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OZET

ORTODONTIK TEDAVIDE KULLANILAN GUNCEL SEFFAF PLAK
MATERYALLERININ BiYOUYUMLULUKLARININ
DEGERLENDIRILMESI

ATAY, Gokhan
Doktora Programi, Ortodonti Anabilim Dali1, Altinbas Universitesi
Danisman: Dog. Dr. Seden AKAN BAYHAN
Tarih: Aralik/2022
Sayfa: 89

AMAC: Seffaf plak olarak kullanilan sekiz farkli termoplastik materyalin
biyouyumlulugunu, in-vitro sitotoksisite testleri (XTT proliferasyon kiti ve Anneksin V/PI

boyama yontemleri) ile L929 fare fibroblastlar1 lizerinde degerlendirmektir.

GEREC VE YONTEM: Calismada test edilen seffaf plak materyalleri: SmartTrack® (Align
Technology, ABD), Zendura®A ve Zendura FLX (Bay Materials LLC, ABD), CA® Pro ve
CA® Pro+, Duran ve Duran+ (ScheuDental GmbH, Almanya), Provecta (DingZing
Advanced Materials, Tayvan)’dir. Materyaller, iiretici firmalarin talimatlarina ve ISO
parametrelerine gore hazirlanmistir. Hazirlanan 6rnekler, sitotoksisite testi dncesinde 40
dakika siireyle ultraviyole 151k altinda laminer akisl steril kabinde (Esco Airstream Class 11
BSC, Ingiltere) sterilize edilmistir. Besiyeri ekstraktlari, her grup i¢in 1., 3., 7. ve 14.
giinlerde toplanarak, L.929 fare fibroblast hiicreleri iizerinde test edilmis ve hiicrelerin
canlilig1 48 saat sonra Ol¢iilmiistiir. Sitotoksisite XTT testi, apoptoz ise Anneksin V/PI
boyama yontemleri kullanilarak degerlendirildi. Tiim veriler, p<0,05 anlamlilik diizeyinde
iki yonlii varyans analizi (ANOVA), tek yonlii varyans analizi (ANOVA) ve Tukey ¢oklu

karsilastirma testleri ile istatistiksel olarak analiz edildi.

BULGULAR: Seffaf plak materyalleri arasinda 1.ve 14. giin ekstratlarinin hiicre canlilig1
sonuglar1 istatistiksel olarak anlamli farkliliklar gostermistir (p<0,05). Test edilen
materyallerde tiim zaman periyotlarinda hiicre canliigi agisindan 6nemli farkliliklar

bulunmustur (p<0,05). 14. giin ekstratlarinin bulgularina gére, CA® Pro materyali; CA®

viii



Pro+, SmartTrack®, Duran, Duran+ ve Provecta materyallerinden daha yiiksek hiicre canlilik
degerleri gostermistir (p<0,05). Tim zaman periyotlarinda seffaf plak materyallerinin

apoptoz oranlar1 arasinda istatistiksel olarak anlamli farkliliklar bulunmustur(p<0,05).

SONUC: Calismada test edilen termoplastik seffaf plak materyalleri hafif ila orta derecede

sitotoksisite sergilemistir.

Anahtar Kelimeler: Seffaf Plaklar, Termoplastik Materyaller, Sitotoksisite, Apoptoz, XTT
Testi



ABSTRACT

EVALUATION OF THE BIOCOMPATIBILITY OF CURRENT
CLEAR ALIGNER MATERIALS USED IN ORTHODONTIC
TREATMENT

ATAY, Gokhan
PhD, Department of Orthodontics, Altinbas University
Supervisor: Dog. Dr. Seden AKAN BAYHAN
Date: December/2022
Pages: 89

AIM: The purpose of this in vitro study was to evaluate the biocompatibility of eight
different thermoplastic materials for clear aligners on L929 mouse fibroblasts with in-vitro
cytotoxicity (XTT assay and Annexin V/PI staining) tests.

MATERIALS AND METHOD: The clear aligner materials tested in the study were:
SmartTrack® (Align Technology, USA); Zendura®A and Zendura FLX (Bay Materials LLC,
USA); CA® Pro and CA® Pro+, Duran and Duran+ (ScheuDental GmbH, Germany),
Provecta (DingZing Advanced Materials, Taiwan). Materials were prepared according to the
manufacturer’s instructions and ISO parameters. The prepared specimens were sterilized
under ultraviolet light in a laminar flow sterile cabin (Esco Airstream Class 11 BSC, UK) for
40 minutes before the cytotoxicity tests. Mediums were collected and filtered from each of
four samples in 1st, 3rd, 7th and 14th days for each material and tested using the L929 cells.
Viability of cells was measured after 48 hours. Cytotoxicity was evaluated using XTT assay
and apoptosis was determined by Annexin V/PI. All data were statistically analyzed with
Two-way ANOVA, One-way ANOVA and Tukey’s multiple range tests at a significance
level of p<0.05.

RESULTS: The cell viability results of the 1stand 14th day extracts among the clear aligner
materials showed statistically significant differences (p<0.05). There were significant

differences in all tested materials regarding time periods (p<0.05). At the end of the



observation period on the 14th day, CA® Pro material showed higher cell viability values
then CA® Pro+, SmartTrack®, Duran, Duran+ and Provecta materials (p<0.05). There were
significant differences within the clear aligner materials in different time periods regarding

apoptosis rate (p<0.05).

CONCLUSION: The thermoplastic clear aligner materials tested in the study presented

slight to moderate cytotoxicity.

Keywords: Clear Aligners, Thermoplastic Materials, Cytotoxicity, Apoptosis, XTT Assay
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1. GIRIS VE AMAC

Yetiskin hastalarda ortodontik tedaviye artan taleple birlikte, geleneksel sabit braketlerden
hem daha estetik hem de daha konforlu tedavi yontemlerine olan ilgi giderek artmistir
(Rossini ve digerleri, 2015). Geleneksel sabit tedavide kullanilan metal braketlere alternatif
olarak bir¢ok farkli estetik tedavi segenekleri gelistirilmistir. Bu amagla lingual ortodonti,
seramik braketler ve seffaf plaklar hastaya sunulabilecek alternatif tedavi yontemleridir

(Rosvall ve digerleri, 2009).

Braketlerin, dislerin lingual yiizeylerine yerlestirilmesi esasina dayanan lingual ortodonti
geleneksel yontemlere kiyasla estetik olarak nitelendirilmektedir (McCrostie, 2006). Lingual
teknigin geleneksel ortodontik tedavi yoOntemine gore avantajlart ve dezavantajlari
bulunmaktadir. Labial bolgedeki diseti enflamasyonunun ve bukkal bolgedeki mine
demineralizasyonunun o6nlenmesi bu yontemin avantajlar1 arasindandir. Konumsal
sapmalar1 engellemek icin braketlerin yerlestirilmesi sirasinda indirekt bonding
yontemlerinin kullanilmas1 tedavi maliyetinin artmasina sebep olur. Bunun yani sira,
braketlerin dil tarafinda olmasi, konusma gii¢liigiine ve lingual dokularda travmaya sebep

olur (Slater, 2013; van der Veen ve digerleri, 2010).

Plastik ve seramik braketler, estetik braketler olarak tanimlanmaktadir. Gii¢lendirilmis
polikarbonattan iiretilen plastik braketlerin zaman icerisinde renklenmeleri, tel ve braket
arasinda fazla siirtinme olusmasi, tork verilmis tellerin slot igerisinde aktif iken
deformasyon yaratmast gibi problemleri ¢6zmek amaciyla yapilarina seramik dolgular
eklenmis ya da metal slotlar kullanilmistir (Alkire ve digerleri, 1997; Harzer ve digerleri,
2004). Ancak seramik braketlerin de baz1 dezavantajlari mevcuttur. Bunlar; seramik ve mine
arasindaki sertlik farki nedeniyle karsit diglerde aginmalarin goriilmesi, yapilarinin kirilgan

olmasi ve braket sokiimii sonrasinda mikroskobik mine ¢atlaklariin meydana gelmesidir

(Zinelis ve digerleri, 2005).

Goriinmez tedavi olarak tanimlanan seffaf plak sistemleri, sabit apareylerde oldugu gibi
farkl1 hareket modlarina sahip cihazlara, yapim yontemlerine ve cesitli malokliizyon

tedavilerinde uygulanabilen genis kullanim alanlarina sahiptirler (Keim, 2017). Son yillarda



seffaf plaklar ile yapilan ortodontik tedavi, hastalarin estetik kaygilari nedeniyle 'goriinmez’
ortodontiye kars1 ilginin artmasi ve tiretici firmalarin yaygin tanitim politikalariyla ilgi odag:
olmustur. Seffaf plaklarin ortodontik tedavinin bitim sathasinda dis hareketi ya da genis
kapsaml1 ortodontik tedavilerde kullanilmasindaki artisin 6nemli boyutlara ulagsmasi dikkat

cekicidir (Hennessy ve Al-Awadhi, 2016).

Polimerize edilmemis monomerlerin polimerik materyallerden salinim yapabilecegi ve
biyolojik sistemler iizerinde toksik etkilere neden olabilecegi kabul edilmektedir. Potansiyel
sitotoksik etki araliklari, materyale maruz kalmaya karsi bir bagisiklik reaksiyonunu, hiicre
dongiisii bozuklugunu, hiicre apoptozunu ve mutajenez veya karsinojenez uyarilmayi
icermektedir. Bu etkiler her zaman kisa siirede goriilmemektedir. Ortodontik tedavi amaclh
kullanilan seffaf plaklar, disleri marjinal sinirinda sarar veya disetinin yaklasik ti¢te birine
temas eder. Tedavi tamamlanana kadar hastalar haftada ya da en fazla iki haftada bir yeni
plaklarmi kullanirlar.  Hastalarin bu plaklari giinde en az 20-21 saat kullanmalari
gerekmektedir. Toplam tedavi siireleri, malokliizyonun ciddiyetine bagl olarak 6 ay ile 24
ay arasinda degisebilmektedir. Artan tedavi siireleri ile biyouyumluluk endiseleri de
artmaktadir (Premaraj ve digerleri, 2014). Agiz i¢erisinde uzun siire dokularla temasta olan
bu materyallerin biyouyumlu olmalar1 ve herhangi bir sitotoksik etkiye yol agmamalari

klinik a¢idan olduk¢a 6nem tasimaktadir.

Giliniimiizde dental sektordeki teknolojik gelismelere paralel olarak farkli i¢erige sahip seffaf
plak materyalleri kullanima sunulmustur. Is1 ile sekillendirilebilen ve agiz igerisinde uzun
stire dokularla temasta kalan bu materyallerin biyouyumlulugunu inceleyen literatiir sayisi
oldukga azdir (Ahamed, S.F.; Kumar, S.M.; Vijaya kumar, R.K.; Kanna, 2020; Alhendi ve
digerleri, 2022.; Eliades ve digerleri, 2009; Martina ve digerleri, 2019; Nemec ve digerleri,
2020; Premaraj ve digerleri, 2014) . Materyallerin farkli 6zelliklerinin hekimler tarafindan
bilinmesi uygulama pratiginde basarty1 ciddi oranda arttiracak, itiretici firmalar1 da farkl
arayiglara yonlendirecektir. Bu anlayisla baslatilan arastirmanin amaci seffaf plak olarak
kullanilan sekiz farkli termoplastik materyalin biyouyumlulugunu, in-vitro sitotoksisite
testleri (XTT proliferasyon kiti ve Anneksin V-Pl boyama yontemleri) ile L929 fare

fibroblastlar1 lizerinde degerlendirmektir.



2. GENEL BILGILER

2.1 SEFFAF PLAKLARIN TARIHCESI

Yunanca ‘Termoplastik’ kelimesi ‘thermos’ (sicak) ve ‘plasso’ (olusturmak) kelimelerinin
birlesmesiyle olusmaktadir. ‘Isitildiklarinda yumusayan, sogudugunda tekrar sertlesen
plastik grubu’ anlamina gelmektedir. Kesling’in 1944 yilinda ortodontik tedavinin sonunda
yanlis hizalanmis disleri hareket ettirmek i¢in seffaf apareyleri kullanma fikri, son 15 yilda
gelisen yazilim ve iretim teknolojilerinin ortodonti pratigine girisi ile giiniimiize kadar
gelmistir (Hennessy ve Al-Awadhi, 2016). Al¢i set-up teknigi ve kauguk materyaller
kullanilarak iiretilen esnek ‘positioner’in dis hareketini saglamasi ile seffaf plastik apareyler
kesfedilmistir (Kesling, 1945). 1959’da Marshall ve Horvay tarafindan ‘Vacuum Former’
(basingli kaliplama) cihazi tiretilmistir. 1960°da Nahoum bu cihazi kullanilarak ilk ‘aligner’
yapmis Ve hasta agzinda uygulamustir (H. Nahoum, 1964). Ilk zamanlarda sadece dis
konumlarin1 korumak veya diizenlemek i¢in tasarlandigindan dental kontur cihazi olarak
tanimlanmistir.  Yapimi sirasinda disler kil testere ile kesilip mum iizerine yerlestirilerek
yeni bir model olusturulmustur. Bu model iizerine basilan termoplastik materyalin
uyguladigi basing sonucu dis hareketi elde edilmistir. Nahoum, apareyin ortodontide
minimal rotasyonlarin diizeltilmesi ve bosluklarin kapatilmasi gibi dis hareketlerinin
gerceklestirilmesi amaciyla uygulanabilecegini ileri slirmiistiir. Ancak sonrasinda tiim dis
hareketlerinin tek seferde yapilamayacagini fark ederek, Kesling’in planlanan fazla dis
hareketlerini sirali sekilde aparey kullanarak gergeklestirme fikrini temel almistir (H. I.
Nahoum, 2014). Nahoum, uygulamalari sonrasinda apareyin sadece dis hareketi amaciyla
degil dis hekimliginde pekistirme apareyi, aligkanlik kirict ve gegici kuron gibi farkli
amaglar i¢in de uygulanabilecegini belirtmistir (Fiasconaro ve Sherman, 1968). Ponitz 1971
yilinda, ‘invisible retainer’ diye adlandirdigi aparey ile sinirli dis hareketi sagladigini
bildirmistir (Ponitz, 1971). Sheridan ve ark. seffaf plaklarin air-rotor stripping (ARS) ile
dislerde diizeltme sagladiklarini géstermislerdir (Sheridan JJ, LeDoux W, 1993).

Tiim bu sistemler Kesling’in dis hareketi teknigini temel alir. Her defasinda hastadan alinan
yeni Ol¢ii ve set-up teknigi ile bir dis hareketin saglanmasi vakit alict islemlerdir.
Termoplastik materyalin katilik 6zelligi bir seffaf plak ile belirli bir miktarda dis hareketine
olanak saglar. Tek plakla daha fazla dis hareketi yapmak i¢in hizalayic1 tekrar



sekillendirilmelidir. Baz1 6zel pensler belirli bir sicakliga kadar 1sitilarak plagin seklini
degistirmede kullanilabilmekte ve daha ¢ok dis hareketi saglayabilmektedir. Bu islem yeni
bir plak yapimina gére daha az maliyetlidir. Fakat pensler ile yapilan tekrar sekillendirme
islemi esnasinda plaklar 3 mm’ye kadar gerilime ugratilabilir. Fazlas1 plagin kuvvet
uygulamayacag: kadar incelteceginden seffaf plaklar, kontrolsiiz ve daha az miktarda dis
hareketi saglamaktadir. Bu teknik karmasik ortodontik sorunlara ¢6ziim olusturamadigindan
¢ok daha fazla dis hareketi planlanan vakalarda kullanilmasi i¢in dislere kademeli olarak

hareket veren plak serilerinden olusan teknikler gelistirilmistir (Proffit ve digerleri, 2006).

Align Teknoloji firmasi tarafindan 1997°de tanitilan daha pratik bir yontem olan Invisalign
seffaf plak sistemi, ortodontistler tarafindan 1999 yilindan itibaren kullanilmaya
baslanmistir. Seffaf plaklar bilgisayar destekli tasarim/bilgisayar destekli {iretim
(CAD/CAM) sistemlerinin kullanildig1 ilk ortodontik tedavi yontemidir. Bu teknoloji, her
dis hareketi i¢in yeni bir model elde etmek yerine, tek bir 6l¢ii ile cok sayida dis hareketinin

olusturulmasina izin vermektedir (Miller ve digerleri, 2003).
2.2 SEFFAF PLAKLARLA TEDAVI SISTEMLERI
2.2.1 Essix Sistem

1993°te Sheridan adindaki arastirmaci tarafindan tanitilmis olan Essix sistem, estetik,
maliyeti disiik ve kullanimi kolaydir. Raintree ESSiX firmasi tarafindan bu sistem
gelistirmistir. Bu sistemde kullanilan plaklar, 1sitilarak basing veya vakum ile al¢i model
tizerinde sekillendirilmektedir. Plaklarin kullanilmasi ile dis hareketi saglamak i¢in yeterli
kuvvet, kuvvetin etki edebilecegi yeterli siire ve yeterli bosluk olmasi gerekmektedir
(Sheridan JJ, Hilliard K, 2003). Bu plaklar ile gerceklestirilebilecek hareketler: ekstriizyon,
intriizyon, tipping, rotasyon ve tork hareketleridir (Sheridan JJ, LeDoux W, 1994). Plaklar
beslenme ve dis firgalama haricinde biitiin giin boyunca kullanilmalidir (Sheridan JJ, Hilliard
K, 2003). Essix plak sistemi, diisiik iiretim maliyetine sahiptir. Bu sistemde aylik hedeflenen
dis hareketi miktar1 1 mm’dir. Yeni hareket istenildiginde yeni bir 6l¢ii alinip, elde edilen

al¢1 model iizerine plak basilmasi gerekmektedir (Sheridan JJ, LeDoux W, 1993).



