gruplarindan istatistiksel olarak anlamli derecede yiiksek bulunmustur (sirasiyla p=
.02, p=.03) BPF degerleri bakimindan gruplar arasinda istatistiksel olarak anlamli fark
bulunmamisken (p= .108); BPS degerlerinde gruplar arasinda istatistiksel olarak
anlaml fark saptanmis (p=.002) ve Smart Track grubunun BPS degerlerinin Zendura

grubuna gdre anlami1 derecede yiiksek oldugu gozlenmistir (p=.001, p=.001).

Anahtar Kelimeler: Bisfenol A, Bisfenol F, Bisfenol S, Sitotoksisite, Seffaf plak
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INGILIZCE OZET ve ANAHTAR KELIMELER

Cifci Ozkan, E. (2021). In Vitro Evaluation of Cytotoxic Effects and Bisphenol Releases
of Different Clear Aligner Materials Used During Active Treatment and Retention
Treatment in Orthodontics. Doctoral Thesis, Biruni University Graduate Education

Institute, Istanbul.

Clear aligners used in active orthodontic treatment and retention period are produced
from polymers such as polyethylene (PE), polyethylene terephalate (PET), polyethylene
terephalate glycol (PETG), polyurethane (PU) and polypropylene (PP). The interaction
of these materials with teeth, gingiva and intraoral fluids during the treatment makes it
important to evaluate their cytotoxic effects and their harmful effects in terms of
Bisphenol A (BPA), Bisphenol F (BPF) and Bisphenol S (BPS) releases. In our study,
6 different clear aligner brands [Duran (ScheuDental GmbH, Iserlohn, Germany),
Zendura Flx (Bay Materials LL.C, Fremont, CA, USA), Taglus (Laxmi Dental Export
Pvt. Ltd, Mumbai, India) and Smart Track (Align Technology San Jose, CA, USA),
Zendura (Bay Materials LLC, Fremont, CA, USA), Essix C+ (Dentsply, FL, USA)]
determined using the human gingival fibroblast cell line using the 3-(4,5-
dimethylthiazol-2-yl)-2,5-diphenyl tetrazolium bromide (MTT) method and the X
CElligence real-time cell analysis system. Liquid chromatography/mass spectrometry
(LC/MS-MS) device was used in the evaluation of bisphenol releases. When the cell
proliferation percentages obtained by MTT method were examined, the proliferation
percentages of the Smart Track and Zendura groups were found to be significantly lower
(p=.028, p=.028). When the X-Celligence method data were compared, no statistically
significant difference was found (p=.063). When BPA releases were compared, Smart
Track values were found to be statistically significantly higher than the Zendura and
Zendura Flx groups (p= .02, p= .03, respectively). While there was no statistically
significant difference between the groups in terms of BPF values (p= .108), a
statistically significant difference was found between the groups in BPS values (p=.002)
and it was observed that the BPS values of the Smart Track group were significantly

higher than the Zendura group (p=.001, p=.001).

Keywords: Bisphenol A, Bisphenol F, Bisphenol S, Clear Aligner, Cytotoxicity.



1. GIRIS ve AMAC

Gliniimiiz ortodonti pratiginde seffaf plaklar bir tedavi aract olarak yer
almaktadir. Seffaf plak ile ortodontik tedavi, braketlere ihtiya¢ duyulmadan disleri
kademeli olarak ideal pozisyonlarima yonlendirmek ig¢in, bilgisayar teknolojisi ile
olusturulmus bir dizi seffaf, plastik, hareketli plagin kullanildig1 ortodontik tedavi
yontemlerinin ortak adidir (Joffe, 2003).

Estetik ozelligiyle one ¢ikan seffaf plaklar, dislerin biitiin yiizeylerini
kaplayarak diseti baslangicina kadar uzanan ve bdylece dis yiizeylerini kavrayarak
disleri istenen yonde harekete zorlamak suretiyle dissel iyilesme saglayan hareketli
apareylerdir (Kravitz, Kusnoto, BeGole, Obrez, Agran, 2009). Dis hareketi elde etmek
icin kullanilan bu plaklar, ortodontik tedavinin bitiminde elde edilmis olan ideal
durumun korunmasinda, niiksiiniin engellenmesinde kullanilan ‘retainer’ adi verilen
retansiyon apareyi olarak da siklikla kullanilmaktadir (Mollov, Lindauer, Best, Shroff,

Tufekci, 2010).

Ortodontide kullanilan seffaf plaklar, dislerde istenilen hareketi olusturabilmek
amaciyla, disleri ve 1/3 yapisik disetini kavramaktadir. Hem ortodontik dis hareketi
hem de retansiyon amaciyla kullanilan bu plaklarin giin boyunca en az 20 saat
kullanilmas1 gerekir (Joffe, 2003). Kullanimlar1 esnasinda agiz i¢i dokularla uzun stire
etkilesim halinde olmalar1 plak materyallerinin dokularla biyouyumluluk iliskisini

daha 6nemli hale getirmektedir (Premaraj, Simet, Beatty, Premaraj, 2014).

Biyouyumluluk, materyalin dokularla etkilesimi durumunda zararli etkiler
olusturmadan uyumlu olabilmesi durumunu ifade etmektedir. Giliniimiizde bir
materyalin klinik basarisinda mekanik ve estetik 6zellikleri kadar dokular i¢in zararl
etki olusturmuyor olmasi da oldukga biiyiik 6nem tagimaktadir (Hanks, Wataha, Sun,

1996).

Genel olarak kullanilan seffaf plak materyalleri; polietilen (PE), polietilen
terefalat (PET), polietilen terefalat glikol (PETG), poliliretan (PU) ve polipropilen
(PP) gibi polimerlerdir (Ihssen, Willmann, Nimer, 2019). Bu plastik materyaller, agiz
ici ortam degisiklerinden etkilenebilir ve agi1z i¢i hiicreler i¢in zararli baz1 molekiillerin

salinimina neden olabilir. Bu zararli molekiillerin basinda plastik iiretiminde yaygin



bir sekilde kullanilan ve tiim diinyada zehirli ¢evresel bilesenlerin en belirginlerinden
olan Bisfenol A [(2.2-bis (4hidroksifenol) propan); BPA] gelmektedir. BPA baslica
plastikler ve epoksi reginelerin liretiminde kullanilmakla beraber, poliester regineleri,
polisiilfon recgineleri, poliakrilat regineleri, fenolik regineler, polioller, modifiye
poliamid, polisiilfonlar, polieterimid polivinil kloriir (PVC) plastikler ve diger tip
plastiklerde katki maddesi olarak da kullanilmaktadir. BPA’nin olduk¢a fazla kullanim
alaninin olmasi, giinliik hayatta bireylerin bu madde ile etkilesimde olma ihtimalini

artirmaktadir (Tsai, 2006; Nam, Seo, Kim 2010).

BPA’nm insan sagligi iizerindeki olumsuz etkileri yapilan birgok ¢alismada
gosterilmistir. BPA, endokrin bozucu olarak bilinmektedir ve endokrin bozucu 6zelligi
laboratuvar ¢alismalarinda gosterilmistir (Manfo, Jubendradass, Nantia, Moundipa, F.,
Mathur 2014). Endokrin bozucu etkilerinin disinda infertilite, metabolik hastaliklar,
kanser (noroblastoma, meme kanseri) ve astim ile iliskilendirilmistir (Midoro-Horiuti,
Tiwari, Watson, Goldblum 2010; Soto and Sonnenschein 2010; Rochester, 2013).
BPA’nin ayn1 zamanda kardiyovaskiiler hastaliklar, diyabet ve anormal karaciger
fonksiyonlart gibi etkilere de neden olabilecegi bildirilmistir (Ji, Hong, Kho, Choi,
2013; Feng, Jiao, Shi, Li, Guo, et al, 2016).

2011 yilinda Avrupa Komisyonunda, bu alandaki bilimsel ¢aligmalarin
sonuclar1 esas alinarak BPA’nin biberonlarda kullanimina kisitlama getirilmesinin
ardindan, tilkemizde de 2011 yilinda yayinlanan “Tiirk Gida Kodeksi Gida Maddeleri
ile Temasta Bulunan Plastik Madde ve Malzemeler Tebliginde Degisiklik Yapilmasi
Hakkinda Teblig (Teblig No: 2011/29)” ile BPA’'min bebekler i¢in kullanilan
polikarbonat madde ve malzemelerin iiretiminde kullanilmasi yasaklanmistir (Tirk
Gida Kodeksi, 2011). BPA’nin diinya genelinde bircok {ilkede kullaniminin
yasaklanmas1 veya kullaniminin kisitlanmasi ve 6zellikle bebek {iriinlerinde ve su
damacalarinda BPA’s1z (BPA-free) plastik ve polikarbonat kullanimina gegilmesi ile
BPA'’ya alternatif olarak, birer bisfenol tiirevi olan Bisfenol S [bis (4-hidroksifenil)
siilfon; BPS] ve Bisfenol F [bis (4-hidroksifenil) metan; BPF] kullanilmaya
baslanmistir (Gramec Skledar, Troberg, Lavdas, Peterlin Masi¢, Finel, 2015). BPS ve
BPF’in kullaniminin artmasi, toksik etkilerinin aragtirilmasi ile ilgili ¢aligmalarin da
artmasina neden olmustur (Liao, Liu, Guo, Moon, Nakata, et al., 2012b; Vifias and

Watson, 2013; Hélies-Toussaint, Peyre, Costanzo, Chagnon, Rahmani, 2014). Bu



caligmalarda, yaygin tiiketim ve ticari kullanim nedeni ile gida, kisisel bakim {iriinleri
ve kagit tirtinleri gibi pek ¢ok giinliik yasamda kullanilan iiriinlerde tespit edilen BPS
ve BPF’in, BPA’ya esdeger konsantrasyonlarda havada, toprakta, yeriistii sularinda ve
kanalizasyon sularinda bulundugu saptanmis ve ayrica ¢evresel bulas ve insan sagligi
tizerine negatif etkileri bakimindan BPA ile ayni etkide olduklar1 gosterilmistir (Song,

Song, Zeng, Wang, Liu et al., 2014; Yang, Lu, Zhang, Yang, Wu et al., 2014).

Literatiirde, ag1z i¢ine uygulanan ¢esitli dental materyallerin biyouyumluluguyla
ilgili olarak yapilmis ¢esitli calismalar olmakla beraber, ortodontik tedavide kullanilan
seffaf plaklarin sitotoksik etkileri ve bisfenol salinimlart ile ilgili oldukg¢a sinirli sayida
calisma goze ¢arpmaktadir. Martina ve arkadaslar1 ¢calismalarinda, 4 farkli seffaf plak
materyalinin sitotoksik etkilerini degerlendirirken, bisfenol salinimlari hakkinda bir
inceleme yapmamiglardir (Martina, Rongo, Bucci, Viviano, 2019). Elliades ve
arkadaslarinin yaptig1 ¢calismada ise tek bir marka seffaf plak materyalinin sitotoksitite
ve BPA salinimini degerlendirmis, BPS ve BPF salinimlar1 ise degerlendirilmemistir

(Eliades, Pratsinis, Athanasiou, Eliades, Kletsas, 2009).

Ortodontik tedavi boyunca uzun siire agiz i¢inde kalan plak materyali, agiz i¢i
swvilar ile reaksiyondadir. Bunun sonucunda plak materyalinin yapacagi kimyasal
salmmmin hiicreler iizerindeki sitotoksite etkilerinin saptanmasi ve ayrica plak
materyalini olusturan polimerlerin, olast BPA, BPF, BPS salinimlarinin arastirilmasi,
bu bisfenol tiirevlerinin insan saglig1 tizerine tespit edilmis olumsuz etkileri nedeniyle

oldukc¢a 6nemlidir.

Calismamizda, agiz icinde disleri hizalamada kullanilan 4 farkli marka seffaf
plak materyali ile ortodontik tedavi bittikten sonra elde edilen mevcut durumun
korunmasi amaciyla kullanilan ve ‘retainer’ adi verilen seffaf plaklardan en sik
kullanilan 2 farkli markanin sitotoksik etkileri incelenmis, ayrica ¢ok diisiik
miktarlarda maddelerin cesitli biyolojik Orneklerde analizini duyarli ve giivenilir
Olcimiinii miimkiin kilan, sivi kromatografisi/kiitle spektrometresi (LC/MS-MS)
cihaz1 kullanilarak, BPA BPF ve BPS’nin salinimlar1 degerlendirilmistir. Bu ¢alisma,
birden fazla seffaf plak materyalinin sitotoksik etkilerini inceleyen ayni zamanda BPA,

BPF ve BPS salinimlar1 agisindan degerlendirme yapan ilk ¢calismadir.



2. GENEL BIiLGILER

2.1. Seffaf Plaklar

Dis hekimliginde ortodontik tedavinin amaci, hastadaki mevcut anomaliyi
tedavi ederek, tedavi sonunda, dogru bir ¢igneme, konusma, solunum fonksiyonu,
estetik bir dis, ¢ene ve yliz goriiniimii saglamak ve ortodontik tedavi sonunda edinilen
halin devamlhiligin1 saglayarak anomalinin tekrarin1 &nlemektir (Ulgen, 2005). Bu
amaca ulasabilmek i¢in sabit veya hareketli olmak {izere c¢esitli apareylerden
yararlanilir. Sabit apareyler kullanilarak yapilan tedavilerde, dislerin {izerine
yapistirilarak sabit hale getirilen braketler ve cesitli metal alasimlarindan elde edilmis
ark tellerinden faydalanilir. Braket ve ark tellerinin disler iizerindeki goriintirliigi,
gitgide artan estetik kaygilar nedeniyle bir dezavantaj olusturmaktadir. Bu nedenle,
ortodontik seffaf plaklar seklinde hazirlanan hareketli apareylerin kullanimi hizla
artmaktadir. Diinyada ‘Clear aligner’lar olarak adlandirilan seffaf plaklar, braketlere
ihtiya¢ duyulmadan disleri kademeli olarak ideal pozisyonlarina yonlendirmek igin,
bilgisayar teknolojisi ile olusturulmus bir dizi seffaf, plastik, hareketli plagin
kullanildig: ortodontik tedavi yontemlerinin ortak adidir (Jofte, 2003).

Bantlar, braketler ve teller kullanilmadan, esnek bir dis konumlandirma apareyi
kullanilarak dis hareketi elde edilmesi fikri ilk olarak 1945 tarihinde Dr. H.D. Kesling
tarafindan ortaya konmustur (Kesling,1945). Birkag y1l sonra, Nahoum ve arkadaslari,
termoform plastik aparey kullanarak dis pozisyonunu degistirmeyi amaglayan bir
yontem tarif etmislerdir (Nahoum,1964). 1971 yilinda Pontiz balmumu ile yeniden
konumlandirilan bir ana model iizerinde yapilan, ‘gdriinmez retainer’ adi verilen
termoform plastikten yapilmis bir aparey tanitmig ve bu apereyin siirl dis hareketi
olusturabilecegini iddia etmistir (Ponitz,1971). Daha sonra Sheridan ve arkadaslari,
uzun donem retansiyon i¢in Essix apareylerini gelistirmis ve bu apareyi kullanarak,
interproksimal dis rediiksiyonunu ve progresif hizalamay1 igeren bir teknik
olusturmuslardir. Bu teknik, Hillaed ve Sheridan tarafindan spesifik dis hareketleri
olusturmak i¢in tasarlanmis bir dizi 6zel termoform pens ile daha da gelistirilmistir
(Sheridan, LeDoux, McMinn, 1993; Hilliard and Sheridan, 2000). Kesling’in hareketli
apareyleri kullanma onerisine dayanan bu teknikler ge¢miste bir dereceye kadar

kullanilmasina ragmen, laboratuvar islemleri olduk¢a zor olmasi bu tekniklerin yaygin
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olarak kullanimini sinirlamistir. Sonralart 1998 yilinda seffaf plaklarin 6nciisii olan
Invisalign markas1 kurulmus ve o zamandan giiniimiize sayisiz seffaf plak sirketi

sektorde yerini almistir.

Giliniimiizde, tedaviyi hasta i¢in daha konforlu ve estetik hale getirmek
amaciyla ¢esitli yeni teknikler gelistirilmistir. Bu sayede hastalarin; maliyet, tedavi
siiresi, estetik ve konfor gibi farkli faktorlere bagli olarak se¢im yapabilecegi ¢cok
sayida alternatif olugsmustur. Seffaf plak tedavisi, ortodontide sabit tedaviye yeni bir
alternatif olarak 6ne ¢ikmaktadir. Seffaf plaklarla yapilan tedavinin hastalarin 6zgiirce
istediklerini yiyip igebilmelerine imkan vermesi, sosyal ve mesleki hayattaki
gereklilikte plaklar1 cikarabilmeleri, plaklarin temizliginin daha kolay olmasi
dolayistyla daha az ¢iiriik riski olusturmalari, hastanin disleri ile ilgili diger konservatif
tedavi islemlerinin kolayca yapilabilir olmasi, kopan braket ve yaralanma risklerinin
olmamasi, daha az randevu gerektirmesi gibi avantajlar1 bulunmaktadir. Bununla
birlikte seffaf plaklarin temel avantaji; tel ve braket goriintiisiiniin olmayisi, yani

estetik avantajidir (Weir, 2017).

2012 yilinda aktif ortodontik tedavinin %11'inin seffaf plaklarla saglandig1
tahmin edilmektedir. Bu oranin her yil istikrarli bir sekilde arttig1 goriilmektedir. 2015
yilinda, piyasada 27 farkli seffaf plak sistemi oldugu ve bu saymin hizla arttigi
belirtilmektedir (Weir, 2017).

Digsel diizeltmelerde kullanilan ve estetik ozellikleriyle one ¢ikan seffaf
plaklar, diseti baslangic bolgesine kadar biitiin dis alanlarin1 kaplamaktadir. Seffaf
plaklarin hazirlanirken, hastadan alinan agiz i¢i Olcililer bilgisayar ortamina
aktarilmaktadir. Hastanin bilgisayar ortamina aktarilan agiz i¢i Olgiilerinden, bir
yazilim programi kullanilmak suretiyle planlanan tedavi hedefine ulagilmak tizere seri
plaklar iiretilmektedir. Uretilen herbir seffaf plak, disleri hedeflenen yonde hareket
ettirerek tedavi sonunda istenilen konuma ulastirmakta, birbiri ardina takilarak
kullanilan bu plaklari, hasta ihtiya¢ duydugunda takip cikarabilmektedir (Kravitz et
al., 2009).

Aktif ortodontik tedavi ile elde edilen son durumun, tedavi Oncesi haline
donmesini engellemek iizere, dis ¢evresindeki dokularin yeniden organizasyonu
tamamlanana ve elde edilmis yeni morfolojik duruma fonksiyonel adaptasyon

saglanana kadar, dislerin tamamen pasif, kuvvet uygulamayan aygitlarla tutulmasina,



tedavinin retansiyon (pekistirme) faz1 ve bu amagla kullanilan apareylere de retainer
(pekistirme apereyi) adi verilmektedir (Ulgen, 2005). Seffaf plaklar, aktif ortodontik
tedavide gitgide artan bir siklikla kullanilmalarinin yani sira, pekistirme apareyi olarak
pekistirme tedavisinde de siklikla kullanilmaktadir. Bu pekistirme apareyleri seffaf ve
ince oldugundan, bu sekilde hazirlanan pekistirme apareyleri ¢ogu hasta tarafindan
tercih edilmektedir. Seffaf plaklar seklinde hazirlanan pekistirme apareyleri 6zellikle
maksiller ark i¢in en yaygin olarak kullanilan apareyler olup bunlari1 kullanan hastalar,
tedavilerinden, diger tip retainerlar1 kullanan hastalara gore daha fazla memnuniyet

bildirmektedir (Mollov et al., 2010).

Seffaf plaklar ile yapilacak ortodontik tedavi plani icin; hastadan alinan
ekstraoral ve intraoral fotograflar, radyografiler, alveoler ¢ikintilar ve dis arklarinin
vinil polisiloksan 6l¢iileri ve tam bir kapanis kaydini igeren kayitlar gerekmektedir.
Seffaf plaklarin hazirlanmasinda kullanilacak dijital modeller, ya hastadan alinan
oOlgiilerden elde edilen modellerin 3 boyutlu tarayicilar ile taranmasi ya da direk agiz
ici 3 boyutlu tarama yapilarak elde edilmektedir. Daha sonra elde edilen 3 boyutlu
dijital modeller bir yazilim programina aktarilmakta, bu yazilim programu ile, dislerin
tedavi sonunda olmasi istenen dizilime getirilmesi saglanmaktadir. Tedavi hedefi
belirlendikten sonra, sanal model, stereolitografik bir yontemle, recine bir modele
doniistiiriilmekte ve ilgili recine modeller lizerinde seffaf plaklar iiretilmektedir (Weir
2017). Seffaf plak iiretimi i¢in yaygin olarak kullanilan seffaf plak malzemeleri;
polietilen (PE), polietilen terefalat (PET), polietilen terefalat glikol (PETG), poliiiretan
(PU) ve polipropilendir (PP) (Ihssen et al., 2019). Bazi seffaf plaklar vakumlu, bazilari
ise basingli yontemlerle olusturulmaktadir. Her iki yontem de apareyleri olusturmak
icin hava basinci kullanilmakta, bununla birlikte vakum olusturma islemi 3-14 psi
basing gerektirirken, basing olusturma islemi ise 100 psi'ye kadar basing
gerektirmektedir. Plaklarin i¢ yiizeyinin ayrintisi plagin bir dis veya atagman ylizeyini
kavramas1 ve kuvvet iiretme kabiliyeti hava basincina baglidir. Bu nedenle; daha
yiiksek basing, gelistirilmis kuvvet {iretimi sayesinde daha yiiksek hassasiyet ile plak

iretimi saglamaktadir (Nahoum, 2014).

