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Onsoz

Dislerin tek, grup ya da tiimiiyle kaybedilmesi kisilerde estetik, fonasyon ve fonksiyon
eksiklikleri ile sosyal iliskilerinde de kayiplara ve ruhsal sikintilara neden
olabilmektedir. Bu nedenle protetik tedavi uygulamalar1 fonksiyon ve fonasyonu
saglarken estetik olarak bir kusurun ortadan kalkmas: ile sosyal ve ruhsal sorunlarin
¢oziimiine de hizmet etmektedir. Ozellikle dental implant tedavilerindeki gelismelerle
birlikte dis kayiplarinin olusturacagi hasarlar minimuma indirilerek doku
biitiinliiglinlin devami saglanir. Bu tedavilerde kullanilan malzemelerin ¢evre yumusak
ve sert dokularla uyumlu olmasi basarili bir tedavi i¢in ana kriterlerdendir.
Calismamizda implant destekli protetik restorasyonlarda dayanak materyali olarak
kullanilan gecici ve daimi dayanak materyallerinin dis eti fibroblast hiicreleri i¢in
sitotoksik olup olmadiklarini in vitro sartlarda fare fibroblast hiicreleri {izerinde ¢esitli
sitotoksisite ve hiicre canlilik testleri yaparak arastirdik. Elde edilen sonuglarin
degerlendirilmesiyle implant iistii protetik uygulamalarda dayanak materyali se¢imi
icin yonlendirici olacagi inancinday1z.

Bu doktora tez ¢alismasi1 TDK-2021- 21669 kodlu proje ile Ege Universitesi Bilimsel

Arastirma Projeleri Koordinatorliigii tarafindan desteklenmistir.

Izmir, 13.10.2022 Dt. Elif AYGUN
CIMENTEPE
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Ozet

Farklh Materyallerden Uretilen implant Dayanaklarinin Fibroblast Hiicreleri

Uzerine Sitotoksik Etkilerinin Arastirllmasi

Dis eksikligi durumlarinda implant tedavisi yaygin olarak kullanilmaktadir. Implant,
cerrahi islem ile alt veya iist cene kemiklerinde dissiz alana uygulanir. Bu durumda
implant materyali operasyon alaninda yumusak doku ve kemik ile temas etmektedir.
Implantin yerlestirilmesiyle birlikte implant dayanagmin da operasyonu takiben
hemen uygulandig1 tedavi protokolleri bulunmaktadir. Bu protokol uygulandiginda
implant dayanak materyali de operasyon alanindaki yumusak doku yara yiizeyi ile
dogrudan temas etmektedir. Bu nedenle biyouyumlu bir materyal kullanimi esas
olmalidir. Basarili bir implant tedavisi i¢in implant-implant dayanagi-doku ara
yiizinde biyouyumluluk ¢ok 6nemlidir. Biyouyumluluk, bir materyalin uygulandigi
bolgede uygun biyolojik cevabi olusturabilmesidir. Teknolojik gelismelerle birlikte
farkli yapida ve farkli yiizey 6zelliklerine sahip bir¢ok implant dayanak materyali dis
hekimligi uygulamalarinda yerini almistir. Dis eksikliklerinde uygulanmakta olan
implant tedavilerinde implant dayanak materyalinin se¢iminde, implant dayanagin
cevreleyen biyolojik ortamla uyumlu bir etkilesim sergileyecek materyalin segilmesi
esas alinmalidir. Bu ¢alismada; CAD-CAM prensibi ile kullanilan lityumdisilikat ile
giiclendirilmis cam seramik (LiSiO), polietereterketon (PEEK), polimetilmetakrilat
(PMMA), titanyum alagim (Ti-6Al-4V) ve zirkonya (ZrO>) dayanak materyalleri
kullanilmistir. Dayanak materyallerinden hazirlanan 6rneklerle in vitro sartlarda fare
fibroblast hiicre hatt1 L929 kullanilmistir. 24 saat ve 48 saat bekleme siireleriyle 1., 3.
ve 7. giin alinan ortamlarla sitotoksisite analizi, apoptosis analizi, interlokin 6 (IL6),
doniistliriicii biiylime faktorii- B (transforming growth factor- 3/ TGF- ) analizi ve
reaktif oksijen tlirevleri (ROS) analizi yapilmistir. Elde edilen sonuglar istatiksel
olarak degerlendirilmistir. Analiz sonuglarina gore kullanilan dayanak materyal
gruplarinda materyal ve giin agisindan anlamli farklilik bulunmamaistir. Sitotoksisite
analiz sonuglarinda lityum disilikat ile gli¢lendirilmis cam seramik dayanak materyali
sonuglar tiim giin ve saat degerlendirmelerinde kontrol grubu degerleri ile istatistiksel
olarak fark gostermemektedir. Daimi dayanak materyali olarak kullanimi giivenlidir.
PEEK dayanak materyali sitotoksisite analiz sonuglari, sahip oldugu giiven araliginin
3. giin 24 saat degeri diginda kontrol grubu degerlerini kapsamadigini gostermektedir.
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PMMA’ 1n laboratuvar ya da klinik ortamda hazirlanmasi durumunda polimerizasyon
sirasinda agiga ¢ikan artik monomer canli hiicreler igin sitotoksiktir. Dayanak
materyalleri CAD-CAM prensibiyle fabrikasyon olarak iiretilir. PMMA’ nimn
fabrikasyon tiretimi ve preslenmesi artik monomer olusumunu ortadan kaldirmaktadir.
Bu nedenle PMMA dayanak materyalinin, uzun doénem gecici materyal olarak
kullanimi uygundur. Titanyum alasim ve zirkonya dayanak materyalleri analiz

sonuclarina gore glivenli kabul edilmislerdir.

Calismada kullanilan dayanak materyallerinin higbiri fibroblast hiicreleri igin
sitotoksik olarak degerlendirilmemekte; IL6, TGF- B salinimi, ROS aktivitesi ve
apoptoz testlerinde kontrol grubu ile benzer degerler gostermektedir. Bu nedenle

klinik pratiginde giivenle kullanilabilecekleri sonucuna ulasilmigtir.

Anahtar Kelimeler; dental implant; dayanak; sitotoksisite; diseti fibroblasti; hiicre

canlilig1; apoptoz
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Abstract

Investigation of Cytotoxic Effects of Implant Abutments Manufactured From
Different Materials on Fibroblast Cells

Implant treatment is widely used in cases of missing teeth in dentistry. The implant is
surgically applied to the edentulous areas of the lower or upper jaw bones. Thus the
implant material comes into contact with the soft and hard tissue in the operation area.
There are treatment protocols in which the implant abutment is applied immediately
after the operation, along with the placement of the implant. When this protocol is
applied, the implant abutment material is in direct contact with the soft tissue wound
surface in the operation area. Therefore, the use of a biocompatible material should be
essential. Biocompatibility at the implant- implant abutment — soft tissue interface is
very important for a successful implant treatment. Biocompatibility is the ability of a
material to produce an appropriate biological response in the area where it is applied.
With the technological developments, many implant abutment materials with different
structures and different surface properties have taken place in dentistry. The selection
of the implant abutment material should be based on the selection of the material that
will interact in harmony with the biological environment surrounding the implant
abutment.