2.2.2 CAD/CAM Sistem

Kesling’in set-up teknigine dayanan seffaf plaklarin yapimi, her seansta Olg¢ii alinmasi
gerekliliginden dolay1 hasta ve hekim i¢in konforlu degildir. Giinlimiizde CAD/CAM
sistemlerinin gelistirilmesi ile digital agiz i¢i ya da model taramadan sonra 3 boyutlu (3B)
yazilim programinda tedavi plani olusturulmakta, sonrasinda hekim kontrolii ve onaymdan
sonra plak tiretimine gecilmektedir (Joffe, 2003b; Wong ve digerleri, 2002). Giiniimiizde bu
sistemle kullanilan plaklar, tek asamali (tek sertlik ve kalinlik; 6rnek olarak Invisalign,
ClearCorrect) veya ii¢c asamali (Kalinligi ve sertligi giderek artan; 6rnek olarak Clear Aligner
(CA), ECligner, Clearfix) olabilmektedir (Ozsaygili M., 2019).

2.2.2.1 Tek asamah plak sistemleri

Tek asamali plak sistemlerinden olan Invisalign sistemi ilk olarak 1997 yilinda Stanford
Universitesi’nin bilgisayar miihendisligi béliim dgrencisleri Zia Chisti ve Kelsey Wirth’in
girisimleri sayesinde planlanmistir. iki ortodontist ile kurduklari Align Technology
(Kaliforniya, ABD) 1998 yilinda Invisalign sistemini tanitmistir ve 1999 yilinda hasta
tedavisinde kullanilmaya baglanmistir (Wong ve digerleri, 2002).

Bu sistemde, bilgisayar ortaminda hazirlanan set-up, ger¢eklesmesi istenen tedavi planinin
3B simiilasyonunun sunuldugu bir bilgisayar programi olan ‘ClinCheck’ lizerinden hekime
gonderilmektedir. Bu program, hekime istedigi dis hareketlerini elde edene kadar planladig:
tedaviyi diizenleyebilmesine olanak saglamaktadir. Hekim planlanan tedaviyi onayladiktan
sonra, dijital modellerden stereolitografik (SLA) modeller iiretilmekte ve bu modeller
tizerine etilen difenil diizosiyanat ve 1,6 heksanediol ilave edilmis poliiiretan yapida ve 0,76
mm kalinliginda olan plaklar hazirlanip hekime gonderilmektedir (Mantovani ve digerleri,
2019; Wong ve digerleri, 2002). Her plak tek dise veya bir grup dise 0,25-0,33 mm hareket
saglamaktadir. Plaklar, dislerin klinik kronlarini ve marjinal disetinin bir kismini
sarmaktadir. Plaklar dis hareketlerinin etkili bir sekilde saglanmasi i¢in giinde en az 22 saat
takilmali ve her bir plak 1 ya da 2 hafta siireyle degistirilmelidir (Kravitz ve digerleri, 2009).
Tipik Dbir Invisalign tedavisi vakanin durumuna gore 10 ile 50 plak arasinda
degisebilmektedir (Joffe, 2003a).



2.2.2.2 U¢ asamali seffaf plak sistemleri

Ug asamal1 plak sistemlerinden biri olan Clear Aligner sistemi, 1998°de Kim tarafindan 6ne
stiriilmiistiir. Bu yontemde Invisalign sisteminden farkli olarak 3 haftada bir hastadan yeni
oOl¢li alinmakta ve elde edilen modellerin iizerlerinde set-up islemi uygulanmaktadir. Elde
edilen modeller tlizerinde yumusak (0,5 mm), orta (0,625 mm) ve sert (0,75) olmak iizere
farkli kalinliklarda plaklar (Duran, Scheu-dental, Almanya) vakum (Essix, Dentsply,
Reintree Essix, LA, ABD) veya basing (Biostar, Scheu-dental, Germany) cihazlar
kullanilarak hazirlanmaktadir (Kim TW, 2008). Clear Aligner tedavisinde kontrollii dis
hareketi  hedeflendigi icin hastalara farkli kalinliklardaki  plaklar  sirasiyla
kullandirilmaktadir. Bu sistemin Invisalign sisteminden farki, hastalar plaklarin her birini
birer hafta kullanirlar. Bir diger farki da bu sistemde plaklar disetinin 2 mm’lik kismin

kapsamaktadirlar (Kim ve Echarri, 2007).

Ug asamali plak sistemlerinden bir digeri ise ECligner (eClear International, Seul, Kore)
sistemidir. Bu sistemin Clear Aligner’dan (Scheu Dental GmbH, Iserlorhn, Almanya) farki,
modeller 3 boyutlu taranir ve dijital set-up uygulanir. Hekim tedavi planinda diizenleme ve
degisiklik yapabilir. Tedaviye baglanmadan 6nce tedavinin fiyati, siiresi, ongoriilen plak
sayis1 ve kontaklardaki asindirma miktari bilinmektedir. Sanal planlama hekim tarafindan
onaylandiktan sonra SLA yontemi ile plaklar iretilerek hekime gonderilmektedir. Bu
yontemde kullanilan plaklar ve kullanim siireleri, Clear Aligner sisteminde kullanilan

plaklarla benzer yapida, ayni kalinlikta ve ayni sertliktedir.

2.3 SEFFAF PLAKLARLA TEDAVININ AVANTAJLARI, DEZAVANTAJLARI VE
LIMIiTASYONLARI

2.3.1 Seffaf Plaklarla Tedavinin Avantajlar:

Seffaf plaklar geleneksel sabit apareylerden daha estetik, konforlu ve kullanimi kolaydir
(Joffe, 2003a). Geleneksel braketlerin neden oldugu mukoza irritasyonu ve enflamasyonu
minimal diizeyde olugmaktadir. Hastalar oral hijyeni daha kolay saglayabilirler. Tedavi
stiresinde periodontal problem olusma riski daha azdir. Tedavi sonunda yeni olusan dis
¢lirigli oran1 da daha azdir (Miethke ve Vogt, 2005). Tedavi simiilasyonu ile nihai sonucu

baslangi¢ asamasinda hastaya sunulabilmektedir. Hastalarin koltukta gecirdigi siire daha



kisadir. Parafonksiyonel bozuklugu olan hastalarda plak kullanimiyla myofasial agrilar

azalmaktadir (Nedwed ve Miethke, 2005).

2.3.2 Seffaf Plaklarla Tedavinin Dezavantajlar

Seffaf apareyler hasta tarafindan takip c¢ikarilabilir oldugundan istenen tedavi sonucuna
ulagsmak i¢in hasta kooperasyonunun yiliksek diizeyde olmasi gerekmektedir. Dislerde
goriilen hareket daha cok tipping seklindedir. Ekstriizyon, diklestirme, paralel hareket ve
rotasyon diizeltimi gibi hareketlerin gergeklestirilmesi kisithidir. Bu hareketlerin
olusturulmasi i¢in ek olarak atagsmanlara ihtiya¢ duyulmaktadir. Plaklarin kalinlig1 ile
orantili bir sekilde tedavi bitiminde posterior bdlgede intriizyon gergeklesebilir. Tedavi
boyunca kullanilacak tiim plaklar baslangi¢ tedavi plani iizerinden yapildigindan, ara
donemlerde eklenecek veya degistirilecek durumlar tekrar 6l¢ii alinip yeniden plak iiretimi
yapilmasina neden olur. Bu durum hasta ve hekim i¢in zaman kaybi1 ve ek maliyete neden

olur (Joffe, 2003b; Phan ve Ling, 2007; Pavoni ve digerleri, 2011).

2.3.3 Seffaf Plaklarla Tedavinin Limitasyonlari

Ek tedavi prosediirleri olmadan sadece seffaf plaklar kullanilarak yapilan tedaviler; 5 mm’yi
asan c¢aprasiklik veya diastema vakalari, 45°°den fazla rotasyonu olan disler, klinik kron
boyu kisa olan disler, oligodonti vakalari, dislerde ekstriizyon hareketi istenen vakalarda

yetersiz olacaktir (Phan ve Ling, 2007; Weir, 2017; Wong ve digerleri, 2002).

2.4 BiYOUYUMLULUK

Dis hekimliginde kullanilan materyallerin estetik, fonksiyon ve dayamiklilik gibi
ozelliklerinin yani sira biyouyumluluk ozellikleri de olduk¢a Onemlidir. Literatiirde
biyouyumluluk igin bazi farkli tanimlamalar bulunmaktadir. Genel olarak, bir materyalin
amagclandig1 gibi uygulandiginda uygun bir konak cevabini saglama kapasitesini ifade eder
(Schmalz G, 2009). Diger goriislere gore biyouyumluluk, bir materyalin toksik, zararli,
fizyolojik olarak reaktif olmamasi veya immiinolojik red igermemesi nedeniyle canli bir
doku/sistem ile uyumlulugu olarak tanimlanabilir (Black ve Black, 2005). Ek olarak,

biyouyumluluga (dokunun kullanilan biyomateryale reaksiyonuna) baglh olarak, dis



hekimliginde kullanilan biyomateryaller biyotolerant, biyoinert ve biyoaktif olarak
siiflandirilabilir (Albrektsson ve digerleri, 1983) (Tablo 2.1).

Bir materyalin biyouyumlulugu, korozyon ya da ¢dziiniirliiliik yoluyla materyalden salinan
komponentler ile degerlendirilir. Bu maddeler hiicrelere zarar verebilir veya belirli
proteinlerin (6rnegin, interlokin-1 ve interlokin-6 gibi pro-inflamatuar mediyatorler)
hiicresel sentezini uyararak enflamasyonu indiikleyebilir (Schmalz G, 2009). Dis hekimligi
uygulamalarinda yeni materyallerin gelisme hizinin artmasi, bu materyallerin biyolojik
riskleri ve kisitlamalar1 konusunda bilincin artmasina neden olmustur ve bu da materyal

bilimciler ve iiretici firmalar i¢in olduk¢a dnem tagimaktadir (Shahi ve digerleri, 2019).

Tablo 2.1: Dental materyallerin biyouyumluluk tanimina gore siiflandirilmas: (Albrektsson ve
digerleri, 1983)

Dis hekimliginde
kullanilan materyallere
ornekler

Biyouyumluluk | Dis hekimligindeki
siifi tamimi

Kemik ile ilgili
temel ozellik

Kemik dokusundan | Polimetil metakrilat,
Biyotolerant bir fibr6z doku paslanmaz celik, kobalt
tabakasi ile ayrilan alasimlari

Uzak
osteogenezis

Kemik dokusu ile

Bivoi kimyasal bag kurma | Titanyum, zirkonyum, Kemik dokuya
iyoinert . e : . .
ozelligine sahip aliminyum, karbon direkt temas

(osseointegrasyon).

Implant ve doku

arasinda kimyasal . N .

. Hidroksiapatit, kalsiyum .

Biyoaktif reaksiyonlar karbonat, kalsiyum fosfat, Kemik dokuya

olmaksizin komsu
kemik dokusu ile
direkt temasta olan

. apisma
cam seramikler yapis




2.4.1 Toksisite

Bir materyalin toksisitesi, biyolojik bir sisteme kimyasal yollarla zarar verme yetenegini
tanmimlar. Daha yiiksek organizmalarda (hayvanlar, insanlar) lokal toksisite (yani uygulama
bolgesinde ortaya ¢ikan advers reaksiyonlar), advers reaksiyonun uygulama yerinden uzak
bir alanda ortaya ¢iktig1 sistemik toksisiteden farklidir. Dis hekimliginde lokal reaksiyonlar
oncelikle pulpa, periodonsiyum ve dis eti/agiz mukozasinda meydana gelir (Schmalz G,
2009).

2.4.2 Sitotoksisite

Biyouyumlulugun bariz bir belirleyicisi, bir materyalin hiicre canlilig: tizerindeki etkisidir.
Sitotoksisite terimi, makromolekiiler senteze miidahale eden, kesin hiicresel, fonksiyonel ve
yapisal zarara neden olan birgok molekiiler olaylar dizisini tanimlamak tizere kullanilir
(Aldridge WN., 1993). Sitotoksisite, hiicresel bozulmay1 tetiklemenin neredeyse sonsuz
sayida yolu oldugu i¢in karakterize edilmesi zor bir siirectir. Dis tedavisinin bir pargasi
olarak, maksimum doku canlilig1 korunmali ve sitotoksik reaksiyonlar 6nlenmelidir. Bu
nedenle tiim dental bilesiklerin klinik olarak kullanilmadan ©nce degerlendirilmesi

gerekmektedir (Murray ve digerleri, 2007).
2.4.3. Biyouyumluluk Test Standartlar:

Uluslararas1 Standardizasyon Orgiitii (ISO), ISO 7405 (I1SO 7405, 1996) ve 1SO 10993 (I1SO
10993, 1992) kilavuzlan ile dis hekimliginde kullanilan materyal ve tibbi cihazlarin
biyouyumluluklarinin degerlendirilmesindeki standartlar ve testleri belirtmislerdir. Bunlar;
a) Materyalin kullanim amacina ve materyalin veya bilesenlerinin bilinen ve varsayilan
toksisite profiline dayali olarak uygun testleri se¢mek dental materyal iireticisinin
sorumlulugundadir.

b) Uretici; maliyet, deneyim veya diger nedenlerle, sitotoksisite testlerinden birini digerine
tercih edebilir.

€) Genel olarak testlerin, dort test seviyesi vardir. Yeni materyaller, dncelikle baslangi¢
sitotoksisite testi, sonrasinda doku reaksiyon testlerine tabi tutulmalidir. Ardindan hayvan

deneyleri uygulanmali ve klinik testler kullanilarak degerlendirilmelidir.



d) Test sonucu her zaman iireticinin materyal i¢in belirttigi kullanim dikkate alinarak

degerlendirilmeli ve yorumlanmalidir (Murray ve digerleri, 2007).

Dental materyallerin sitotoksisitelerinin degerlendirilmesinde farkl: testler kullanilmaktadir
ancak ilk adim in-vitro sitotoksisite testleridir. In-vitro testler dental materyallerin olasi

toksisitesini tahmin etmek igin kullanilir (Murray ve digerleri, 2007).

In-vitro sitotoksisite testleri:

a) Direkt ve indirekt hiicre kiiltiirti testi ve ekstrat testi
b) Agar diflizyon testi

c) Dentin bariyer testi

d) Filtre difiizyon testleridir (ISO 7405, 1996).

2.4.4 Sitotoksisite Testlerinde Kullanilan Biyolojik Sistemler

Sitotoksisite testleri, organ kiiltiirleri ve kiiltir edilmis hicreler kullanilan biyolojik
sistemlerdir. En ¢ok tercih edilen hiicre kiltiirleridir. Hiicre kiltiirii, canli dokulardan elde
edilen hicrelerin, in-vitro kosullarda viicudun fizyolojisini taklit eden sivilar i¢erisinde canli
tutulup tiremeleri olarak ifade edilmektedir. Calismalarda primer hiicre kiiltirii ya da

devamli hiicre hatlar1 tercih edilmektedir.

Primer hiicre kiiltiirleri, orijinal dokudan alinan ve kiiltiir sartlarinda tutulan hiicreleri igerir.
Hiicrelerin canlilifi saglandiktan sonra hiicre pasajlamasi yapilip, hiicreler bir kiiltiir
ortamindan digerine tasinarak alt kiiltiirler elde edilir. Primer hiicre kiiltiirleri dokunun
fizyolojik durumunu en iyi sekilde yansitirlar. Ancak kiiltiir edilme asamalar1 zordur ve

hassasiyet gerektirir.

Devamli hiicre hatlari, kolaylikla ¢ogaltilabilir ve davraniglari iy1 bilinir, nispeten tutarli ve
sabittir. Devamli hiicre hatlari olarak siklikla fare fibroblastlari (L929, 3T3) veya insan epitel
hiicreleri (HeLa) kullanilir (Schmalz, 1994).
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2.4.5 Sitotoksisite Degerlendirme Yontemleri: in-vitro

Degerlendirme dort yontemle yapilmaktadir. Bunlar:

a)

b)

d)

Canliligi degerlendiren testler: Test edilen materyalin toksik etkisine bagli olarak
kiiltirde kalan canli hiicre oraninin belirlenmesi esasina dayanir. Bu yontemde
degerlendirme membran biitiinligi bozulmamis ve bozulmus hiicrelerin boyanmasi ile
yapilmaktadir.

Yasami degerlendiren testler: Yasam degerlendirme testleri, hiicreler {tizerine
uygulanmis materyalin uzun dénemde toksik etkilerinin degerlendirilmesi amaci ile
kullanilmaktadir.

Hiicre proliferasyonunu degerlendiren testler: Bu test yonteminde, test edilen materyalin
bilesenlerinin hiicre proliferasyonuna etkisi incelenir (RI., 1999).