Seffaf plaklar hastaya teslim edilmeden Once, plaklarin agiz i¢cindeki uyumu
kontrol edilmektedir. Tiim disler plak tarafindan tamamen kavraniyorsa, tiim kenar

bosluklar1 diizgiin ve alveole yakin ise ve takildiginda disetinde baski olusturmuyorsa



plak uyumlu olarak kabul edilmektedir (Miethke and Vogt, 2005). Ortodontist,
hastaya, plagin nasil takilip ¢ikarilacagini, nasil temizlenecegini ve plagi hangi siklikla
takmasi gerektigini anlatir. Seffaf plaklarin aktif ortodontik tedavide takilma siiresi,
giin i¢inde, yemek i¢cmek ve dis firgcalamak disindaki siireci kapsamakta olup, hekim
tarafindan gerekli bilgilendirme yapilarak plaklar hastaya teslim edilmektedir (Weir
2017).

2.2. Biyouyumluluk

Biyouyumluluk; bir maddenin, canli dokuyla temas halindeyken, biyolojik
olarak beklenmedik riskler olusturmamasini ifade etmektedir. Diger bir deyisle;
materyalin giivenilirligi onun biyouyumlugunu ifade eder. Biyouyumlu materyaller,
dokuda herhangi istenmeyen reaksiyonlar meydana getirmezler. Bir malzemenin
biyouyumlulugu, o malzemeden serbestlesen bilesenler ve bu bilesenlerin hiicresel
seviyede meydana getirdigi etkilere baghdir (Tokur ve Aksoy, 2017). Canlida
kullanilan materyaller sistemik toksisite, lokal toksisite ve alerjik reaksiyonlara neden
olabilecegi i¢in, bu materyallerin 6ngorillemeyen zararli reaksiyonlar olusturma
thtimalinin olmamas1 ve doku ile etkilesiminde tahmin edilebilir reaksiyonlar
olusturmasi onemlidir. Bir materyalin doku uyumlulugu siireye ve kosullara gore
degiskenlik gosterebilir, yani onceleri biyouyumlu olan bir materyal zaman gectikce
bu ozelligini kaybedebilir (Williams, 2008; Mallineni, Nuvvula, Matinlinna., Yiu,
King, 2013).

Bir materyalin biyouyumlu olarak kabul edilebilmesi i¢in asagidaki testlerin

uygulanmas1 gerekmektedir (Schmalz, 1994; Schmalz, 1998).

1. Sistemik Toksisite Testleri: Sistemik toksisitenin temel 6zelligi zararli
etkinin materyalin uygulandig1 bolgeden uzakta ortaya ¢ikmasidir. Bu durumun nedeni
materyalden salinan bilesenlerin dolagim sistemi ile tasmarak farkli bolgelere

dagilmasidir.

2. Sitotoksisite Testleri: Sitotoksisitenin tespiti i¢in hiicre kiiltiirli kullanilir.
Hiicre kiltirleri, dental malzemelerin dokular tizerindeki etkilerinin ve olasi hasarin

incelenmesinde sikca kullanilan bir yontemdir.



3. Mutojenite, Genotoksisite, Kanserojenite Testleri: Kimyasallarin genler
tizerinde olusturduklart dogrudan etkiye genotoksisite denilmektedir. Degisime
ugrayan genlerin gelecek kusaklara aktarilmasi ise mutojenite olarak

isimlendirilmektedir.

4. Ostrojenite Testi: Ostrojenite testinde maddenin toksik konsantrasyon
altinda dstrojen reseptdrlerine baglanma kapasitesine bakilmaktadir. Ostrojenik etkisi

oldugu ileri siiriilen bilesenlerden biri BPA’dir.

5. Implantasyon Caligmalari: Bu calismalarda dental materyaller, lokal
toksisitesinin  arastirtlmast  amaciyla  deney  hayvanlarimin  dokularina

yerlestirilmektedir.

6. Lokal Reaksiyonlarin Incelenmesi: Restoratif materyallerin tasarlanmasi
esnasinda arastirmacilar materyallerin insan organizmasindaki biyouyumluluguyla
ilgili olarak potansiyel doku reaksiyonu, bakteri sizintisi, materyalin kiitle degisimi ve

ortaya ¢ikan gerilimler gibi ¢esitli dnemli konulart da incelemektedir.

Dis hekimligi uygulamalarinda tiim teshis ve tedavi islemleri boyunca hangi
malzemelerin kullanilacagina karar verilirken; malzemenin mekanik, estetik,
ekonomik oOzelliklerine ek olarak biyolojik 6zellikleri de dikkate alinmalidir. Dis
hekimliginde kullanilan dental materyaller agiz i¢inde; dil, dudak, yanak, diseti, mine,
dentin, pulpa ve periodonsiyum gibi ¢esitli dokularla direkt temas halindedirler. Dental
materyaller, kullanildiklar1 bolgede bolgesel zararl etkiler olusturabilirken, tiikiirtik
veya inhalasyon yolu ile de dolagima karisarak uzak dokularda da zararl etkilere sebep
olabilmektedir. Dental materyaller, blinyelerinden salinan zararli bilesenler nedeniyle
alerjik, toksik, mutajenik, karsinojenik veya iltihabi reaksiyonlara sebep olabilecegi
icin  kullanimlarindan 6nce biyouyumluluk degerlendirilmesi  yapilmalidir.
Biyouyumluluk degerlendirilmesi icin kullanilan test yontemi, materyalin dokular
tizerinde olusturabilecegi olas1 tiim reaksiyonlar1 gosterebilmelidir. Biyouyumluluk
testleri; temel olarak materyalin, dokunun yapisinda herhangi bir degisiklik meydana
getirip getirmediginin ve getiriyorsa bu degisikligin geri doniisiimlii olup olmadiginin
belirlenmesi amaciyla yapilan testlerdir (Yildirim, Bakir, Bakir, Aydin, 2017). Bu

testlerin standartlar1 ulusal (Tiirk Standartlar1 Enstitiisii, 2019) ve uluslararasi



(International Organization for Standardization, 2009) kuruluglar tarafindan

belirlenmistir.

Son yillarda, biyouyumluluk alanindaki uluslararasi organizasyonlar ve farkli
standardizasyon kuruluslart  tarafindan, kullanilacak materyalin  biyolojik
performansini belirleyebilmek amaciyla, in vitro testler, hayvanlar tizerinde uygulanan
deneyler ve klinik kullanim g¢alismalar1 kademelerinden olusan bir degerlendirme
prosediirii tarif edilmistir (Sekil 2.1) (Wataha, 2011). Bu prosediiriin ana prensibi;
kullanim ile zararh etkiler ortaya ¢ikmasi muhtemel olan materyallerin belirlenmesi

ve bu materyallerin kullaniminin durdurulmasidir.

Klinik
kullarim

Klinik
kullanim
galismalan

Hayvan deneyler1

Yeni

materyal In — vitro testler

Materyallerin sayisi

Sekil 2.1. Yeni materyallerin biyouyumluluk degerlendirme prosediirii (Wataha,

2011).

Materyalin ~ biyouyumluluk  degerlendirilmesinin ~ deney  ortaminda
degerlendirilmesi s6z konusu oldugunda, kullanilan test modelinin klinik kosullari
yansitiyor olmasi dogru bir risk degerlendirilmesi acisindan onemlidir ( Kusdemir,
Gunal, Ozer., Imazato, Izutani et al., 2011). Teste tabi tutulan materyal hiicre
kiiltiiriinde zararli etkiler gosterirken canli dokuda ayni zararli etkiler s6z konusu
olmayabilir. Ote yandan bu toksik etki canli dokuda hi¢ goriilmeyebilir veya zamanla
yok olabilir. Bu nedenle biyouyumlugunun degerlendirildigi testlerde hiicre kiiltiirii
deneyi uygulanmasini takiben klinik kosullar1 yansitan baska bir in vitro test yontemi,
takibinde hayvan deneyleri ve nihai olarak in vivo deneylerin yapilmasi materyalin

kullanima sokulmasi i¢in 6nemlidir (Wataha, 2001).

Materyallerin dokulara kars1 olas1 zararlarim1 engelleyebilmek i¢in oncelikle
sitotoksisite mekanizmalarinin anlagilmasi gerekmektedir. Hiicresel diizeydeki toksik

etki, test edilen materyalin uygulanma miktarina ve uygulanma siiresine gore farkl



diizeylerde gerceklesebilen bir etkidir. Bir materyalin sitotoksik olmasi, hiicre
6liimiine sebep olmasi anlamina gelmektedir. Toksik maddeyle etkilesim i¢ine giren
hiicreler canliliklarimi ya da ¢ogalma yeteneklerini kaybedebilmektedir (Galluzzi,

Aaronson, Abrams, Alnemri, Andrews, 2009).

Sitotoksisite belirleme c¢aligmalari, bir materyalin sitotoksik etki olusturma
riskinin tespiti i¢in yapilan caligmalardir. Sitotoksisite ¢alismalar1 genellikle hiicre
kiltlirii yontemleri ile yapilmaktadir. Hiicre kiiltiirii kullanilarak yapilan sitotoksisite
calismalar1 hizli sonug vermesi, maliyetinin az olmasi, kolay uygulanmasi, ¢ok sayida
ornegin test edilebilmesi ve in vivo deney kosullarinda yapilan deneylerden alinan
sonuclar ile paralel sonuglar vermesi sebebiyle oldukca sik olarak kullanilmaktadir

(Riss and Moravec, 2004).

Sitotoksisite ¢aligsmalarinda kullanilan yontemler, temel olarak ii¢ ana grup
altinda toplanmaktadir. Bu yontemler; Kolorimetrik, liminometrik ve enzimatik

yontemlerdir (Crouch, Kozlowski, Slater, Fletcher, 1993; Fan and Wood, 2007).

Kolorimetrik yontemler kullanildiginda;  3-(4,5-dimetiltiyazol2-yl)-2,5-
difeniltetrazolyum-bromiir (MTT), 3-(4,5dimetiltiyazol-2-yl)-5-(3-
karboksimetoksifenil)-2-(4siilfofenil)-2H-tetrazolyum (MTS), 2,3-bis-(2metoksi-4-
nitro-5-siilfofenil)-2H-tetrazolyum-5karboksianilid ~ (XTT), 2-(4-iodofenil)-3-(4-
nitrofenil)5-(2,4-distilfofenil)-2H-tetrazolyum (WST) gibi tetrazolyum tuzlar1 veya
¢esitli boya maddelerinin uygulanmasi ile canli hiicrelerin renk degistirmesi temeline
dayali olarak hiicre canlilif1 tespit edilmektedir. Kolorimetrik deneylerde kullanilan
reaktifler, canli hiicrelerde renk gelistirerek, spektrofotometre ile hiicre canliliginin
Olclimiinii saglamaktadirlar (Borenfreund and Puerner, 1985; Feoktistova, Geserick,
Leverkus, 2018; Riss and Moravec, 2004). Hiicre canliligini tespit etmek amaciyla
kullanilan MTT analizinde; uygulanan sar1 renkli tetrazolyum MTT tuzu mitokondride
bulunan siiksinat dehidrogenaz enzimi ile reaksiyona girerek formazona doniismekte
ve mor renk almaktadir. MTT tuzunun formazon haline doniligmesi yalnizca canli
hiicrelerde meydana geldiginden, bdylece hiicre canlilif1 tespit edilmis olmaktadir

(Kumar, Nagarajan, Uchil, 2018).

Luminometrik yontemler; florometrik ve biyoliiminometrik olmak iizere iki
grup halinde degerlendirilir. Florometrik yontemlerde hiicre canliligini belirlemek

amaciyla, UV 15181 goriiniir 151k seklinde yayan floresans maddeler kullanilmakta,
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biyoliiminometrik yontemlerde ise hiicre canliligini belirlemek amaciyla lusiferaz adi
verilen enzimler ve bunlarin bilesenleri kullanilmaktadir (Duellman, Zhou,

Meisenheimer, Vidugiris, Cali et al., 2015).

Enzimatik yontemlerde; hiicrelerin zarar gormesi veya canliliklarini
kaybetmesi sonucu ortaya ¢ikan enzimler hiicre canliligini tespit etme ve yasayan
hiicre sayisint belirlemede kullanilmaktadir. Bu enzimler igerisinde en sik kullanilan
enzim, tiim hiicrelerin sitoplazmasinda mevcut bulunan laktat dehidrojenaz (LDH)
enzimidir. Toksik etkilerle karsilasan hiicrelerde, zaman icinde hiicre zarinda
bozulmalar meydana gelmekte ve LDH enzimi hiicre zarindan sizmaktadir. Bu esasa
dayanarak, toksik maddeye maruz kalmay1 takiben olusan LDH enzim seviyesine bagl
olarak hiicresel hasar tespit edilebilmektedir (Korzeniewski and Callewaert, 1983;

Riss and Moravec, 2004).

Hiicre canliliginin tespitinde kullanilan Gergek Zamanli Hiicre Analiz Sistemi
(Real Time Cell Analysis System-Dual Purpose; RTCA-DP) teknolojisinde, hiicrelerin
0zel tasarlanmig plakalar {izerine basilmis yiiksek yogunluklu altin elektrot dizilerine
net yapismasini 6l¢cen gercek zamanl bir hiicresel biyosensor sistemi kullanilmaktadir.
Bu sistemde, iizerine hedef hiicrelerin yapistig1 ve biiytidiigii yiiksek yogunluklu altin
elektrot dizisine sahip 0zel olarak tasarlanmis plakalar kullanilmaktadir. Hiicreler
plaka ylizeyine yapigmakta ve elektriksel empedans: etkilemektedir. Bu etki,
bilgisayar yazilimi tarafindan Olciilerek kaydedilmektedir. Empedans degerleri,
yazilim tarafindan Hiicre indeksine (CI)’ne doniistiiriilmekte ve bu deger yapisma
Olctisli olarak kullanilmaktadir. Hiicrelerin yoklugunda, CI sifir olarak 6lgiilmekte ve
hiicreler yapistikca CI degeri artmaktadir. CI degerinin artmasi, yapisma seviyesinin
yiikseldigini ve azalmasi ise hiicre yapigmasinin azaldigimi gostermektedir. Bu
nedenle, hiicrede morfoloji (boyut, hacim, sekil veya yayilma), sayis1 (cogalma veya
6liim) veya hareketinde (gb¢ veya fazlalik) degisikliklere neden olan herhangi bir yanit
‘Ger¢ek Zamanl Hiicre Analiz Sistemi’ teknolojisi kullanilarak incelenebilmektedir

(Kho, MacDonald, Johnson, Unsworth, O’Carroll et al., 2015).

Kullanilacak materyalin biyouyumlulugunun degerlendirilmesi amaciyla
kullanilacak yontemin, test edilen materyalden serbestlesen bilesenlerin tiim biyolojik
etkilerini ortaya koymasi olduk¢a 6nemlidir. Seffaf plaklar ile yapilan aktif ortodontik

tedavi veya retansiyon tedavisi boyunca plaklarin uzun siire boyunca agiz iginde
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tutuluyor olmalari, bu polimer yapili materyallerin uzun siire boyunca disler, diseti ve
intraoral sivilar ile dogrudan ve/veya dolayli olarak etkilesim halinde olduklari
anlamina gelmekte ve bu durum seffaf plak materyallerinin biyouyumluluklarinin

Onemini arttirmaktadir (Martina et al., 2019).

2.3. Plastiklerin Genel, Kimyasal ve Fiziksel Ozellikleri

Plastik, yunanca "plastikos" kelimesinden tiiretilmis olup ‘istenilen sekle
girebilen’ anlamina gelmektedir (Giiler ve Cobanoglu, 1997). Plastikler; karbonun (C),
hidrojen (H), oksijen (O), azot (N) ve diger elementler ile meydana getirdikleri basit
yapilt monomerlerdeki bagin kirilarak, polimer denilen uzun ve zincirli bir yapi1 haline
getirilmesiyle elde edilmektedirler (Giiler ve Cobanoglu, 1997). Plastikler dogada
kendiliginden var olmazlar. Monomerlerin katalizér yardimiyla, belli bir 1s1 ve basing
altinda reaksiyona sokularak polimerlere doniistiiriilmesi ile olusturulmaktadir.
Hemen hemen tiim plastikler, temelinde dogal gaz, petrol ve komiirden meydana
gelmektedir. Plastik yapiminda ilk olarak; bu maddeler monomerlere ¢evrilmekte,
ikinci olarak ise; monomerler zincir olusturacak sekilde, 1s1, basing ve bir¢ok
kimyasalin etkisiyle polimer olusumunu saglayacak bi¢gimde birbirine baglanmaktadir.
Bu isleme ‘polimerizasyon’ denilmektedir (Giiler ve Cobanoglu, 1997).
Polimerizasyon iiriinleri dogrudan kullanilabilmekle beraber, yapilarina performansi,
stabiliteyi veya elastikiyeti artiran, spesifik Ozellikler saglayan ¢ok g¢esitli katki
maddeleri ilave edilerek kullanilmalar1 da miimkiin olabilmektedir (Hahladakis, Velis,

Weber, Lacovidou, Purnell, 2018).

Plastikler temel olarak 1isilsertlesir plastikler (termosetler) ve isilyumusar
plastikler (termoplastikler) olmak {izere 2 gruba ayrilmaktadir (Lithner, Larsson,
Dave, 2011). Bazi termoset liriinler termoplast 6zellik de gosterebilmektedir (Yasar,

2001).
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2.3.1. Isusertlesir Plastikler (Termosetler):

Isilsertlesir plastikler oda sicakliginda sivi halde bulunmaktadir. Bu plastikler
sitilmalart durumunda sadece bir defaya mahsus olmak iizere sekillendirilebilirken,
bu islem sirasinda yapilart bozuldugu icin tekrar isitilarak yeniden sekil vermek
miimkiin degildir. Isilsertlesir plastiklere 6rnek olarak; poliesterler, poliliretanlar ve

epoksi regineler verilmektedir (Giiler ve Cobanoglu, 1997).

2.3.1.1. Poliester:

Endiistrinin farkli alanlarinda farkli amaclarla yaygin olarak kullanilan
poliesterler, esterlerin polimerize olmasi ile elde edilen plastiklerdir. Bunlarin, kati,
stvi, termoset, termoplastik ve doymamis gibi ¢esitleri mevcuttur. Kati poliesterlerin
baslica yaygn tiirleri polietilen terefalat (PET) ve polibutilen terefalat (PBT) tir. Hava
kosullarina ve farkli kimyasallara dayaniklilik, katilik, sertlik gibi iyi 6zelliklere sahip
olduklart i¢in kullanimlari olduk¢a yaygin olan poliesterler giin 15181 ve hava

kosullarindan etkilenmemektedir (Yasar, 2001).

2.3.1.2. Poliiiretan (PU):

Politiretan (PU), 1silsertlesir plastikler sinifinda yer alan plastiktir. Politiretan
polimerler sivi, kati veya kopik gibi farkli yapilarda {retilebilmektedir.
Poliiiretanlarda hidrojen bag1 vardir ve kristal yapidadir. Poliiiretanlar, yumusak ve
sert boliimlerden meydana gelmektedir. Yumusak ve sert boliimlerin biitiin malzeme
icerisindeki dagilimma baglh olarak PU’nin yapisal oOzellikleri degiskenlik
gostermektedir. Yumusak yapidaki kisimlar poliiiretana elastikiyet 6zelligi saglarken,
sert yapidaki kisimlar capraz baglanma meydana gelmesinde etki gostermektedir.
Poliiiretanlar termoset yapida polimerler olduklar i¢in asinmaya karsi direnclidir ve

mekanik olarak oldukca iyi 6zellikleri ile 6ne ¢ikmaktadir (Yiicedag, 2006).
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2.3.1.3. Epoksi Reginesi:

Epoksi recineler genellikle BPA ile epiklorhidridin’in karistirilmasiyla ortaya
cikan tepkime ile olusmaktadir. Epoksi re¢inesinin ana yapisi birbiriyle bag yapmais iki
adet karbon atomuna bagli oksijen atomudur. Endiistriyel alanlarda farkli epoksi
recineler siklikla kullanilmaktadir. Epoksi recineler neme, termal degisikliklere ve
kimyasal maddelere kars1 yliksek dirence sahiptirler ve uzun dmiirliidiir. Yapistirma
glicleri olduk¢a yiiksek olan epoksi recinelerin asinmaya karsi yiliksek direng

gostermeleri en onemli o6zellikleridir (Yasar, 2001).