In this study; Lithium disilicate reinforced glass ceramic (LiSiO»),
polyetheretherketone (PEEK), polymethylmethacrylate (PMMA), titanium alloy (Ti-
6Al- 4V) and zirconia (ZrO2) abutment materials used with the CAD-CAM principle
were used. Mouse fibroblast cell line L929 was used in vitro with samples prepared
from the substrate materials. Cytotoxicity analysis, apoptosis analysis, interleukin 6
(IL6) and transforming growth factor-8 (TGF-B) analysis and reactive oxygen species
(ROS) analysis with media taken on the 1Ist, 3rd and 7th days with 24 hours and 48
hours incubation times were performed. Obtained results were evaluated statistically.
According to the results of the analysis, no significant difference was found in the
abutment material groups in terms of material and day. In the cytotoxicity analysis
results, the glass ceramic reinforced with lithium disilicate abutment material contains
the values of the control group within the confidence interval in all day and hour
evaluations. It is safe to use as a permanent abutment material. PEEK abutment
material cytotoxicity analysis results show that its confidence interval does not include

the control group values, except for the 3rd day 24 hour value. When PMMA is
v



prepared in a laboratory or clinical setting, the residual monomer released during
polymerization is cytotoxic to living cells. The production of abutment materials with
the CAD-CAM principle requires that they be produced in the factory. Fabrication and
pressing of PMMA eliminates residual monomer formation. Therefore, PMMA
abutment material is suitable for use as a long-term temporary material. Titanium and
zirconia abutment materials were considered safe according to the analysis results.

None of the abutment materials can be evaluated as cytotoxic to fibroblast cells; shows
similar apoptotic-necrotic values with the control group; IL6 is considered safe in

terms of TGF-8 release and ROS activity.

Keywords; Dental implants; abutment; cytotoxicity; gingival fibroblasts; cell

viability; apoptosis
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1.Giris

Modern dis hekimligi uygulamalarinin amaci, kismi ya da total dis kaybina ugramis
bireylerde ¢igneme fonksiyonu, konugma ve estetik goriinlimiin 6ngoriilebilir sekilde
yeniden olusturulmasinin saglanmasidir. Implant uygulamalar1 hastaya, yumusak ve
sert dokularda kayip olmaksizin ¢igneme sisteminde herhangi bir rahatsizliga sebep

olmadan estetik, fonksiyon, konusma hedeflerine ulasabilmeyi saglamaktadir.

Hareketli protezler ile ¢igneme fonksiyonu, dogal dislere gore sadece altida bir
oraninda saglanir. Fakat bu fonksiyon, implant destekli protezlerde normal fonksiyon
sinirlarina yakin gerceklesebilmektedir. Tam digsiz bireylerde devam eden kemik
kayb1 yiiz estetiginde geri donilistimii miimkiin olmayan degisimlere yol agarken,
implantin varligina bagli olarak kemigin uyarilmasiyla kemigin devamliligi, implant
destekli protezlerle de kas fonksiyonu saglanmakta; boylece estetik olarak biiyiik
degisimlere yol acan kayiplar olusmamaktadir (Misch 2008). Implant tedavisinin
basarisinda uygulanan implantin ve dayanak materyalinin c¢evresindeki sert ve
yumusak dokularla uyumlu olmasi dnemlidir. Gegici ya da kalict protezleri yapmak
iizere dayanak materyali olarak cesitli malzemeler kullanilmaktadir. Bu malzemelerin
biyouyumlulugu ve ¢evre yumusak dokuda olusturdugu biyolojik cevap incelenerek
yumusak doku i¢in hangi dayanak materyalinin daha uyumlu oldugu giiniimiiz dis
hekimliginin cevap aradigi sorular arasindadir. Canli doku ile temasta olan bu
maddelerin biyouyumlu olmasi, sitotoksik etkisi olmamasi gerekir. Arastirmamizin
(Ho) Hipotezi kullanilan materyallerin gingival fibroblast hiicreleri lizerine sitotoksik

etkili olmadigi, bu materyallerin biyouyumlu oldugudur.

Estetik beklentilerin artmasiyla birlikte 6zellikle 6n bolge protetik uygulamalarda
dogal, doku uyumlu, fonksiyonel materyal arayis1 da artmistir. Ozellikle implant
destekli protetik restorasyonlarda daha estetik sonuglar elde etmek icin titanyum
alasima alternatif madde arayislar1 sonucu zirkonya, cam seramik gibi malzemelerin
dayanak materyali olarak kullanimi s6z konusudur. Ayrica artan sosyal yasam ve
estetik gereksinimler geregi hastalarin implant operasyonunu takiben gegici protetik
restorasyon talebinin artigi, gecici dayanak materyali uygulamalarin1 da giindeme
getirmis; buna paralel olarak polimetilmetakrilat (PMMA), polietereterketon (PEEK)

tiirevi materyallerin kullanimi giindeme gelmistir. Ozellikle cerrahi uygulamanin



hemen ardindan kullanilacak dayanak materyalinin ¢evre yumusak ve sert dokular igin
biyouyumlu olmasi gerekliligi bu nedenle Onemlidir. Bu gelismeler 1s18inda
kullanilacak gecici ve daimi dayanak materyallerinin ¢evre doku hiicreleri i¢in
sitotoksik etkilerinin varliginin 6l¢iilmesi giiniimiiz dis hekimligi konular1 arasinda ilk
siralarda yer almaktadir. Gelisen teknolojinin dis hekimligi alaninda kullanilmasiyla
CAD- CAM destekli uygulamalarin gelistirilmesi dental sektorde CAD- CAM
sistemleri i¢cin materyal gelisimine sebep olmustur. Bdylece dental laboratuvarlarda
gretilip kullanima sunulan materyallerin fabrikasyon {iretimi de miimkiin hale
gelmistir. Bu durumun en 6nemli avantajlarindan biri 6zellikle PMMA materyali igin
artik monomer olusumunun 6niine gecilmis olmasidir. Konvansiyonel sistemle elde
edilen PMMA, ag1z i¢i dokular yoniinden artik monomer salinimi sebebiyle sitotoksik
etkilidir. CAD- CAM sisteme uygun dayanak materyali i¢in blok/ disk {iretiminde tiim
polimerizasyon basamaklar1 {iretici firma talimatlarina uygun basing ve sicaklik
altinda kontrollii sartlarda fabrika ortaminda gergeklestirilmektedir. Bdylece
polimerizasyon sonucu elde edilen iiriin icerisinde polimerize olmadan kalan monomer
bulunmamaktadir. Bu durum sebebiyle CAD- CAM PMMA blok / disk materyallerin
sitotoksik olmadig1; gecici dayanak materyali olarak gilivenle kullanimlarinin miimkiin

olacag diistiniilmektedir.