Hiicre metabolizmasinit degerlendiren testler: Metabolizma testleri, hiicrelerde uzun
donem sitotoksik etkileri belirlemek i¢in hiicrelerin metabolik veya proliferatif
aktivitelerini Olgerler. Metabolizma testleri arasinda; 3-(4,5-dimetiltiazol-2-il)-5-(3-
karboksimetoksifenil)-2-(4-sulfofenil)-2H-tetrazolyum (MTS), Metiltiazol difenil
tetrazolyum (MTT), 2-(4-iyodofenil)-3-(4-nitrofenil)-5-(2,4-disulfofenil)-2H-
tetrazolyum (WST-1), 2,3-Bis(2-metoksi4-nitro-5-sulfofenil)-2H-tetrazolyum (XTT)
testleri yer almaktadir (Scudiero, D. A. ve digerleri, 1988) .

2.45.1 XTT testi

XTT sar1 renkli bir tetrazolyum tuzudur ve hiicre canliligmin spektrofotometrik olarak

belirlendigi bir test yontemidir. Bu test yontemi P.A. Scudiero tarafindan 1988 yilinda

tanmimlanmustir (Scudiero, D. A. ve digerleri, 1988). Bu yontem basit, hizli, yiiksek

tekrarlanabilirlige sahip, hassasiyeti yliksek ve gilivenilirdir. Metabolik olarak canl

hiicrelerin mitokondrilerindeki siiksinat tetrazolyum rediiktaz sistemi araciligiyla XTT,

turuncu renkli suda c¢oziinebilen formazan bilesenlerine indirgenir (Sekil 2.1). Test

yonteminde ELISA okuyucunun ve ¢ok kuyucuklu platelerin kullanimi, kolay ve hizli sonug

alinmasini saglar (Roehm ve digerleri, 1991).
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Sekil 2.1: XTT’nin formozana doniisimii
2.4.5.2 Apoptoz (Anneksin V- FITC) testi

Kerr ve ark. o6len tiimor hiicrelerinin benzersiz morfolojisini tanimlamak i¢in Yunanca
sonbaharda yaprak dokiimiinii tanimlayan ‘apoptoz’ terimini kullanmiglardir (Kerr ve
digerleri, 1972.). Ilk olarak 1842'de Carl Vogt tarafindan tanmimlanan apoptotik hiicre
oliimiiniin anatomisi, hiicre zar1 6zelliklerinin kaybini, hiicre ankrajini, niikleer par¢alanma
ile kromatin yogunlagmasini ve hiicre biiziilmesiyle birlikte sitoplazmik yogunlasmay1 igerir

(Levy ve Nelson, 2000).

Apoptozis, diger adi ile programlanmis hiicre 6liimii, normal olarak biiyiime, yaslanma
siirecinde ve dokulardaki hiicre sayilarin1 korumak i¢in bir homeostatik mekanizma olarak
bilinir. Apoptoz, hiicreler hastalik ve zararli ajanlar tarafindan hasar gérdiigiinde savunma
mekanizmasi olarak da gérev yapar (Norbury ve Hickson, 2001). Apoptoz 6l¢iimii, hastalig
evreleme olasiliklari biiytik 6l¢iide artirilmasina yardimcei olacak ve ayni derecede 6nemli
olarak, terapotik miidahalelerin etkisi i¢in erken bir belirteg olarak kullanilir (Bursch ve
digerleri, 1992).

Apoptoz, membran asimetrisi ve baglanma kaybi, sitoplazma ve ¢ekirdegin yogunlagmasi
ve DNA'nin interniikleozomal boliinmesi gibi cesitli morfolojik 6zelliklerle karakterize
edilir. Apoptoz siirecinin tamami birbirini izleyen ii¢ asamadan olusur. Bir o6lim
reseptoriiniin aktivasyonundan sonra (baslangi¢ asamasi), karmasik siire¢ bir dizi enzim
tarafindan tetiklenir (karar asamasi). Daha sonra uygulama (idam asamasi) sirasinda,
hiicreler 6nce mitokondri diizeyinde degisir, ardindan dis zar ve diger yapilar degisir. Bu

asamanin 6nemli olaylarindan biri, hiicre membraninda i¢ kisimda yer alan fosfatidilserinin
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membranin dis yiizeyine dogru yer degistirmesidir (Engeland ve digerleri, 1998). Sonrasinda
hiicre tomurcuklar halinde kopar ve apoptotik cisimciklere ayrilir. Makrofajlar tarafindan

apoptotik cisimcikler taninir ve fagosite edilir (Bellamy ve digerleri, 1995).

Apoptoz siireci, manyetik rezonans goriintilleme, optik goriintiileme, ultrason ve
radyoniiklid goriintiileme gibi ¢esitli yontemler kullanilarak goriintiilenebilir. Her
goriintiileme yonteminin belirli avantajlar1 ve smirlamalari oldugu ve bir goriintiilleme
yontemi veya yoOntemlerinin sec¢iminin, sorulan spesifik biyolojik sorular tarafindan

belirlendigi bildirilmistir (Tait, 2008).

Apoptozisi belirlemede kullanilan yontemlerden bir tanesi, hiicre zarinin dis yiizeyine ¢ikan
fosfatidilserin varliginin saptanmasini saglayan floresan bir madde (6rn. FITC) ile
isaretlenmis Anneksin V boyasi uygulamasidir (Van Heerde ve digerleri, 2000). Anneksin
V, fosfatidilserin kalintilar1 ile giicli bir sekilde etkilesime giren ve apoptozun
belirlenmesinde kullanilan bir rekombinant fosfatidilserin baglayici proteindir. Bu yontem,
kalsiyum varliginda protein Anneksin V'nin fosfatidilserine baglanma yetenegine dayalidir.
Anneksin V boyali hiicrelere propidyum iyodiiriin ilavesi; canli hiicreler ile erken, geg

apoptotik ve nekrotik hiicreler arasinda ayrima izin verir (Leite ve digerleri, 1999).

13



3. GEREC VE YONTEM

Bu ¢alismada giiniimiizde seffaf plak olarak kullanilan sekiz farkli termoplastik materyalin

L929 fare fibroblast hiicre hatt1 iizerine olan sitotoksik etkileri in-vitro olarak arastirilmistr.

Calismada kullanilan seffaf plak materyallerinin isimleri, icerikleri ve iiretici firmalar1 Tablo

3.1'de 6zetlenmistir.

Calisma kapsaminda yiiriitiilen sitotoksisite testleri, Ege Universitesi Tip Fakiiltesi Tibbi

Biyoloji Anabilim Dali Laboratuvari’nda gerceklestirilmistir. Bu tez ¢alismasi Altinbas

Universitesi Bilimsel Arastirmalar ve Projeler Koordinatorliigii tarafindan desteklenmistir

(Proje no: PB2019-DIS-4).

Tablo 3.1: Calismada kullanilan materyaller, igerikleri ve iiretici firmalar

Materyal icerigi Firma
® Cok katmanli aromatik termoplastik Align Technology, San Jose,
SmartTrack poliiiretan/kopolyester CA, ABD
Bay Materials LLC, Fremont,
Zendura®A Poliiiretan rezin
CA, ABD
Bay Materials LLC, Fremont,
Zendura FLX Kopolyester/poliiiretan rezin
CA, ABD
) ScheuDental GmbH, Iserlohn,
CA® Pro Kopolyester ve termoplastik elastomer
Almanya
CA® P Kopolyester ve termoplastik elastomer ve | ScheuDental GmbH, Iserlohn,
ro*
Polietilen kaplama Almanya
5 Polietilentereftalat-glikol kopolyester Scheu-Dental GmbH, Iserlohn,
uran
(PETG) Almanya
b Polietilentereftalat-glikol kopoliester ScheuDental GmbH, Iserlohn,
uran®
(PETG) ve Polietilen kaplama Almanya
DingZing Advanced Materials
Provecta Termoplastik poliiiretan

Inc., Kaohsiung, Tayvan
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3.1 ORNEKLERIN HAZIRLANMASI

Standardizasyonu saglamak amaciyla Align Teknoloji (Align Technology, ABD) firmasinin
siif IT Typodont modeli (Sekil 3.1, a) Agiz i¢i tarayict (3Shape Trios, 3Shape, Kopenak,
Danimarka) ile taranarak ilave tiretim teknigi ile 3B baski (Straumann P series rapidshape,
Straumann, Basel, Isvigre) kullanilarak iiretildi (Sekil 3.1, b). Calismada kullanilan 8 farkli
seffaf plak materyalinden 2’ser adet olmak {izere (n=2/grup) olmak iizere toplam 16 adet
(N=16) plak iiretildi (Sekil 3.1, c-f ve Sekil 3.2, a-d). SmartTrack materyaline ait plaklar,
tiretici firmanin sinif 11 Typodont master model igin irettigi plaklardir (Align Technology,
ABD) (Sekil 3.1, ¢). Zendura FLX materyali, (firmanin iirettigi doktor test plaklari) 3B baski
ile tiretilen master model {izerinde iiretici firma tarafindan hazirlandi (Sekil 3.1, €). Diger

tiim materyaller MINISTAR S® (Scheu-Dental GmbHi) vakum cihaz ile iiretildi.

-
-

Sekil 3.1: a. Typodont master model, b.Typodont master modeli 3D print baskisi, c. SmartTrack

materyali, d. Zendura®A materyali, e. Zendura FLX materyali, f. CA® Pro materyali
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Sekil 3.2: a. CA® Pro+ materyali, b. Duran materyali, c. Duran+ materyali, d. Provecta materyali

Sitotoksisite analizi icin ISO 10993-12:2012 (1SO 10993, 2012) no’lu “Ornek hazirlama ve
referans materyaller” Onerileri esas alindi. Kullanilan materyaller solid materyaller oldugu
icin Orneklerin agirligi ile seyreltinin hacmi arasindaki oran, ISO parametreleri
dogrultusunda 0,2g/ml olarak ayarlandi. Elde edilen tiim 6rnekler ultrasonik banyoda distile
su ile 5’er dakika temizlendi ve havayla kurutuldu. Sonrasinda 6rnekler laminer akisl steril
kabinde ultraviyole 11k altinda (Esco Airstream Class II BSC, Esco Gb Ltd., Ingiltere) alt
ve Uist ylizeyleri 40’ar dakika sterilize edildi (Sekil 3.3).
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Sekil 3.3: Materyallere ait 6rneklerin sterilize edildigi laminer akisli steril kabin ve UV altindaki
ornekler

3.2 HUCRE KULTURLERININ HAZIRLANMASI

Calismada fare fibroblast hiicre hatt1 (L929 -American Type Culture Collection, Manassas,
VA, ABD) kullanildi. L929 hiicreleri 75 cm? kiiltiir kaplarinda, %10 fetal s1gir serumu (FBS,
Biological Industries, Kibbutz Beit-Haemek, Israil) (Sekil 3.4, a) ve %1 penisilin-
streptomisin iceren (EMEM, Biological Industries, Kibbutz Beit-Haemek, Israil) (Sekil 3.4,
b) besiyerinde, 37°C’de %5’lik COz igeren nemli ortamda kiiltiire edildi. Hiicre kiiltiirleri
inverted mikroskopta (Olympus CH30, Japonya) (Sekil 3.4, ¢) her 3 giinde bir takip edilerek,
kiiltiir kab1 yiizeyini %80 oraninda kapladiklarinda tripsinizasyon ile kaldirilarak pasajlar

yapildi.

Sekil 3.4: a. Fetal Sigir Serumu, b. MEM- Eagle Besiyeri, c. Olympus CH30
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3.3 MATERYAL EKSTRAKTLARININ HAZIRLANMASI

Hazirlanan materyallerin 1., 3., 7. ve 14. giin ekstratlarini elde etmek i¢in her materyal 4’er
gruba ayrilarak falkon tiiplerin igerisine alindi ve {izerlerine agirliklarina gore besiyeri
eklendi (0.2g/ml). Besiyerleri 1., 3., 7. ve 14. giinlerde toplandi, 0,2 p filtreden gegirildikten

sonra sitotoksisite deneylerine kadar -20°C’de saklandi.
3.4 XTT DENEYININ UYGULANMASI

L929 hiicreleri tripsinizasyon yapilarak kaldirildiktan sonra trypan mavisi boyasi
kullanilarak sayildi. 96 kuyucuklu kiiltiir kabina, her kuyucukta 1x10* hiicre olacak sekilde
ekim yapildi. Hiicrelerin yapismasi i¢in 96 kuyucuklu kiiltiir kab1 24 saat etiivde bekletildi.
Ertesi giin her kuyucuktaki besiyeri toplanarak yerine 1., 3., 7. ve 14. giin ekstratlarindan
100 ul pipetlendi. Her materyalin 1., 3., 7. ve 14. giin ekstratlar1 3 tekrarli olarak ¢alisildi.
Ayrica 24 saatlik (Sekil 3.5, a) ve 48 saatlik (Sekil 3.5, b) 6l¢timler i¢in iki ayr1 96’11k plaka

hazirlandi.

Sekil 3.5: a. 24. saat sitotoksisite 6l¢timleri igin hazirlanan 96 kuyucuklu plaka, b. 48. saat
sitotoksisite Ol¢iimleri i¢in hazirlanan 96 kuyucuklu plaka

Inkiibasyon siiresi doldugunda kuyucuklardaki tiim ortam ¢ekilerek, kuyucuk basina 100 ul
fenol red igermeyen besi ortami pipetlendi. Her kuyucuk bagina 50 pul XTT soliisyonu ve 1
ul aktivator karisimi olacak sekilde XTT karisimi hazirlandiktan sonra hiicrelerin iizerine
pipetlendi (XTT Cell Proliferation Kit XTT, Biological Industries, Israil) (Sekil 3.6, a).
37°C’deki inkiibatorde dort saat inkiibe edildikten sonra ELISA okuyucuda 450 nm ve 620
nm dalga boylarindaki absorbans degerleri 6lgiildii (Thermo, Finlandiya). Elde edilen
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absorbans degerlerinin ortalamalari, her 6rnegin ayni giin i¢in elde edilen kontrol absorbansi

ortalamalarina oranlanarak her materyal i¢in % canlilik degeri hesaplandi.

Cell Proliferation

Sekil 3.6: a. XTT Hiicre Proliferasyon Kiti, b. Apoptoz Belirleme Kiti

3.5 APOPTOZ (Anneksin V- FITC) TESTI

Test materyallerinden elde edilen ortam ekstraktlarinin apoptotik etkilerinin belirlenmesi
icin BD Pharmingen FITC Anneksin VV Apoptoz belirleme kiti kullanildi (Sekil 3.6, b). L929
hiicreleri, 12 kuyucuklu plakaya 75 x 10° hiicre/kuyu icerecek sekilde ekildi. Etiivde 24 saat
inkiibe edilerek hiicrelerin yapismasi saglandiktan sonra, besiyeri ¢ekilerek uzaklastirildi ve
kuyucuklara test materyallerinin ortam ekstraktlarindan 1000 ul pipetlendi. Etiivde 48 saat
inkiibe edildikten sonra kuyucuklardaki hiicreler toplandi, fosfat tamponlu salin ile 2 kez

yikandi.

Sekil 3.7: Akim Sitometri Cihaz1 (BD Accuri C6)
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Kontrol grubu olarak ayrilan hiicreler baglama tamponu ile resiispande edildikten sonra dort
tiipe boliindii; hi¢ boya icermeyen, propidium iodide (PI) ile boyanan, Anneksin V ile
boyanan ve PI+Anneksin V ile boyanan gruplar olusturuldu. Oda sicakliginda ve karanlikta
20 dakika inkiibasyon yapildiktan sonra hiicreler akim sitometri cihazinda analiz edildi
(Sekil 3.7) (BD Accuri C6 Flow Cytometer, BD Biosciences, ABD). Deney gruplarindaki
hiicreler 100 pl baglama tamponu ile resuspande edildikten sonra 1 ul PI ve 1 pul Anneksin

V ile boyandi. Inkiibasyonun ardindan hiicreler akim sitometri cihazinda analiz edildi.

Akim sitometri cihazinin analiz programindan elde edilen FSC-A/SSC-A grafiginde P1
alaninda 20 x 10% hiicre sayildi. P1 alanindaki hiicrelerin FL1-A ve FL2-A filtrelerinde

analizi yapilarak canli hiicre ile erken, ge¢ apoptoz ve nekroz alanlar1 belirlendi.
3.6 ISTATISTIKSEL ANALIZLER

Istatistiksel analizler SPSS V.23 (SPSS INC, Chicago, IL, ABD) paket programi
kullanilarak yapildi. “Kolmogorov-Smirnov” testi ile degiskenlerin normal dagilima
uygunlugu 6l¢iildii ve normal dagilimda olduklari tespit edildi. Sonra da iki yonli varyans
analizi (ANOVA) testi yapild1. istatiksel olarak anlamli farklilik bulunan gruplarda Tukey
HSD Post hoc testi kullamldi. Istatistiksel analizlerin sonuglarinda, p degerleri 0,05'ten

kiiciik degerler anlamli kabul edildi.
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4. BULGULAR

41 EKSTRATLARIN 24 SAAT UYGULANMASI SONRASI XTT
OLCUMLERINDEN ELDE EDIiLEN HUCRE CANLILIK DEGERLERI

Calismada seffaf plak olarak kullanilan sekiz farkli termoplastik materyalin 1., 3., 7. ve 14.
Giin ekstratlarina 24 saat maruz birakilan hiicrelerin XTT testi 6l¢timlerinden elde edilen

canlilik yiizdelerinin ortalamalari, standart sapmalar1 Sekil 4.1°te verilmistir.