2.3.2. Isil Yumusar Plastikler (Termoplastikler):

Is1l yumusar plastiklerin 6nemli 6zelligi, yapisin1 olusturan makro molekdiller
arasinda kimyasal baglarin olmamasi ve bdylece defalarca sekillendirilebilmeleridir.
Termoplastikler kimyasal c¢oziiciilerde c¢oziilebilmektedir. Termoplastiklere 1s1
uygulayarak eritilip daha sonra sekil verildikten sonra yeniden 1s1 verilip eritilip yeni
bir sekil daha verilebilmektedir. Bu termoplastiklerin geri doniisiim prosediirlerine
tabii tutulabilecegi anlamina gelmektedir. Fakat tekrarlanan sekil verme islemleri
yapilarinda bozulmalara neden olabilmektedir. Endiistriyel alanlarda sik¢a kullanilan
termoplastikler; polietilen, polietilen terefalat, polivinil kloriir, polipropilen, polistiren,

polimetil metakrilat, poliamit ve polikarbonattir (Eksi, 2007).

2.3.2.1. Polietilen (PE):

Polietilen polimeri, etilen monomerinin polimerize olmast neticesinde
olusmaktadir. Yapisinda uzun zincirli tekrar eden biiyiik molekiiller igermektedir. Oda
sicakliginda stabil olan polietilen 93°C'nin {izerinde bazi organik ¢oziiclilerde
coziinebilmektedir. Sert, saglam, dayanikli ve kararlilig1 olan bir termoplastik olmasi
nedeniyle endiistriyel alanlarda oldukga sik olarak kullanilmaktadir. Uretilme orani
%40 olan polietilen, en fazla iiretimi yapilan plastik grubudur. Polietilenlerin, diigiik
yogunluklu polietilen, yliksek yogunluklu polietilen gibi tiirleri bulunmaktadir (Giiler

ve Cobanoglu, 1997; Eksi, 2007).
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Yiiksek yogunluklu polietilen grubunda, yan zincirlerin say1 ve uzunluklarinin
az olmasi nedeniyle ana zincirler aras1 mesafe kisadir. "Dogrusal" (lineer) polietilen"
de denilen YYPE, %90 oraninda kristal halde bulunmaktadir. Yogunlugunun fazla
olmast YYPE’nin dayanikliiimin fazla olmasimi saglamaktadir. Sicaklik
dayanimi1100°C'nin iizerinde olan YYPE; esnek, dayanikli ve saydam renkli bir

plastiktir (Yasar, 2001).

Diisiik yogunluklu polietilen (DYPE), yapisinda uzun ve dallanmis yan
zincirlerin bagli oldugu bir ana zincir icermektedir. YYPE nin aksine yapi olarak daha
az oranda kati kristal yapi ihtiva etmekte ve bunun sonucu olarak sertligi daha az
olmaktadir. Beyaz renkli, opak, dokunuldugunda mum hissi ve kokusu veren yapidaki
DYPE, 80-85°C'nin {izerindeki 1silarda yumusayarak parcalanmaktadir. Neme kars1
dayanikli olan DYPE, kimyasallara kars1 dayanikli degildir (Yasar, 2001).

2.3.2.2. Polietilen Terafalat (PET):

Etilen glikol ile tereftalik asitin polimerizasyonu ile iretilen polietilen
tereftalat, polyester ailesine ait bir termoplastiktir. Diger termoplastik polimerlere gore
daha saglam ve dayaniklidir. Oldukca sert yapisi darbelere karst dayaniklilik
saglamaktadir. Gegirgenligi diisiik, ¢oziiclilere kars1 direnci yliksektir. Sahip oldugu
avantajlar nedeniyle kullanim alan1 oldukca genistir. Yiyecek icecek kaplarinda da
kullanilan PET ambalaj sektoriinde en yaygin kullanilan termoplastik grubudur (Giiler

ve Cobanoglu, 1997).

2.3.2.3. Polivinil Kloriir (PVC):

Polivinil klortir, beyaz renkli toz veya renksiz graniil halinde bulunmaktadir.
Polivinil kloriir kimyasallara kars1 olduk¢a dayanikli bir termoplastik malzemedir.
Kimyasal ve fiziksel dayaniklilig1 ve yalitim ozellikleri yiiksek olan PVC, diisiik
maliyeti ile 6zellikle boru hatlar1 i¢in en ¢ok tercih edilen termoplastik grubudur (Giiler

ve Cobanoglu, 1997).
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2.3.2.4. Polipropilen (PP):

Polipropilen; yiiksek sertlige, iyi gerilme dayanmiklilifina sahip, asit, baz ve
kimyasal ¢oziiclilere, ¢cevresel sartlara, darbelere dayanikli, uzun omiirlii, yar1 kristal
yapida bir plastiktir. Is1 ve 15181n etkisiyle kolayca bozulabilmektedir. Su emiciligi ve
su gegirgenligi diigiiktiir. Diinyada 150°den fazla iiretilmis polipropilen tiirii bulunmasi
nedeniyle kullanim alanlar1 da oldukg¢a genistir. Termoplastik bir plastik olan
polipropilen, bir¢ok plastik isleme yontemi kullanilarak sekillendirilebilmektedir
(Eksi, 2007).

2.3.2.5. Polistiren (PS):

Polistiren, oda 1sisinda kat1 halde ve renksizdir. Isitildiginda ise yumusayarak
islenebilir hale gelebilmektedir. Amorf bir kimyasal yapiya sahip oldugu i¢in, diger
termoplastiklere gore daha avantajlidir. Kristal yapiya sahip olmadigi i¢in 1sitilarak
yumusatilma igleminde harcanan enerjinin az olmasi, polistirenin hizli kaliplanmasini
miimkiin kilmakta ve kolay islenebilmesini saglamaktadir (Eksi, 2007). Akiskanlig1
oldukgca 1yi olan ve 1sisal kararliliga sahip polistiren, endiistriyel alanlarda yaygin bir

sekilde kullanilmaktadir (Yasar, 2001).

2.3.2.6. Polimetil Metakrilat (PMMA ):

Polimetil metakrilat, 1silyumusar plastikler sinifinda yer almaktadir. ‘Akrilik
cam’, ‘pleksiglas’ veya ‘fleksiglas’ olarak da adlandirilabilen bu plastik saydam
renklidir. Isik gecirgenligi %90 nin iizerindeki oranlarda olan PMMA "nin optik olarak
cok basarilt yapiya sahip olmasi kullanim alanlarini belirlemektedir. Basarili optik
ozellikleri ve 1s1y1 daha az iletiyor olmalari, cam yerine kullanilmalarini saglamaktadir

(Yasar, 2001).
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2.3.2.7. Poliamit (PA):

Poliamitin molekiil agirliginin fazla olmasi ve yapisindaki ¢apraz kimyasal
baglar bu plastigin dayanikli, sert yapida bir plastik ¢esidi olmasini saglamaktadir.
Yiiklere kars1 dayanikli olmasi ¢alisma siiresinin de uzun olmasini saglamaktadir.
Isilyumusar bir polimer olan poliamitler; islenmesi kolay, dayaniklilig1 yiiksek, 151k
gecirgenligi ve elektrik iletkenligi yiiksek plastiklerdir. Poliamitler bu 6zelliklerine
bagli olarak, darbe ve yiiklere maruz kalan makina kisimlarinda, elektriksel iirtinlerde,

kimya sanayisinde, silah sanayisinde ve tekstilde sik¢a kullanilmaktadir (Yasar, 2001).

2.3.2.8. Polikarbonat (PC):

Polikarbonatlar, 1silyumusar plastiklerin en Onemli grubudur. Sekil
verilebilmesi oldukca kolay, mekanik ve elektriksel 6zellikleri ytiksek, saydam, acik
hava ve 1s1ktan etkilenmeyen, su emilimi son derece az olan bir plastik grubudur. Isik
gecirgenligi oldukca iyi ve hafif olup dizayni kolaydir. Ayrica, darbe direncinin
yiiksek olmasi ve oldukc¢a esnek olmasi diger 6nemli 6zellikleridir. Polikarbonatin yiik
ve darbelere karsi dayanikli olmasi ve renksiz saydam yapisi yaygin olarak
kullanilmasini saglamaktadir. En fazla olarak iiretilen polikarbonat tiirleri BPA ve

karbonil kloriir (COCl2) kombinasyonu ile tiretilmektedir (Yasar, 2001).

2.4. Bisfenollerin Genel, Kimyasal ve Fiziksel Ozellikleri

Modern plastik malzemeler, performansi, stabiliteyi, elastikiyeti artiran ve
spesifik ozellikler saglayan cok c¢esitli katki maddeleri icerebilmektedir (Meeker,
Sathyanarayana, Swan, 2009; Lithner et al., 2011; Hahladakis et al., 2018). En yaygin
olarak kullanilan katki maddeleri arasinda plastiklestiriciler, alev geciktiriciler,
antioksidanlar, asit temizleyiciler, yaglayicilar, 1s1k ve 1s1 stabilizatorleri, pigmentler,
boyalar, antistatik ve antienflamatuar ajanlar ve termal stabilizatorler gibi kimyasallar
bulunmaktadir (Hahladakisetal et al., 2018). Bisfenoller ve BPA, kullanilan bu

kimyasallarin en biiylik grubunu olusturmakta ve diinya c¢apinda en ¢ok iiretilen

17



endiistriyel kimyasal maddelerin i¢inde yer almaktadir (Vandenberg, Hauser, Marcus,

Olea, Welshons, 2007; Jalal, Surendranath, Pathak, Yu, Chung, 2018).

Bisfenoller genellikle plastigin sertlestirilmesi ve dayanikliliginin arttirilmasi
icin kullanilmaktadir. Bu bilesikler yaygin olarak plastik kaplar, epoksi regineleri,
yiyecek ve icecek kutulari, su borulari, elektronik ekipmanlar, mutfak esyalari,
oyuncaklar ve sivi metalik maddelerin iiretiminde kullanilmaktadir. Bisfenoller
genellikle yiyecek ve igeceklerde kolayca c¢oziilmektedir. Bu nedenle genel
popiilasyon hem dogrudan hem de dolayli olarak bisfenollere maruz kalmaktadir.
Genis kullanim alanlar1 ve plastik trlinlerden uzun siireli salinimlart nedeniyle,
insanlar kasitl olarak maruz kalmasalar da viicut sivilarinda her zaman bir bisfenol

konsantrasyonu bulunmaktadir ( Kim, Kumar, Kumar, Lee, Kim et al., 2019).

Bisfenoller iki adet hidroksifenil islevsel grubu iceren kimyasal bilesikler olup,
karbon ve diger kimyasal yapilarin olusturdugu bir kdprii ile birbirine baglanmis iki
fenolik halka igermektedir. Bisfenollerin birgok farkli tiirevi (analogu) bulunmaktadir
(Tablo 2.1). Bisfenol ¢esidini belirleyen temel faktor icindeki reaktan bilesenin
farkliligidir. Bisfenol ifadesinin arkasina gelen biiyiik harf, i¢indeki reaktan bileseni
ifade etmek icin kullanilmaktadir (Chen, Ike, Fujita, 2002). Ornegin, BPA’da reaktan
grup aseton iken, BPF’de formaldehit, BPS’de kiikiirt trioksittir (Das, Lee, Cheng,
2004).

Tablo 2.1. Plastik endiistrisinde kullanilan baslica bisfenollerin listesi (Liao et al.,
2012b; Chen, Kannan, Tan, Zheng, Feng et al., 2016).

Bisfenol Kimyasal Kimyasal ad Kimyasal yap1
formiil
Bisfenol A Ci5sHi602 4,4'-(Propane-2,2- diyl)

diphenol HO Q

Bisfenol B Ci6Hi1302 2,2-Bis (4 hydroxyphenyl)
H
CH,
Bisfenol C C14H10CL,0, 4-(2,2-dichloro-1-(4

hydroxyphenyl) ethenyl) phenol

HO OH
CH; CH,
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Tablo 2.1. Plastik endiistrisinde kullanilan baslica bisfenollerin listesi (devam).

propane

Bisfenol Kimyasal Kimyasal ad Kimyasal yap1
formiil

Bisfenol E C14H140; 1,1-Bis (4 hydroxyphenyl) -

ethane .\.

HO O O OH
Bisfenol F Ci3H120; 4,4'dihydroxydiphenylmethane H
OO
H

Bisfenol G C21H230, 2,2-bis(4-hydroxy-3- ot AE Gh oA

isopropylphenyl) propane; s e X « ;Ha

{l
HO Z“OH

Bisfenol P Co4H2602 4,4'-(1,4-

phenylenediisopropylidene)

bisphenol
Bisfenol S C12H1004S 4,4'-sulfonyldiphenol
Bisfenol Z CisH2002 4,4'-cyclohexylidenebisphenol
Bisfenol AF CisH1oFs02 4,4'(hexafluoroisopropylidene)d

iphenol
Bisfenol AP CaoH 1302 4,4'-(1-Phenylethylidene)

bisphenol
Bisfenol BP C25H20 Oz bis(4-hydroxyphenyl)

diphenylmethane
Bisfenol PH Cy7H2402 2,2-bis(2-hydroxy-5-biphenylyl)

HsC CHs
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Bisfenollerin en yaygin bilinen tiirevi BPA’dir. Uluslararas1 Temel ve
Uygulamali Kimya Birligi (International Union of Pure and Applied Chemistry;
IUPAC) sistemine gore kimyasal olarak, 4,4’-dihidroksi-2,2’difenilpropan
[(CH3)2C(C¢H4OH)2] seklinde adlandirilan BPA, asetonun iki fenol grubu ile
reaksiyona sokulmast ile ortaya ¢ikan bir kimyasal bilesiktir (Sekil 2.2) (Das et al.,
2004). BPA’nin fiziksel ve kimyasal yapisina ait Ozellikleri Tablo 2.2°de

verilmektedir.

HLC CH,

H.C CH
Y ' ‘
/O * ° * ©\ - } /“
HO OH HO OH
H;0

Sekil 2.2. BPA’nin fenol ve asetondan sentezi (Das et al., 2004).

Tablo 2.2. BPA’nin fiziksel ve kimyasal 6zellikleri (Staples, Dom, Klecka, O’Block,
Harris, 1998).

Molekiiler formiilii: Ci5H1602
Molekiil agirligr: 228.29 g/mol

Fiziksel hali ve rengi: Beyaz, partikiil veya toz

Erime noktasi: 153 °C

Kaynama noktast: 220 °C

Yogunlugu: 1.1- 1.2 kg/m3
Suda ¢oziintirligu: 120 mg/1 (25°C’de)

Endiistriyel alanlarda siklikla kullanilan BPA, esas olarak polikarbonat
plastikler ve epoksi reginelerin iiretiminde kullanilmaktadir. Polikarbonat plastikler
bazi yiyecek ve icecek kaplarinda kullanilirken, epoksi regineler ise gida kutulari, sise
iistleri ve su tedarik borular1 gibi metal iiriinleri paslanma ve korozyona kars1 korumak
amaciyla kaplamak icin lak olarak kullanilmaktadir. BPA; polyester regineleri,
polisiilfon regineleri, poliakrilat regineleri, fenolik regineler, polioller, modifiye
poliamid, polisiilfonlar, polieterimid, polivinil kloriiriin liretiminde de stabilite edici
ve antioksidan olarak kullanilmaktadir. BPA, dis hekimliginde Bis-GMA ve bisfenol
A dimetakrilat (Bis-DMA) gibi monomerlerden elde edilen rezin igerikli dishekimligi
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materyallerinde, miihendislikte ise miihendislik plastiklerinde diisiik nem emiciligi,
toklugu ve termal kararlilig1 nedenleriyle siklikla kullanilmaktadir. Diger tip plastikler
de katk1 maddesi olarak BPA icerebilmektedirler (Tsai, 2006; Nam et al., 2010).

Paketleme uygulamalarinda kullanilan plastik malzemeler yedi gruba
ayrilmaktadir: Grup 1; polietilen terefalat (PET), Grup 2; yiliksek yogunluklu polietilen
(HDPE), Grup 3; polivinil kloriir (PVC), Grup 4; diisiik yogunluklu polietilen (LDPE),
Grup 5; polipropilen (PP), Grup 6; polisitren (PS) ve Grup 7; akrilik, naylon,
polikarbonat dahil diger plastiklerden olusmaktadir (Durmaz ve Giray, 2013).
Kullanim alani oldukg¢a genis olan BPA, Grup 3 plastiklere sertlestirici, Grup 7
plastiklere antioksidan olarak eklenmektedir (Battal, 2012). BPA yapisina katildig1
plastigin kullanim alanina bagli olarak, biberonlar, yeniden kullanilabilir su siseleri,
tekrar kullanilabilir gida kaplari, kagitlar, kartonlar, elektronik ekipmanlar,
otomobiller, klimalar, ingaat camlari, spor koruma ekipmanlari, deterjanlar, sabunlar,
losyonlar, sampuanlar, bazi dis macunlari dahil olmak {izere ¢ok sayida tiiketici
iriiniinde bulunmaktadir. Metalik yiyecek ve icecek kutularini paslanma ve korozyona
kars1 korumak icin i¢ kisimlari epoksi recineleri ile kaplanmakta ve eger eksik
polimerizasyon meydana gelirse, artik BPA epoksi recinesinden sizmaktadir. Yiiksek
sicakliklar ve asidik veya bazik c¢ozeltilere maruz kalinmasi, tam polimerizasyon
gerceklesse bile BPA'nin kaplamalardan ve plastiklerden sizmasini artirabilmektedir

(Vandenberg, Chahoud, Heindel, Padmanabhan, Paumgartten et al., 2012).

BPA iceren plastikler 1957 den beri satilmaktadir. Diinya genelinde yilda 3,5
milyon tondan fazla BPA iiretilmektedir ve bu miktarin 100 tondan fazlas1 havaya
salinmaktadir (Vandenberg et al., 2012). Salinan BPA kalintilar1 havada, toprakta,
sularda, yiyecek maddelerinde ve diger bir¢ok alanda olmak tizere tiim ¢evrede yaygin

olarak bulunmaktadir (Knez, 2013).

BPA’nin ¢evrede olduk¢a yaygin olarak bulunmasi BPA’ya degisik sekillerde
maruz kaliabilmesini miimkiin kilmaktadir. BPA’ya maruz kalma en ¢ok oral yolla
gerceklesmektedir (Vandenberg, Maffini, Sonnenschein, Rubin, Soto, 2009).
Insanlarda oral alman BPA, gastrointestinal sistemden emilmekte ve ardindan
karacigerde metabolize edilmektedir. BPA karacigerden gegerken glukuronik asit ve
siilfat ile baglanarak ana metaboliti olan BPA glukuronit (BPAG) ve minor metaboliti

olan BPA siilfata donlismektedir. Viicuttaki yarilanma siiresi yaklasik 6 saattir ve 24
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saatte hemen hemen tlimiiyle idrarla atilmaktadir (Volkel, Colnot, Csanady, Filser,
Dekant, 2002). Hizli metabolize edilmesine ragmen, BPA uzun siireler boyunca
dokularda birikebilmektedir (Ginsberg and Rice, 2009). BPA’ya dermal yoldan maruz
kalindiginda %10 kadar emilim olabilecegi gosterilmistir (US Department of Health
and Human Services, 2008) BPA’nin yilda yaklagik 100 tonunun atmosfere salindigi
bildirilmektedir ve buna bagli olarak inhalasyon yoluyla da temas s6z konusu

olabilmektedir (Vandenberg et al., 2012).

Avrupa Gida Giivenligi Otoritesi (European Food Safety Authority; EFSA)
raporunda, BPA’nin hicbir yan etki gostermeyen dozu (NOAEL; No Observable
Adverse Effect Level; ters etki gozlenmeyen diizey, alt limit) 5 mg/kg/giin ve bu
NOAEL degerine temel alinarak kabul edilen giinliik alim miktar1 0,05 mg/kg/giin
olarak belirtilmistir (European Food Safety Authority, 2006). BPA giivenilir doz
diizeyi 50pg/kg/giin olarak belirtilmis olmasina ragmen, arastirmalar ¢ok daha az
miktarlarin dahi saglik {izerine olumsuz etkilerinin oldugunu gostermektedir

(Newbold, Jefferson, Padilla-Banks, 2009).