Literatiirde implant dayanagi olarak kullanilan gecici ve daimi dayanak
materyallerinin  gingival fibroblast hiicreleri {izerinde sitotoksik etkilerinin
karsilagtirmali varligini aragtiran ¢aligmaya rastlanmamustir. Bu projenin 6zgiin degeri,
bu alanda karsilastirmali bir arastirma sunmasidir. Planlanan bu projeyle birlikte test
edilecek implant dayanak materyallerinin sitotoksisiteleri belirlenerek bundan sonra
uygulanacak olan tedavilerde biyouyumlulugu en yiiksek olan materyal dis
hekimlerince tercih edilebilecektir. Bu ¢alismanin sonuglarina gore tedavi materyalleri
arasinda daha kisa zamanda se¢im yapilabilmesi, kullanilacak is giiciiniin ve yapilacak
masraflarin minimuma indirilmesi, boylece iilke ekonomisine katkida bulunulmasi

mimkin olacaktir.



2.Genel Bilgiler

Implant sézciigii, biyolojik olarak uyumlu, alloplastik materyalden olusan, fonksiyon,
fonasyon ve estetik agidan uygun protetik restorasyonun yapimina olanak saglamak
amaciyla kemik igerisine yerlestirilen ara¢ olarak tanimlanmistir (Misch 2015).
Burada konu edilen implantlar, endosteal implantlardir. “endo” 6n eki icine, “osteal”
ise kemik anlamimdadir- “kemik icine”. Implant gdvdesinin konik, pin, plak, silindir
seklinde tiretildigi, protetik dayanak baglantisinin vidali, soguk kilitlenme ya da iki
sistemin birlikte uygulanmasiyla saglandigi, yiizey Ozelliklerinin degistigi bir¢ok
implant sistemi bulunmaktadir.

Kok seklindeki implantlar endosteal implantlar grubuna girer. Dogal dis dokusunun
benzeri olarak kok formundadirlar. Kok formu implant sistemleri genellikle
birbirinden ayr1 iki bdliim olan gévde ve dayanaktan olusur. ik asamada kemik igine

implant gdvdesi yerlestirilir; iyilesmenin ardindan dayanak uygulanarak protetik

asamaya gegilir (Misch 2015).

2.1. implant sisteminin boliimleri

Dental implant sistemleri iki boliimden olusur:

2.1.1. Govde

Kemik i¢ine cerrahi islem ile yerlestirilen, protetik bilesenler i¢in destek gorevi goren
kisimdir. Implant govdesi ii¢ boliim igerir. Bunlar servikal geometrinin bulundugu
bolim, gévde bolimii ve kok boliimidir. Her bolim cerrahi islem ve protez
uygulamasi i¢in yarar saglayacak 6zelliklere sahiptir.

2.1.2. Dayanak

Implantin proteze ya da iist yaptya desteklik ve tutuculuk saglayan kismudir. Ust yapr,
implant destekli ya da implant tutuculu hareketli protezler i¢in retansiyon saglayan
metal bir alt yap1 (dokiim ya da CAD-CAM bar destekli hareketli protezler) olabilecegi
gibi sabit protezler i¢in kullanilacak metal bir alt yap1 da olabilir. Dayanaklar, kullanim
amaci, iretim sekli, protetik restorasyonun tipi ve implant- dayanak baglant: tipine
gore gruplara ayrilirlar.

Implant dayanaklari kullanim amacma gore iki ana bashik altinda toplanir

(Prosthodontics n.d.; SEN ve OLCER US 2019)



2.1.2.1. Gegici Dayanaklar

Gegici restorasyonlarin yapilmasina olanak saglayan, titanyum ya da plastik esash
malzemelerden iiretilen, implant c¢evresi yumusak doku sekillenmesine olanak
saglayan parcalardir.

2.1.2.2. Kahic1 Dayanaklar

Yapilacak protetik restorasyon ile implant govdesi arasinda baglantiy1 saglayan

parcalardir.
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Sekil 1 Gegici ve kalict dayanaklar

Protetik restorasyonun dayanak ile olan tutuculuk iliskisine gore ii¢ ana tip dayanak
tanimlanmistir (Misch 2008):

1. Protezin ya da iist yapinin vida ile tutuculugunun saglandigi vidali dayanaklar

2. Protezin ya da {ist yapinin siman ile tutuculugunun saglandigi simante dayanaklar
3. Hareketli protezler i¢in tutuculuk saglayan baglanti dayanaklar1 (O-ring, ball,

locator vb.)

Yillar igerisinde yapilan arastirmalar sonucunda implant sisteminin ¢ene kemiklerine
uygulanmasinin  ardindan {izerine dayanak sisteminin yerlestirilip protetik

restorasyonun yapilmasi iglemleri i¢in dort prosediir bildirilmistir (Morton et al. 2018):
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e Hemen yiikleme: Implant ve dayanagin aymi cerrahi islem sirasinda

yerlestirilmesi  seklindedir. Karsit ark ile okluzal iliski implantin
yerlestirilmesini takip eden bir hafta ig¢inde saglanacak sekilde protetik
restorasyon yapilir.

e Hemen restorasyon: Implant gévdesinin kemigin igine yerlestirildigi cerrahi

islemi takip eden bir hafta icinde dayanak {izerine protetik restorasyon karsit
ark ile okluzal temasa gelmeden uygulanir.

e FErken yiikleme: Kemik i¢ine implant govdesinin yerlestirilmesini takiben

protetik restorasyon bir hafta- iki ay araliginda implant iizerine dayanak ile
uygulanir.

e Konvansiyonel yiikleme: Dental implant kemik igine yerlestirilmesinin

ardindan iki ay sonra protetik restorasyon uygulanir.

2.2. Giincel Dayanak Materyalleri

2.2.1. Lityum Disilikat ile Gii¢lendirilmis Cam Seramik

1774 yilinda Alexis Duchateau tarafindan seramik tam protez iiretilmesinin ardindan
giiniimiize kadar bir¢ok dental seramik bilesimi gelistirilmistir. Seramik bilesimleri
1962 yilinda metal- seramik restorasyonlar i¢in tanitilmiglar; 1965 yilinda ilk kaplama
seramigi ve allimindz seramik kullanilmistir (Denry 1996). Gelisen teknoloji ile
birlikte dis hekimliginde kullanilan malzemeler de cesitlenmistir. Ozellikle hastalarin
estetik beklentilerindeki artis malzeme arayisina neden olmustur. Bu amagla dis
rengine yakin materyallerin kullanim1 son yillarda artmistir.