Sekil 4.1°de gosterilen hiicre canlilik yiizdeleri, kontrol grubunun degeri %100 olarak kabul

edildiginde, diger gruplarda basit oran hesabi ile elde edilen % degeridir ve canli hiicre

B . giin ekstratlar1

m 3. giin ekstratlari

= 7. gilin ekstratlar:

H 14. giin ekstratlar
& &

*

oranini simgelemektedir.

¢° Q

O

110

10

o

9

o

8

o

7

% Canhihik

6

o

5

o

Materyaller

Sekil 4.1: Seffaf plak materyallerinin 1., 3., 7. ve 14. giin ekstratlarinin 24 saatlik hiicre canlilik
yiizdeleri
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Tablo 4.1: Calismada kullanilan materyallerin 1., 3., 7. ve 14. giin ekstratlarina 24 saat maruz
birakilan hiicrelerin XTT testi 6l¢iimlerinden elde edilen canlilik ylizdelerinin ortalamalari, standart
sapmalar1 ve p degerleri

* isareti satirlardaki, siitunlardaki istatistiksel farkliliklar: gosterir (p<0,05).

1. giin 3. giin 7. giin 14. giin p

ekstratlar1 | ekstratlar1 | ekstratlan ekstratlari
CA® Pro 93,37 £3,46 | 94,25+0,45 | 91,29+1,61 84,51+3,70 0,008*
CA® Pro+ 90,19+4,83 | 100,53+6,31 | 100,70+1,84 | 89,60+3,38 0,059
Duran 90,22+4,50 | 97,15+£5,45 | 98,44+3,61 94,87+7,01 0,312
Duran+ 84,74+11,34 | 102,844+4,45 | 101,45+£2,06 | 94,36+6,56 0,046
Provecta 88,89+5,77 | 101,50+6,52 | 99,42+2,06 92,55+12,82 0,245
Zendura®A 81,85+5,37 | 101,17+1,61 | 89,87+4,48 88,24+4,61 0,004*
Zendura FLX | 83,61+1,84 | 92,28+5,89 | 89,93+1,54 85,09+8,67 0,242
SmartTrack® | 87,08+3,48 |85,68+1,51 | 85,82+4,50 81,35+6,26 0,433
p 0,278 0,004* <0,001* 0,271

Yapilan iki yonli varyans analizi (ANOVA) analizine goére ¢alismada kullanilan test
materyallerinin zamana bagli hiicre canlilik degerleri, materyalin tipinden (p<0,05) ve
zamandan etkilenmektedir (p<0,05). Calismada kullanilan test materyalleri ve zamanlar
arasinda etkilesim yoktur (p>0,05) (Tablo 4.2).

Tablo 4.2: Materyal ekstratlarina 24 saat maruz birakilan hiicrelerin canlilik degerlerinin 2 yonlii
ANOVA analizi ile incelenmesi

Kareler df Karelerin F Sig. Parsiyel

Toplam Ortalamasi Eta-Kare
Materyal 1440,95 7 205,85 7,15 | 0,00 0,44
Zaman 1476,44 3 492,15 17,11 | 0,00 0,45
Materyal*Zaman 876,80 21 41,75 1,45 | 0,13 0,32
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4.1.1 1. Giin Ekstratlarinin XTT Testi ile Elde Edilen Canhilik Degerleri

1. giin ekstratlarinin sitotoksisite bulgularina gore, ¢alismada kullanilan sekiz materyalin
hiicre canlilik degerleri arasinda istatistiksel olarak anlamli fark gézlenmemistir (p= 0,278,

Tablo 4.1, Sekil 4.2).

1. giin ekstratlan

100,00
v 90,00
=
-E 80,00
<
O 70,00
X
° 60,00
50,00
Q@
Sl & Sl ’v‘*' *
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Sekil 4.2: Materyallerin 1. giin ekstratlarinin 24 saatlik hiicre canlilik ytizdeleri
4.1.2 3. Giin Ekstratlarinin XTT Testi ile Elde Edilen Canlilik Degerleri

Materyallerin 3. giin ekstratlarinin sitotoksisite bulgularina gére, ¢alismada kullanilan sekiz
materyalin hiicre canlilik degerleri arasinda istatistiksel olarak anlamli fark gozlenmistir
(p=0,004, Tablo 4.1). SmartTrack® materyalinin hiicre canlilik degeri (85,68+1,51); CA®
Pro+ (100,53+6,31), Duran+ (102,84+4,45), Provecta (101,50+6,52) ve Zendura®A
(101,17+1,61) materyallerinden istatistiksel olarak anlamli derecede diisiik bulunmustur
(p<0,05, Tablo 4.1). Karsilagtirilan diger materyaller arasindaki fark istatistiksel olarak
anlamli bulunmamistir (p>0,05, Tablo 4.1, Sekil 4.3).
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3. giin ekstratlar:

110,00
2z 100,00
o
= 90,00
S 80,00
Li 70,00
D) 60,00
50,00
o X > S
@Qﬁ @Q@ Q&{b &‘b&\x 406'& &‘b@ ¥ ‘;C\ﬁv @a&
C}v QY’ 9 Q&O @Qb @ :b,és
@S
Materyaller

Sekil 4.3: Materyallerin 3. giin ekstratlarinin hiicre canlilik yiizdeleri

4.1.3 7. Giin Ekstratlarinin XTT Testi ile Elde Edilen Canlilik Degerleri

7. glin ekstratlarinin sitotoksisite bulgularna gore; ¢alismada kullanilan sekiz materyalin
hiicre canlilik degerleri arasinda istatistiksel olarak anlamli fark goézlenmistir (p<0,001,
Tablo 4.1). CA® Pro+ (100,70+1,84), Duran (98,44+3,61), Duran+ (101,45+2,06), Provecta
(99,42+2,06) materyallerinin hiicre canlilik degerleri; Zendura®A (89,87+4,48), Zendura
FLX (89,93+1,54) ve SmartTrack® (85,82+4,50) materyallerinden istatistiksel olarak
anlaml1 derecede yiiksek bulunmustur (p<0,05, Tablo 4.1, Sekil 4.4).
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Sekil 4.4: Materyallerin 7. giin ekstratlarinin hiicre canlilik yiizdeleri
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4.1.4 14. Giin Ekstratlarinin XTT Testi ile Elde Edilen Canlhilik Degerleri

14. giin ekstratlarmin sitotoksisite bulgularina gore, ¢alismada kullanilan sekiz materyalin
hiicre canlilik degerleri arasinda istatistiksel olarak anlamli fark gézlenmemistir (p=0,271,

Tablo 4.1, Sekil 4.5).
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Sekil 4.5: Materyallerin 14. giin ekstratlarinin hiicre canlilik yiizdeleri

Calismada kullanilan her bir materyalin 1., 3., 7. ve 14. giin ekstratlarinin 24 saatlik hiicre

canlilik yiizdeleri karsilastirildiginda;

CA®Pro materyalinin 1., 3, 7. ve 14. ekstratlarinin 24 saatlik hiicre canlilik degerleri arasinda
istatistiksel olarak anlamli fark gézlenmistir (p= 0,008, Tablo 4.1). CA® Pro materyalinin
14, giin ekstratinin hiicre canlilik degeri (84,51+3,70); 1. giin (93,37£3,46) ve 3. giin
(94,25+0,45) ekstratlarinin hiicre canlilik degerinden istatistiksel olarak anlamli derecede
diistiik bulunmustur (p<0,05, Tablo 4.1). 1., 3. ve 7. giin ekstratlarinin hiicre canlilik degerleri
karsilastirildiginda anlamli bir fark bulunmamistir (p>0,05, Tablo 4.1, Sekil 4.6).
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CA® Pro
100,00

90,00
80,00
70,00
60,00
50,00

1. giin ekstratlar1 3. giin ekstratlar1 7. giin ekstratlar1  14. giin ekstratlar1

% Canhihik

Sekil 4.6: CA® Pro materyalinin 1., 3., 7. ve 14.giin ekstratlarinin 24 saatlik hiicre canlilik

degerleri

CA® Pro+ materyalinin 1., 3., 7. ve 14. giin ekstratlarinin hiicre canlilik degerleri arasinda

istatistiksel olarak anlamli fark gézlenmemistir (p=0,059, Tablo 4.1, Sekil 4.7).

CA® Pro+
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% Canhhk

Sekil 4.7: CA® Pro+ materyalinin 1., 3., 7. ve 14.giin ekstratlarinin 24 saatlik hiicre canlilik
degerleri
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Duran materyalinin 1., 3., 7. ve 14. giin ekstratlarinin hiicre canlilik degerleri arasinda

istatistiksel olarak anlamli fark gézlenmemistir (p=0,312, Tablo 4.1, Sekil 4.8).
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Sekil 4.8: Duran materyalinin 1., 3., 7. ve 14. giin ekstratlarinin 24 saatlik hiicre canlilik
degerleri

Duran+ materyalinin 1., 3., 7. ve 14. giin ekstratlarinin hiicre canlilik degerleri arasinda
istatistiksel olarak anlamli fark gozlenmemistir (p=0,046, Tablo 4.1, Sekil 4.9).
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Sekil 4.9: Duran+ materyalinin 1., 3., 7. ve 14. giin ekstratlarinin hiicre canlilik degerleri
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Provecta materyalinin 1., 3., 7. ve 14. giin ekstratlarinin hiicre canlilik degerleri arasinda

istatistiksel olarak anlamli fark gézlenmemistir (p=0,245, Tablo 4.1, Sekil 4.10).
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Sekil 4.10: Provecta materyalinin 1., 3., 7. ve 14. giin ekstratlarinin hiicre canlilik degerleri

Zendura®A materyalinin 1., 3., 7. ve 14. giin hiicre canlilik degerleri arasinda istatistiksel
olarak anlamli fark gozlenmistir (p=0,004, Tablo 4.1). En yiiksek hiicre canlilig1 3. giin
ekstratinda gozlenirken (101,17+1,61) (p<0,05), diger giinler arasinda istatistiksel olarak
anlaml1 bir fark bulunmamustir (p>0,05, Tablo 4.1, Sekil 4.11).
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Sekil 4.11: Zendura®A materyalinin 1., 3., 7. ve 14. giin ekstratlarinin hiicre canlilik
degerleri

Zendura FLX materyalinin 1., 3., 7. ve 14. giin ekstratlarinin hiicre canlilik degerleri arasinda
istatistiksel olarak anlamli fark gézlenmemistir (p=0,242, Tablo 4.1, Sekil 4.12).
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Sekil 4.12: Zendura FLX materyalinin 1., 3., 7. ve 14. giin ekstratlarinin hiicre canlilik

degerleri
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SmartTrack® materyalinin 1., 3., 7. ve 14. giin ekstratlarimn hiicre canlilik degerleri arasinda
istatistiksel olarak anlamli fark gozlenmemistir (p=0,433, Tablo 4.1, Sekil 4.13).
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Sekil 4.13: SmartTrack® materyalinin 1., 3., 7. ve 14. giin ekstratlarinin hiicre canlilik
degerleri
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42 EKSTRATLARIN 48 SAAT UYGULANMASI SONRASI XTT
OLCUMLERINDEN ELDE EDIiLEN HUCRE CANLILIK DEGERLERI

Calismada seffaf plak olarak kullanilan sekiz farkli termoplastik materyalin 1., 3., 7. ve 14.
Glin ekstratlarina 48 saat maruz birakilan hiicrelerin XTT testi Ol¢timlerinden elde edilen

canlilik yiizdelerinin ortalamalari, standart sapmalar1 Tablo 4.3°te verilmistir.

Sekil 4.14°te gosterilen hiicre canlilik yiizdeleri, kontrol grubunun degeri %100 olarak kabul
edildiginde, diger gruplarda basit oran hesabi ile elde edilen % degeridir ve canli hiicre

oranini simgelemektedir.
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Sekil 4.14: Seffaf plak materyallerinin 1., 3., 7. ve 14. giin ekstratlarinin 48 saatlik hiicre canlilik
yiizdeleri
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Tablo 4.3: Caligmada kullanilan materyallerin 1., 3., 7. ve 14. giin ekstratlarina 48 saat maruz
birakilan hiicrelerin XTT testi 6l¢iimlerinden elde edilen canlilik yiizdelerinin ortalamalari, standart
sapmalar1 ve p degerleri

* isareti satirlardaki, siitunlardaki istatistiksel farkliliklar: gésterir (p<0,05).

1. giin 3. giin 7. giin 14. giin p

ekstratlari ekstratlar1 | ekstratlar ekstratlari
CA® Pro 76,81+2,76 85,57+3,74 | 77,08+2,01 76,05+1,22 0,006*
CA® Pro+ 88,05+0,43 87,45+£5,92 | 68,50+4,75 53,27+6,27 <0,001*
Duran 86,19+3,19 87,83+6,94 | 67,23+3,05 60,94+3,68 <0,001*
Duran+ 86,15+6,00 93,38+5,00 | 77,14+7,27 51,42+7,60 <0,001*
Provecta 86,53+2,26 91,24+4,13 | 76,49+3,92 54,07+6,43 <0,001*
Zendura®A 88,51+3,92 99,48+6,70 | 77,11+5,51 62,80+3,60 <0,001*
Zendura FLX | 86,60+5,83 92,46+7,15 | 70,2242,06 65,89+6,70 0,001*
SmartTrack® | 81,85+2,71 85,04+3,69 | 73,14+2,85 63,12+2,87 <0,001*
p 0,027* 0,085 0,048 0,001*

Yapilan iki yonlii varyans analizine (ANOVA) gore c¢alismada kullanilan test

materyallerinin zamana bagli hiicre canlilik degerleri, materyalin tipinden (p<0,05) ve

zamandan etkilenmektedir (p<0,05). Calismada kullanilan test materyalleri ve zamanlar

arasinda etkilesim mevcuttur (p<0,05) (Tablo 4.4).

Tablo 4.4: Materyal ekstratlarina 48 saat maruz birakilan hiicrelerin canlilik degerlerinin 2 yonlii
ANOVA analizi ile incelenmesi

Kareler df Karelerin F si Parsiyel Eta-
Toplami Ortalamasi g- Kare
Materyal 490,17 7 70,02 3,06 |0,01 0,25
Zaman 12307,02 | 3 4102,34 179,49 | 0,00 0,89
Materyal*Zaman | 2062,57 |21 98,22 4,30 | 0,00 0,59
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4.2.1 1. Giin Ekstratlarinin XTT Testi ile Elde Edilen Canhilik Degerleri

1. giin ekstratlarinin sitotoksisite bulgularina gore, ¢alismada kullanilan sekiz materyalin
hiicre canlilik degerleri arasinda istatistiksel olarak anlamli fark gozlenmistir (p=0,027,
Tablo 4.3). CA® Pro materyalinin hiicre canlilik degeri (76,81+2,76); CA® Pro+
(88,05+0,43) ve Zendura®A (88,51+3,92) materyallerinden istatistiksel olarak anlamli
derecede diisiik bulunmustur (p<0,05, Tablo 4.1). Karsilastirilan diger materyaller
arasindaki fark istatistiksel olarak anlamli bulunmamustir (p>0,05, Tablo 4.3, Sekil 4.15).
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Sekil 4.15: Materyallerin 1. giin ekstratlarinin 48 saatlik hiicre canlilik yiizdeleri

4.2.2 3. Giin Ekstratlarinin XTT Testi ile Elde Edilen Canhlik Degerleri

3. giin ekstratlarinin sitotoksisite bulgularina gore, ¢alismada kullanilan sekiz materyalin
hiicre canlilik degerleri arasinda istatistiksel olarak anlamli fark bulunmamistir (p=0,085,

Tablo 4.3, Sekil 4.16).
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3. giin ekstratlar:
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Sekil 4.16: Materyallerin 3. giin ekstratlarinin 48 saatlik hiicre canlilik yiizdeleri
4.2.3 7. Giin Ekstratlarinin XTT Testi ile Elde Edilen Canlilik Degerleri

7. giin ekstratlarmin sitotoksisite bulgularina gore, ¢alismada kullanilan sekiz materyalin
hiicre proliferasyon yiizdeleri arasinda istatistiksel olarak anlamli fark bulunmamistir

(p=0,048, Tablo 4.3, Sekil 4.17).
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Sekil 4.17: Materyallerin 7. giin ekstratlarinin 48 saatlik hiicre canlilik ytizdeleri
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4.2.4 14. Giin Ekstratlarimin XTT Testi ile Elde Edilen Canlilik Degerleri

14. giin ekstratlarmin sitotoksisite bulgularina gore, ¢alismada kullanilan sekiz materyalin
hiicre canlilik degerleri arasinda istatistiksel olarak anlamli fark gozlenmistir (p=0,001,
Tablo 4.3). CA® Pro materyalinin hiicre canlilik degeri (76,05+1,22); CA® Pro+
(53,27+£6,27), Duran (60,94+3,68), Duran+ (51,42+7,60), Provecta (54,07+6,43)
materyallerinden istatistiksel olarak anlamli derecede yiiksek bulunmustur (p<0,05, Tablo
4.3). Karsilastirilan diger materyaller arasindaki fark istatistiksel olarak anlaml

bulunmamustir (p>0,05, Tablo 4.3, Sekil 4.18).
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Sekil 4.18: Materyallerin 14. giin ekstratlarinin 48 saatlik hiicre canlilik yiizdeleri

Calismada kullanilan her bir materyalin 1., 3., 7. ve 14. giin ekstratlarinin 48 saatlik hiicre

canlilik ytlizdeleri degerlendirildiginde;

CA® Pro materyalinin 1., 3., 7. ve 14. giin ekstratlarinin 48 saatlik hiicre canlilik degerleri
arasinda istatistiksel olarak anlamli fark gdzlenmistir (p= 0,006, Tablo 4.3). CA® Pro
materyalinin 3. giin ekstratinin hiicre canlilik degeri (85,57+3,74); 1. giin (76,81+2,76), 7.
Giin (77,08+2,01) ve 14. giin (76,05+1,22) ekstratlarinin hiicre canlilik degerlerinden yiiksek
bulunmustur (p<0,05, Tablo 4.3, Sekil 4.19).
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Sekil 4.19: CA® Pro materyalinin 1., 3., 7. ve 14. giin ekstratlarinin 48 saatlik hiicre canlilik
degerleri

CA® Pro+ materyalinin 1., 3., 7. ve 14. giin ekstratlarinin 48 saatlik hiicre canlilik degerleri
arasinda istatistiksel olarak anlamli fark goézlenmistir (p<0,001, Tablo 4.3). 1. giin
(88,05+0,43) ve 3. giin (87,45+5,92) ekstratlar ile karsilastirildiginda 7. giin (68,50+4,75)
ve 14. giin (53,2746,27) ekstratlarinin hiicre canlilik degerleri anlamli olarak diismiistiir
(p<0,05, Tablo 4.3, Sekil 4.20).