Bisfenollerin giinliik olarak kullanilan birgok iiriinde yer almasi sebebiyle,
insanlar ve hayvanlar, dogrudan veya dolayli yollarla, yasamlarinin prenatal
doneminden son anma kadar bisfenollere maruz kalmaktadirlar. BPA, yiiksek
hacimlerde iiretilmesi ve yaygin kullanimi nedeniyle, canlilar iizerindeki etkileri en
cok arastirilan bisfenol tiirevi olmus ve yapilan bircok arastirmada BPA’nin bir¢cok
canlida saglik iizerindeki zararl etkileri gosterilmistir (Crain, Eriksen, Iguchi, Jobling,
Laufer et al., 2007; Vom Saal, Akingbemi, Belcher, Birnbaum, Crain et al., 2007).
Cesitli calismalarla kanitlanan olumsuz etkilerine dayanarak, diinyada BPA’nin toksik
bir bilesen oldugunu ilk deklare eden iilke Eyliil 2010°da Kanada olmustur (Durmaz
ve Giray, 2013). Bunu takiben 2011 yilinda Avrupa Birligi Ulkeleri ve Tiirkiye, 2012
yilinda da Amerika Birlesik Devletleri, BPA’nin bebek biberonlarinda kullanimi
tamamen yasaklamiglardir. Ulkemizde BPA ile ilgili yapilan diizenlemeler Avrupa
Birligi kriterlerine uyumlu olarak Tarim ve Koy Isleri Bakanligi Koruma ve Kontrol
Genel Midiirligliniin 17.01.2011 tarih 1919 sayili yazisinda, AB Komisyon karari
dikkate alinarak, "Bisfenol A maddesi kullanilarak iiretilen bebek biberonlarinin
ithalat1 ve tiretiminin 1 Mart 2011 tarihinden itibaren yasaklanmasi, bu tarihten 6nce

ithal edilmis veya iiretilmig biberonlarin 1 Haziran 2011 tarihinden itibaren piyasaya
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sunumuna izin verilmemesi" hususunun Bakanliklarinca uygun goriildigi

bildirilmistir (Tirk Gida Kodeksi, 2019).

2.5. BPA’nin Sistemik Etkileri

Diinyanin en ¢ok iiretilen ve tiiketilen kimyasallarindan biri olmasi, yiyecek ve
igme sularmin siirekli olarak bu kimyasala maruz kalmasi ve bu maruz kalmanin
potansiyel riskleri, BPA’nin insan saglig1 lizerindeki etkilerinin arastirilmasini gerekli

kilmistir (Zhao, Sheng, Zhu, Wei, Cai et al., 2010).

BPA’ya maruz kalma sonuglarin1 degerlendiren ¢aligmalarda, BPA’ya maruz
kalmanin kronik hastaliklarla ve 6zellikle gelisimin 6nemli evrelerinde davranigsal ve
gelisimsel anormalliklerle iligkilendirilebilecegi gdsterilmistir (Brody, Moysich,
Humblet, Attfield, Beehler et al., 2007; Braun, Kalkbrenner, Calafat., Yolton, Ye et
al., 2011; Meeker, Yang, Ye, Calafat, Hauser, 2011). Cesitli arastirmalar ile endokrin
sistem {lizerinde olumsuz etkileri gosterilen BPA, ayrica infertilite, metabolik
hastaliklar, kanser (noroblastoma, meme kanseri) ve astim ile iliskilendirilmistir
(Midoro-Horiuti et al., 2010; Soto and Sonnenschein, 2010; Rochester, 2013). Bunun
disinda, kardiovaskiiler hastaliklar, diyabet ve anormal karaciger fonksiyonlar1 gibi
etkilere de neden olabilecegi belirtilmistir (Ji et al., 2013; Feng et al., 2016). BPA’nin
az miktarlarda bile alinmasinin ¢esitli dokularda farkli biyolojik etkiler olusturabildigi
ve lipofilik yapida olmasi nedeniyle insanda yagl bolgelerde birikebildigi yapilan
calismalar ile gosterilmistir (Wetherill, Akingbemi, Kanno, Mclachlan, Nadal et al.,
2007; Ben-Jonathan, Hugo, Brandebourg, 2009).

2.5.1. BPA’nuin Endokrin Sistem Uzerine Etkisi

Canlilarda hormonlarin iiretildigi salg1 bezleri ve bu hormonlarin algilandig:
reseptOrlerin hepsine birlikte “Endokrin Sistem” ve bu sistemin islev bozukluklarina
neden olan kimyasallara “Endokrin Bozucu Kimyasallar (Endocrine Disrupting
Chemicals; EDC)” ad1 verilmektedir (Bigsby, Chapin, Daston, Davis, Gorski et al.,
1999). Endokrin bozucular, dogal veya sentetik kimyasal bilesiklerdir. Bunlar, insan
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ve hayvan metabolizmasinda hormonlar taklit ederek, hormon sentezini ve hormon
reseptorlerini bozmakta ve boylece hormonlarin tiretimi, salinimi, taginmasi, etkinligi,
yikimi ve viicuttan atilimlarini etkilemektedir (Bigsby et al., 1999; Sise, 2011).
Aragtirmacilar ve arastirma kuruluslar1 son yillarda gesitli test yontemleri kullanarak
bir¢ok kimyasal madde degerlendirmisler ve boylece insanlar ve ekosistem tizerindeki
ciddi etkileri olan EDC'leri tanimlamislardir. Bu ¢alismalar sonucunda BPA, insan
saglig1 icin olumsuz sonuglarla baglantili olan bir endokrin bozucu kimyasal (EDC)
olarak tanimlanmistir (Vom Saal, Cooke, Buchanan, Palanza, Thayer et al., 1998; Vom
Saal, Richter, Ruhlen, Nagel, Timms et al., 2005). Canl1 viicudunda 6strojeni taklit
eden ve farkli etki mekanizmalar1 ile endokrin bozucu etki gosteren cevresel
kimyasallar  “kseno0strojen  (sentetik  Ostrojen)” olarak adlandirilmaktadir.
Ksenodstrojenlerin bazilar1 hormon reseptoér bolgelerine baglanarak hormon gibi
davranirlarken, bazilar1 ise dogal hormonun reseptor bdlgesine baglanmasina engel
olmak suretiyle anti-hormonal etki gostermektedir. Literatiirde yer alan birgok ¢alisma
sonucuna goére BPA, insanlar ve hayvanlar icin endokrin bozucu etkisi
(ksenoostrojenik etkisi) olan bir kimyasal maddedir (Bondessona, Jonssona, Pongratz,
Oleab, Cravedi et al., 2009). BPA, hormonlan taklit ederek endokrin bozucu etki
gostermektedir. Dogal Ostrojen olan 17-B 0Ostradioliin etkisini taklit ederek, hem
Ostrojen reseptorii a (ERa), hem de Ostrojen reseptdrii b (ER P) ‘ya baglanabilir. Bu
nedenle ksenodstrojenik madde olarak tanimlanmaktadir. BPA, ER ’ya ERa’ya gore
10 kat daha fazla afinite gostermekte, fakat bu reseptorlere ostrojene gore ~10.000 kat
daha az afinite gostermektedir (Gould, Leonard, Maness, Wagner, Conner, et al., 1998;
Kuiper, Lemmen, Carlsson, Corton, Safe et al., 1998). Esas 6strojenik etkinin reseptor
gama (ERR-y) ile oldugu tahmin edilmektedir (Matsushima, Kakuta, Teramoto,
Teramoto, Koshiba et al., 2007). BPA, dogal 0Ostrojen gibi davranarak ilgili
reseptdrlere baglanmakta ve bdylece hiicre fonksiyonlarmi bozmaktadir. Ureme ve
gelisim sistemlerinin olumsuz etkilenmesine neden olarak ciddi saglik sorunlar
meydana getirebilmektedir (Huang, Wong, Zheng, Bouwman, Barra et al., 2012). Son
zamanlarda yapilan caligmalarda ng/l diizeyindeki eser miktarda BPA’nin bile
Ostrojenik aktivite gosterdigi belirtilmistir (Watabe, Hosoya, Tanaka, Kondo., Morita
et al., 2005). Ostrojenitisine ek olarak, BPA dstrojenlerin, androjenlerin veya tiroid
hormonlarinin etkilerini antagonize edebilmekte ve enzim aktivitesini veya reseptor
ekspresyonunu etkileyebilmektedir (Wetherill et al., 2007). BPA’nin, &strojenik

hormon sistemi diginda, androjenik hormon sistemi {izerine etkilerini degerlendirmek
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tizere cogunlukla deney hayvanlari iizerinde yapilan ¢caligmalar, BPA’nin iireme, testis
patolojisi ve Ozellikle spermatogenez iizerinde olumsuz etkileri oldugunu

gostermektedir (Lakind and Naiman, 2008).

2.5.2. BPA’nin Troid Hormon Uzerine Etkisi

BPA’nin, tiroit hormon reseptorlerine baglanarak tiroid hormonlarin
islevlerinde bozukluklar meydana getirdigi cesitli ¢alismalar ile ortaya konmustur
(Kitamura, Kato, lida, Jinno, Suzuki et al., 2005). Insanlarda BPA’nin tiroit hormonlari
lizerine etkisi ile ilgili yapilmis ¢alisma sayis1 azdir. Yapilan bir calismada 167 erkek
hastanin idrar BPA diizeyleri arttik¢a serum tiroit uyarict hormon (TSH) diizeylerinde
azalma oldugu tespit edilmistir (Meeker, Calafat, Hauser, 2010). Ayrica 1346 eriskin
ve 329 ergen birey lizerinde yiiriitiillen bir bagka arastirmada, bireylerin idrar BPA
seviyeleri arttikca serum TSH ve total T4 seviyelerinin azaldigini gosterilmistir

(Meeker and Ferguson, 2011).

2.5.3. BPA’mn Beyin Gelisimi Uzerindeki Etkileri

Cocuklar bisfenollere maruz kalmaya daha yatkindir ve bisfoneller diisiik
konsantrasyonlarda (<100 pg) bile hem dogum 6ncesi hem de ¢ocukluk déneminde
beyin gelisimi i¢in toksik etki gostermektedir (Eilam-Stock, Serrano, Frankfurt, Luine,
2012; Harley, Gunier, Kogut, Johnson, Bradman et al., 2013; Kardas, Bayram,
Demirci, Akin, Ozmen et al., 2015; Ejaredar, Lee, Roberts, Sauve, Dewey 2016; Cho,
Kim, Lee, Lee, Lee et al., 2018).

Beyin gelisimi esnasinda Ostrojen ve progesteron onemli rol oynamaktadir.
BPA’ nin, 6strojen hormonuna benzer sekilde etkide bulunarak, beyin gelisimi
esnasinda cinsel farklilagsma ile ilgili alanlarda degisiklikler meydana getirdigi ¢esitli
hayvan deneyleri ile ortaya konmustur (US Department of Health and Human
Services, 2008). BPA’nmin 06grenme zorlugu ve hafiza bozuklugu meydana

getirebilecegi de gosterilmistir (MacLusky, Hajszan, Leranth, 2005).
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Yetiskin fareler tizerinde yapilan bir ¢alismada, BPA'ya maruz kalan gruptaki
yetiskin farelerin beyinlerinde, anormal neokortikal yap1 ve anormal kortikotalamik
projeksiyonlar tespit edilmis ve beyin gelisiminde baz1 olumsuz etkileri

tetikleyebildigi bildirilmistir (Fejerskov, Larsen, Josephsen, Thylstrup, 1979).

2.5.4. BPA’min Obezite ve Diyabetus Mellitus ile Iliskisi

Insanlar ve hayvanlar iizerinde yapilan ¢aligmalarda, bisfenol toksisitesi ile
obezite ve bozulmus glikoz homeostazi arasinda iliski oldugu gosterilmistir (Andujar,
Galvez-Ontiveros, Zafra-Gomez, Rodrigo, Alvarez-Cubero et al., 2019; Wang, Zhou,
Tang, Wu, Chen et al., 2012; Trasande, Attina, Blustein, 2012). BPA’ya maruz kalan
insanlarda, glikozla uyarilan insiilin / C-peptit yanitinin degistigi (Stahlhut, Myers,
Taylor, Nadal, Dyer et al., 2018) gosterilmistir. Oral veya intravendz olarak BPA’ ya
maruz kalan ratlarda ise insiilin seviyesinin arttigi ve insiilin direnci gelistigi
gosterilmistir (Alonso-Magdalena, Vieira, Soriano, Menes, Burks et al., 2010).
BPA’nin yag dokusu hiicreleri ve pankreas beta hiicrelerinde bulunan Ostrojen
reseptorlerine baglandig1 ve boylece pankreatik hiicrelerde insiilin salinimi i¢in gerekli
olan sinyal iletimini artirarak insiilin direnci yaratabilecegi gosterilmis, BPA
maruziyetinin insiilin direnciyle iliskili oldugunu belirtilmistir (Batista, Alonso-
Magdalena, Vieira, Amaral, Cederroth .et al., 2012; Alonso-Magdalena, Morimoto,
Ripoll, Fuentes, Nadal, 2006). Moon ve ark. ise sadece prenatal degil, ayn1 zamanda
postnatal olarak BPA’ya maruz kalmanin insiilin direncinin yani sira Tip 2 diyabeti de
indiikleyebilecegini belirtmislerdir (Moon, Jeong, Oh, Ahn, Kim et al., 2015). Yapilan
bir meta-analiz ¢alismasinda hem idrar hem de serum BPA diizeylerinin Tip 2 diyabeti
riski ile pozitif iligki gdsterdigi bu nedenle BPA toksisitesinin artmis Tip 2 diyabeti
riski ile iligkili oldugu bildirilmistir (Hwang, Lim, Choi, Jee, 2018).

BPA'nin, ayrica aglik ve toklugun hormonal kontroliine miidahale ettigi
gosterilmigtir (Ronn, Lind, Orberg, Kullberg, Soderberg et al., 2014). Orta yash ve
yashi Cin niifusu iizerine yapilan kesitsel bir calismada, genellestirilmis obezite,
abdominal obezite ve insiilin direnci arasinda pozitif bir iliski bulunmustur (Wang, Li,

Chen, Xu, Xu et al., 2012). Kim ve ark. yaptiklari meta-analiz ¢alismasinda,
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cocuklarda BPA maruziyetinin obezite riski ile iligkili oldugunu bildirmislerdir (Kim,

Lee, Kim, 2019).

2.5.5. BPA’nin Meme Dokusu ve Meme Kanseri Uzerindeki Etkisi

BPA meme dokusunda, Ostrojen reseptdr B (ERB) ve Ostrojen reseptér o’ya
(ERa) baglanir. Ostrojenik etkilenim, meme kanseri gelisimi i¢in risk olusturan en
onemli faktorlerden biridir (Takeuchi, Tsutsumi, Ikezuki, Takai, Taketani, 2004). BPA
meme bezinde; biyokimyasal, hiicresel ve doku seviyelerindeki gelisimi degistirerek,
ozellikle karsinomlarin kaynaklandig1 bolgeler oldugu diisiiniilen terminal sonlanma
sayisinda artig, duktal yogunluk ve estradiole duyarliliktaki artis ile meme kanserine
kars1 duyarliligi arttirmaktadir (Mufioz-de-Toro, Markey, Wadia, Luque, Rubin et al.,
2005; Durando, Kass, Piva, Sonnenschein, Soto et al., 2007). Yapilan hayvan
deneylerinde, BPA’nin, meme ve prostat hiicrelerini kansere yatkin hale getirmeye
zorladig1 gosterilmistir (Murray, Maffini, Ucci, Sonnenschein, Soto, 2007; Ho, Tang,
Belmonte deFrausto, Prins, 2006). BPA’nin Ostrojene bagimli meme ve yumurtalik
kanseri hiicrelerinin proliferasyonu iizerinde etkili olarak kanser riskini artirma
potansiyeli oldugu da yapilan ¢aligmalarla gosterilmistir (Soto and Sonnenschein,

2010).

2.5.6. BPA’nmin Pubertal Gelisim Uzerine Etkileri

Fareler tizerinde yapilan bir aragtirmada, dogumu takiben on giin siireyle diistik
ve yiliksek doz BPA’ya maruz birakilan farelerde hormonal yanitlarda farkliliklar
ortaya ¢iktigr ve kontrol grubuna kiyasla puberteye daha erken girdikleri tespit

edilmistir (Fernandez, Bianchi, Lux-Lantos, Libertun, 2009).

Insanlarda iizerinde yapilan, ortalama dokuz yasinda olan 192 kiz ¢ocugunun
idrar BPA seviyeleri ve pubertal gelisimleri arasindaki iliskinin arastirildig kesitsel
bir arastirmada belirgin bir iligki tespit edilememistir (Wolff, Britton, Boguski,
Hochman, Maloney et al.,2008). ABD’de 2010 yilinda yayinlanan, 6-8 yas
araligindaki 1151 kiz cocugu dahil edilen prospektif bir ¢alismada, bireylerin pubertal
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gelisimleri ve BPA diizeyleri arasinda belirgin bir iligki saptanamamistir (Wolff,

Teitelbaum, Pinney, Windham, Liao et al.,2010).

2.5.7. BPA’nin Kardiovaskiiler Etkileri

BPA'nin kardiovaskiiler fonksiyon iizerindeki etkileri toksikolojik verilerle
ortaya konmamis olsa da (European Food Safety Authority,2015), yapilan bazi
caligmalarda, miyokardiyal enfarktiis, kardiyomiyopati ve hipertansif kalp rahatsizligi
gibi kardiyovaskiiler hastaliklarda bisfenoliin rolii gosterilmistir (Shankar and
Teppala, 2012; Gao and Wang, 2014; Posnack, Brooks, Chandra, Jaimes, Sarvazyan
et al., 2015). Shankar ve ark., Amerika Birlesik Devletlerinde yasayan yetigkinlerde,
sigara ve alkol kullanimi, viicut kitle indeksi, hipertansiyon, kolesterol seviyesi ve
diyabet gibi durumlardan bagimsiz olarak, artmis lriner BPA konsantrasyonu ile
hipertansiyonun iligkili oldugunu gostermislerdir (Shankar and Teppala, 2012).
Farelerde yapilan bir calismada ise, BPA'nin aort diiz kaslarinda L tipi kalsiyum
kanallarini inhibe ettigi ve BPA konsantrasyonuna bagli olarak vaskiiler diiz kaslarin

gevsemesine yol acgtig1 gdozlemlenmistir (Feiteiro, Mariana, Gloria, Cairrao 2018).

2.5.8. BPA’nin immiinotoksik Etkileri

Bisfenoller, gesitli sinyal yollarini etkileyerek inflamasyonu ve immiin cevabi
etkiler ve bagisiklik hiicrelerinin aktivitelerini hem baslatabilir hem de inhibe edebilir.
Bisfenollere maruz kalma; alerji, astim, multipl skleroz gibi bagisiklik ile iliskili
hastaliklarin siddetini veya sonuclarini1 degistiren sitokinlerin ve kemokinlerin islevini
degistirebilir (Riu, Grimaldi, le Maire, Bey, Phillips et al., 2011; Rogers, Metz, Yong,
2013; Xu, Huang, Guo, 2016). BPA'nin bagisiklik sistemi iizerindeki etkilerini ortaya
koyabilmek i¢in, BPA'nin potansiyel immiinotoksisitesini belirlendigi yeterli sayida
calisma bulunmamaktadir. Bu nedenle kesin olmamamkla beraber BPA’nin,
insanlarda cilt hassasiyeti ortaya ¢ikarabilecegi, dogum Oncesi ve/veya dogum sonrasi

BPA’ya maruz kalmanin alerjik yanitlar olusturabilecegi belirtilmistir (EFSA, 2015).
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2.5.9. BPA’nin Hepatotoksik Etkileri

BPA maruziyeti; oksidatif stres, mitokondriyal bozukluk ve inflamasyon
olusturmak suretiyle hepatotoksisiteye yol acgabilir (Thoene, Rytel, Dzika,
Wilodarczyk, Kruminis-Kaszkiel et al., 2017; Peerapanyasut, Kobroob, Palee,
Chattipakorn, Wongmekiat, 2019; Dallio, Diano, Masarone, Gravina, Patane, et al.,
2019). Nicolucci ve ark., karaciger hastalig1 olan grubun, saglikli karacigere sahip olan
gruba kiyasla daha yiiksek BPA seviyelerine sahip oldugunu, bunun da karaciger
sagligt durumu ile BPA maruziyeti arasinda bir iliskiye isaret edebilecegini
belirtmislerdir ( Nicolucci, Errico, Federico, Dallio, Loguercio, et al., 2017). Meng ve
ark., prenatal BPA maruziyetinin karacigerde, oksidatif stresi indiikledigini ve normal
metabolik profili bozdugunu bulmuslardir (Meng, Tian, Yan, Jia, Yan et al., 2019).
Moon ve ark., BPA'nin lipit peroksidasyonunu indiikledigini ve glutatyon peroksidaz
aktivitesini ve tiimor nekroz faktorii-a ve interlokin-6 gibi proinflamatuar sitokinlerin
ekspresyonunu azalttigini gostermislerdir (Moon, Kim, Jung, Koo, Ann et al., 2012).
BPA'ya maruz kalan insan HepG2 hepatom hiicrelerinde, lipit peroksidasyonunun,
mitokondriyal transmembran hiperpolarizasyonunun ve interlokin-8 ve timor nekroz
faktorii-a  sekresyonunun indiiklenmesi sonucunda mitokondriyal disfonksiyon

meydana geldigi gosterilmistir (Huc, Lemarie, Gueraud, Helies-Toussaint, 2012).