Lityum disilikat icerikli dental seramikler 1988 yilinda IPS Empress 2 adi altinda 1s1
ile preslenmis cekirdek materyali olarak tanitilmistir. Empress 2, %70 kristal halde
lityum disilikat dolgu maddesi igerir. 2005 yilinda yenilenen formiil ile IPS e.max
Press tiretilmistir. Dijital dis hekimliginin gelisimi ile bilgisayar destekli tasarim ve
iiretimdeki gelismelerle IPS e.max CAD 2006 yilinda kullanima sunulmustur. Bloklar
frezlemenin daha kolay ve frez asinmasinin daha az oldugu lityum metasilikat formda,
“mavi faz”da piyasaya sunulmustur. Tek basamakta 1s1l islem uygulanarak kiirlenmesi
ve glaziiriin ardindan lityum disilikat olan son halini almaktadir (Willard and Gabriel

Chu 2018).



Glinlimiizde gelistirilmis dental seramikler hem yiiksek dayaniklilik gosterdikleri i¢in
alt yap1 materyali olarak hem de yliksek estetik 6zellikleri sebebiyle {ist yap1 materyali
olarak kullanilir.

En son gelistirilen seramik siniflandirmasinda dental seramikler, dis hekimleri ve dis
teknisyenleri arasindaki iletisimin kolaylagmasi ve egitim alaninda ayni dilin
kullanilmast amaciyla {i¢ sinifta toplanmistir (Gracis et al. 2016).

L.Cam matriks seramikler: Cam faz igeren, metal olmayan inorganik seramiklerdir.

Ug alt gruba ayrilir.

a._Feldspatik seramikler: Kaolin (aluminosilikat), silika (quartz) ve feldspattan

(potasyum ve sodyum aluminosilikat karisimi) olusurlar. Platin folyo, presleme,
refraktér day yontemi ve CAD-CAM teknolojisi ile {iiretilmektedir. Feldspatik
seramikler 6zellikle yiiksek estetik beklentinin oldugu lamina, inlay, onlay yapiminda
ya da metal alagim, zirkonyum gibi malzemelerden yapilan alt yapi lizerine tabakalama
materyali olarak kullanilmaktadir. (IPS Empress Esthetic, IPS Empress CAD (Ivoclar
Vivadent), Vita Blocks (Vita Zahnfabrik))

b. Sentetik Seramikler: Silisyumdioksit, potasyum oksit, sodyum oksit ve

aluminyum oksit icerirler. Mekanik &zellikleri gelistirilmistir. Ug alt gruba ayrilirlar.
b.1. Losit ile giiclendirilmis seramikler (IPS d. SIGN (Ivoclar Vivadent),
Vita VM 7, VM 9, VM 13 (Vita Zahnfabrik))
b.2. Lityumdisilikat ile giiclendirilmis seramikler (IPS e.max CAD, IPS
e.max Press (Ivoclar Vivadent))
b.3. Florapatit ile giliclendirilmis seramikler (IPS e.max Ceram (Ivoclar
Vivaden), Dicor, (Dentsply))

¢. Cam Infiltre Seramikler: Ug alt gruba ayrilirlar.

c.1. Alumina i¢eren cam seramikler (In-Ceram Alumina (Vita Zahnfabrik))
c.2. Alumina ve magnezyum igeren cam seramikler (In-Ceram Spinell
(Vita Zahnfabrik))
c.3. Alumina ve zirkonya igceren cam seramikler (In-Ceram Zirconia (Vita
Zahnfabrik))
IL.Polikristalin Seramikler: Kristal yapilar1 sebebiyle dayanikliliklar1 ve kirilma

dayanimlar1 yiiksek, 151k gecirgenlikleri diistiktiir. Yapilarinda cam faz olmamasi
nedeniyle hidroflorik asit ile asitlenebilmeleri i¢in daha uzun siire veya yiiksek 1s1

gerekir. Dort alt gruba ayrilirlar.



a. Alumina (Procera AllCeram (Nobel Biocare))

b. Stabilize zirkonya (IPS e.max ZirCAD (Ivoclar Vivadent), Nobel
Procera Zirconia (Nobel Biocare), Lava/Lava Plus (3M Espe))

c. Zirkonya ile gili¢lendirilmis aliimina ve

d.Alumina ile giiclendirilmis zirkonya (NanoZr (Panasonic Electric
Works))

II1.Rezin matriks seramikler: Bu grupta organik matriks i¢inde seramik partikiillerin

bulundugu seramikler yer alir. Yapilarindaki inorganik bilesene gore ii¢ alt gruba
ayrilirlar.
a. Rezin nanoseramikler (Lava Ultimate (3M ESPE))
b. Rezin matriks i¢inde cam seramik yap1 (Enamic (Vita Zahnfabrik))
c. Rezin matriks i¢inde zirkonya- silika seramik yap1 (MZ100 Blok,
Paradigm MZ100 blok (3M ESPE))

Lésit bazh
Lityum disilikat bazli
Sentetik seramikler
Florapatit bazl

Cam matriks seramikler Cam infiltre Alumina

seramikler

Alumina ve
magnezyum

Alumina ve

Feldspatik sramikler zirkonya

Alumina
Polikristalin seramikler Stabilize zirkonya
Zirkonya ile katilastiriimis alumina
Alumina ile katilastiriimis zirkonya

Dental Seramikler ve
Seramik Benzeri Materyaller

Rezin nanoseramikler

Rezin matriks iginde cam

Rezin matriks seramikler >
seramik

Rezin matriks iginde
zirkonya- silika seramik

Sekil 2 Dental seramikler ve seramik benzeri materyallerin siniflandirmasi (Gracis et

al. 2016)

Bu siniflandirma sisteminin bilinmesi materyalin nerede kullanilacagi (6n bolge veya

arka bolge), restorasyonun sekli (boliimlii veya tam kaplama), nasil yapistirilacagi
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(adeziv veya geleneksel) konularinda yardimci olmaktadir. Ayrica seramikler igin
pisirme 1s1s1, kirilma direnci, 151k gegirgenligi, icerikleri, asitlenebilirlikleri, klinik
uygulamalar1 gibi Ozellikleri 6n plana c¢ikarillarak yapilan siniflandirmalar da
bulunmaktadir. Bunlarin ic¢inde seramiklerin igerikleri esas alinarak yapilan
smiflandirma, hem hekim hem de teknisyen i¢in materyalin dogru se¢imi konusunda

onemli rol oynar.