CA® Pro+

100,00

90,00

80,00
70,00
60,00
50,00 &

1. glin ekstratlar1 3. giin ekstratlar1 7. giin ekstratlar1  14. giin ekstratlar

% Canhhk

Sekil 4.20: CA® Pro+ materyalinin 1., 3., 7. ve 14. giin ekstratlarinin 48 saatlik hiicre canlilik
degerleri
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Duran materyalinin 1., 3., 7. ve 14. giin ekstratlarinin 48 saatlik hiicre canlilik degerleri
arasinda istatistiksel olarak anlamli fark goézlenmistir (p<0,001, Tablo 4.3). 1.giin
(86,19+3,19) ve 3. giin ekstratlarinin hiicre canliligi degerleri (87,83+6,94) arasinda anlaml
bir fark yokken (p>0,05), 7. giin (67,23+3,05) ve 14. giin (60,94+3,68) ckstratlarinin hiicre
canlilik degeri oldukga diisiik bulunmustur (p<0,05, Tablo 4.3, Sekil 4.21).
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Sekil 4.21: Duran materyalinin 1., 3., 7. ve 14. giin ekstratlarinin 48 saatlik hiicre canlilik degerleri

Duran+ materyalinin 1., 3., 7. ve 14. giin ekstratlarinin 48 saatlik hiicre canlilik degerleri
arasinda istatistiksel olarak anlamli fark goézlenmistir (p<0,001, Tablo 4.3). 1.giin
(86,15+6,00), 3. giin (93,38+5,00) ve 7. giin (77,14+7,27) ekstratlarinin hiicre canlilig1
degerleri arasinda anlamli bir fark yokken (p>0,05), 14. giin ekstratinin hiicre canlilik degeri

(51,42+7,60) anlaml olarak dismiistiir (p<0,05, Tablo 4.3, Sekil 4.22).
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Sekil 4.22: Duran+ materyalinin 1., 3., 7. ve 14. giin ekstratlarinin 48 saatlik hiicre canlilik
degerleri

Provecta materyalinin 1., 3., 7. ve 14. giin ekstratlarinin 48 saatlik hiicre canlilik degerleri
arasinda istatistiksel olarak anlaml fark gézlenmistir (p<0,001, Tablo 4.3). En yiiksek hiicre
canlilig1 3. giin ekstratinda gozlenirken (91,24+4,13), en diisiik hiicre canlilig1 da 14. giin
ekstratinda gozlenmistir (54,07+6,43) (p<0,05, Tablo 4.3, Sekil 4.23).
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Sekil 4.23: Provecta materyalinin 1., 3., 7. ve 14. giin ekstratlarinin 48 saatlik hiicre canlilik
degerleri
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Zendura®A materyalinin 1., 3., 7. ve 14. giin ekstratlarinin 48 saatlik hiicre canlilik degerleri
arasinda istatistiksel olarak anlaml fark g6zlenmistir (p<0,001, Tablo 4.3). En yiiksek hiicre
canlilig1 3. giin ekstratinda gézlenirken (99,48+6,70), en diisiik hiicre canliligi da 14. giin
ekstratinda gozlenmistir (62,80+3,60) (p<0,05, Tablo 4.3, Sekil 4.24).
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Sekil 4.24: Zendura®A materyalinin 1., 3., 7. ve 14. giin ekstratlarinin 48 saatlik hiicre canlilik
degerleri

Zendura FLX materyalinin 1., 3., 7. ve 14. giin ekstratlarinin 48 saatlik hiicre canlilik
degerleri arasinda istatistiksel olarak anlamli fark gézlenmistir (p<0,001, Tablo 4.3). 1.giin
(86,60+5,83), 3. Giin (92,46+7,15) ekstratlarinin hiicre canlilik degerleri arasinda
istatistiksel olarak anlamli bir fark bulunamazken (p>0,05) 7. (70,22+2,06) ve 14.
(65,89+6,70) giin ekstratlarinin hiicre canliligi anlamli derecede diismiistiir (p<<0,05, Tablo
4.3, Sekil 4.25).
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Zendura FLX
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80,00
70,00
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50,00

1. giin ekstratlar1 3. giin ekstratlar1 7. giin ekstratlar1 14. giin ekstratlar1

% Canhhk

Sekil 4.25: Zendura FLX materyalinin 1., 3., 7. ve 14. giin ekstratlarinin 48 saatlik hiicre canlilik
degerleri

SmartTrack® materyalinin 1., 3., 7. ve 14. giin ekstratlarinin 48 saatlik hiicre canlilik
degerleri arasinda istatistiksel olarak anlaml fark gézlenmistir (p<0,001, Tablo 4.3). 1.giin
(81,85+2,71), 3. Giin (85,04+3,69) ekstratlarinin hiicre canlilik degerleri arasinda
istatistiksel olarak anlamli bir fark bulunmamustir (p>0,05). 7. (73,14+2,85) ve 14.
(63,12+2,87) giin ekstratlarinin hiicre canliligi anlamli derecede diismiistiir (p<0,05, Tablo
5). En diisiik hiicre canlilig1 14. giin ekstratinda (63,12+2,87) gézlenmistir (p<0,05, Tablo
4.3, Sekil 4.26).
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Sekil 4.26: SmartTrack® materyalinin 1., 3., 7. ve 14. giin ekstratlarinin 48 saatlik hiicre canlilik
degerleri
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4.3 APOPTOZ BULGULARI

CAP® Pro materyalinin Annexin/PI ile boyanarak apoptotik etkisinin dl¢iildiigii akis sitometri
sonuglar1 Sekil 4.27 ve 4.28°de gosterilmektedir. Grafikte sol altta canli hiicreler (LL), sag
altta erken apoptoz (LR), sag iistte gec apoptoz (UR) ve sol iistte nekrotik hiicreler (UL)
goriilmektedir. Kontrol grubunda canli hiicre oran1 %98,00 iken, CA® Pro materyalinin 1.,
3., 7. ve 14. giin ekstratlarina maruz birakilan hiicrelerde bu oranin sirasiyla %95,80;

%97,70; %95,40 ve %92,20 oldugu belirlenmistir (Sekil 4.27).

A12UT 06.11.2022 FO1 a1 p1 06.11.2022 FO2 a3 p106.11.2022
~ Gate: (P2 in all) Gate: (P2 in all) Gate: (P2 in all)

]
7.2

CA® Pro 1.giin
FO3 a7 p106.11.2022 FO4 a14 p1 06.11.2022
o Gate: (P2 in all) oS Gate: (P2 in all)
E . E]
%
%
—_
d

W w3

CA® Pro 7.giin CA® Pro 14.giin

Sekil 4.27: CA® Pro materyalinin 1., 3., 7. ve 14. giin ekstratlarinin akis sitometri grafiklerinde
canli (LL), erken apoptoz (LR), ge¢ apoptoz (UR) ve nekroz (UL) oranlart.
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CA® Pro materyal grubunun 1. giin ekstratlarinim hiicre canlilik degeri %96,60+0,80; erken
apoptoz %0,75+0,15; ge¢ apoptoz %0,60+0,20 ve nekroz orani %2+0,40 olarak 6l¢iilmiistiir.
3. giin ekstratlarinin hiicre canlilik degeri %97,60+0,10; erken apoptoz %0,55+0,15; ge¢
apoptoz %0,45+0,05 ve nekroz orani %1,35+0,25°diir. 7. giin ekstratlarinin hiicre canlilik
degeri %95,40+1,30; erken apoptoz %0,5040,06 ; gec apoptoz %0,80+0,05 ve nekroz orani
%3,20+0,60 olarak izlenmektedir. 14. giin ekstratlarinin hiicre canlilik degeri %95,27+2,69;
erken apoptoz %0,35+0,15; ge¢ apoptoz %0,70+0,30 ve nekroz orani %4,25+2,05 olarak
izlenmektedir. CA® Pro materyalinin 1., 3., 7. ve 14. ekstratlarinin 48 saatlik hiicre canlilik

degerleri arasinda istatistiksel olarak anlamli fark gézlenmemistir (p>0,05) (Sekil 4.28).
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M Canli Hicre mErken Apoptoz M Geg Apoptoz Nekroz

Sekil 4.28: CA® Promateryalinin 1., 3., 7. ve 14. giin ekstratlarinin apoptoz bulgularina gore canli,
erken apoptoz, gec¢ apoptoz ve nekroz hiicre oranlari
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CA® Pro+ materyalinin Annexin/PI ile boyanarak apoptotik etkisinin olgiildiigii akis
sitometri sonuglart Sekil 4.29 ve 4.30°da gosterilmektedir. Kontrol grubunda canli hiicre
oran1 %98,00 iken, CA® Pro+ materyalinin 1., 3., 7. ve 14. giin ekstratlarina maruz birakilan

hiicrelerde bu oranin sirasiyla %97,70; %95,70; %95,70 ve %98,10 oldugu belirlenmistir
(Sekil 4.29).
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Sekil 4.29: CA® Pro+ materyalinin 1., 3., 7. ve 14. giin ekstratlarinin akis sitometri grafiklerinde
canli (LL), erken apoptoz (LR), ge¢ apoptoz (UR) ve nekroz (UL) oranlari.
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CA® Pro* materyal grubunun 1. giin ekstratlarinin hiicre canlilik degeri %97,95+0,25; erken
apoptoz  %0,55+0,05; ge¢ apoptoz %0,45+0,15 ve nekroz orami %1,05+0,35 olarak
Olcililmistiir. 3. gilin ekstratlarinin hiicre canlilik degeri %94,85+0,85; erken apoptoz
%1,45+0,25; ge¢ apoptoz %1,40+0,50 ve nekroz orani %2,30+0,10’dur. 7. giin ekstratlarinin
hiicre canlilik degeri %94,90+0,80; erken apoptoz %1,30+0,20; ge¢ apoptoz %0,65+0,05 ve
nekroz orani %3,15+0,55 olarak izlenmektedir. 14. ekstratlarinin giin hiicre canlilik degeri
%97,8040,30; erken apoptoz %0,45+0,05; ge¢ apoptoz %0,30 ve nekroz orani %1,45+0,25
olarak izlenmektedir. CA® Pro* materyalinin 1., 3., 7. ve 14. ekstratlarinin 48 saatlik hiicre
canlilik degerleri arasinda istatistiksel olarak anlamli1 fark gézlenmistir (p<0,05). En yiiksek
hiicre canliligr 1. giin (97,9540,25) ve 14. giin (97,80+0,30) ekstratlarinda goriilmektedir
(p<0,05) (Sekil 4.30).
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Sekil 4.30: CA® Pro* materyalinin 1., 3., 7. ve 14. giin ekstratlarinin apoptoz bulgularina gore canl,
erken apoptoz, gec¢ apoptoz ve nekroz hiicre oranlari

44



Duran materyalinin AnnexinV/PI ile boyanarak apoptotik etkisinin 6l¢iildiigii akis sitometri
sonuclar1 Sekil 4.31 ve 4.32°de gosterilmektedir. Kontrol grubunda canli hiicre oran1 %98,00
iken, Duran materyalinin 1., 3., 7. ve 14. giin ekstratlarina maruz birakilan hiicrelerde bu

oranin sirastyla %97,10; %96,0; %95,90 ve %97,70 oldugu belirlenmistir (Sekil 4.31).
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Sekil 4.31: Duran materyalinin 1., 3., 7. ve 14. giin ekstratlarinin akis sitometri grafiklerinde canlt
(LL), erken apoptoz (LR), geg¢ apoptoz (UR) ve nekroz (UL) oranlari
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Duran materyal grubunun 1. giin ekstratlarinin hiicre canlilik degeri %96,70+0,40; erken
apoptoz  %0,35+0,05; ge¢ apoptoz %0,40+0,10 ve nekroz orami %?2,55+0,35 olarak
Olcililmistiir. 3. gilin ekstratlarinin hiicre canlilik degeri %94,75+1,25; erken apoptoz
%0,45+0,15; gec apoptoz %0,55+0,15 ve nekroz oran1 %4,25+0,10’dur. 7. ekstratlarinin giin
hiicre canlilik degeri %94,70+1,20; erken apoptoz %0,70+0,40; ge¢ apoptoz %0,60+0,20 ve
nekroz orant %4+0,55 olarak izlenmektedir. 14. giin ekstratlarinin hiicre canlilik degeri
%96,65+1,05; erken apoptoz 9%0,35+0,15; ge¢ apoptoz %0,60+0,40 ve nekroz orani
%2,40+0,25 olarak izlenmektedir. Duran materyalinin 1., 3., 7. ve 14. ekstratlarinin 48
saatlik hiicre canlilik degerleri arasinda istatistiksel olarak anlamli fark gozlenmemistir

(p>0,05) (Sekil 4.32).
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Sekil 4.32: Duran materyalinin 1., 3., 7. ve 14. giin ekstratlarinin apoptoz bulgularina gore canli,
erken apoptoz, ge¢ apoptoz ve nekroz hiicre oranlart
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Duran+ materyalinin  AnnexinV/PI ile boyanarak apoptotik etkisinin Ol¢iildiigii akis
sitometri sonuclar1 Sekil 4.33 ve 4.34’te gosterilmektedir. Kontrol grubunda canli hiicre
orani %98,00 iken, Duran+ materyalinin 1., 3., 7. ve 14. Giin ekstratlarina maruz birakilan
hiicrelerde bu oranin sirasiyla %94,00; %95,70; %91,60 ve %89,3 oldugu belirlenmistir
(Sekil 4.33).
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Sekil 4.33: Duran+ materyalinin 1., 3., 7. ve 14. giin ekstratlarinin akis sitometri grafiklerinde canli
(LL), erken apoptoz (LR), ge¢ apoptoz (UR) ve nekroz (UL) oranlar

Duran® materyal grubunun 1. giin ekstratlarinin hiicre canlilik degeri %93,40+0,60; erken
apoptoz 9%0,55+0,15; ge¢ apoptoz %0,90+0,30 ve nekroz orami %5,15+0,15 olarak
Olciilmiistlir. 3. gilin ekstratlarinin hiicre canlilik degeri %95,95+0,25; erken apoptoz
%0,55+0,25; ge¢ apoptoz %0,80+0,40 ve nekroz oran1 %2,70+0,90°dir. 7. giin ekstratlarinin
hiicre canlilik degeri %90,90+0,70; erken apoptoz %1,05+0,55; gec apoptoz %0,95+0,05 ve
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nekroz orani %7,10+0,10 olarak izlenmektedir. 14. giin ekstratlarinin hiicre canlilik degeri
%88,90+0,40; erken apoptoz %8,05+0,35; ge¢ apoptoz %1,20+0,10 ve nekroz orani
%1,85+0,85 olarak izlenmektedir. Duran® materyalinin 1., 3., 7. ve 14. ekstratlarinin 48
saatlik hiicre canlilik degerleri arasinda istatistiksel olarak anlamli fark gozlenmistir
(p<0,05). En yiiksek canlilik degeri 3. giin (95,95+0,25), en diisiik hiicre canlilig1 ise 14. giin
(88,90+0,40) ekstratlarinda goriilmektedir (p<0,05) (Sekil 4.34).
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Sekil 4.34: Duran+ materyalinin 1., 3., 7. ve 14. giin ekstratlarinin apoptoz bulgularina gore canli,
erken apoptoz, gec¢ apoptoz ve nekroz hiicre oranlari
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Provecta materyalinin Annexin/PI ile boyanarak apoptotik etkisinin 6l¢iildiigii akis sitometri
sonuglari Sekil 4.35 ve 4.36’da gosterilmektedir. Kontrol grubunda canli hiicre orani %98,00
iken, Provecta materyalinin 1., 3., 7. ve 14. Giin ekstratlarina maruz birakilan hiicrelerde bu
oranin sirastyla %81,20; %85,20; %92,80 ve %90,40 oldugu belirlenmistir (Sekil 4.35).