2.5.10. BPA’nmin Norotoksik Etkileri

Bisfenollere maruz kalmanin, saldirganlik, hiperaktivite, anksiyete, depresyon,
otizm ve noroinflamasyon da dahil olmak {izere hafiza ve bilissel bozukluklardan
olusan ¢esitli norolojik islev bozukluklar ile iliskisini inceleyen ¢esitli ¢alismalar
yapilmistir. Braun ve ark., 249 anne ve yeni dogan bebegi, gebelik, dogum ve iki yas
doneminde prospektif olarak izleyerek ¢ocukluk davraniglarini degerlendirdiklerinde;
gebelik idrar BPA seviyeleri ile bebeklerin hiperaktivite davranislar1 arasinda, kiz
cocuklarda daha fazla olmak iizere, anlamli iligki oldugunu tespit etmislerdir (Braun,
Yolton, Dietrich, Hornung, Ye et al., 2009). Harley ve ark da., yaptiklar1 ¢calismada,
cocuklarda prenatal ve erken ¢ocukluk doneminde BPA maruz kalmanin anksiyete,
depresyon ve hiperaktivite gibi davranis sorunlarina yol actigim1 gostermislerdir

(Harley et al., 2013). Evans ve ark., prenatal BPA maruziyetinin, okul ¢agindaki
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erkeklerde artan davranis sorunlari ile iligkili olabilecegini, ancak kizlarda bu iliskinin
olmadigini bildirmislerdir (Evans, Kobrosly, Barrett, Thurston, Calafat et al., 2014).
Ayrica, Otizm Spektrum Bozuklugu (ASD) olan ¢ocuklarda artmis serum ve idrar
BPA diizeyleri saptanmistir (Stein, Schluter, Steer, Guo, Ming, 2015; Kardas et al.,
2016).

2.6. BPF ve BPS’nin Kullanimi

BPA’nin, yapilan c¢esitli ¢alismalarla gosterilmis olan toksik ve endokrin
bozucu etkileri nedeniyle basta ¢ocuk iiriinleri olmak iizere, bir¢ok iirlinde BPA nin
kullanim1 yasaklanmis veya kisitlanmistir (Ji et al., 2013; Feng et al., 2016). Bu
yasaklamalarin sonucu olarak, endiistride yapisal olarak benzerlik gosteren diger
bisfenol tiirevleri, 0Ozellikle de en yaygin olarak, Bisfenol F [bis (4-
hidroksifenil)metan; BPF] ve Bisfenol S [bis (4-hidroksifenil) siilfon; BPS] kullanimi
tercih edilmektedir (Sekil 2.10) (Gramec Skledar et al., 2015). Ozellikle “BPA
icermeyen ve/veya BPA’s1z” etiketi ile satilan birgok {irtinde BPS ve BPF kullanildig:
bilinmektedir (Rochester and Bolden, 2015).

HO </—\> { <\:/> oH BPA
J 1L BPF
o

Sekil 2.3. BPA, BPF ve BPS’nin kimyasal yapis1 (Gramec Skledar et al., 2015).

BPS

=0
N\
N

g

0=n=0

BPA’nin yapisal tiirevi olan BPF, BPA i¢ermeyen iiriinlerde BPA’ya alternatif
olarak, epoksi reginelerinde, yiiksek dayaniklilik gerektiren yap1 sistemlerinde, zemin
kaplamalarinda, yapistiricilarda, ingaatlarda kullanilan siva ve kaplamalarda ve
elektrik yalittminda siklikla kullanilmaktadir. Ayrica sampuan, dus jeli, makyaj
malzemeleri, dis macunlari, ojeler gibi kisisel bakim iiriinleri, plastik ev gerecleri, dis
dolgu malzemeleri ve gida paketlerinde de kullanilmaktadir (Rochester and Bolden,

2015). BPF’nin ev i¢i tozlarinda, yeriisti sularda, su dibi c¢okeltilerde ve
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kanalizasyonlarda bulundugu da rapor edilmistir (Fromme, Kiichler, Otto, Pilz, Miiller

et al., 2002).

Son yillarda siklikla kullanilan bir diger bisfenol de BPS’dir. BPS, yiiksek
1silara dayaniklilign ve giines 1s18ma direngli yapisi nedeniyle epoksi regineleri,
konserve kutulari, kutu igecekler, termal fatura kagitlari, hazir yemek kutulari, el
ilanlar1 ve gazete materyali olarak ¢esitli endiistriyel iirlinlerde BPA’ya alternatif
olarak kullanilmaktadir (Molina-Molina, Amaya, Grimaldi, Sdenz, Real et al., 2013;
Liao, Liu, Alomirah, Loi, Mohd et al., 2012a; Liao, Liu, Alomirah, Loi, Mohd.,
2012c). BPS igmekan tozlarinda, yeriistii sularinda, su dibi c¢okeltilerde ve
kanalizasyon atik sular1 gibi ¢esitli ¢cevresel ortamlarda tespit edilmistir (Song at al.,
2014; Yang et al., 2014). BPS, BPA ile karsilastirildiginda g¢evresel ¢oziinebilme
acisindan daha direngli olmasina ragmen, plastik materyal temasi ile dogrudan
maruziyete yol agabilmekte ve potansiyel risk olusturabilmektedir (Vifias and Watson,
2013). Gerek cevrede bulunma miktarinin artis1 gerekse insan temasindaki belirgin
artist, BPS’nin akut ve kronik toksik etkileri ile ilgili in vitro ve in vivo ¢aligmalar
yapilmasina neden olmus ve bu calismalar, BPS’nin akut toksisite, genotoksisite ve
Ostrojenik aktivite agisindan BPA’ya benzer etkilere sahip oldugunu destekler sonuglar
ortaya koymustur (Chen et al., 2002; Eladak, Grisin, Moison, Guerquin, N’ Tumba-
Byn, et al., 2015).

BPF ve BPS’nin yaygin tiiketimi ve ticari kullanimi ile birlikte, yeriistii
sularinda ve kanalizasyon sularinda BPA’ya esdeger konsantrasyonlarda bulundugu
saptanmis ve c¢evresel bulas acisindan BPA ile ayni etkiye sahip olduklar
gosterilmistir (Song et al., 2014; Yang et al., 2014). Japonya'dan yapilan bir ¢aligmada,
bir dizi bisfenoliin biyolojik olarak bozulmalar1 karsilastirilmis ve BPF ve BPS'min
bozulmaya BPA'dan daha direnc¢li oldugunu gosterilmistir (Ike, Chen, Danzl, Sei,
Fujita, 2006).

BPS ve BPF’nin biyolojik ve farmakokinetik mekanizmalar acisindan BPA ile
benzer Ozelliklere sahip olmalari ve molekiiler yapisindaki benzerlik g6z Oniine
alindiginda; bu bilesiklerin, BPA'ya benzer ¢evresel davranis, toksisite ve maruz
kalma yollarina sahip olmalar1 beklenmektedir (Chen et al., 2002; Liao et al., 2012b;
Eladak et al., 2015). Bu sebeple, BPS ve BPF’nin akut ve kronik toksik etkilerini konu

alan in vitro ve in vivo ¢alismalar son yillarda artis gostermistir.
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BPF, BPS ve BPA’nin potansiyel ve etki mekanizmalarinin dogrudan
karsilagtirilmasini saglamak amaciyla yapilmis olan ¢ok sayida ¢alismada, BPF ve /
veya BPS'min olusturdugu etkilerle BPA’nin olusturdugu hormonal etkiler
karsilastirilmis ve elde edilen sonuglar, BPS ve BPF 0strojenik etkilerinin BPA’nin
Ostrojenik etkisi ile ayni biiytikliikte oldugunu gostermistir (Rochester and Bolden,
2015). BPS ve BPF'nin hormonal etkilerini inceleyen ¢alismalarda, BPS ve BPF'nin
hormonal olarak BPA kadar aktif oldugu gosterilmis, BPF ve BPS, BPA'nin yapisal
analoglar1 olmasi nedeniyle etki mekanizmalarinin benzer olmasinin sasirtict olmadigi

sonucuna varilmistir (Liao et al., 2012b).

BPS ve BPF’in zararl etkileri az olsa bile, bu bilesiklerin daha giivenli olup
olmadig belirsizdir; ¢linkii bir¢ok bilim insan1 endokrin bozulmasina “esiksiz” bir
yaklagimi savunmustur, c¢ilinkii esikler gelisim sirasinda degisebilir veya

degerlendirilmesi ¢ok zor olabilmektedir (Munn and Goumenou, 2013).

BPS ve BPF'in in vivo etkileri ile ilgili az sayida ¢aligma olmakla beraber, bu
kimyasallarin endokrin bozucu ve lireme sistemi {lizerine toksik etkileri gosterilmistir.
BPS’nin, kemirgenlerde uterus biiylimesini ve baliklarda {iremeyi bozdugu
(Yamasaki, Noda, Imatanaka, Yakabe, 2004; Ji et al., 2013; Naderi, Wong, Gholami,
2014) ve BPF'nin disi kemirgenlerde ostrojenik etkileri ve erkek kemirgenlerde
androjenik etkileri oldugu belirtilmistir (Stroheker, Chagnon, Pinnert, Berges,
Canivenc-Lavier, 2003; Stroheker, Picard, Lhuguenot, Canivenc-Lavier, Chagnon,
2004; Yamasaki et al., 2004; Higashihara, Shiraishi, Miyata, Oshima, Minobe et al.,
2007). In vitro verilerin ¢ogu BPS ve BPF'nin dstrojenik ve bir dereceye kadar
antiandrojenik etkilerini desteklemekle beraber, bir in vitro ¢calisma BPS'nin BPA'ya

benzer androjenik aktiviteye sahip oldugunu gostermistir (Molina-Molina et al., 2013).

BPF maruziyetinin tiroid agirligmi ve tiroid hormonu konsantrasyonlarini
degistirdigini, hematolojik parametrelerde ve enzim ekspresyonunda degisikliklere
neden oldugunu gosteren (Higashihara et al., 2007) ve ayrica sitotoksisite, hiicresel
islev bozuklugu, DNA hasar1 ve kromozomal anormallikler gibi in vitro etkileri
olduguna isaret eden caligmalar (Nakagawa and Tayama, 2000; Cabaton, Dumont,
Severin, Perdu, Zalko et al., 2009; Audebert, Dolo, Perdu, Cravedi, Zalko, 2011;
Pisapia, Del Pozzo, Barba, Caputo, Mita et al., 2012; Lee, Liu, Takeda, Choi, 2013)

literatiirde yer almaktadir.
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BPS maruziyetiyle ilgili olarak yapilan ¢aligmalarda, BPS’nin serum
albiiminlerine  baglandig1  gosterilmistir ~ (Mathew,  Sreedhanya, = Manoj,
Aravindakumar, Aravind, 2014; Peyre, Rouimi, de Sousa, Héliés-Toussaint, Carré et
al., 2014). Yapilan ¢alismalarda BPS’e maruz kalmanin DNA hasarina neden oldugu
gosterilmistir (Hashimoto and Nakamura, 2000; Fic, Zegura, Sollner Dolenc, Filipic,

Peterlin Masic, 2013; Lee et al., 2013).

Ideal olarak; bir kimyasal maddenin yerini almak iizere kullanilacak olan
herhangi bir kimyasal maddenin inert veya orijinal kimyasaldan en azindan ¢ok daha
az toksik olmasit beklenmektedir. Bu nedenle, bu kimyasal analoglar toksik
kimyasallarin yerine kullanilmadan dnce degerlendirilmelidir (Rochester and Bolden,
2015). Her ne kadar BPA analoglar1 olarak kullanilan BPF ve BPS gibi diger bisfenol
analoglarinin ¢ok daha az toksik olduklari diisiiniilse de bisfenol analoglarinin
molekiiler yapisindaki benzerlik géz dniine alindiginda, BPA'nin ¢evresel davranigina
benzer sekilde gevresel davranis, toksisite ve maruz kalma yollarina sahip olmalari
muhtemeldir. Yapilan ¢esitli ¢aligmalarda BPA’nin analogu olan BPF ve BPS’nin
insan saglig1 tizerindeki olumsuz etkileri gosterildiginden, bu iki kimyasalin BPA’nin
yerine sikca kullanimi insan sagligi agisindan endise verici oldugu g6z Oniinde

bulundurulmalidir (Liao et al., 2012b).

33



3.1. Gerec¢

3. GEREC VE YONTEM

3.1.1. Deneysel Calismalar Icin Orneklerin Secilmesi

Bu ¢alismada, aktif ortodontik tedavide kullanilan 4 farkli seffaf plak markasi
[Duran (ScheuDental GmbH, Iserlohn, Almanya), Zendura Flx (Bay Materials LLC,
Fremont, CA, ABD), Taglus (Laxmi Dental Export Pvt. Ltd, Mumbai, India), Smart

Track (Align Technology, San Jose, CA, ABD)] ve retansiyon apereyi olarak
kullanilan 2 farkli seffaf plak markasi [Zendura (Bay Materials LLC, Fremont, CA,
ABD), Essix C+ (Essix® (Raintree Essix, Inc., 4001 Division St, Metairie, LA-USA)]

olmak tizere alt1 farkli seffaf plak markasi kullanilmistir. Seffaf plaklar Biruni

Universitesi Dis Hekimligi Fakiiltesi Ortodonti Anabilim dalindan temin edilmistir.

Calismada kullanilan seffaf plak marka ve igerikleri Tablo 3.1°de verilmektedir.

Tablo 3.1. Calismada kullanilacak olan seffaf plak markalar1 ve igerikleri.

stabilizatorler (<5%)

Marka Materyal igerigi Tedarikei

Duran Polietilen terefalat glikol | Scheu-Dental GmbH
(PETG)

Essix C+ Polipropilen/etilen Raintree Essix, Inc.
kopolimer (>95%),

Smart Track

Politiretan, metilen difenil

Align Technology, Inc.

kopoliester

diisosianat ve 1,6-
hexanedial, katki
maddeleri
Zendura Politiretan resin Bay Materials LLC
Taglus Polietilen terefalat glikol | Laxmi Dental Export
(PETG)
Zendura Flx Poliiiretan resin ve Bay Materials LLC
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3.1.2. Deneysel Calismalarda Kullanilan Arag¢ ve Geregler

Analitik Kolon (Jasem BPA HPLC Analitik Kolonu)
Autosampler System,1290

Balonjoje (Isolab, Almanya)

Binary Pump System,1290

Cam Pasteur pipeti (HBG HHH, italya)

CO2 Inkiibator (Binder, Almanya)

Derin dondurucu (-20°C) (Beko, No Frost, Tiirkiye)

Distile su cihaz1 (Elga Labwater Veolia, Fransa)

Elektronik hassas terazi (Mettler Toledo, ABD)

ELISA Okuyucu (SPECTROstar® Nano, Almanya)

Etiiv (NuAire, Inc. Plymouth, ABD)

Falkon tiip (Corning, ABD)

Inverted 151k mikroskobu (Nikon ECLIPSE TS 100, Japonya)
JuLItv FL, Fluorescence Cell History Recorder (NanoEnTek Inc., G. Kore)
LC/MS/MS kolonu (Agilent SB-C18, 3X50 mm, ABD)
LC/MS/MS kolonu (Agilent PFP, 100X30 mm, ABD)
Manyetik karistirict (Wisd Wisestir MSH 320, Almanya)
Santrifiij (Hettich Zentrifugen, Rotofix 32A, Almanya)

S1vi Kromatografisi Kiitle Spektrometresi (LC/MS/MS) Cihaz1 (Agilent 6470 Triple
Quad, Amerika)

Steril Kabin (Microtest, Class I1-A2, Tiirkiye)
Su banyosu (Microtest, MCS 30, Almanya)

Pipet ucu (Agilent, Amerika)
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Repeator pipet (Eppendorf, Almanya)
T25 Flask (Corning, ABD)

Viyal (Agilent, Amerika)

Viyal kapag1 (Agilent, ABD)

Vorteks (Heidolph, Almanya)

X CELLigence® RTCA DP (Double Plate) Istasyonu (ACEA Biosciences Inc.,
Amerika)

10-100-1000ul micropipette (Axypet, Isolab) (Eppendorf, Almanya)

96 kuyucuklu kiiltiir kaplar1 (Nunc, Roskilde, Danimarka)

3.1.3. Deneysel Calismalarda Kullanilan Kimyasal Maddeler

Antibiotic (Sigma, Cat no: A5955)

Bisphenol A (239658, Sigma Aldrich ABD)

Bisphenol F (51453, Sigma Aldrich, ABD)

Bisphenol S (103039, Sigma Aldrich, ABD)

Bisphenol A-D16 (451835, Sigma Aldrich, ABD)

Dulbecco'nun Minimal Essential Medium (DMEM) (Biochrom KG, Berlin, Almanya)
Fetal Bone Serum (FBS) (Biochrom AG, Almanya)

Fosfat tampon soliisyonu (PBS) tablet (Invitrogen, California, ABD)

Jasem Bisfenol A analiz kiti (Sigma Aldrich, ABD)

Mobil Fazlar (Jasem BPA Mobil Faz A, Jasem BPA Mobil Faz B, Sigma Aldrich,
ABD)

Normal saline (%0,9’luk Izotonik NaCl) (Osel Ilag San. ve Tic. A.S, Istanbul, Tiirkiye)

Trypsin-EDTA Solution (0.25 % Thermo, ABD)
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3- (4,5-dimetiltiyazol-2-il) -2,5-difenil tetrazolium bromiir (MTT) (Sigma Chemical
Co., Milan, italya)

3.2. Yontem

3.2.1. Orneklerin Hazirlanmasi ve Yaslandiriimasi

Calismamizda, Duran (ScheuDental GmbH, Iserlohn, Almanya), Zendura FIx
(Bay Materials LLC, Fremont, CA, ABD), Zendura (Bay Materials LLC, Fremont,
CA, ABD), Essix (Essix® (Raintree Essix, Inc., 4001 Division St, Metairie, LA-USA)
Dentsply, FL, ABD), Taglus (Laxmi Dental Export Pvt. Ltd, Mumbai, India) ve Smart
Track (Align Technology, San Jose, CA, ABD) olmak tizere 6 farkli markaya ait seffaf
plak kullanilmistir. Kullanilan plaklar ve igerikleri Tablo 3.1 ‘de verilmistir.

Calismamizda kullanilan seffaf plaklar Uluslararasi Standartlar Organizasyonu
(ISO) 10993-5 normu tarafindan tanimlanan sekilde {iretici firma tarafindan 6nerilen
yontemler kullanilarak sterilize edilmistir (ISO, 2009). Numunelerin agirligi ile
seyreltilerin hacmi arasindaki oran ISO parametreleri tarafindan onerildigi gibi 0.1
g/ml olacak sekilde hazirlanmak tizere, her 0,1 gramlik plak parcasi i¢in 1ml salin (%
0.9 NaCl izotonik) kullanilarak deney soliisyonlar1 hazirlanmistir. Calismamizda 8
haftalik yaslandirma periyodu kullanilmistir. Hazirlanan numuneler sabit kosullar
altinda, her biri ayr1 hava gegirmez cam deney kaplarinda, 37 °C'de, 8 hafta boyunca
normal salin icerisinde bekletilmistir. Herhangi bir seffaf plak icermeyen normal salin
negatif kontrol olarak kullanilabilmek amaciyla, ayni kosullar altinda inkiibe

edilmistir. Numuneler, analizleri yapilana kadar -20°C’de saklanmustir.

3.2.2. Seffaf Plaklarin Sitotoksisitesinin Degerlendirilmesi

3.2.2.1. Hiicre Kiiltiirvintin Hazirlanmasi

Seffaf plaklarin sitotoksisitesini degerlendirmek {izere insan gingival fibroblast

hiicre hatt1 (PCS-201-018, ATTC; Manassas, Virginia, ABD) kullanilmistir.
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Kullandigimiz hiicreler Amerikan Hiicre Kiiltiir Koleksiyonu (ATCC) hiicre

bankasindan temin edilmistir.