2.2.2. Polietereterketon (PEEK)

1978 yilinda gelistirilen poliakrileterketon grubuna ait yiiksek performansli organik,
sentetik bir polimer olan PEEK, kimyasal olarak inert bir biyomateryal olarak dental
pazara sunulmustur (Wang ve ark. 2021). Diisiik 6zgiil agirhigi, diisiik biikiilme
dayanimi, uygun elastikiyet ve sertlik derecesine sahip olusu 6zelliklerinin yani sira
biyouyumlu yapist nedeniyle dncelikle ortopedi alaninda uzun yillar kullanilmistir
(Jing Wang ve ark. 2021). Oral rehabilitasyonlarda kullanilan polietereterketon
(PEEK) bazli materyaller, PMMA gibi polimerlere ve kompozit rezinlere alternatif
olarak uygulanmaktadir (Heimer, Schmidlin ve Stawarczyk 2017). Dental tedavilerde
daimi ya da gecici sabit restorasyon materyali, hareketli protez kaide materyali,
endodontik pin materyali, implant dayanak materyali, implant {istli protez alt yap1
materyali ve implant gdvde materyali olarak kullanilmaktadir (Mishra and Chowdhary
2019; Najeeb et al. 2016). Dis dokusu renginde olmasi1 kullanim avantajlar1 arasinda
yer alir. Diisiik renk degisimleri ve iyilestirilmis mekanik 6zellikleri ile geleneksel
protez materyallerine alternatif olusturmaktadir. Iyi cilalanabilmesi, diisiik su emme
kabiliyeti, minimum polimerizasyon biiziilmesi, diigiik artitk monomer igerigi ve renk
stabilitesi gibi fonksiyonel 6zellikler avantajlar1 arasindadir (Heimer et al. 2017). En
onemli 6zelligi, elastik modiiliiniin metalik malzemelerinkinden daha diisiik ve kemige
benzer olmasidir. Bdylece ¢evresindeki kemik iizerindeki stresin azalmasina yardimci
olur. Beyaz rengi ve mekanik o6zellikleri sayesinde PEEK, 6zellikle implant destekli
sabit ve hareketli protezlerde CAD-CAM alt yap1 materyali olarak daha fazla
kullanilmaktadir. PEEK'in kemik-implant ara yiiziine iletilen kuvvetleri en aza
indirmek i¢in bir stres kirici olarak islev gorebilecegi gosterilmistir (Jing Wang et al.

2021).

2.2.3. Polimetilmetakrilat (PMMA)
Akrilik polimerler; dis hekimliginde hareketli protez kaide materyali, bireysel kasik

materyali, gecici restorasyon uygulamalar1 ve yapay dis iiretimi olmak tizere genis bir
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alanda kullanilirlar. Polimetilmetakrilat (akrilik rezinler) 1936 yilinda Walter Wright
tarafindan tanitilmistir. Uygulama ve tamir kolayligi, kabul edilebilir estetik, agiz
ortaminda kararli yapisi, diisiik maliyet Ozellikleri sebebiyle dis hekimligi
uygulamalarinda tercih edilen bir materyaldir. Toz-likit olarak hazirlanan hamurun
sicak ya da soguk polimerizasyonu ve CAD-CAM iiretim seklinde kullanilan formlar
bulunmaktadir. Toz-likit formunda hazirlanan PMMA dezavantajlar1 arasinda
kirilmaya yatkinlik, artik monomer varligi, estetik ve hijyenik sorunlara yol agabilen
pordzite olugsma ihtimali sayilabilir (Al-Dwairi et al. 2019).

Giliniimiizde polimerlerden iiretilen sabit dental protezler, gegici protezler olarak
kullanilmaktadir. Toz-likit olarak iiretilenlere kiyasla CAD-CAM teknolojisiyle
hazirlananlarda artik monomer olusmamaktadir. Kontrollii ve standardize edilmis
iretim basamagimin olmasi, yliksek 1sida ve basing altinda polimerize edilmeleri
mekanik Ozelliklerinin daha iyi olmasi ile sonuglanir. Renk stabilitesi ve kenar
uyumunun daha iyi olusu uzun dénem gegici protez yapiminda tercih edilme nedenleri
arasindadir (Pitta et al. 2020). Gegici protetik restorasyon kullanimi kisa ve orta vade
icin birkag haftadan alt1 aya kadar degisen stireleri kapsar. Sabit protetik restorasyonlar
icin bu siire 1- 2 hafta kadarken; iki asamali cerrahi tedavi yaklagimiyla uygulanan
implant dis hekimliginde 6 aya kadar uzayabilir. Alt1 aydan daha uzun siire ile gecici
protetik restorasyon kullanim1 uzun dénem gegici tedavi olarak degerlendirilir. Dikey
boyutun yiikseltildigi vakalar, palyatif protetik tedavi uygulanan kanser hastalar1 ve
destek dislere farkli tedavilerin uygulandigi sabit protetik restorasyon vakalarinda
uzun donem gegici restorasyonlarm kullanimi gerekir. Degerli olmayan metal
alasimlarin rezin kompozit materyaller ile tabakalandirilmasi ile yapilan gecici sabit
restorasyonlarin uygulanmasi standart tedavi protokolii olarak kabul edilse de
ekonomik degildirler. Bu nedenle uzun dénem gegici restorasyonlarda rezin bazli
materyaller tercih edilmektedir (Huettig et al. 2016).

Geleneksel akrilik malzemeler, toz ve monomer karigiminin hamur olusturmak iizere
bir araya getirilerek karistirilmasiyla olusurlar. Is1 ile polimerize olan malzemeler
kullanildiginda reaksiyonun baglamasi i¢in 1s1 enerjisine ihtiya¢ duyulur. Kendi
kendine polimerize olan malzemeler ise oda sicakliginda ya da 65 °C nin altinda 1lik
suda polimerize olurlar. Islemin bu sekilde gergeklesmesi biizilmeye ve bazen
polimerizasyonu takiben malzemenin i¢ yapisinda pordziteye neden olur. CAD-CAM

teknolojisi ile akrilik blok ya da disklerin kullanildig1 durumlarda ise polimerizasyon



basamag iiretim agamasi fabrikada gerceklestirilir. Boylece uygun oranlarda toz ve
likidin karistirilarak hamurun elde edilmesi, diisiik sicaklikta bekletilmesi (24 saat, -
18°C), kaliplanmasi, 1smin kademeli olarak yiikseltilmesi ile kontrollii olarak
polimerizasyonu gercgeklestirilir. Tiim bu siirecler sonunda yapisinda pordz
bulunmayan, uzun polimer zincirlerine sahip, arttk monomer igcermeyen, yiiksek

sertlikte bir yap1 elde edilir.