A12 UT 06.11.2022
~ _Gate: (P2 in all) E07 el E08 e3
E+

« Gate: (P2inall)

Q2-UR
1.7%
Q2-LR
bl
PRI R B A I e W B J2
FL1-A
Kontrol Provecta 1.giin Provecta 3.giin
E09 7 E10e14

s, Gate: (P2 in all)

s
w Wl W Wt S S W2

FL1-A
Provecta 7.giin Provecta 14.giin

Sekil 4.35: Provecta materyalinin 1., 3., 7. ve 14. giin ekstratlarinin akis sitometri grafiklerinde
canli (LL), erken apoptoz (LR), ge¢ apoptoz (UR) ve nekroz (UL) oranlari
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Provecta materyal grubunun 1. giin ekstratlarinin hiicre canlilik degeri %87,07+5,09; erken
apoptoz %4,43+3,25; ge¢ apoptoz %]1,60+0,66 ve nekroz orant %6,90 +1,30 olarak
Olglilmiigtiir. 3. giin ekstratlarinin hiicre canlilik degeri %92,27+6,19; erken apoptoz
%4,53+2,10; ge¢ apoptoz %0,93+0,35 ve nekroz oran1 %2,27+1,20°dir. 7. giin ekstratlarinin
hiicre canlilik degeri %94,20+1,51; erken apoptoz %2,13+1,02; geg¢ apoptoz %0,83+0,40 ve
nekroz orani %2,83+0,35 olarak izlenmektedir. 14. giin ekstratlarinin hiicre canlilik degeri
%92,67+2,08; erken apoptoz %2,90+1,17; ge¢ apoptoz %0,90+0,30 ve nekroz orani
%3,53+0,65 olarak izlenmektedir. Provecta materyalinin 1., 3., 7. ve 14. ekstratlarinin 48
saatlik hiicre canlilik degerleri arasinda istatistiksel olarak anlamli fark gozlenmemistir
(p>0,05) (Sekil 4.36).
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Sekil 4.36: Provecta materyalinin 1., 3., 7. ve 14. giin ekstratlarinin apoptoz bulgularina gore canli,
erken apoptoz, gec¢ apoptoz ve nekroz hiicre oranlari
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Zendura®A materyalinin AnnexinV/PI ile boyanarak apoptotik etkisinin ol¢iildiigii akis
sitometri sonuglar1 Sekil 4.37 ve 4.38’de gosterilmektedir. Kontrol grubunda canli hiicre
oran1 %98,00 iken, Zendura®A materyalinin 1., 3., 7. ve 14. Giin ekstratlarina maruz

birakilan hiicrelerde bu oranin sirasiyla %96,10; %94,00; %95,90 ve %96,30 oldugu
belirlenmistir (Sekil 4.37).
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Sekil 4.37: Zendura®A materyalinin 1., 3., 7. ve 14. giin ekstratlarinin akis sitometri grafiklerinde
canli (LL), erken apoptoz (LR), ge¢ apoptoz (UR) ve nekroz (UL) oranlari
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Zendura®A materyal grubunun 1. giin ekstratlarmin hiicre canlilik degeri %96,30+0,20;
erken apoptoz %0,10+0,05; ge¢ apoptoz %0,55+0,25 ve nekroz oran1 %3,05+0,55 olarak
Olglilmiigtiir. 3. giin ekstratlarinin hiicre canlilik degeri %92,60+1,40; erken apoptoz
%0,65+0,25; gec apoptoz %0,60+0,30 ve nekroz orant %6,15+0,55°tir. 7. giin ekstratlarinin
hiicre canlilik seviyesi %95,35+0,55; erken apoptoz %0,35+0,15; ge¢ apoptoz %0,60+0,30
ve nekroz oram1 %3,70+0,10 olarak izlenmektedir. 14. giin ekstratlarinin hiicre canlilik
degeri %95,95+0,35; erken apoptoz %0,30+0,10; ge¢ apoptoz %0,70+0,20 ve nekroz orani
%3,05+0,45 olarak izlenmektedir. Zendura®A materyalinin 1., 3., 7. ve 14. ekstratlarinin 48
saatlik hiicre canlilik degerleri arasinda istatistiksel olarak anlamli fark goézlenmistir
(p<0,05). En diisiik hiicre canlilig1 3. giin ekstratinda (92,60+1,40) goriillmektedir (p<0,05)
(Sekil 4.38).
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Sekil 4.38: Zendura®A materyalinin 1., 3., 7. ve 14. giin ekstratlarinin apoptoz bulgularina gore
canli, erken apoptoz, gec apoptoz ve nekroz hiicre oranlari
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Zendura FLX materyalinin AnnexinV/PI ile boyanarak apoptotik etkisinin dl¢iildiigii akis
sitometri sonuglart Sekil 4.39ve 4.40’ta gosterilmektedir. Kontrol grubunda canli hiicre orani
%98,00 iken, Zendura FLX materyalinin 1., 3., 7. ve 14. Giin ekstratlarina maruz birakilan
hiicrelerde bu oranin sirasiyla %79,90; %82,40; %88,00 ve %81,70 oldugu belirlenmistir
(Sekil 4.39).
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Sekil 4.39: Zendura FLX materyalinin 1., 3., 7. ve 14. giin ekstratlarinin akis sitometri
grafiklerinde canli (LL), erken apoptoz (LR), ge¢ apoptoz (UR) ve nekroz (UL) oranlari
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Zendura FLX materyal grubunun 1. giin ekstratlarinin hiicre canlilik degeri %80,25+0,35;
erken apoptoz %6,85+0,35; gec apoptoz %4,80+0,40 ve nekroz oran1 %8,10+0,40 olarak
Olglilmiigtiir. 3. giin ekstratlarinin hiicre canlilik degeri %81,55+0,85; erken apoptoz
%5,65+0,25; gec apoptoz %4,80+0,30 ve nekroz oran1 %8+0,30’dur. 7. giin ekstratlarinin
hiicre canlilik degeri %87,65+0,35; erken apoptoz %5+0,30; ge¢ apoptoz %4,25+1,35 ve
nekroz orani %3,10+1,30 olarak izlenmektedir. 14. giin ekstratlarinin hiicre canlilik degeri
%83,10+1,40; erken apoptoz %3,95+0,35; ge¢ apoptoz %5,10+0,10 ve nekroz orani
%7,85+0,95 olarak izlenmektedir. Zendura FLX materyalinin 1., 3., 7. ve 14. ekstratlarinin
48 saatlik hiicre canlilik degerleri arasinda istatistiksel olarak anlamli fark gézlenmistir
(p<0,05). En yiiksek canlilik degeri 7. giin ekstratinda (87,65+0,35) goriilmektedir (p<0,05)
(Sekil 4.40).
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Sekil 4.40: Zendura FLX materyalinin 1., 3., 7. ve 14. giin ekstratlarinin apoptoz bulgularina gore
canli, erken apoptoz, gec apoptoz ve nekroz hiicre oranlari

54



SmartTrack® materyalinin AnnexinV/PI ile boyanarak apoptotik etkisinin dl¢iildiigii akis
sitometri sonuglar1 Sekil 4.41 ve 4.42°de gosterilmektedir. Kontrol grubunda canli hiicre
oran1 %98,00 iken, SmartTrack® materyalinin 1., 3., 7. ve 14. Giin ekstratlarina maruz

birakilan hiicrelerde bu oranin sirasiyla %81,80; %82,40; %86,40 ve %83,70 oldugu
belirlenmistir (Sekil 4.41).
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Sekil 4.41: SmartTrack® materyalinin 1., 3., 7. ve 14. giin ekstratlarimin akis sitometri grafiklerinde
canli (LL), erken apoptoz (LR), ge¢ apoptoz (UR) ve nekroz (UL) oranlari
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SmartTrack® materyal grubunun 1. giin ekstratlarmin hiicre canlilik degeri %82,70+0,90;
erken apoptoz %5,25+0,35; gec apoptoz %4,40+0,20 ve nekroz oran1 %7,65+1,05 olarak
Olglilmiigtiir. 3. giin ekstratlarinin hiicre canlilik degeri %81,55+0,85; erken apoptoz
%7,80+0,30; gec apoptoz %3,40+0,30 ve nekroz oran1 %7,25+0,85°tir. 7. giin ekstratlarinin
hiicre canlilik degeri %87,20+0,80; erken apoptoz %5,85+0,95; ge¢ apoptoz %4,20+0,70 ve
nekroz orani %2,75+0,85 olarak izlenmektedir. 14. giin ekstratlarinin hiicre canlilik seviyesi
%82,10+1,60; erken apoptoz %4,90+0,10; ge¢ apoptoz %5,75+0,55 ve nekroz orani
%7,25+1,15 olarak izlenmektedir. SmartTrack® materyalinin 1., 3., 7. ve 14. ekstratlarinin
48 saatlik hiicre canlilik degerleri arasinda istatistiksel olarak anlamli fark gozlenmistir
(p<0,05). En yiiksek canlilik degeri 7. giin ekstratinda (87,20+0,80) goriilmektedir (p<0,05)
(Sekil 4.42).
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Sekil 4.42: SmartTrack® materyalinin 1., 3., 7. ve 14. giin ekstratlarimin apoptoz bulgularma gore
canli, erken apoptoz, gec apoptoz ve nekroz hiicre oranlari
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5. TARTISMA VE SONUC

Cesitli malokliizyonlar giiliis estetigini olumsuz yonde etkiledigi gibi agiz hijyeni etkinligini
ve periodontal sagligi da tehlikeye atar. Hastalarin ortodontik tedavi isteginin dissel
nedenler, estetik iyilestirme beklentisi bununla birlikte 6z saygi, gliveninin artirilmasi gibi
birgok nedeni vardir (Bollen, 2008; Kaur ve digerleri, 2018). Gliniimiizde estetik, ortodontik
tedavi goren hastalarin temel kaygisi haline gelmistir. Yetiskinler ve profesyoneller,
geleneksel sabit tedavi yerine estetik bir alternatifi tercih etmektedir. Estetik beklentinin
artmasi Ve yeni teknolojilerin kullanilmaya baslanmasi, malokliizyon tedavisine ¢esitli

estetik alternatiflerin sunulmasina yol agmistir (Kumar, 2019).

[k seffaf plaklar, ortodontik tedavinin son asamalar1 igin bir arag olarak veya sadece dis
pozisyonundaki kiigiik diizensizlikleri tedavi etmek igin gelistirilmistir (Kesling, 1945).
Seffaf plak tedavisi alanindaki gelismeler, sonunda bu plaklarin orta ile siddetli

malokliizyonlarin tedavisinde kullanilmasini saglamistir (Tartaglia ve digerleri, 2021)

Hastalarin geleneksel ortodontik tedavilere alternatif olarak “gdriinmez” tedavilere yonelik
artan istekleri, seri olarak kullanilan seffaf plaklarin popiilerliginin artmasina katkida
bulunmustur (Rossini ve digerleri, 2015). Plaklarin seffaf olmasi, yiiksek konfor ve kullanim
kolaylig1 ile yemek yerken ve fir¢galama esnasinda ¢ikarabilmeleri birincil tercih edilme
sebeplerindendir (Shalish ve digerleri, 2012). Seffaf plaklarla tedavi, geleneksel sabit
braketler ve ark tellerine kiyasla siire olarak daha kisadir ve hasta basinda gegen siire daha
azdir. Bunun yam sira dislerde var olan restorasyonlara zarar vermemeleri,
dekalsifikasyonlara sebep olmamalari, relaps meydana geldiginde kolay ¢oziim imkam

sunmalar1 da avantajlari arasindadir (Zheng ve digerleri, 2017).

Seffaf plaklarin {iretiminde istlin 6zelliklerinden dolay1 ¢esitli termoplastik materyaller
ve/veya kombinasyonlar1 kullanilmaktadir. Bunlar; polivinil kloriir, poliiiretan, polietilen
tereftalat ve polietilen tereftalat glikoldiir (Ercoli ve digerleri, 2014; Pithon, 2012). Seffaf
plak iiretimi i¢in is akisi, ilk olarak al¢i model elde edilmesi (3B olarak taranir) veya
dogrudan dislerin 3B agiz ici tarayicilarla taranmasi ile elde edilen verilerin sanal planlama
yazilimlarina aktarilmasiyla baslar. Her bir plak tiretimi i¢in bir 3B modele ihtiyag¢ vardir.

Bu modeller 3B baski, STL veya materyal piiskiirtme yontemi kullanilarak yapilir. Hastanin
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dislerini ve ¢evre dokularini taklit eden 3B modelin iizerine 1s1yla ve vakumla sekillendirilen
plaklar basilir ve son olarak trimlenir. Bu siire¢ uzundur, maliyetlidir ve yogun emek
harcanir (Martorelli ve digerleri, 2013; Weir, 2017).

Seffaf plaklar, tiim tedavi siiresi boyunca her biri 7-14 giin olmak iizere giinde yaklagik 22
saat takilmasi gereken plastik materyalden iiretilmis ¢ikarilabilir plaklardir. Boylece disler,
dis eti ve ag1z i¢i stvilari ile uzun siire yakin temas halindedirler (Kravitz ve digerleri, 2009)
. Hasta tarafindan giin boyunca siirekli olarak takip c¢ikarilabilen bu plaklar disleri sarar ve
dis etinin yaklasik ticte birine temas eder. Tedavi tamamlanana kadar haftada bir yeni plaklar
verilir. Toplam tedavi siireleri malokliizyonun ciddiyetine bagli olarak 6 ay ile 2 yil arasinda
degismektedir. Cogu malokliizyon tipinin diizeltilmesinde plaklar giderek daha fazla
kullanildigindan, karmasik vakalarda tedavi siiresi uzayabilir.  Bu polimerik igin
biyouyumluluk endiseleri uzayan tedavi siireleri ile birlikte daha da artmaktadir (Premaraj
ve digerleri, 2014). Plastik materyaller agiz ortamindan kaynaklanan degisikliklerden
etkilenebilir ve daha sonra oral hiicreler igin tehlikeli olabilecek molekiilleri serbest
birakabilir; bu nedenlerle seffaf plak materyallerinin sitotoksisitesi arastiritlmalidir (Eliades
ve Bourauel, 2005). Polimerize edilmemis monomerlerin polimerik materyallerden
sizabilecegi ve muhtemelen biyolojik sistemler lizerinde toksik etkilere neden olabilecegi
kabul edilmektedir. Potansiyel sitotoksik etki araliklari, materyale maruz kalmaya kars1 bir
bagisiklik reaksiyonunu, hiicre dongiisii bozuklugunu, hiicre apoptozunu ve mutajenez veya
karsinojenez indiiksiyonunu igerir. Bu etkiler her zaman kisa siirede goriilmemektedir

(Premaraj ve digerleri, 2014).

Bu materyallerin estetik 6zelliklerinin yani1 sira ag1z ortaminda uzun siireli kullanilabilmeleri
icin biyolojik olarak uyumlu olmalari, diger bir deyisle cevre dokularda zararhi etki
yaratmadan uzun silire agizda kalabilmeleri gerekmektedir. Bir dental materyalin klinik
kullanima sunulmadan 6nce hem fiziksel 6zellikleri hem de biyouyumlulugu agisindan
dogru ve detayli degerlendirmelerden gecmesi gerekmektedir. Bu nedenle, yeni gelistirilen
ve klinik kullanima sunulan dental materyaller, icerdikleri baz1 elementlerin disariya sizarak
doku tizerinde olumsuz etkilesim yaratarak alerjik reaksiyon ve enflamasyon olusturmalari

acisindan, canli dokularla karsilagmadan 6nce detayli olarak incelenmelidir (Browne, 1988).

58



Literatiirde seffaf plaklarin biyouyumluluklariin incelendigi az sayida ¢alisma mevcuttur
(Ahamed, S.F.ve digerleri 2020; Alhendi ve digerleri, 2022; Eliades ve digerleri, 2009;
Martina ve digerleri, 2019; Nemec ve digerleri, 2020; Pratsinis ve digerleri, 2022; Premaraj
ve digerleri, 2014). Bu nedenle, ortodontik amagla kullanilan seffaf plaklarin sitotoksisitesi,
bilimsel literatiir eksikligi ve mevcut birka¢ calismada celigkili sonuglar nedeniyle hala
tartisma konusudur. Son on yilda, farkli markalar tarafindan farkli materyallerden olusan
birka¢ yeni seffaf plak piyasaya sunulmustur (Gierie, 2018). Bu materyallerin
sitotoksisitelerinin degerlendirilmesine ihtiya¢ vardir. Bu anlayisla baslatilan arastirmada;
seffaf plak olarak kullanilan sekiz farkli termoplastik materyalin biyouyumlulugu, in-vitro
sitotoksisite testleri ile L929 fare fibroblast hiicre hatt1 izerinde degerlendirilmistir.

Biyouyumluluk, canli dokularla temasta olan materyalin, lokal ve/veya sistemik toksisite,
mutajenik, karsinojenik ve alerjik etkilere sebep olmamasi, inert 6zelliklere sahip olmasi
seklinde tanimlanmaktadir (Schmalz G, 2009). Bir materyalin biyolojik ozelliklerinin
degerlendirilmesi li¢ asamali olarak yapilmaktadir. Birinci, hiicre kiiltlirleri kullanilarak
materyallerin  biyouyumluluklarinin  belirlendigi in-vitro test yontemleridir. Bunun
sonrasinda ikinci olarak olumlu sonuglar veren materyallere in-vivo hayvan testleri
uygulanir. Bu testlerden sonra insanlarda daha kapsamli klinik testler yapilmaktadir
(Schmalz G, 1994). Siklikla kullanilan yontemler: hiicre kiiltiirii testleri ve hayvan
deneyleridir. Hayvan deneylerinin maliyetlerinin yiiksek olmasi, gergeklestirilmesinin uzun
zaman almasi, tekrarlanmasimin zor olmasi, kontroliiniin kolay olmamasi ve etik agidan
tartisilan bir konu olmasi dezavantajlarindandir. Ayrica deneyde kullanilan canlinin sahip
oldugu metabolik ozellikler test edilen materyalin asil etkisinin izlenmesini
engelleyebilmektedir (Hanks ve digerleri, 1996). In-vitro sitotoksisite testleri ile bu deneysel
faktorleri kontrol etme giigliigiiniin oniine gecilmistir. Bu testler dental materyallerin
biyouyumluluklarinin degerlendirilmesinde en uygun olan ve en yaygin kullanilan testlerdir

(Hanks ve digerleri, 1996; Schmalz, 1994).