Fibroblast hiicreleri, 37 °C'de, %5 karbondioksit i¢ginde, %10 fetal sigir serumu
(FBS) Biochrom AG, Almanya) ile desteklenen, 2 mM glutamin, 100 U/mL penisillin,
100 pg/mL streptomisin takviye edilmis Dulbecco'nun Minimal Essential Medium
(DMEM) (Biochrom KG, Berlin, Almanya) besi ortamin1 ihtiva eden T25 cm? hiicre
kiltiirii iiretme kabina (flask) yerlestirilerek kiiltiire edilmistir. Medyumlar 2 gilinde bir
tazelenerek kontrolleri diizenli olarak yapilmistir. Yedinci glinlin sonunda hiicrelerin
tiremeleri ve flask tabaninda dagilimlari, inverted 1s1k mikroskobu ile
degerlendirilmistir. Birincil kiiltiirler uygun hale geldiklerinde kiiltiir kabindaki
besiyeri (medyum) aspire edilmistir. Hiicresel atiklar ve serum artiklarini
uzaklastirmak {izere hiicrelerin yiizeyi fosfat tampon soliisyonu (PBS) (Invitrogen,
California, ABD) (pH=7,0) ile yikanmustir. Flaska, tripsin/ etilendiamin tetraasetik asit
(EDTA) (%0.05 tripsin + %0.02 EDTA, Thermo, Almanya) soliisyonundan 1ml ilave
edilerek ¢alkalanmak suretiyle her hiicreye ulagsmasi saglanmis, daha sonra 37° C de
etivde (NuAire, Inc. Plymouth, ABD) 5-10 dk inkiibe edilmistir. Hiicreler flask
tabanindan ayrilinca flask i¢ine %10 serum iceren yeni medyum ilave edilmistir. Pipet
ile karistirildiktan sonra 15.000 rpm de 3 dakika siireyle santrifiij (Hettich Zentrifugen,
Rotofix 32A, Almanya) edilmistir. Siipernatan kisim alindiktan sonra pelet
icerisindeki hiicreler 37° C* de %10 serum ve antibiyotikli DMEM medyum ile
homojenize edilmis ve fibroblastlar 96 kuyucuklu plaklara ekilerek pasajlama islemi
tamamlanmistir. Kiiltiir kaplar1 hergiin diizenli olarak kontrol edilerek medyumlar 2
giinde bir yenilenmis ve diizenli olarak pasajlama islemi tekrarlanarak %80 yogunluga
ulasana kadar tek bir tabaka halinde ¢ogaltilmistir. Biitiin igslemler kontaminasyon

riskine karsi steril kabinde (Microtest, Class II-A2, Tiirkiye) yapilmistir.

3.2.2.2. Primer Gingival Hiicrelerinin Morfolojilerinin Degerlendirilmesi

Hiicreler, yeni bir T25 flaskina ekildikten sonra JuL.Itm FL altina yerlestirilmis

ve parlak 151k altinda 48 saat siireyle monitorize edilerek morfolojileri incelenmistir.
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3.2.2.3. Hiicre Canliliginin Degerlendirilmesi

Flask tabaninin yiizeyini %90-95 oraninda kaplayan hiicreler pasajlanarak flask
tabanindan ayrilmis ve taze medyum kullanilarak hiicre siispansiyonu hazirlanmistir.
Doksan alt1 kuyucuklu kiiltiir kaplarina (Nunc, Roskilde, Danimarka) 100 pl/8.000
hiicre yogunlugunda olacak sekilde hiicre siispansiyonu eklenmistir. Yirmi dort saat
sonra DMEM medyum uzaklastirilmis ve yerine yeni medyum eklenerek yeniden
37°C °de %5 CO’li inkiibatérde (Binder, Almanya) inkiibasyona birakilmistir.
Kontrol kuyucuklarina ise sadece hiicre igeren 100’ pl lik DMEM medyumu konulmus
ve 24 saatlik inkiibasyon siiresi sona erdiginde hiicrelerin tiim kuyucuklarin tabanini
tamamen doldurup doldurmadigi inverted 151k mikroskobu (Nikon ECLIPSE TS 100,

Japonya) ile kontrol edilmistir.

Hiicrelere salin igerisinde hazirlanan seffaf plak eluati 1:1 oraninda
seyreltilerek ilave edilmis ve 37 °C'de, %5 karbondioksitli ortamda 48 saat inkiibe
edilmistir. Kontrol hiicreleri de plak eluati icermeyen salin ¢ozeltisi ile hazirlanmas,
salinin toksik olup olmadiginin belirteci olarak ayrica plak eluati icermeyen DMEM
de kontrol olarak hazirlanmistir. Yetmis iki saatlik inkiibasyon siiresi sonunda MTT
analizi uygulanmistir. Her bir kuyucuga 10 pl MTT soliisyonu ilave edilmis ve 4 saat
37°C’de CO2’li etiivde inkiibe edilmistir. Canli hiicreler tarafindan olusturulan
formazon kristallerinin ¢oziinebilmesi icin her bir kuyucuga 100 pl sodyum dodesil
siilfat (SDS) soliisyonu eklenmis ve 16-18 saat CO2 inkiibatoriinde birakilmistir. Bu
stire sonunda hiicrelerin optik yogunluklar1 ELISA cihazinda (SPECTROstar® Nano,
Almanya) 540 nm dalga boyunda okutulmustur.

Herhangi bir seffaf plak icermeyen DMEM ortaminda kiiltiirlenen hiicrelerin
optik yogunlugu, %100 hiicre canlilifi i¢in bir negatif kontrol ve deneydeki
sitotoksisite seviyesinin belirlenmesi i¢in bir referans olarak kullanilmistir. Bu test

istatistik hesaplamalar1 i¢in 6 kez tekrar edilmistir.

Her bir test materyalinin hiicre proliferasyon yiizdeleri, optik okuyucudan elde
edilen degerler Vande Vannet ve ark.’nin ortaya koymus oldugu asagidaki formiile

konularak hesaplanmistir (Vande Vannet, Mohebbian, Wehrbein, 2006):
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Hiicre canliligt (%) = (Test grubunun optik yogunlugu /Hiicresel kontrol

grubunun optik yogunlugu) x100

Hiicre canliligi Ahrari ve ark.’nin simmiflandirmasina gore degerlendirilmistir
(Ahrari, Tavakkol Afshari, Poosti, Brook, 2010). Buna gore;

%90'dan fazla hiicre canlilig1: sitotoksisite yok
9%60-%90 hiicre canliligi: hafif sitotoksisite
%30-%59 hiicre canliligi: orta sitotoksisite

%30'dan az hiicre canliligi: siddetli sitotoksisite seklinde degerlendirilmistir.

MTT analizi ile degerlendirilen hiicre canlilig1, X CElligence Gergek Zamanl
Hiicre Analiz Sistemi (Real Time Cell Analysis System-Dual Purpose; RTCA-DP)
kullanilarak ayrica degerlendirilmeye tabi tutulmustur. Gergek-zamanli hiicre analiz
sisteminin “E-plate”lerine 200 pnl/40.000 yogunlugunda HGF hiicresi ekilmistir.
Hiicrelerin plakaya tutunmalar1 i¢cin 24 saat beklenildikten sonra agirligr ile
seyreltilerin hacmi arasindaki oran, ISO parametreleri tarafindan onerildigi gibi 0.1 g
/ ml olacak sekilde normal salin i¢inde hazirlanmis ve sabit kosullar altinda, her biri
ayr1 hava gecirmez cam deney kaplarinda, 37 °C'de muhataza edilmis ve seffaf plak
eluatlar1 hiicrelerin iizerine eklenmistir. Eklenen eluatlarin varliginda hiicrelerin
proliferasyonu takip edilmistir. Hiicre sayisinin proliferasyonla artmasiyla birlikte “E-
plate”’e yapisan hiicre miktar1 artmis ve empedansda degisiklik olusmus olup, ortaya
c¢ikan bu degisiklikler 96 saat boyunca tespit edilmistir. Bu yontem kullanilarak hiicre
artig1 sayis1 tespit edilmis ve farkli zamanlardaki proliferasyonlar1 hesaplanmistir. Bu
sekilde eluatlarin hiicre proliferasyonuna bagl olarak sitotoksisite degerlendirilmesi
sonuglari elde edilmistir. Ayrica, herhangi bir seffaf plak eluatina maruz birakilmayan

HGEF hiicreleri, kontrol olarak kullanilmistir. Deneyler 4 kez tekrarlanmustir.
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3.2.3. Seffaf Plaklarin BPA, BPF, BPS Salinimlarinin Degerlendirilmesi

Deney grubundaki seffaf plaklardan elde edilen eluatlardaki BPA, BPF, BPS
miktarini  belirlemek amaciyla sivi  kromotografi-kiitle spektrometresi/kiitle
spektrometresi (LC-MS/MS) yontemi kullanilmis ve kontrol grubu ile karsilastirmali
olarak test edilmistir. Bu ¢alismada kullanilan cihazlar; Agilent 6470 Triple Quad LC-
MS/MS System, 1290 Binary Pump System, 1290 Autosampler System’dir.

3.2.3.1. BPA, BPF, BPS Analizi Icin Kalibrasyon Standartlarimin Hazirlanmasi

Kimyasal olarak BPA (239658, Sigma Aldrich), BPF (51453, Sigma Aldrich),
BPS (103039, Sigma Aldrich), Bisphenol A-D16 (451835, Sigma Aldrich), Jasem

Bisfenol A analiz kiti kullanilmistir.

Kalibrator standart olarak kullanilmak tizere BPA, BPF, BPS analitlerinin her
birinden 1000mg/L (ppm) metanol igerisinde tekli ana stok ¢dozeltilerinden
hazirlanmistir. Daha sonra tekli ana stok ¢ozeltileri kullanilarak 1.0, 2.5, 5.0, 20, 50 ve
250 ng/mL (ppb) methanol igerisinde 6 farkli konsantrasyonda karisgimlar hazirlanmig

ve bu karigimlar kalibrator olarak kullanilmistir.

3.2.3.2. BPA, BPF, BPS Analizi Icin Orneklerin Hazirlanmasi

Analiz i¢in oda sicakligina getirilen seffaf plak eluatlarindan, otomatik pipet
yardimi ile HPLC viali igerisine 250 pL. numune alinmuis, iizerine 25 pL internal
standart ve 225 pL Jasem reaktif-1 eklenip 10 sn santrifiij edilmistir. Daha sonra LC-
MS/MS sistemine enjekte edilmistir.
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3.2.3.3. BPA, BPF, BPS Analizi Icin LC/MS-MS Cihazi Calisma Kosullar:

Calismamizda BPA, BPF, BPS analizi sonucglarini elde etmek {izere ‘Agilent
6470 Triple Quad LC-MS/MS System’ cihaz kullaniarak, Jasem BPA HPLC Analitik

Kolonu ile ¢alisma sonuglari elde edilmistir.

Calismamizda MS/MS, elektrosprey (ESI) negatif iyon cogaltict reaksiyon
goriintiileme modunda (multiple reaction monitoring, MRM) calistirilmistir. Optimize
edilen elektron sprey iyonizasyon (ESI) kosullar ise sdyledir: Sheath gaz ve auxiliary
gaz (Azot, 99.995%) akis hiz1 10 L/dk; sheath gaz ve auxiliary gaz sicakliklari sirasiyla
400°C and 350°C; kapiler voltaj 2500 V (negatif); nozzle voltaj 500 V (negatif). Kolon
sicaklig1 20°C’ye ayarlanmistir. Enjeksiyon hacmi 10 pL, analiz siiresi 9.0 dakikadir.
LC-MS/MS metot kosullar1 Tablo 3.2’de verilmistir.

Tablo 3.2. LC-MS/MS metot kosullari.

Agilent 6470 LC-MS/MS
Iyon Kaynag1 ESI (Agilent Jet Stream)
Polarite Negatif
Gaz Isis1 350 °C
Gaz Akisi 10 L/min
Nebulizer Basinci 40 psi
Sheath Gaz Is1st 400 °C
Sheat Gaz Akisi 10 L/min
Kapiller Voltaj 2500 V (Negatif)
Nozzle Voltaj 500 V
Coziiniirlik MS1 ve MS2 Unit ¢ozlntrlik

3.2.3.4. Gelistirilen LC-MS-MS Yénteminin Validasyonu

LC-MS/MS cihaz1 ile deney oOrneklerinde BPA, BPF, BPS analizi igin
gelistirilen yonteme iliskin validasyon parametreleri olarak, cihaz ile 6l¢iilebilen en
diisiik miktar (Limit of detection; LOD) ve miktarlandirilabilen en diisiik deger (Limit
of quantification; LOQ) asagidaki formiiller kullanilarak belirlenmistir (Tablo 3.3).
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LOD= Cihaza verilen en diisiik konsantrasyon degeri x 3 / (cihazdan elde edilen

sinyal/gliriiltli oran1)

LOQ= Cihaza verilen en diisiik konsantrasyon degeri x 10/ (cihazdan elde

edilen sinyal/giiriiltii orani)

Tablo 3.3. LC-MS/MS cihazi ile BPA, BPF, BPS analizi i¢in belirlenen, LOD ve LOQ

degerleri.
Analit LOD (ug/L) LOQ (ug/L)
BPA 0.086 0.34
BPF 0.052 0.21
BPS 0.013 0.05

3.2.4. Istatiksel Analiz

Calisgmamiz icin gerekli orneklem biiylikligi, 6 farkli marka seffaf plak
arasinda sitotoksisite ve bisfenol (A/F/S) salinimi bakimindan farkliligin aragtirilmasi
amaciyla tek yoOnlii varyans analizi kullanilmasi temel alinarak hesaplanmistir.
Standardize etki biiytlkligi f=1.14 i¢in, Tip-I hata a=0.05 ve istatistiksel gii¢ .95
olarak alindiginda her bir grup icin 4 tekrar gereklidir. Orneklem biiyiikliigii G*Power

v. 3.1.9.4 programinda hesaplanmastir.

Her grup icindeki Ol¢limler ortalama+ standart sapma ve medyan (minimum-
maksimum) degerleri ile 6zetlenmistir. Gruplar aras1 farklilik Kruskal Wallis testi ile
incelenmistir. Kruskal Wallis testi sonucunda istatistiksel olarak anlamli farklilik
bulundugunda, bu farkliligin hangi gruplar arasinda oldugunu saptamak {izere, ikili
grup karsilastirmalart i¢in post-hoc Dunn-Bonferroni testi kullanilmistir. Plak

gruplarindaki hiicre proliferasyon % medyan degerlerinin %100’den farkliligini test
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etmek iizere tek Orneklem Wilcoxon Signed Rank testi kullanilmig, p<.05 degeri
istatistiksel olarak anlamli kabul edilmistir. Analizler IBM SPSS Statistics for
Windows, Versiyon 20.0 (Armonk, NY: IBM Corp) paket programi kullanilarak
gergeklestirilmistir.
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4. BULGULAR

4.1. Sitotoksisite Bulgulari

Calismamizda plaklar1 beklettigimiz normal salinin hiicre kiiltiire ettigimiz
DMEM ile arasinda toksik fark olmadiginin belirteci olarak sadece hiicre igeren
DMEM soliisyonu kontrol DMEM grubu olarak kullanilmistir. Seffaf plak icermeyen
bos salin ile hiicreli DMEM’in birlestirilmesi ile elde edilen kontrol salin grubu ise

deneye tabi tutulan gruplar arasindaki farklarin tespit edilmesinde kullanilmistir.

4.1.1. MTT Analizi Bulgulart

Bu calismada kullanilan farkli seffaf plak materyalleri normal salin i¢inde 8
hafta boyunca 37 °C hava gegirmez cam tiiplerde beklemeye birakilmistir. Bdylece
elde edilen deney eluatlarinin MTT yontemi kullanilarak sitotoksik analizi yapilmis ve

yasayabilen hiicre yiizdeleri belirlenmistir.

Her bir seffaf plak gruplarinda MTT yontemi ile elde edilen Hiicre
Proliferasyon % medyan degerlerinin %100’den olan farki incelendiginde, Smart
Track ve Zendura gruplart %100’den anlamli olarak diisiik; Taglus grubu ise

%100’den anlamli olarak yiiksek bulunmustur (p=.028, p=.028, p=.028).

Hiicre proliferasyon %’si bakimindan seffaf plak gruplart birbiri ile
karsilastirildiginda istatistiksel olarak anlamli fark gdzlenmistir (p=.001). Ikili grup
karsilastirmalarina bakildiginda; Zendura, Taglus ve Zendura Flx plaklarindan
istatistiksel olarak anlaml diizeyde diisiik bulunmustur (sirasiyla p= .001, p= .011)
(Tablo 4.1, Sekil 4.1).
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Tablo 4.1. Seffaf plaklarin MTT yoOntemi ile elde edilen hiicre proliferasyon %’si
bakimindan karsilastirilmasi.

Seffaf Ortalamaz SS. ’}‘ek Kruskal
Plak N | Medyan (Min.- Om?l:lem Wallis Test | p* | p* | p° p* p°
Maks.) testi istatistigi
92.625+26.345 | 7= 0.734;
Duran 6 | 9591(53.15- | p=0.463
124.59)
. 94.94748.543 | 7=-0.943; 1.0
EssixC+ | 6 | 96.728129- | p= 345 0
103.82)
Smart 87.662+5.535 | z=-2.201; 1.0
Track 6 | 88.05(78.01- | p=.028 o | 100
93.03) _
Zend 67.31£16.209 | z=-2.201; I;FS);ZSJF 39
endura 6 7221(3813- p= 028 s p=- 7 456 1.00
81.01)
113.183+7.459 | 7=2.201; 93
Taglus | 6 | 113.32(10451- | p=.028 7 | 82710851 o
123.77)
106.922412.76
Zendura 5 & -153; L0100 | 598 | 011 | 1.00
Fix 6| 110.1883.75- | P=-249 U '
120.35)

* %100’den farklar tek 6rneklem Wilcoxon signed rank testi. Kruskal Wallis testi, p<.05. Kruskal
Wallis testi sonrasinda istatistiksel anlamlilik bulundugunda Dunn-Bonferroni testine gore post-hoc ikili
grup karsilagtirmaari a: Duran ile farklar, b: Essix C+ ile farklar, c: Smart Track ile farklar, d: Zendura
ile farklar, e: Taglus ile farklar.
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Sekil 4.1. Seffaf plak gruplarinda MTT yontemi ile elde edilen primer gingival
fibroblastlarin Hiicre proliferasyon % dagilimlari.

Ahrari ve ark.’nin siniflandirmasina goére puanlanan (Ahrari et al., 2010) hiicre
canlilig1 sonuglarina gore; Zendura % 67.31+ 16.209 hiicre canlilig1 ile hafif
sitotoksisite gosterirken, Zendura’y1 % 87.662+ 5.535 hiicre canliligi ile Smart Track
ve % 92.625+ 26.345 hiicre canliligl ile Duran takip etmistir. Essix C+’de % 94.947+
8.543 hiicre canlilig1 ve Zendura Flx’de % 106.922+ 12.765 hiicre canlilifi mevcut
iken, Taglus % 113.183+ 7.459 hiicre canlilig1 gosteren plak olarak belirlenmistir
(Tablo 4.1).
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4.1.2. X Celligence Ger¢cek Zamanli Hiicre Analiz Sistemi (Real Time Cell Analysis
System-Dual Purpose; Rtca-Dp) Bulgulari

MTT analizi ile degerlendirilen hiicre canlilifi ayrica X CElligence Gergek
Zamanli Hiicre Analiz Sistemi (Real Time Cell Analysis System-Dual Purpose;

RTCA-DP) kullanilarak ikinci bir degerlendirmeye tabi tutulmustur.

5,00
-z B8
L [
sk .
A
g 4 00 - .
5 —
1]
=%
=
48]
= 3.00
<
8 =
200 ] T | | T | | |
CTRL.  CTRL Duran  EscioC4 Smast Track  Dendirs Teglus  Zendurs Fix

OMEM  Sahn

Sekil 4.2. Primer gingival fibroblast hiicre hatti ile X CElligence Ger¢gek Zamanl
Hiicre Analiz Sistemi analizi sonuglari.

X CElligence Gergek Zamanli Hiicre Analiz Sistemi (Real Time Cell Analysis
System-Dual Purpose; RTCA-DP) bulgular1 dikkate alindiginda; plaklar sitotoksik
etkileri bakimindan Zendura (2.45+£0.113)> Taglus (4.035+0.106)> Duran
(4.395+0.106)> Zendura Flx (4.415+0.05)> Essix C+ (4.535+0.587)> Smart Track
(4.555+0.134) olarak siralanmiglardir.

Seffaf plaklar, X-Celligence yoOntemi kullanilarak elde edilen degerler
bakimindan karsilastirildiginda istatistiksel olarak anlamli fark bulunmamistir (p=

.063, Tablo 4.2, Sekil 4.2).
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Tablo 4.2. Seffaf plaklarin X-Celligence yontemi kullanilarak elde edilen degerler

bakimindan karsilastirilmas.