2.2.4. Titanyum Alasim(Ti-6Al-4V)

Ik olarak 1950°1i yillarda havacilik alaninda kullanilmaya baglanmis, sonraki yillarda
medikal alanda da yer edinmistir. Titanyum ve alasimlari cerrahi alaninda organ
implantlari, dis hekimliginde dental implant, dayanak, ortodontik tel iiretiminde
kullanilmaktadir. Dogada reaktif halde bulunur; saf olarak elde edilmesi miimkiin
degildir. Genellikle bircok elementle alasim halindedir. I¢erigindeki oksijen miktarina
bagli olarak saf titanyum dort sinifa ayrilir. Bunlar Tip 1, 2, 3 ve 4’tiir. Tip 1 titanyum
%0,18 oraninda oksijen igerirken; Tip 4 titanyum %0,4 oksijen igerigine sahiptir.
Igeriklerindeki oksijen miktari ile direng yetenegi, esneklik ve dayaniklilik dzellikleri
degismektedir.

Amerikan Test ve Malzemeler Dernegi (ASTM) ne ait siniflandirmada ise titanyum
icerigindeki oksijen ve demir miktarina gore bes farkli sinifa ayrilir. Bunlar Tip 1, 2,
3, 4 ve 5°tir. Tip 5 titanyum, %6 aliiminyum ve %4 vanadyum eklenerek elde edilen
Ti-6Al-4V alasimuidir. Saf titanyuma azot, karbon, hidrojen ve demir gibi elementlerin
eklenmesi ile mekanik ve fizikokimyasal Ozelliklerinin  gelistirilmesi
hedeflenmektedir. Demirin eklenmesi korozyona diren¢ saglar; aliiminyumun
eklenmesi dayaniklilii arttirir, yogunlugunu azaltir; vanadyumun eklenmesi ile
aliminyum kalitilarini ortadan kaldirilir (Liu et al. 2017; Mercan 2016; Zhang and
Chen 2019).
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Element Tip 1 Tip 2 Tip 3 Tip 4 Ti-6V-4Al
Azot 0,03 0,03 0,05 0,05 0,05
Karbon 0,1 0,1 0,1 0,1 0,08
Hidrojen | 0,015 0,015 0,015 0,015 0,0125
Demir 0,2 0,3 0,3 0,5 0,25
Oksijen 0,18 0,25 0,35 0,40 0,13

Tablo 1 Saf titanyum ve titanyum alagimlarinin kimyasal kompozisyonlar1 (Raton et

al. 2000)

Titanyum sicakliga bagli olarak degisen iki fazi olan dimorfik (iki sekilli) bir metaldir.
Bunlar a ve B fazlaridir. a-Ti, gili¢lii, iyi kaynak yapilabilme 6zelligine sahip; fakat
caligmasi ve igslenmesi zor bir yapidadir. B-Ti, su ile tavlanarak ya da hava sogutmasi
ile sogutulmasindan sonra oda sicakliginda gozlenebilen yapidir. Bu haliyle soguk
islenebilirlik, diisiik duktilite, sollisyona birakilabilme ve dayaniklilik igin
yaslandirilabilme 6zelliklerine sahip hale gelir. Aliiminyum a stabilizatorii, vanadyum
[3 stabilizatorii olarak titanyuma eklendiginde oda sicakliginda doniisiim baskilanir; bu
katkilarla hem o hem de 3 fazinda bulunabilen, daha direngli alasim elde edilmis olur.
Diistik sicaklikta yiiksek mekanik Ozelliklere sahip olmasi sebebiyle giiniimiizde
yaygin sekilde kullanilmaktadir (Uzun and Bayindir 2010; Zhang and Chen 2019).
Diistik sicakliklarda o fazinda bulunur; 885°C’nin iizerinde faz degistirerek body-
centered cubic (BCC) yapisina (B fazina) gecer. Yiiksek sicaklikta gergeklesen bu
gecis titanyumun dort faz olusumuna neden olur. Bunlar; a, o’ya yakin, /B ve 8
fazlaridir. o faz1 daha yumusak ve esnek bir form iken 8 fazi daha sert ve giiclii bir
formdur. Implant dis hekimliginde giivenle kullanilan titanyum alasimlari bunlardan
a fazinda bulunan saf titanyum (CpTi) ve o/ fazindaki Ti-6Al-4V dur.

Biyolojik olarak uyumlu olmasinin en o©nemli nedenlerinden biri yiizeyinde
kendiliginden kararli bir tiyanyum dioksit (TiOz) tabakasinin olugsmasidir. Bu tabaka
bozulsa bile hizlica tekrar meydana gelir. Olusan oksit tabakasi, materyali korozyona
kars1t dayanikli hale getirir. Korozyona karsi dayaniklilik o6zelligi beraberinde
biyouyumlulugu getirmektedir (Uzun and Bayindir 2010; Zhang and Chen 2019).
Kemige yakin elastiklik modiiliiniin olmasi, korozyona kars1 yiiksek direng

gostermesi, list diizeyde biyouyumluluga sahip olmasi, viicut ortaminda herhangi bir
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reaksiyona girmeden stabil kalmasi gibi istiin 6zellikleri sebebiyle tercih edilen

materyallerdendir (Liu et al. 2017; Zhang and Chen 2019).

2.2.5. Zirkonya (Zr0O>)

Dis hekimliginde 6zellikle 6n bolge restorasyonlari i¢in estetik beklentinin yiiksek
olmas1 materyal gelisiminin 6nemini artirmistir. Estetik malzemeler arasinda zirkonya
biyouyumluluk, optik ve mekanik 6zelliklerinin yiiksek olusu nedeniyle 6nde gelen
materyaller arasindadir. Gri- beyaz renkte, giiglii bir ge¢is metalidir. Zirkonya,
zirkonyumun oksit formudur. Oncelikle ortopedik cerrahi alanda kalga, parmak,
akustik implant olarak kullanilmistir. Dig hekimliginde kullanim1 endodonti alaninda
post uygulamasi, kron/ koprii restorasyonlari, ortodontik braket yapimi ve implant

materyali seklindedir (Gomes and Montero 2011).