Klinik kullanima girmeden 6nce dental materyallerin, 6ncelikli olarak in-vitro testlerle agiz
dokular1 iizerindeki potansiyel zararli etkileri degerlendirilmelidir. Calismamizda seffaf plak
yapiminda kullanilan sekiz farkli materyalin sitotoksisitesinin incelenmesi in-vitro test

yontemleriyle gerceklestirilmistir.
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In-vitro sitotoksisite testlerinde hiicre kiiltiirleri en yaygin kullanilan sistemlerdir. Hiicre
kiiltird testlerinde primer hiicreler olan insan agiz i¢i dokulardan kaynak alan hiicreler veya
devamli hiicre dizileri kullanilmaktadir (Schmalz, 1994). Dental materyallerle temasta olan
dokulardan primer hiicrelerin izole edilmesinin in-vivo kosullarin taklit edilmesi agisindan
daha giivenilir olacag1 belirtilmektedir (Murray ve digerleri, 2007). Primer hiicreler, her
kiiltiire edildiklerinde yaslanirlar bundan dolay1 émiirleri sinirlt olup, izole edilmeleri giig ve
zaman alicidir ancak in-vivo ozellikleri daha iyi yansitirlar (Schmalz, 1994). Primer
hiicrelerin aksine devamli hiicre dizilerinin hizli bir sekilde liremeleri, uzun siire kiiltiire
edilebilmeleri, homojen morfolojik ve fizyolojik 6zelliklere sahip olmalar1 avantajlaridir
(Browne, 1988; Wataha, 2001). Bazi arastirmacilar, ¢alismalarinda 3T3 fare fibroblasti
(Ahamed, S.F.ve digerleri, 2020), gingival fibroblast hiicre hatt1 (Alhendi ve digerleri,
2022), insan keratonist N/TERT-1 hiicre hattin1 (Premaraj ve digerleri, 2014), oral epitelyal
hiicrelerini (Ca9-22 hiicre serisi) (Nemec ve digerleri, 2020), bazilar1 arastirmacilar da
primer gingival fibroblast hiicrelerini kullanmislardir (Eliades ve Bourauel, 2005; Martina
ve digerleri, 2019). ISO 10993-5 sitotoksisite testleri, in-vitro yontemler standartlarina gore;
in-vitro ¢alismalarda dental materyallerin sitotoksik etkilerinin arastirilmasinda standart
olarak 1929 ya da Balbc 3T3 fibroblast kiiltiirlerinin kullanilmasini 6nermektedir (ISO
10993, 1992). Yaptigimiz bu in-vitro ¢alismada L929 fare fibroblast hiicreleri kullanilmistir.

Caligmamizda seffaf plak materyallerinin biyouyumluluklarinin degerlendirilmesinde; ISO
10993-5-In-vitro Sitotoksisite Testleri Yontemleri boliimii rehber alinmustir (International

Organization for Standardization, 2009).

Hiicre canlilig1 ve proliferasyon degerlendirmede metabolik testler yaygin olarak kullanilir
ve genellikle bu testler mitokondriyal aktiviteye odaklanir; bunlar, kantitatif kolorimetrik
testler olan MTT ve XTT testini icerir (Berridge, M.V. ve digerleri, 1996). 1983 yilinda
Mosmann tarafindan gelistirilen ve hiicre canlilif1 testlerinin “altin standart” olarak
adlandirilan MTT test yonteminde (Mosmann, 1983) sar1 tetrazolyum tuzu olan MTT,
mitokondriyal dehidrojenazlar tarafindan ¢6ziinmeyen mor formazan g¢okeltisi verecek
sekilde indirgenir. Absorbansi1 6l¢gmeden 6nce formazanin ¢ozdiiriilmesi gerekir. Cozdiirme,
dimetil siilfoksit veya izopropanol kullanilarak gerceklestirilebilir. Coziicii olarak genellikle
tercih edilen dimetil siilfoksitin hiicreler tizerinde toksik etkisi bulunmaktadir ve ¢6zdiirmek

igin yapilan pipetleme esnasinda formazan kristallerinin zarar gérmesi MTT testinin
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giivenirligini ve hassasiyetini diigiiren etkenlerdir. XTT test yonteminde; suda eriyebilir bir
bilesik olan XTT (2,3-bis-(2-methoxy-4-nitro5sulfophenyl)-2H-tetrazolium-5-
carboxanilide) canli hiicrelerce turuncu renkli formazan bilesenlerine indirgenir (Scudiero,
D. A. ve digerleri, 1988). XTT test yonteminde, farkli zamanlarda absorbansin kaydedilmesi
miimkiin olmakla birlikte, olusan formazanlar suda ¢6ziiniir oldugu i¢in ekstra bir ¢6zdiirme
basamagini gerektirmez. MTT test yontemine kiyasla, XTT testi daha detayli ve daha hassas
bilgi sunar (Parboosing ve digerleri, 2017; Scudiero, D. A. ve digerleri, 1988). Literatiir
incelemesinde ise seffaf plaklarin sitotoksisitelerinin incelendigi in-vitro ¢alismalarda MTT
testinin kullanildig1 goriilmektedir (Ahamed, S.F. ve digerleri, 2020; Alhendi ve digerleri,
2022.; Eliades ve Bourauel, 2005; Martina ve digerleri, 2019; Premaraj ve digerleri, 2014)
Calismamizda seffaf plak olarak kullanilan sekiz farkli termoplastik materyalin L929 fare
fibroblastlar1 iizerinde sitotoksik etkilerinin belirlenmesinde ise XTT test yontemi
kullanmilmistir.  Yaptigimiz c¢alismada kullanilan materyallerin 1., 3., 7. ve 14. giin
ekstratlarina 24 saat maruz birakilan hiicrelerin XTT testi 6lgtimlerinden elde edilen deney
sonuclarina gore calismada kullanilan materyaller ve zamanlar arasinda etkilesim
bulunmazken, materyallerin zamana bagl hiicre canlilik degerleri, materyalin tipinden ve
zamandan etkilenmistir. 1. giin (p=0,278) ve 14. giin (p=0,271) ekstratlarina maruz birakilan
hiicrelerin canlilik degerleri arasinda anlamli bir fark bulunmazken 3. Giin (p=0,004) ve 7.
Giin (p<0,001) ekstaratlarina maruz birakilan hiicrelerin canlilik degerleri arasindaki fark
istatistiksel olarak anlamli bulunmustur. Ekstratlara 48 saat maruz birakilan hiicrelerin XTT
deney sonuglarina gore test materyallerinin zamana bagli hiicre canlilik degerlerinin,
materyalin tipinden ve zamandan etkilenmedigi, fakat test materyalleri ve zamanlar arasinda
etkilesim oldugu bulunmustur. Materyallerin 3. giin (p=0,085) ve 7. giin (p=0,048)
ekstratlarina maruz birakilan hiicrelerin canlilik degerleri arasinda anlamli bir fark
bulunmazken 1. giin (p=0,027) ve 14. giin (p<0,001) arasindaki fark istatistiksel olarak
anlamli bulunmustur. CA® Pro materyali disinda tiim materyallerin hiicre canliligi zaman

igerisinde azalmistir.

Calismamizda sitotoksisite analizi i¢in 1SO 10993-12:2012 no’lu “Ornek hazirlama ve
referans materyaller” Onerileri esas alindi. Kullanilan materyaller solid materyaller oldugu
icin Orneklerin agirhig1 ile seyreltinin hacmi arasindaki oran, ISO parametreleri
dogrultusunda 0.2g/ml olarak ayarlandi (ISO 10993-12: Biological evaluation of medical

devices - Part 12: Sample preparation and reference materials, 2012). Martina ve ark. dort
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farkli termoplastik materyalin sitotoksisitelerini inceledikleri ¢alismalarinda ISO
parametrelerini esas alarak 6rneklerin agirligi ile seyreltinin hacmi arasindaki orani 1g/ml
olarak ayarlamiglardir (Martina ve digerleri, 2019). Fayyaz Ahamed ve ark.nin yaptigi
calismada ise seffaf plaklarin yiizey alanini bir grafik kagidi kullanilarak hesaplamislar ve
bu ylizey alanina gore ekstraksiyon ortaminin miktart hesaplanmiglardir (Ahamed, S.F. ve
digerleri , 2020).

In-vitro sitotoksisite testlerinde, test edilecek materyalin biyouyumlulugu degerlendirilirken
hiicrenin materyal ile olan temasi direkt, indirekt veya ekstrakt vasitasiyla olabilmektedir.
Indirekt temas testinde, hiicreler ve materyaller arasinda dentin bariyer, agar overlay veya
milipor filtre gibi bariyer kullanilmasi énerilmektedir (Murray ve digerleri, 2007). Indirekt
temas testinde kalitatif degerlendirme yapilirken, direkt temas ve ekstrat testinde kalitatif ve
kantitatif degerlendirme yapilabilmektedir (ISO, 2009). Direkt temas test yonteminde, hiicre
dogrudan materyale maruz kalacak, ekstrat yolu ile temas testinde ise materyal belirli
kosullar altinda (6rn. standartlarla tanimlanmis) belirli bir siire (6rn. 24 saat) belirli bir
sicaklikta (6rn. 6rnegin 37°C) bir s1v1 i¢inde bekletilecektir (ISO 10993, 1992). Daha sonra,
ekstrakt veya eliiat olarak bilinen bu "yiikli" sivi, daha ileri testler i¢in kullanilacaktir. Bu
ekstraktlarin kimyasal analizi, materyalin “sizdirma davranis1” ile ilgili degerli bilgiler
saglayabilmektedir. Ekstraksiyonlar i¢in hidrofilik sivilar (6r., tuzlu su ¢ozeltisi), lipofilik
stvilar (0r., dimetil siilfoksit) veya karisimlar (etanol/su) da kullanilir (Ferrancane, 1994;
Geurtsen, 1998; Schmalz G, 2009). Bu tez ¢alismasinda, seffaf plak materyallerinin pratikte

kullaniminin taklit edilmesi amaciyla ekstraksiyon test metodu kullanilmustir.

Sitotoksik etkileri incelenen bir materyalin, hiicre 6liim tipinin (nekroz ve apoptoz)
ayriminin yapilmasi 6nem tagimaktadir. Programlanmis hiicre 6liimii olan apoptoz siireci
genellikle enerjiye bagli biyokimyasal mekanizmalar ve farkli morfolojik 6zellikler ile
karakterizedir. Apoptoz, normal hiicre dongiisii, hormonal atrofi, bagisiklik sisteminin
diizgiin gelisimi ve isleyisi, embriyonik gelisim ve kimyasal kaynakli hiicre 6liimii gibi
cesitli siireclerin hayati bir bileseni olarak kabul edilir. Uygunsuz apoptoz (¢ok az veya ¢ok
fazla) iskemik hasar, norodejeneratif hastaliklar, bir¢ok kanser tiiriinde ve otoimmiin
bozukluklarda faktordiir. Hiicrenin 6liimiinii veya yasamini modiile etme yetenegi, muazzam
terapotik potansiyeli ile taninir. Bu nedenle arastirmalar, hiicre dongiisii mekanizmasinin

aydinlatilmasina ve analizine, hiicre dongiisii durmasina ve apoptozu kontrol eden sinyal
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yollarina odaklanmaya devam etmektedir. Anahtar apoptotik proteinlerin bir¢cogu
tanimlanmis olmasina ragmen, bu proteinlerin molekiiler etki veya eylemsizlik

mekanizmalarini agiga kavusturmak igin ¢alismalar devam etmektedir (Elmore, 2007).

Apoptotik ve nekrotik hiicrelerin belirlenmesi i¢in kullanilan yontemlerden bir tanesi
Anneksin-V/propidyum iyodiir boyama yontemidir. Anneksin V, fosfatidilserin kalintilari
ile giiglii ve spesifik olarak etkilesen ve apoptozun belirlenmesi igin kullanilan bir
rekombinant fosfatidilserin baglayici proteindir (Leite ve digerleri, 1999). Anneksin V,
apoptotoik hiicreleri goriiniir hale getirmek igin floresan bir madde (6rn. FITC) ile isaretlenir
ve sonrasinda hiicrenin dis yiizeyine transloke olan fosfatidilserine baglanir. Anneksin V
baglanmasi nekrotik hiicrelerin yiizeylerinde de gézlemlendigi igin propidium iyodiir ikinci
boya olarak eklenmektedir (Krysko ve digerleri, 2008; Taatjes ve digerleri, 2008). PI niikleik
asitleri boyayan, zar gecirimsiz floresan bir boyadir. Zar biitiinliigiine dayali olarak saglikli,
apoptotik ve nekrotik hiicrelerin ayirt edilmesinde kullanilir. Saglikli hiicre zar1 segici
gecirgendir ve PI hiicre zarin1 gegemez. Ancak apoptozun gec evresinde veya nekrotik
hiicrelerde zar biitiinliigii bozuldugu i¢in niikleik asit i¢eren organelleri boyar. Apoptoz testi
bu ilkeye dayanarak apoptotik, nekrotik ve canli hiicre ayirimini yapar (Boersma HH, ve
digerleri, 2005). Literatiirde, seffaf plaklarin sitotoksistelerinin degerlendirilmesinde
kolorimetrik test yontemleri ile hiicre canliliginin degerlendirilmesi siklikla kullanilmigtir
(Ahamed, S.F. ve digerleri, 2020; Alhendi ve digerleri, 2022.; Eliades ve Bourauel, 2005;
Martina ve digerleri, 2019; Nemec ve digerleri, 2020; Pratsinis ve digerleri, 2022; Premaraj
ve digerleri, 2014) ancak meydana gelen hiicre 6liimiiniin nekroz veya apoptoz yoluyla olup
olmadiginin inceleyen bir ¢alismaya rastlanamamistir. Bu nedenle bu tez ¢alismasinda
apoptoz da incelenmistir ve apoptozu belirlemek igin Anneksin V/PI boyama yontemi
kullanilmistir. Calismamizin sonuglarina gore Zendura FLX ve SmartTrack® materyallerinin
1., 3., 7. ve 14. giin ekstratlarmin hiicre canlilik degerleri diger materyallerden diisiik,

apoptoz degerleri de yliksek bulunmustur.

[k seffaf plaklar, tek katmanli sert poliiiretan plaklardan yapilmistir (Lombardo ve digerleri,
2015). Yeni nesil Invisalign seffaf plak materyali, entegre elastomerli termoplastik bir
politiretan olan SmartTrack'tir. SmartTrack materyali, 4, 4-metilen difenil diizosiyanat ve
1,6-heksandiol Onciilerinin bir iriinii olan poliiiretandir (Ryokawa ve digerleri, 2006).

Polivinil kloriir, poliliretan, polietilen tereftalat ve polietilen tereftalat glikol gibi farkli
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termoplastik materyaller seffaf plaklar i¢in kullanilir (Ercoli ve digerleri, 2014). Bununla
birlikte, her bir plagin 1s1yla sekillendirilmesi ve son olarak kesilmesi i¢in bir model (3B
baski, STL veya materyal piskiirtme ile dretilmis) gereklidir (Weir, 2017). Isiyla
sekillendirme islemi, termoplastik materyallerin hizli sogumasi nedeniyle molekiiler
oryantasyonu, ortalama molekiiler agirligi ve artik gerilmeleri etkileyebilir (Eliades, T., ve
Brantley, 2016). Ayrica, 1siyla sekillendirme islemi nedeniyle materyal Ozelliklerinde
onemli degisiklikler rapor edilmistir. Ryu et al. (Ryu ve digerleri, 2018), dort farkli
termoplastik materyalin 1siyla sekillendirildikten sonra materyallerde meydana gelen
degisiklikleri inceledigi ¢alismalarinda, 1siyla sekillendirmenin daha kalin materyallerin
seffafligin1 azalttigin1 ve test edilen materyallerin su emilimini, suda ¢oziiniirligiini

arttirdigin1 ve ayrica bazi plastiklerin ylizey sertligini degistirebilecegini bildirmislerdir.

Istyla sekillendirilen seffaf plaklarin 0,5 ile 1,5 mm arasinda degisen farkli kalinliklara sahip
olabilecegi ve bu kalinliklarin dis ylizeyine basing uygulayarak dis hareketini indiiklerken
klinik performanslarint ve 0&zelliklerini kesinlikle etkileyebilecegi gozlemlenmistir.
Kalinligin artmasit uygulanan kuvveti arttirir ve egilme modiiliinii azaltirken, 1siyla
sekillendirme islemi her iki Ozelligi de azaltir. Seffaf plagin normal kalinligi, iletilen
kuvvetlerin biiyiikliigiinde onemli bir rol oynar: kalinliktaki diizensizlikler, seffaf plagin
oturma dogrulugunu etkiler (Weir, 2017). Seffaf plaklarin {retiminde kullanilan
termoplastik materyallerin mekanik davranisi, plak kalinlig1 diizenliligi ve geometri tasarimi
gibi ozelliklerin yani sira zor ortodontik hareketlerde istenen klinik sonuglarin elde
edilmesinde kritik bir rol oynamaktadir (Tamburrino ve digerleri, 2020). Ayrica, diger
calismalar, termoplastik materyalden iiretilmis seffaf plaklarin kullanimlar sirasinda agiz i¢i
ortama duyarli oldugunu gostermistir. Viicut sicakligi, agiz i¢i nemi ve tiikiiriik enzimleri,
seffaf plagin orijinal boyutunu ve mekanik 6zelliklerini degistirerek plagi igsel olarak etkiler

(Gerard Bradley ve digerleri, 2016; Ryokawa ve digerleri, 2006).