Seta P N | v ik |
CTRL-DMEM 4 2:22?30.88-3.88)
CTRL-Salin 4 2:23?369-3.69)
Duran 4 3:431(9:.:3'-11(.)27)
Essix C+ 4 jéi?ﬁﬁgﬁ H(7)=13.407;
Smart Track ¢ | 43sudea65) e
Zendura 4 5132?2(?3171-32.53)
Taglus 4 3282(5;(9)'61351 )
, | 44152005
Zendura Flx 4.42(4.38-4.45)

4.2. Bisfenol Salinimi Bulgulari

4.2.1. LC/MS-MS Cihaziile BPA, BPF, BPS Analizi Yontem Validasyonu

4.2.1.1. LC/MS-MS Cihazinin Kalibrasyonu

Seffaf plak eluatlarinda BPA, BPF ve BPS analizleri igin gelistirilen yontem

kullanilarak yapilan cihaz kalibrasyonuna iligkin grafikler Sekil 4.3, Sekil 4.4. ve Sekil

4.5’te verilmistir. Kalibrasyon grafiklerine iliskin dogrusallik (R?) degerleri BPA i¢in
0.9992, BPF igin 0.9993 ve BPS i¢in 0.9994 olarak bulunmustur.
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7y =0.006141"*x +0.004364
1.6 R*2 = 0.99928030
1.5 Type:Linear, Origin:Blank offset, Weight:None

T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T
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Sekil 4.3. 1.0, 2.5, 5.0, 20, 50 ve 250 ng/mL (ppb) BPA kalibratorleri ile olusturulan
kalibrasyon egrisi.

X101 | y=8.621159E-004 *x + 44209996004
2.24 R"2=0.99930448
Type:Linear, Origin:Blank offset, Weight:None
24
1.8+
1.6+
1.4+
1.2
14
0.8+
0.6+
0.4+

0.2

04

-0.2-

T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T
20 -10 0 10 20 30 40 50 60 70 80 90 100 110 120 130 140 150 160 170 180 190 200 210 220 230 240 250 260 27C

Sekil 4.4. 1.0, 2.5, 5.0, 20, 50 ve 250 ng/mL (ppb) BPF kalibratérleri ile olusturulan
kalibrasyon egrisi.

x10 1|y =0.087444 * x

2.2 R*2=0.99948464

Type:Linear, Origin:Force, Weight:None

24

1.8+
1.6
1.4+
1.2

14
0.8+
0.6+
0.4+
0.2+

T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T
20 -10 0 10 20 30 40 50 60 70 80 90 100 110 120 130 140 150 160 170 180 190 200 210 220 230 240 250 260 270

Sekil 4.5. 1.0, 2.5, 5.0, 20, 50 ve 250 ng/mL (ppb) BPS kalibratorleri ile olusturulan
kalibrasyon egrisi.
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4.2.1.2. LC/MS-MS Cihazi ile BPA, BPF ve BPS Analizine Iliskin Kromatogramlar

LC/MS-MS cihazi ile BPA, BPF ve BPS analizine iligkin kromatogram Sekil
6.6’te gosterilmistir. LC/MS-MS cihazinda BPA, BPF, BPS’e iliskin kramatogram ve

kiitle spekturumu  Sekil 4.7, Sekil 4.8, Sekil 4.9 ve Sekil 4.10°de gosterilmistir.

Sekil 4.6 .20ng/ml BPA, F, S ve 7.0 ug/ml internal std karigimina ait kromatogram.

- MRM (227.0 -> 212.1) 20ppb_Mix.d - MRM (227.0 -> 133.1) 20ppb_Mix.d - MRM (5.610-5.885 min) (227.0->**) 20ppb_Mix.d
2 x10° 5.742 min. 2 x10 % Ratio = 49.6 (111.6 %) 2 x10?
é é 1 5.732/min. é 7 2121
15 6
0.8 5
1 08 41331
0.4 3
05 )
02 1 2210
L e 0 0 3
T T T T T T T T T T T T T T T T T
54 5.6 5.8 6 6.2 54 5.6 5.8 6 6.2 120 140 160 180 200 220 240
Acquisition Time (min) Acquisition Time (min) Mass-to-Charge (m/z)

Sekil 4.7. 20ng/ml BPA’ya ait kromatogram ve kiitle spektrumu.

- MRM (199.1-> 93.0) 20ppb_Mix.d - MRM (199.1-> 77.0) 20ppb_Mix.d - MRM (5.338-5.685 min) (199.1->**) 20ppb_Mix.d
£ x102 5.470 min. £ %10 | Ratio =528 (171.8%) 2102
335 3 25 5.470 min. 3 93.0
o 3 [§} o 15
25 2 125 770
1
2 15
15 0.75
1 1 05
199.1
05 05 0.25
T T T T T T T T T T V771 111
45 5 55 6 6.5 45 5 55 6 60 80 100 120 140 160 180 200
Acquisition Time (min) Acquisition Time (min) Mass-to-Charge (m/z)

Sekil 4.8. 20ng/ml BPF’e ait kromatogram ve kiitle spektrumu.
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- MRM (249.0 -> 92.0) 20ppb_Mix.d Smooth - MRM (249.0 -> 108.0) 20ppb_Mix.d Smooth - MRM (3.313-4.659 min) (249.0->*) 20ppb_Mix.d
2 x104 * 4.35 min. £ %10 Ratio = 150.9 (211 44§3 min. 2 x104
3 15 3 3 1 108.0
(6] (6] (§)
125 2 08
1 15 920
075 ) 06
05 04
05
0-22 ) 02 29,0
| | 0 *
T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T
12 3 4 5 6§ 7 001 2 3 4 5 6 7 8 100 150 200 250
Acquisition Time (min) Acquisition Time (min) Mass-to-Charge (m/z)

Sekil 4.9. 20ng/ml BPS’e ait kromatogram ve kiitle spektrumu.

- MRM (241.2 > 223.2) 20ppb_Mix.d

- MRM (241.2 -> 142.2) 20ppb_Mix.d

- MRM (5.600-5.838 min) (241.2->**) 20ppb_Mixd

2 x104 5.729 min. £ x10*4 Ratio = 51.3 (103.7 &30 min. 2x108
3 3 3 2232
8 15 3 os 8
12? 06 6
075 04 4 422
05
02
025 2 2412
0 0
T T T T T ‘ T T T T T T T T T T 0 T T T T T \‘ T
54 56 58 6 53 54 55 56 57 58 59 6 6.1 140 160 180 200 220 240

Acquisition Time (min)

Acquisition Time (min)

Mass-to-Charge (m/z)

Sekil 4.10. 7,0 ug/ml BPA internals Std’a ait kromatogram ve kiitle spektrumu.

4.2.1.3. LC/MS-MS Cihazinda BPA, BPF ve BPS Analizi Yontem Parametreleri

LC/MS-MS cihaz1 kullanilarak, BPA, BPF ve BPS miktarlarinin belirlenmesi
i¢in belirlenen yontem ve yontem validasyon parametreleri Tablo 4.3 ve Tablo 4.4’de

gosterilmistir.

Tablo 4.3. BPA, BPF ve BPS miktarlarinin belirlenmesi i¢in kullanilan MS/MS
gecisleri ve LC/MS/MS parametreleri.

Tarama Collision
. . Precursor | Product | Dwell | Fragmentor | eperii .

Analit Tipi J Polarit

natt P (m/z) (m/z) | (ms) | voltaj (FV) | (CE) olartie
BPA MRM 227,0 212,1 150 120 14 Negatif
BPA Confirm | MRM 227,0 133,1 150 100 28 Negatif
BPA-IS MRM 241,2 2232 150 120 14 Negatif
BPF MRM 199,1 93,0 120 22 Negatif
BPF Confirm | MRM 199,1 77,0 120 28 Negatif
BPS MRM 249,0 108,0 120 30 Negatif
BPS Confirm | MRM 249,0 92,0 120 40 Negatif
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Tablo 4.4. BPA, BPF ve BPS miktarlarin1 LC/MS/MS cihazi ile belirlemek tizere
gelistirilen yontemin validasyon parametreleri.

LOD LOQ | Dogrusallik | Olgiilen Geri Tekrarlanabilirlik
Analit | ug/L ug/L R2 degerlerin kazanim (% RSD)
ortalamasi (% Rec) (20ug/L)
(n=10) (20ug/L)
BPA 0,086 | 0,34 0,9992 17,77 +0,37 89,20 2,11
BPF 0,052 | 0,21 0,9993 16,807 + 0,88 83,96 5,22
BPS 0,013 | 0,05 0,9994 21,706 + 1,01 110,35 4,66

4.2.2. Farkh Seffaf Plak Materyallaerinin BPA, BPF, BPS Analizi Sonuclar

arasinda istatistiksel olarak farklilik gozlenmistir (p= .018). Smart Track’te BPA

degerleri Zendura ve Zendura Flx gruplarindan istatistiksel olarak anlamli derecede

yiiksek olarak tespit edilmistir (sirastyla p= .02, p=.03) (Tablo 4.5, Sekil 4.11).

Numune gruplarinin BPA degerleri bakimindan karsilagtirilmasinda, gruplar
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Tablo 4.5. Numunelerin BPA degerleri bakimindan karsilastirilmast.

Seffaf Ortalamaz SS. pg/L Kruskal
Plak N Medyan (Min.- Wallis Test | p? p° p¢ p? pt
Maks.) Istatistigi'
0.085+0.001
Duran 14 0.09(0.08-0.09)
Essix 4 0.085+0.001 1
C+ 0.08(0.08-0.09)
Smart 0.098+0.01
Track | * 0.100.09-0.11) | H(S)=13.608; | >/ | ©4
0.083+0.002 p=.018
Zendura 4 0.08(0.08-0.09) 1 1 .02
0.085+0.001
Taglus 4 0.08(0.08-0.09) 1 1 0.64 1
Zendura 0.084+0.001
Fx | 0.08(0.08-0.09) L
11—
10—
a
m
0
= = ‘ = o=
oa= 1 | 1 I 1 ]
Duran Essix C+ Smart Track Zendura Taglus  Zendura Flx

Sekil 4.11. Numunelerde BPA degerlerinin dagilimi.

T Kruskal Wallis testi sonrasinda istatistiksel anlamllik bulundugunda Dunn-Bonferroni testine gore
post-hoc ikili grup karsilastirmaari a: Duran ile farklar, b: Essix C+ ile farklar, c: Smart Track ile farklar,

d: Zendura ile farklar, e: Taglus ile farklar.
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BPF degerleri bakimindan numune gruplari karsilagtirilmistir. Gruplar arasinda
istatistiksel olarak anlamli fark bulunmamistir (p=.108) (Tablo 4.6, Sekil 4.12).

Tablo 4.6. Numunelerin BPF degerleri bakimindan karsilastirilmas.

Ortalamaz SS. pg/L Kruskal Wallis Test
Seffaf Plak N | Medyan (Min.-Maks,) | istatistigi
0.051+0.001
Duran 4 10.05(0.05-0.05)
. 0.05120.001
Essix C+ 41 0.05(0.05-0.05)
0.05120.001
Smart Track * 1 0.050.05-0.05) H (5) =9.034;
0.052+0.001 p=.108
Zendura 41 0.05(0.05-0.05)
0.05120.001
Taglus 41 0.05(0.05-0.05)
0.052£0.001
Zendura Fix * 1 0.050.05-:0.05)
(W
(8T i i
..
[«
1]
05
15— 1 I '
Duran  EssixC+ SmartTrack Zendura Taglus  Zendura Fix

Sekil 4.12. Numunelerde BPF degerlerinin dagilimi.

Numune gruplart BPS degerleri bakimindan karsilastirildiginda, gruplar

arasinda istatistiksel olarak anlamli fark saptanmustir (p= .002). Ikili grup

karsilastirmalar1 incelendiginde Smart Track numune grubunda BPS degerlerinin

Zendura grubuna gore anlami1 derecede yiiksek oldugu gozlenmistir (p=.001) (Tablo

4.7, Sekil 4.13).
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Tablo 4.7. Numunelerin BPS degerleri bakimindan karsilastirilmasi.

Ortalama= SS
Seffaf ng/L Kruskal
. : a b c d e
Plak | N | Medyan (Min.- ?i‘;lt'is ;ir,e;t P P P P P
Maks.) statishg
0.011+0.001
Duran 141, 610.01-0.01)
Essix 4 0.012+0.001 |
C+ 0.01(0.01-0.01)
Smart 0.13+0
Track 4 0.13(0.13-0.13) | H(5)=18/521; 129 331
0.01+0 p=.002
Zendura | 4 0.01(0.01-0.01) 1 955 .001
0.012+0.001
Taglus | 4 0.01(0.01-0.01) 1 1 .85 401
Zendura 0.012+0.001
Fix | %] 0.010.01-0.01) ! ! ! 1
!|_.—
(7]
[+
@
.:|-_'I|_
—_— —_ i — —
00— I T 1 | T |

Duran  EssinC+  Seart Track  Zendurs Taglus  Zendura Flx

Sekil 4.13. Numunelerde BPS degerlerinin dagilimi.

t Kruskal Wallis testi sonrasinda istatistiksel anlamlilik bulundugunda Dunn-Bonferroni testine gore
post-hoc ikili grup karsilastirmaari a: Duran ile farklar, b: Essix C+ ile farklar, c: Smart Track ile farklar,
d: Zendura ile farklar, e: Taglus ile farklar.
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5. TARTISMA, SONUC ve ONERILER

5.1. Tartisma

Seffaf plaklar, braketlere ihtiya¢ duyulmadan disleri kademeli olarak ideal
pozisyonlarina yonlendirmek igin, bilgisayar teknolojisi ile olusturulmus bir dizi
seffaf, plastik, hareketli plaktan olusan apareylerdir (Joffe, 2003). Ortodontik tedavi
boyunca hastalarin yiyecek kisitlamalarinin olmamasi, sosyal ve mesleki hayattaki
gereklilikte plaklari ¢ikararak tedaviye ara verebiliyor olmalari, plak bakimi ve agiz
hijyeninin daha kolay saglanabilmesi nedeniyle daha az g¢iiriik riski olusturmalart,
hastanin disleri ile ilgili diger konservatif tedavi islemlerini kolayca yaptirabilmesi,
kopan braket ve agiz i¢i yaralanma risklerinin olmamasi, daha az randevu gerektirmesi
gibi avantajlar1 olan seffaf plaklarin temel avantaji estetik kaygiyr ortadan
kaldirmalaridir (Weir, 2017). Bu avantajlara bagl olarak plaklarin ortodontik tedavi
amaglh olarak kullanim oranlar istikrarli bir sekilde artmaktadir. 2015 yilinda,
piyasada 27 farkl seffaf plak sistemi oldugu ve bu saymin hizla arttig1 belirtilmektedir
(Weir, 2017). Seffaf plaklar, aktif ortodontik tedavide gitgide artan bir siklikla
kullanilmalarinin yani sira, pekistirme apareyi olarak pekistirme tedavisinde de

siklikla kullanilmaktadirlar (Mollov et al., 2010).

Seffaf plaklar dislerin tiim ylizeylerini Orterek, diseti sinirmna kadar
uzanmaktadir ve agiz i¢i dokular ve agiz sivilari ile etkilesim halindedir. Genel olarak
kullanilan seffaf plak materyalleri; polietilen (PE), polietilen terefalat (PET), polietilen
terefalat glikol (PETG), poliiiretan (PU) ve polipropilen (PP) gibi polimerlerdir (Ihssen
et al., 2019). Bu plastik materyaller, agiz i¢i ortam degisiklerden etkilenebilecegi ve
agiz ici hiicreler i¢in zararli bazi molekiillerin salinimina neden olabilecegi icin
materyallerin doku uyumluluklarinin bilinmesi énemlidir. Bu zararli molekiillerden
basinda plastik tiretiminde yaygin bir sekilde kullanilan ve tiim diinyada zehirli
cevresel bilesiklerin en bilinenlerinden olan Bisfenol A [(2.2-bis (4hidroksifenol)
propan); BPA] gelmektedir. Bisfenol A’nin insan sagligi lizerindeki olumsuz etkileri
yapilan caligmalarda gosterilmistir (Brody et al., 2007; Braun et al., 2011; Meeker et
al., 2011). Bisfenol A’nin diinya genelinde bir¢ok iilkede kullaniminin yasaklanmasi
veya kisitlanmasi ve 6zellikle bebek iiriinleri ve su damacalarinda BPA’si1z (BPA-free)

plastik ve polikarbonat kullanimina geg¢ilmesi ile BPA’ya alternatif olarak, birer
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bisfenol tlirevi olan BPS ve BPF kullanilmaya baglanmistir (Gramec Skledar et al.,
2015). BPS ve BPF’in kullaniminin artmasi, toksik etkilerinin arastirilmasi ile ilgili
caligmalarin da artmasina neden olmustur (Liao et al., 2012b; Vifias and Watson, 2013;
Hélies-toussaint et al., 2014). Bu calismalarda, yaygin tiiketim ve ticari kullanim
nedeni ile gida ve kigisel bakim iiriinleri gibi pek ¢ok giindelik iiriinde tespit edilen
BPS ve BPF’in, BPA’ya esdeger konsantrasyonlarda yeriistli sularinda ve
kanalizasyon sularinda bulundugu saptanmis ve ayrica ¢evresel bulas ve insan saglhigi
tizerine olumsuz etkileri bakimindan BPA ile benzer etkide olduklar1 gosterilmistir

(Song et al., 2014; Yang et al., 2014).

Calismamizda, seffaf plak olarak alti farkli marka plagin insan gingival
fibroblast (HGF) hiicreleri lizerindeki sitotoksik etkileri ve bisfenol salinimlari in vitro
olarak degerlendirilmistir. Plak eluatlarini iceren ortamin hiicre kiiltiirleri tizerindeki
sitotoksisitesini degerlendirmek icin HGF'lerin se¢ilmesinin nedeni epitelyal
keratinositler ile beraber oral dokulardaki temel hiicre dizisi olmalar1 ve seffaf plaklar
kullanilirken dis eti ile temas ettikleri i¢in klinik olarak plak materyallerin potansiyel
toksik etkilerine maruz kalmalaridir. insan gingival fibroblast hiicre hatti (HGF'ler),
dental materyallerin biyouyumlulugunu degerlendirmek icin en ¢ok kullanilan
hiicreler arasinda olup, malzemelerin in vitro degerlendirmesi igin tavsiye

edilmektedir (ISO, 2009).

In vitro testlerde laboratuvarda in vivo sartlar1 yansitmak amaciyla, 6zel kiiltiir
ortamlar1 kullanilmaktadir. In vitro testlerin in vivo test yontemlerine gore daha
hesapli, daha kolay uygulanabilir, deneysel olarak kontrolii miimkiin ve tekrarlanabilir
olmalar1 en 5nemli avantajlaridir. In vitro testlerde miimkiin oldugunca klinik kosullar
taklit eden deney sistemleri hazirlanmasi1 materyalin biyolojik etkilerinin dogru
degerlendirilebilmesi agisindan olduk¢a Onemlidir (Schmalz, 1994). In vitro
sitotoksisite testlerinde; organ Kkiiltlirleri, kiiltiir icindeki hiicreler veya hiicre
organelleri kullanilabilmektedir. Dental materyallerin in vitro toksisite testleri i¢in en
yaygin kullanilan biyolojik sistemler kiiltiirize edilmis hiicre hatlaridir. Iki tiir hiicre
hatti  kullanilabilmektedir. Bunlar; tip-kiiltiir koleksiyonlarindan veya ticari
kaynaklardan tiiretilen devamli hiicre hatlar1 veya bir dondrden tiiretilen ve bireysel
olarak laboratuvarda c¢ogaltilan primer hiicre hatlaridir (Schmalz, 1998). Devamli

hiicre hatlarinin elde edilmeleri primer hiicre kiiltiiriine gore daha kolay olup, bunlar
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hizli tiremektedirler ve uygun pasajlama ile ¢ok uzun siireyle yasatilmalari miimkiin
olmaktadir. Schmalz, her iki kiiltiir tipinin benzer bulgular verdigini, primer hiicre
kiltlirlerinin biraz daha hassas olmasina bagli olarak, primer hiicrelerin spesifik
bilimsel testlerde, devamli hiicre kiltiirlerinin de dental malzemelerin toksisite
testlerinde kullanilmalarinin uygun oldugunu belirtmistir (Schmalz, 1994). Bu nedenle

calismamizda devamli hiicre hatlar1 kullanilmstir.