Zirkonya molekiiler olarak ii¢ formu olan bir polimorftur. Bunlar monoklinik (M),
kiibik (C) ve tetragonal (T) fazlardir. Saf zirkonya oda isisinda monoklinik fazda
bulunur. 1170°C ye kadar kararlidir. 1170- 2370 °C arasinda tetragonal fazda, 2370°C
iizerinde kiibik fazda bulunur. (Sekil 2) Uygulanan 1sil islemler sonrasi soguma
sirasinda 100- 1170 °C arasinda tetragonal fazdan monoklinik faza gecis gozlenir. Bu
gecis sirasinda %3-4 oraninda hacim artigi olur. Kiibik fazdan tetragonal faza gecis
sirasinda izlenen hacim artis1 ise %2-3 oranindadir. Faz doniisiimleri materyalin
yapisinda biiyiik strese neden olarak ¢atlak olusumuna neden olur. Olusan ¢atlaklar
oda sicakliginda zirkonyada kiriklara yol acar. Bu nedenle faz doniisiimlerinin dniine
gecmek amaciyla zirkonya yapisina kalsiyum oksit (CaO), magnezyum oksit (MgO),
yttriumoksit (Y203) gibi oksitler katilarak alagimlar elde edilir. Boylece zirkonyanin
oda sicakliginda tetragonal fazda kararli halde kalmasi saglanir. Bu alagimlar seklinde
olusan zirkonya, “kismi kararli zirkonya” (partially stabilized zirconia- PSZ) olarak
tanimlanir. Zirkonyanin i¢ine %2-3 oraninda Y»O; eklenmesiyle dis hekimliginde
kullanilan tetragonal zirkonya polikristalin maddesi (3Y- TZP) elde edilir. 3Y-
TZP’nin mekanik 6zellikleri igerigindeki partikiil boyutundan etkilenir. Kritik partikiil
boyutu 1 um’ dir. Partikiil boyutunun biiyiitiilmesi ile yapinin stabilitesi bozulur,
tetragonal- monoklinik spontan faz degisimi hizlanir. Partikiil boyutunun kiigiiltiilmesi
ile faz degisimi engellenir; mekanik 6zellikler zayiflar. Saf zirkonyanin i¢ine eklenen
stabilizator maddelerin miktarinin arttirilmasiyla “tam kararli zirkonya” (fully

stabilized zirconia) elde edilir. Tam stabil zirkonya yapisinda yalniz kiibik faz bulunur.
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Oda sicakligindan 2500°C ye kadar faz degisimi izlenmez. Daha ¢ok endiistri ve
miihendislik alanlarinda kullanilmaktadir. Dis hekimligi alaninda kullanilmamaktadir

(Bultan, Ongiil, and Tiirkoglu 2010; Gautam et al. 2016; Piconi and Maccauro 1999)

1170°C 2370°C

2680 °C

Liquid

Monoclinic Tetragonal Cubic

Sekil 3 Zirkonyanin 1s1 degisimine bagh kristalografik faz degisimi (Gautam et al.
2016)

Zirkonya bazli seramikler kimyasal olarak inert yapida olan biyomateryallerdir.
Uygulandiklar1 biyolojik ¢evrede uygun doku yanitt olustururlar. Hiicre tutunmasi
acisindan basarili materyallerdir. Cevre kemik ve dis eti fibroblast hiicreleri icin
onkojenik, sitotoksik ve mutajenik etki gostermezler (Hisbergues, Vendeville, and

Vendeville 2009; Paul, Hanisch, and Nesic 2021).

2.3. implant Cevresi Yumusak Doku

Implant basarisinin en énemli belirleyicilerinden biri kemik ve implant arasindaki
baglantidir. Bu baglanti “osseointegrasyon” terimi ile ifade edilmektedir.
Osseointegrasyon, Branemark tarafindan canli kemik dokusu ile implant ylizeyi
arasindaki mikroskobik olarak da gozlenen direk temas olarak tanimlanmistir (Misch
2008). Giiniimiizde implant uygulamalar1 i¢in osseointegrasyon sadece mikroskobik
olarak izlenen direk ylizey temasini degil, siki bir fiksasyonun da bulundugu klinik
durumu ifade etmektedir (Branemark n.d.; Misch 2008). Osseointegrasyon siireci,
homestaz olusumu, graniilasyon dokusunun formasyonu, kemik formasyonu ve

remodelingi icerir (Bielemann et al. 2018; Bosshardt, Chappuis and Buser 2017).
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Implant basarisinm diger bir belirleyicisi implant ¢evresi yumusak dokudur. Yapilan
caligmalarda, implant ¢evresi yumusak doku ile dis ¢evresi yumusak doku arasinda
ozellikle kalin karakterde doku varliginda kayda deger benzerlikler bulunmustur.
Implant ¢evresinde keratinize oral epitel doku bulunmasi mekanik koruma olusturur.
Dayanak ve implanta komsu cep epiteli ise hiicresel immiinolojik koruma saglar.
Baglant1 epiteli, hemidesmozomlarla implanta ve dayanaga baglanir; bdylece
enfeksiyona karsi koruyucu ortiileme olusur. Sonug¢ olarak implant ve dayanak
cevresinde keratinize oral epitel olmasi, cep epiteli ve baglanti epitelinin varlig1 uzun
donem implant basarisi i¢in gereklidir (Schupbach and Glauser n.d.; Talwar 2012).

Yumusak dokuda bu basamaklarin elde edilebilmesinin basta gelen sart1 enfeksiyonun
olmamasidir. Altta yer alan kemik dokuyu mikroorganizma ve patojenik hasarlardan
korumak i¢in dayanak yiizeyinde siki bir bariyer olusturan epiteliyal baglanma
gereklidir. Ag1z boslugu ve implant arasinda etkin bir biyolojik Ortiilleme saglayan
yumusak doku entegrasyonu implantin basaris1 konusunda kritik noktalardan biridir.
Implant dayanag: ¢evresinde olusan yumusak doku entegrasyonu, implant ve kemigi
bakteri penetrasyonundan korur; enflamasyona dayali kemik erimesini dnler ve dis eti
cekilmesini engeller. Bu olusan yumusak doku bariyerinde en ¢ok bulunan hiicre tipi
gingival fibroblastlardir. Fibroblastlar bir¢ok hiicre disi matris bilesenini sentezler;
yara iyilesmesi ve rejenerasyonundan sorumludur. /n_vivo kiiltiir i¢in en kolay
erisilebilir memeli hiicreleri arasindadir (Gomez-Florit et al. 2014). Patolojik
mikrobiyal kolonizasyon; dis eti ¢ekilmesi, enflamasyon ve kemik erimesi ile
karakterize peri-implantitise yol acarak implant kaybina neden olabilir. Epitelin
implant ve dayanak yiizeyine baglanmasi, enfeksiyon olusumunu takiben kemik
yikimina neden olabilen patojenlerin ve tahris edici maddelerin organizmaya girisini
ve alttaki yumusak dokulara, kemige ulagmasini Onleyen biyolojik oOrtiileme

olusturmak icin gereklidir (Gibbs et al. 2019).