Genel olarak, seffaf plak materyalleri inert degildir ve ag1z ortaminda sicaklik, nem, ¢igneme
kuvvetleri ve tikiirik enzimleriyle uzun siireli temasta degisikliklere maruz kalirlar.
Yaslanmanin termoplastik materyallerin mekanik ve kimyasal 6zelliklerindeki etkisi az gok
aydinlatilabilirken bu degisikliklerin plaklarin klinik performansi iizerindeki gercek etkisini
degerlendirmek zordur (Eliades, T., ve Brantley, 2016; Gerard Bradley ve digerleri, 2016).

64



In-vitro olarak yaslandirilmig apareylerin, etanol-su solventinde (Eliades ve digerleri, 2009)
veya yapay tlkiirik (Gracco ve digerleri, 2009) iginde kisa siireli bekletildikten sonra
izlenebilir monomerler veya yan iriinlerin salinmadigi bulunmustur. Bu termoplastik
plaklarin difenil yapisi, yan iiriinler igermeyen bir polimer olusturmak i¢in stabilite ve yeterli
reaktivite saglar (Schuster ve digerleri, 2004). Baska bir ¢alismada plaklar 2 ay boyunca
normal tuzlu su ¢ozeltisinde bekletilmis ve plaklarin sitotoksik ve Ostrojenik etkileri
indiiklemedigi belirtilmistir (Eliades ve digerleri, 2009). Ayn1 zamanda Bradley ve ark. da
yaptiklar1 ¢calismada agiz i¢i yaslandirmanin SmartTrack plaklarinin molekiiler bilesimini

degistirmedigini bildirmislerdir (Gerard Bradley ve digerleri, 2016).

Polimerik seffaf plaklar, her ne kadar yontemin etkinligi ve sinirlamalar1 konusunda bazi
tartigmalar olsa da giinliik ortodontik pratiginin ayrilmaz bir pargasi haline gelmistir.
Invisalign seffaf plak i¢in temel bilesen polimerik materyal politiretandir. Politiretan inaktif
bir materyal degildir. Eliades ve ark. Invisalign plaklarinin sitotoksisite ve Ostrojenitesini
degerlendirmislerdir ve yaptiklari ¢alismanin sonucunda, plaklarin 6lgiilebilir biyolojik

etkiler gostermedigini bildirmislerdir(Eliades ve digerleri, 2009).

Caligmamizda sekiz farkli termoplastik seffaf plak materyali kullanilmistir. Bu materyallerin
icerikleri su sekildedir: CA® Pro: kopoliester ve termoplastik elastomer; CA® Pro*:
kopoliester, termoplastik elastomer ve polietilen kaplama; Duran: Polietilentereftalat-glikol
kopoliester (PETG); Duran™: PETG ve polietilen kaplama; Provecta: termoplastik
poliiiretan; Zendura®A: poliiiretan, Zendura FLX: kopoliester-poliiiretan; SmartTrack®: cok

katmanli aromatik termoplastik poliiiretan/kopolyesterdir.

Calismamizda kullanilan materyallerden biri olan SmartTrack materyali, 4, 4-metilen difenil
diizosiyanat ve 1,6-heksandiol Onciilerinin bir iriinii olan poliiiretandir (Ryokawa ve
digerleri, 2006). izosiyanatlar dokularla temas ettiginde proteinlere ve diger biyo-
makromolekiillere hizlica baglanirlar (Brown ve digerleri, 1987; Mraz ve Bouskova, 1999;
Sabbioni ve digerleri, 2000). Insanlarda reaksiyona yol agabilen immiinojenik haptenler
olustururlar. Izosiyanat maruziyetine kars1 kontakt alerjik reaksiyonlar bildirilmis olmasina
ragmen, nispeten az sayida calisma, izosiyanatlarin ciltten emilimi ve bunun sonucunda
toksisite gosterdigini bildirmistir (Frick ve digerleri, 2003; Hamada ve digerleri, 2012;
Hoffmann ve digerleri, 2010; Yeh HJ ve digerleri, 2007).
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Epitel hiicre oliimii, epitel tabakasinda hasar veya biitiinlilk kaybi, insan bagisiklik
sisteminde heksametilen diizosiyanat konjuge protein ortaya ¢ikmasina yol agabilir (24).
Sonug olarak, immiinolojik reaksiyonlar olusabilir. Termoplastik materyallerin sitotoksik
Ozellikleri, polimer bilesimi ve yapisindan; ayrica sicaklik, nem, basing ve termal ge¢cmis
gibi {liretim ve ¢evresel faktorlerden etkilenmektedir (Premaraj ve digerleri, 2014). Jorge ve
ark. (Jorge ve digerleri, 2003) yaptiklari literatiir derlemesinde, polimerik materyallerin
sitotoksik etkilerinde, materyallerin kimyasal bilesimi ve kullanilan polimerizasyon
yontemleri dahil olmak iizere c¢esitli faktorlere gore farkliliklar bildirmistir. Dental
termoplastik materyallerin fiziksel o6zelliklerini, simiile edilmis bir agiz i¢i ortamda
inceleyen Ryokawa ve ark. (Ryokawa ve digerleri, 2006), Invisalign materyalinin test edilen
materyaller arasinda 24 ve 336 saat sonra en yiliksek miktarda suyu emdigini ve 6l¢iim
periyotlar1 sirasinda tam doygunluga ulagsmadigini, bu da reaksiyona girmemis bilesenlerin
Invisalign materyalinden sizmasinin muhtemel oldugunu bildirmislerdir. Premaraj ve ark.
(Premaraj ve digerleri, 2014) Invisalign materyalinin oral keratinositler tizerindeki etkisini
bildiren ¢alismalarinda Invisalign materyalinin, salin ¢ozeltisi ortaminda canlilik, membran
gecirgenligi ve epitel hiicrelerinin adezyonunda degisikliklere neden oldugunu
bildirmislerdir. Sekonder mikrosizinti ve hapten olusumunun, sistemik veya disetine
lokalize olabilen izosiyanat alerjisine yol acabilecegini bildirmisler. Bununla birlikte,

tikriiglin koruma saglayabilecegini de bildirmislerdir.

Insan gingival fibroblast ve meme adenokarsinom hiicre dizilerinde Invisalign
materyalinden salinan Bisfenol A'nin in-vitro sitotoksik etkilerini ve ostrojenik etkilerini
arastirildigi ¢alismada, Invisalign'in test edilen hiicreler iizerinde olumsuz bir etkisi olmadig:
sonucuna varilmistir (Eliades ve digerleri, 2009). Invisalign plastiginin kimyasal bilesimi,
Bisfenol A'y1 serbest birakmak igin gerekli bilesenlere sahip degildir. Invisalign plaginda,
Bisfenol A degil izosiyanat, saglik sorunlari olusturabilecek bilesendir. Izosiyanat genellikle
mukoza zar1 tahrisine neden olur; maruz kalma siiresine bagli olarak astim veya asir
duyarlilik reaksiyonlarina neden olabilir (Liljelind ve digerleri, 2010). Epitelyal hiicre
Oliimii, epitel tabakasinda hasar veya biitlinliik kaybi, heksametilen diizosiyanat konjuge
proteininin insan bagisiklik sistemine maruz kalmasina neden olabilir (Wisnewski ve

digerleri, 2000). Sonug olarak, immiinolojik reaksiyonlar olusturabilir.

66



Martina ve ark. (Martina ve digerleri, 2019) insan primer diseti fibroblastlari iizerinde 4
farkli termoplastik seffaf plak (Duran (Scheu-Dental GmbH, Almanya), Biolon (Dreve
Dentamid GmbH, Almanya), Zendura (Bay Materials LLC, Fremont, ABD), and
SmartTrack (Align Technology, ABD) materyallerinin sitotoksisitesini arastirdiklari
caligmalarinda, 14. giin sonunda tim materyallerin hafif sitotoksisite gosterdigini
bildirmislerdir. Bizim ¢alismamizda da bu sonuglara benzer sekilde 14. Giin sonunda Duran,
Zendura A ve SmartTrack materyalleri hafif derecede sitotoksisite gostermislerdir. Martina
ve ark. yaptiklar1 ¢alismada materyaller arasinda en yiiksek sitotoksitenin Biolon (hiicre
canliligr %64,6+3,3), ardindan Zendura (hiicre canliligt %74,4+2,3), SmartTrack (hiicre
canlilig1 %78,8+6,3) ve son olarak en az sitotoksisitenin Duran (hiicre canlilig1 %84,6+6.4)
materyaline ait oldugunu bildirmislerdir. Bizim ¢alismamizda 14. giin sonunda Duran (hiicre
canlilig1 %60,94+3,68) materyali, Zendura®A (62,80+3,60) ve SmartTrack (hiicre canlilig
%63,12+2,87) materyalinin hiicre canliliklar1 arasindaki fark istatistiksel olarak anlamli
bulunmamistir. Martina ve ark.’nin (Martina ve digerleri, 2019) calismalarinda kullandiklari
dort materyalden {¢ii (Duran, Biolon, Zendura) 1siyla sekillendirilmis ve 1siyla
sekillendirilmemis olarak degerlendirilirken, SmartTrack yalnizca 1siyla sekillendirilmis
olarak degerlendirildi. Calismanin sonuglarina gore 1siyla sekillendirme isleminden sonra
polietilen tereftalat glikol i¢erikli Duran ve Biolan materyallerinin sitotoksisitelerinin arttig1
gozlenmistir. Polietilen tereftalatin sicaklik arttikga daha fazla ilave materyal saldigi g6z
Ontine alindiginda (Bach ve digerleri, 2013), Martina ve ark. (Martina ve digerleri, 2019)
bunun nedeni olarak 1siyla sekillendirmenin monomer salmimmi ve dolayisiyla

sitotoksisiteyi arttirdigini ileri siirmiislerdir.

Alhendi ve ark. (Alhendi ve digerleri, 2022.), dort farkli seffaf plak sistemi (Invisalign, Eon,
Clarity ve SureSmile) tarafindan kullanilan termoplastik materyallerin sitotoksisitelerini in-
vitro olarak inceledikleri ¢alismalarinda, dort sistem arasinda istatistiksel olarak anlamli bir
fark gozlemlenmedigini ve materyallerin hafif ile orta derecede sitotoksisite gosterdigini
bildirmislerdir. Bu ¢caligmada seffaf plaklar 1 ay boyunca 37°C'de salin iginde bekletilmis ve
her bir plaktan elde edilen ¢ozeltiler daha sonra {i¢ farkli konsantrasyona (%5, %10 ve %20)
seyreltilmistir. Calismanin sonuglarina goére, Invisalign sisteminin kullandigi SmartTrack
materyalinin %5’lik (hiicre canliligi: 82,6£13,6) ve %10’luk (hiicre canliligi: 60,3+8,8)
konsantrasyonunun hafif derecede sitotoksik oldugunu bildirmislerdir. Bizim ¢alismamizda

da Invasilign materyalinin sitotoksisitesi 1., 3., 7. ve 14. giinlerde arastirilmistir. Bu
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calismayla paralel olarak ¢alismamizda SmartTrack materyalinde 1., 3., 7. ve 14. giin

ekstratlarinin bulgularina gore hafif derecede sitotoksisite gozlenmistir.

Ahamed ve ark. (Ahamed, S.F. ve digerleri, 2020) 3B yazicilarla (Dental LT® clear resin
(Form Labs, Somerville, MA, USA); E-Guard clear (EnvisionTEC, Rockhill, South
Carolina) ve 1s1yla sekillendirilerek iiretilmis Invisalign® (Align Technology, San Jose, CA,
USA) plaklarinin sitotoksisitesini 3T3 fare fibroblastlari iizerinde incelemislerdir. Yaptiklar
¢alismanin sonucunda tiim materyallerin 1., 3., 5. ve 7. giinlerde hafif derecede sitotoksisite
sergilediklerini bildirmislerdir. Gruplar arasinda, en yiiksek sitotoksisite E-Guard clear ve
Dental LT materyallerinde gozlenirken en disiik sitotoksisite Smartrack materyalinde
gozlenmistir. SmartTrack materyalinin hiicre canliligi 1. giinden 7. giine kadar giderek
artmistir. Bu calismanin aksine ¢calismamizda SmartTrack materyalinin hiicre canlilig1 7. ve
14. giinde istatistiksel olarak anlamli bir sekilde diismiistiir. Ahamaed ve ark. (Ahamed, S.F.;
Kumar, S.M.; Vijaya kumar, R.K.; Kanna, 2020) ayn1 zamanda sitotoksisitenin 1. giin en
fazla oldugunu ve giderek azaldigini bildirmislerdir. Biz ¢alismamizda ise bu sonucun aksine

CA Pro materyali disinda tiim materyallerde hiicre canlilig1 giderek azalmistir.

Yapilan bir tez ¢alismasinda 3B yazici ile iiretilen 2 farkli seffaf plak materyalinin (Accura
60® SLA,3D Systems, Giiney Karolina), Dental LT® clear resin (Form Labs, Somerville,
MA, ABD) ve 1siyla sekillendirilen seffaf plak materyalinin (Invisalign®, Aligntech, San
Jose, CA, ABD) sitotoksisitelerini 3T3 embriyonik fare fibroblast hiicreleri tizerinde 1, 3, 5
ve 7 giinliik periotta in-vitro olarak degerlendirmislerdir. Calismanin sonuglarina gore
Invisalign® (poliiiretan) ve Dental LT® (metakrilat oligomer—glikol metakrilat) materyalleri
ag1z i¢i kullamim igin biyouyumlu ve giivenli bulunmustur. Polikarbonat icerikli Accura 60®
materyali diger materyallere gore Onemli derecede daha toksik bulunmustur. Bu tez
calismasinin sonuglarina gore Invasilgn materyali 1., 3., 5. ve 7. giinlerde sitotoksisitesinde
istatistiksel olarak anlamli bir farklilik bulunmamis ve materyal tiim zaman periyotlarinda
hafif derecede sitotoksisite sergilemistir (Kumar, 2019). Bizim ¢alismamizda ise
SmartTrack materyalinin hiicre canliligi 1. ve 3. Glinlerde, 7. ve 14. giinlere kiyasla
istatistiksel olarak daha yiiksek gozlenmistir. En diigiik hiicre canliligi da 14. giinde

gdzlenmistir.
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Bu c¢alismanin kisitlayict yonii laboratuvar kosullarinda gergeklestirilen in-vitro bir ¢alisma
olmasi ve sonuglarin klinik uygulama i¢in dogrudan gegerli olamamasidir. Ancak sonuglar,
materyal se¢imi sirasinda klinisyenler i¢in ek bilgi saglayabilir. Bu ¢alismada devaml: hiicre
serilerinden L929 fare fibroblastlar1 kullanildi, ancak gelecekteki ¢alismalarda oral ortami
daha iyi taklit etme yetenekleri nedeniyle primer hiicreler (6rnegin diseti fibroblastlari) tercih
edilebilir. Gelecekteki arastirmalar, bu ¢alismada orta ve hafif derecede sitotoksik etkileri
belirlenen seffaf plak materyallerinden ortama salinan monomerleri ve miktarlarini

incelemek tizerine olmalidir.

Seffaf plak olarak kullanilan sekiz farkli termoplastik materyalin sitotoksisitesinin L929 fare

fibroblastlar1 iizerinde degerlendirildigi bu in-vitro g¢alismanin sinirlamalari dahilinde,

asagidaki sonuclara varilmistir:

I. Calismada kullanilan seffaf plak materyallerinin 1., 3., 7. ve 14. giin ekstratlarina 48 saat
maruz birakilan hiicrelerin XTT testi dl¢iimlerinden elde edilen sonuglara gére, CA® Pro

materyali disinda tiim materyallerin hiicre canlilig1 zaman igerisinde azalmustir.

ii. 14. giin ekstratlarina 48 saat maruz birakilan hiicrelerin XTT testi sonuglarina gore en
yiiksek hiicre canliligi CA® Pro materyalinde, en diisiik hiicre canlilik oranlar1 ise CA®

Pro+, Duran+ ve Provecta materyallerinde gézlenmistir.

iii. Apoptoz testi sonuglari incelendiginde Zendura FLX ve SmartTrack® materyallerinin 1.,
3., 7. ve 14. giin ekstratlarinin apoptoz oranlar1 diger materyallerden yiiksek

bulunmustur.

iv. Calismamizda kullanilan tiim seffaf plak materyalleri, hafif ile orta derecede sitotoksisite
sergiledikleri igin klinik kullanimda giivenle tercih edilebilirler. Materyallerin zamanla
sitotoksisiteleri arttig1 goz Oniline alindiginda bir haftada gerceklesmesi istenilen

hareketlerin tek plak ile degil iki ayn1 plak ile yapilmasi planlanabilir.
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