Hiicre canlihi@inin tespiti amaciyla kullanilan MTT analizi; temelde
mitokondride bulunan siiksinat dehidrogenaz enzimi ile sar1 tetrazolyum, MTT
tuzunun reaksiyona girmesi ve bu reaksiyon sonucunda koyu mor renkli formazon
olugmasi esasina dayanmaktadir. MTT nin formazon haline indirgenmesi sadece
yasayan hiicrelerde gerceklesmekte ve bodylece hiicre canliliginin GSlgiilmesinde
kullanilmaktadir. MTT analizi; sonuglarin hizli elde edilmesi, son derece hassas
olmasi ve ¢ok diisiik seviyedeki toksisite tespitini bile miimkiin kilmasi sebebiyle en
giivenilir biyouyumluluk analizlerinden biri olarak sik¢a kullanilmaktadir (Kumar et
al, 2018). Bu nedenle calismamizda seffaf plaklarin sitotoksitesinin tespitinde MTT
analizi kullanilmigtir. MTT analizi ile degerlendirilen hiicre canliligi ayrica X
CElligence Ger¢ek Zamanli Hiicre Analiz Sistemi (Real Time Cell Analysis System-
Dual Purpose; RTCA-DP) kullanilarak ikinci bir degerlendirmeye tabi tutulmustur.
Gergek zamanli hiicre analizorii (RTCA), biyolojik siireclerin elektronik olarak tespit
edilmesine dayanan bir sistemdir. Sistemin bir versiyonu olan RTCA- DP (¢ift amacl)
analizator, elektriksel olarak entegre Boyden odasi (CIM-Plate16) ile hiicre invazyonu
ve gdclinlin kinetigini 6lgmek i¢in kullanilmaktadir (Kho et al.,2015). Sitotoksisite
caligmalarinda en yaygin olarak kullanilan, tetrazolyum tuzlarmin kullanildig
yontemlerden biri olan MTT deneylerinden farkli olarak deney sirasinda farkli zaman
noktalar1 arasinda herhangi bir hiicresel degisikligi tespit etme olanagi sunmaktadir.
Empedans tabanli teknoloji, bircok zaman noktasinda tiim bir deneyin 6lgiilmesini
saglamakta ve bir bilesik eklemeden 6nce ve sonra, hiicresel cogalmayi, bliylimeyi ve
morfolojik degisiklikleri yansitan egriler olusturmaktadir (Stefanowicz-Hajduk and
Ochocka 2020). Tetrazolyum tuzu kullanilan tahlillerinin 6nemli bir dezavantaji, tahlil
sirasinda kiiltiir ortaminda bulunan veya iiretilen kimyasallarin tetrazolyum reaktifini
azaltarak yanlig pozitif sonuclara neden olabilmesidir. Ayrica MTT tuzlarinin
indirgendigi formazon iiriinii ve incelenen bilesik arasindaki etkilesimler de yanlis

pozitif sonuclar tiretilebilmektedir. X CELLigence sistemi bu dezavantajlara sahip

59



degildir. Teknoloji, hiicre iglevini degistirebilecek herhangi bir uyarinin eklenmesi
veya deney sirasinda ortama miidahale edilmesine gerek kalmadan, hiicre davraniginin
dogru olarak gercek zamanl izlenmesini saglamaktadir. Empedans teknolojisinin
yuksek hassasiyeti ve RTCA plakalarinda mikro elektrotlarin bulunmasi, test edilen
malzemenin toksisite etkilerinin tetrazolyum tuzlari testlerine kiyasla daha yiiksek
hassasiyetle tespit edilmesini saglayabilmektedir. Netice olarak, her iki yontem de
giivenilir, sitotoksisite arastirmalari i¢in uygun ve c¢ogunlukla karsilastirilabilir

sonugclar lireten yontemlerdir (Stefanowicz-Hajduk and Ochocka 2020).

Literatiirde, ortodontik tedavide kullanilan seffaf plaklarin sitotoksik etkileri ve
bisfenol salinimlari ile oldukga sinirli sayida calisma goze carpmaktadir. Martina ve
ark., 4 farkli seffaf plak materyalinin sitotoksik etkilerini MTT analizi ile
degerlendirirken, bisfenol salinimlari hakkinda bir degerlendirme yapmamislardir.
Sitotoksik etki tespiti i¢in primer insan gingival fibroblast hiicre hatt1 kullanilan bu
calismada degerlendirilen dort farkl seffaf plak materyalinden her birinin 14 giin sonra
hafif bir sitotoksik etki gosterdigi tespit edilmistir. Bu ¢aligmada insan gingival
fibroblastlar iizerindeki sitotoksisite seviyeleri yiiksekten diisiige dogru Biolon (%64,6
+ 3,3 hiicre canlilig1), Zendura (% 74.46 + 2.3 hiicre canlilig1), SmartTrack (% 78.8 £
6.3 hiicre canlilig1) ve Duran (% 84.6 + 4 hiicre canlilig1) seklinde tespit edilmistir
(Martina et al., 2019).

Elliades ve arkadaslarinin yaptig1 calismada ise Invisalign (Align Technology,
Santa Clara, Calif) marka seffaf plak materyalinin sitotoksitite ve BPA salinimim
degerlendirmis, BPS ve BPF salinimlari ise degerlendirilmemistir. Bu ¢aligmada MTT
analizi kullanilmis ve insan gingival fibroblastlar1 iizerinde sitotoksik etkiye dair bir
bulgu tespit edilmemistir. Ostrojene duyarli (MCF-7) ve 6strojene duyarsiz (MDA
MB-231) insan gogiis adenokarsinomu hiicreleri kullanilarak degerlendirilen seffaf
plak Ostrojenisitesinde MCF-7 hiicre hattinin proliferasyonunun stimiilasyonu tespit
edilmemis, bu da plak eluatlarinin Gstrojenisitesine isaret etmemistir (Eliades et al.,

2009).

Premaraj ve arkadaslari, 2014 yilinda yaptiklar1 calismada Invisalign marka
plaklarin (Align Technology, Santa Clara, Calif) insan kerotinosit hiicre hatt1 (N-
TERT-1) {izerindeki sitotoksik etkilerini MTT analizi ile degerlendirmisler ve salin

sollisyonu eluatina maruz kalan hiicrelerde metobolik inaktivite ve hiicre dliimlerinin
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Oonemli Ol¢iide arttigin1 gostermislerdir. Bu arastiricilar, tiikiiriik eluatlarina maruz
kalan hiicre canliliginda 6nemli degisikliklere neden olmadigi i¢in tiikiiriglin koruma

saglayabilecegini de gostermislerdir. (Premaraj et al., 2014).

Calismamizda degerlendirilen seffaf plak 6rneklerinin insan gingival fibroblast
hiicreleri iizerindeki sitotoksik etkileri MTT analizi ile degerlendirildiginde; Zendura
% 6731+ 16.209 hiicre canlilig1 ile hafif sitotoksisite gosterirken, Zendura’y1 %
87.662+ 5.535 hiicre canlilig1 ile hafif sitotoksik etki gosteren Smart Track ve %
92.625+ 26.345 hiicre canlilig1 ile Duran takip etmistir. Essix C+’de % 94.947+ 8.543
hiicre canliligt ve Zendura Flx’de % 106.922+ 12.765 hiicre canliligi mevcutken
Taglus % 113.183+ 7.459 hiicre canliligi gosteren plak olarak belirlenmistir.
Sitotoksik etkileri rakamsal olarak Zendura> Smart Track> Duran> Essix C+>
Zendura Flx >Taglus olarak siralanmakla beraber, bunlardan sadece Zendura ve Smart
Track hafif sitotoksik etki gdsterirken diger materyaller sitotoksik etki gostermedikleri
sOylenebilir. Zendura % 67.314 16.209 hiicre canlilig1 ile hafif sitotoksisite gosterirken
Zendura Flx’de % 106.922+ 12.765 hiicre canlilig1 gostermistir. Ayni firmanin (Bay
Materials LLC) fiirettigi bu 2 plak ayni igerige sahiptir. Zendura FIx’in yapisinda
Zendura’dan farkli olarak bulunan kopoliester, sitotoksik 6zelliklerini olumlu olarak
degistirmistir. Calismamizda Zendura Flx (106.922+ 12.765) ve Taglus (113.183+
7.459) materyallerinin hiicre proliferasyonu %100 {in istiinde olarak goriilmesi
kontrol gurubunda hiicre proliferasyonunun olmadigina (medyumun her giin
tazelenmesi bu olasilig1 miimkiin kilmamaktadir) ya da hiicre prloiferasyonunu stimule
edici substratlarin salinmis olabilecegine isaret edebilir. Mockers ve arkadaglari
ortodontik bant, braket ve ark tellerinin sitotksisitesini MTT analizi kullanarak
degerlendirdikleri calismada; bazi metal, seramik ve polikarbonat materyallerde
%100’1in tlizerinde hiicre proliferasyonu belirlemeleri ve bu durumun ya kontrol
besiyerindeki hiicre proliferasyonun durmasindan ya da bu materyallerden hiicre
proliferasyonunu uyaran maddelerin salinmig olmasindan kaynaklanabilecegini
bildirmis olmalar1 bulgularimizi destekler niteliktedir (Mockers, Deroze, Camps,
2002). Cesitli alasim ve metaller i¢in yapilan in vitro sitotokisite testlerinde hiicre

modifikasyonlari, hiicre cogalmalari bildirilmistir (Wataha, 2011).

Martina ve arkadaslarinin MTT analizi kullanarak yaptiklar1 caligmada

(Martina et al., 2019) kullandiklar1 plak materyallerinden Zendura, Smart Track ve
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Duran’nin sitotoksisik etki siralamasi Zendura> Smart Track> Duran seklindedir ve

bu sonug ¢alismamizda ortaya koydugumuz sonuglar ile uyumludur.

X CElligence Ger¢ek Zamanli Hiicre Analiz Sistemi (Real Time Cell Analysis
System-Dual Purpose; RTCA-DP) bulgularimiz dikkate alindiginda; seffaf plaklar
sitotoksik etkileri bakimindan Zendura (2.45+0.113)> Taglus (4.035+0.106)> Duran
(4.395+0.106)> Zendura FIx (4.415+0.05)> Essix C+ (4.5354+0.587)> Smart Track
(4.555+0.134) seklinde siralanmiglardir. Seffaf plaklar, X-Celligence yoOntemi
kullanilarak elde edilen degerler bakimindan karsilastirildiginda ise istatistiksel olarak
anlamli fark bulunmamakla birlikte (p= .063) sadece Zendura hafif sitotoksik etki
gosterirken diger materyaller sitotoksik etki gdstermemistir. Kullandigimiz her iki
yontemde de sitotoksik etki bakimindan Zendura en sitotoksik etki gdsteren plak

olmustur.

Polietilen terefalat glikol (PETG)’ den {iretilen Taglus ve Duran marka seffaf
plaklarin MTT analiz bulgularina gore; Taglus %113.183+ 7.459 ve Duran %92.625+
26.345 hiicre canlilig1 gostemistir. Her iki plak ayni polimerden iiretilmis olmasina
ragmen, hiicre proliferasyon ylizdeleri arasindaki bu farklilik; yapilarina katilmis olan
stabilize edici, plastiklestirici, kararlilik saglayici gibi farkli kimyasal katki
maddelerindeki farkliliklardan kaynaklanmis olabilir. Bu iki materyalin X CElligence
Gergek Zamanli Hiicre Analiz Sistemi bulgulart Taglus, 4.035+0.106 ve
Duran,4.395+0.106 olmak iizere birbirine olduk¢a yakin sonuglar vermistir. Ahrari ve
ark.’nin smiflandirmas: dikkate alindiginda her iki materyalin de sitotoksik etki

gostermedigi sOylenebilir (Ahrari et al., 2010).

Poliiiretandan tiretilen Zendura, Smart Track ve Zendura Flx plaklarinin MTT
analizinde; Zendura %67.31+ 16.209 hiicre canlilig1 ile Smart Track % 87.662+ 5.535
hiicre canlilig1 ile hafif sitotoksik etki gostermislerdir. Zendura Flx’de %106.922+
12.765 hiicre canliligi gostermistir. Zendura ve Zendura FIx arasindaki bu
proliferasyon farki, Zendura FIx’in yapisindaki kopoliester varligr ile
iliskilendirilebilir. X CElligence Ger¢ek Zamanli Hiicre Analiz Sistemi bulgularinda,
Zendura 2.45+0.113 degeri ile Zendura Flx (4.415+0.05) ve Smart Track
(4.555+0.134) plaklarina gore daha fazla toksik etki gdstermistir. Ayni polimerden
tiretilmis olmalarina ragmen, bilinen polimer igerikleri disinda yapilarina katilan diger

kimyasallarin varlig1 plaklarin sitotoksik etki degerlerini farklilastirmis olabilir.
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Literatiirde seffaf plaklarin bisfenol salinimlar ile ilgili sinirlt sayida calisma
vardir. Eliades ve arkadaslar1 Invisalign materyali (Align Technology, Santa Clara,
Calif.) lizerinde yaptiklar1 ¢alismada 6strojene duyarli (MCF-7) ve Ostrojene duyarsiz
(MDA MB-231) insan gogiis adenokarsinomu hiicreleri kullanarak, BPA’nin
Ostrojenisite etkisini kullanarak dolayli yoldan BPA salinimini degerlendirmeye
calismislardir.  Ostrojene duyarli hiicrelerin  proliferasyonlarina bagl  olarak

degerlendirilen BPA salinimi bu ¢alismada tespit edilememistir (Eliades et al., 2009).

Calismamizda BPA, BPF, BPS salinimlarmin belirlenmesi i¢in LC/MS-MS
(S1v1 kromatografi- kiitle spektrometresi/kiitle spektrometresi) yontemi kullanilmistir.
LC-MS/MS; sivi kromatografisinin (HPLC) ve kiitle spektrometrisinin (MS) kiitle
analizi becerilerini ve bilesikleri ayirma becerilerini bir araya getiren kimyasal bir
yontemidir. Sivi  kromatografisi, bilesikleri bilesenlerine ayirirken, kiitle
spektrometresi, yiiksek bilesenlerin yapisal 6zelliklerini analiz eder. LC-MS/MS,
analitlerin nitelik ve nicelik olarak analiz edilmesini miimkiin kilar. LC-MS/MS,
bilesen i¢indeki maddelerin tayinine ilave olarak eser miktardaki bilesiklerin dahi
tespitini saglayabilen en hassas yontemlerden biridir (Zhang, Shou, Ogura, Li, Weller,

2019).

Cihaz ile Oolgiilebilen en diisiik miktar (Limit of detection) ‘LOD’ ve
miktarlandirilabilen en diisiik deger (Limit of quantification) ‘LOQ’ olarak ifade
edilmektedir. LOD degeri; cihaza verilen en diisiik konsantrasyon degeri x 3 /
(cihazdan elde edilen sinyal/giiriiltii oran1) denklemi ile LOQ degeri; cihaza verilen en
diisiik konsantrasyon degeri x 10/ (cihazdan elde edilen sinyal/gliriiltii oran1) denklemi
ile hesaplanmistir. Calismamizda LOD degerleri, BPA ic¢in 0,086 ug/L, BPF i¢in
0,052 ug/L, BPS i¢in 0,013 ug/L olarak hesaplanmistir (Tablo 3.3).

Caligmamizda kullanilan seffaf plaklarda tespit edilen en yiiksek BPA diizeyi
0.098+0.01 pg/L degeri ile (Tablo 4.5) ve en yiiksek BPS diizeyi 0.13+0 pg/L degeri
ile Smart Track’te tespit edilmistir (Tablo 4.7).

Poliiiretan metilen difenil diizosiyanat ve 1,6-hekzanediol ve katki
maddelerinden iiretilen Smart Track disindaki tiim numunelerde BPA, belirlenen LOD
degerinin altinda, Smart Track’de ise 0.098+ 0.01 pg/L ile LOD degerinin iistiinde

tespit edilmistir. Numune gruplarinin BPA degerleri bakimindan karsilastirildiginda,
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gruplar arasinda istatistiksel olarak farklilik gézlenmistir (p= .018). Smart Track’te
BPA degerleri Zendura ve Zendura Flx gruplarindan istatistiksel olarak anlamli

derecede yiiksek olarak tespit edilmistir (sirastyla p= .02, p=.03).

Tiim numunelerde BPF salinimi belirlenen LOD degeri olan 0,052 ug/L’den
diisiik olarak tespit edilmistir. BPF degerleri bakimindan numune gruplari arasinda

istatistiksel olarak anlamli fark bulunmamistir (p=.108).

Smart Track disindaki tiim numunelerde BPS degeri, belirlenen LOD degeri olan
0,013 ug/L’nin altinda tespit edilmistir. Smart Track’te BPS salinimi 0.13+ 0 pg/L
olarak tespit edilmistir. Numune gruplarinin BPS degerleri bakimindan
karsilagtirilmasinda, gruplar arasinda istatistiksel olarak anlamli fark saptanmistir (p=
.002). ikili grup karsilastirmalari incelendiginde Smart Track numune grubunda BPS
degerlerinin Zendura grubuna gore anlami1 derecede yiiksek oldugu gézlenmistir (p=

.001).

BPA, BPF, BPS salinimi i¢in belirlenen sirayla 0,086 ug/L, 0,052 ug/L, 0,013
ug/L’lik LOD degerleri dikkate alindiginda sadece Smart Track’te BPA (0.098+ 0.01
ug/L) ve BPS (0.13+ 0 ug/L) seviyeleri, bu LOD degerlerinin daha iizerinde

bulunmustur.

Avrupa Gida Giivenligi Otoritesi (European Food Safety Authority; EFSA)
raporunda, BPA’nin hicbir yan etki gostermeyen dozu (NOAEL; No Observable
Adverse Effect Level; ters etki gozlenmeyen diizey, alt limit) 5 mg/kg/giin ve bu
NOAEL degeri esas aliarak kabul edilebilen giinliik alim miktar1 0,05 mg/kg/giin
olarak bildirilmistir (EFSA, 2006). Calismamizda numune plaklarimizin 8 hafta
boyunca normal salin i¢inde bekletilmesi sonucu elde edilen bisfenol salinimlarinda;
Smart Track’te elde edilen Bisfenol A seviyesi (0.098+0.01 ug/L) ters etki
gostermeyen dozun ¢ok altinda bir miktar olmasina ragmen, belirlenen LOD degerinin

tizerinde bir degerdir.
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5.2. Sonug¢

Giiniimiizde bilim ve teknolojinin hizla ilerlemesine bagli olarak dis hekimligi
alaninda de tedaviye yonelik birgok yeni materyal ve yontem gelistirilmekte ve
hekimlerin kullanimima sunulmaktadir. Estetik, konfor, kisa tedavi siiresi gibi
avantajlar vadeden yontemlerden en dikkat ¢ekeni seffaf plaklar kullanilarak yapilan
tedavilerdir ve kullanim1 her gecen giin hizla artmaktadir. Hasta memnuniyeti ve klinik
basari, kullanilan materyalin olas1 biyolojik etkileri ile de yakindan ilgilidir. Kullanilan
seffaf plak materyalinin agiz i¢indeki sitotoksik etkilerinin tespiti ve insan sagligi
tizerindeki olumsuz etkileri bir¢cok calisma ile tespit edilmis olan BPA, BPF, BPS

salinimlarmin tespiti oldukc¢a dnemlidir.

Calismamizda kullanilan seffaf plak orneklerinin insan gingival fibroblast
hiicreleri tizerindeki sitotoksik etkileri MTT analizi ile degerlendirilmesi sonucunda,
sadece Zendura ve Smart Track plaklarinda hafif sitotoksik etki belirlenmis, diger

materyaller sitotoksik etki gdstermemistir.

X CElligence Ger¢ek Zamanl Hiicre Analiz Sistemi (Real Time Cell Analysis
System-Dual Purpose; RTCA-DP) bulgularina bakildiginda; seffaf plak gruplar

arasinda istatistiksel olarak anlamli fark bulunmamistir (p=.063).

Calismamizda plak materyallerin bisfenol salinimlart degerlendirildiginde;
Smart Track disindaki tiim numunelerde BPA ve BPS diizeyleri belirlenen LOD
degerinden diisiikk olarak tespit edilmistir. BPF salininmi ise tliim numunelerde
belirlenen LOD degerinden diisiik olarak tespit edilmistir. Bu ¢alismadan elde edilen
bulgulara gore; MTT analizinde sadece Zendura ve Smart Track plaklart hafif
sitotoksisite gostermis ve sadece Smart Track materyalinde LOD degeri iistiinde BPA
ve BPS salinimut tespit edilmistir. Ancak, bu miktar ters etki gozlenmeyen diizeyin ¢ok
altinda oldugundan calismamizda kullanilan tiim plak materyallerinin sitotoksisite ve
bisfenol salinimi agisindan giivenli bir sekilde kullanilabilecegi sdylenebilir. Bununla
birlikte, s6z konusu yorumu yaparken deneysel ortamda elde edilen bu bulgularin,
canli tlizerinde elde edilecek bulgularla ne derecede uyumlu olacagr hatirda

tutulmalidir.
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5.3. Oneriler

Seffaf plaklar ile tedavi sirasinda hastanin malzemeye siirekli maruz kalmasi
s0z konusu oldugundan, in vitro kosullar altinda elde edilen sonuglarin in vivo ortamda
elde edilecek bulgularla ne diizeyde uyumlu olacagi tartigmalidir. Bu nedenle, seffaf
plak kullaniminin sitotoksik etkisi olup olmadigi sonucuna varmak ve olas1 bisfenol
salinim diizeylerini belirlemek, bu diizeyleri kabul edilen uluslararasi standartlara gore
ters etki gézlenmeyen seviyeler ve gilinlilk alim miktarlar1 agisindan degerlendirmek
ve varsa insanlar iizerindeki muhtemel zararli lokal ve sistemik etkilerini belirlemek
icin daha genis ornek gruplart lizerinde ve daha uzun siireli ¢alismalar yapilmasi

gerekmektedir.
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