2.3.1. Dis Cevresi Yumusak Doku Biyolojisi

Diseti; altinda bulunan lamina propria denilen kan damarlari, sinirleri, yapisal
fibrilleri, fibroblastlar1 ve diger hiicre tiplerini barindiran yogun bag dokusu tabakasi
ile dogrudan temasta olan, dis tarafta yer alan, tabakali, skuamoz hiicreli epitel
dokudur. Serbest digeti dokusu, sement- mine birlesiminin koronalinde bulunan
boliimdiir. Oral epitel (agiz bosluguna komsu diseti dokusu), oral sulkuler epitel (dise

bakan fakat temasta olmayan cep epiteli) ve baglant1 epiteli (sement tabakasi ile
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temasta olan diseti dokusu) olmak iizere farkli boliimlerden olusur. Histolojik olarak
da gozlenen bu farklilagma bu bdliimlerin fonksiyonlar ile iliskilidir. Serbest diseti
dokusu keratinizedir. Bu keratinizasyon ¢igneme fonksiyonu ve mekanik travma
sirasinda yaralanmaya karsi diren¢ olusturur. Sulkuler epitel ve baglant1 epiteli ise
keratinize karakterde olmayan dokulardir. Baglanti epiteli sadece dis eti dokusunun
disin mine tabakasina baglanmasindan sorumlu degildir. Ayrica mikrobiyal
kolonizasyon karsisinda siki bir bariyer gorevi iistlenmistir. Diseti olugu sivisi, yara
iyilesmesine katkida bulunan anti mikrobiyal molekiiller icerir; baglant1 epiteli ve

sulkuler epitel hiicreleri tarafindan siirekli salgilanir (Gibbs et al. 2019).

2.3.2. implant Cevresi Yumusak Doku Biyolojisi

Dental implant ¢evresinde bulunan sert ve yumusak dokular, dis ¢cevresinde yer alan
destek dokulara benzer histolojik ve klinik ozellikler gosterseler de dis ve implanta
tutunma yoniinden ana farkliliklar vardir. Bu farkliliklarin baginda dental implantlarin
cevresinde periodontal ligament ve sement bulunmayisi, alveolar kemigin implant
yiizeyi ile direk temasta olmasi gelir. Hem implantta hem de dis yapisinda saglikli
durumda var olan dis eti sulkusu hastalik durumunda cep halini alir. Epitel dokunun
altinda bulunan bag dokusu ise dis ¢evresi bag dokusu ile karsilastirildiginda
farkliliklar gosterir. Bu farkliliklar nedeniyle implant ¢evresi yumusak doku
hastaliklarinin tanis1 ve tedavi yonetimi de farkli yaklagimlar gerektirir (Ivanovski and
Lee 2017). Implantin cerrahi olarak yerlestirilmesini takip eden siiregte yapilan
insizyon kenarlarmin birlestirilmesiyle epitel hiicreleri tarafindan implant ¢evresi
yumusak doku olusturulmaya baslar. Bu hiicreler implant yiizeyine dogru ilerleyip
basal lamina ve hemi desmozomlar olusturarak baglant1 epitelinin temelini meydana
getirirler (Lindhe and Berglundh 2000). implant cevresi mukoza dokusu, agiz
ortamina komsu ytiizeyi iyi seviyede keratinize olmus, dis eti olugu bolgesinde sulkus
epiteli ile devam eden yapidadir. Implant dayanagi agza ilk yerlestirildiginde hizlica
etrafinda fibrin ag1 olusturulur ve dayanak yiizeyine temas eder. Bu doku, dayanak
ylizeyine paralel olarak asagi dogru hareket ederken ileride implant ¢evresi baglanti
epitelini olusturmak iizere farklilasmaya da baslar. Dayanak materyalinin 6zelliklerine
bagli olarak epitel dokusu dayanaga tutunur. Epitel dokunun asagi dogru hareketi bag
dokusuna ulasinca durur. iImplant cevresi yumusak doku ile dis ¢cevresi yumusak doku
arasindaki ana farklilik; dokulardaki hiicreler ve fibrillerdeki dagilimdir. Dis

dokusunda bulunan sement ve bag dokusu arasinda disin uzun aksina dik uzanan
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Sharpey liflerinin aksine dayanak etrafindaki kolajen fibriller, dayanak yiizeyine
paralel uzanir. Bu da dis dokusuna gore dayanak etrafinda daha az sayida fibroblast
hiicresi bulunmasina ve daha az vaskiilarize olmasma neden olur. Bu 6nemli
farkliliklar, dayanak c¢evresinde daha zayif bir baglant1 olmasini aciklar (Gibbs et al.
2019; Ivanovski et al. 2017). Dayanak materyali ve ¢evre yumusak doku arasinda direk
bir adeziv baglant: bulunmamaktadir. Implant cevresi bag dokusu iyilesmeyi takiben
4 - 6 hafta sonra organize olmaya baglar. Dokunun olgunlagmasi, iyilesmenin
arkasindan 6 - 12 hafta kadar siirer. Histolojik olarak incelendiginde; fibroblastlar,
implanta uzak alandaki damar ve kolajenden zengin dokuya kiyasla implant ylizeyine
komsu kisimda yiizeye paralel olarak bulunan kolajen fibrillerin yakininda sayica daha
fazladir. (Sekil 3) Implant yiizeyinin hemen yakiminda bulunan fibroblasttan zengin bu
bariyer doku, dis ortama karsi yeterli sizdirmazlik saglanmasinda biiyiik rol

oynamaktadir (Ivanovski and Lee 2017).

Sekil 4 Abutment cevresinde kollagen fibriller ve etrafinda bulunan fibroblastlar
(Ivanovski and Lee 2018)
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Tablo 2 Dis ve implant destek doku karsilastirma (Misch 2015)

2.4. Yara lyilesmesi

Dis ¢ekimini takiben olusan yara iyilesmesi deri yara iyilesmesine benzer
basamaklardan olusur. Bunlar; hemostaz, enflamasyon, hiicre ¢ogalmasi, ekstraseliiler
matriks depolanmasi ve matriksin diizenlenmesidir. Agiz mukozasinda yara bdlgesine
besin ve enflamatuar hiicre akigini saglayan artmis kan mikrosirkulasyonu yara
iyilesmesi i¢in gereklidir. Diseti olugu, diseti olugu sivisi tarafindan yikanir. Diseti
olugu sivisinin i¢inde mikroorganizmalarin doku istilasina karsi iiretilen biitiin
molekiiler (sitokinler, antikorlar, kompleman sistem proteinleri) ve hiicresel (plazma
hiicreleri, 16kositler) bilesenler yer almaktadir. Ayrica biiyiime faktorii, sitokinler,
doku diizenleyici faktorler (matriks metalloproteinazlar vs.) gibi yara iyilesmesinde

rol alan medyatorleri de yapisinda barindirmaktadir (Gibbs et al. 2019).
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Implant cevresi sert ve yumusak dokular, operasyonu takiben 6-8 hafta sonra yumusak
dokunun baglanmasi ve olgunlagsmasi ile sonu¢lanan yara iyilesmesiyle sekillenir
(Salvi et al. 2015). Implant ¢evresi yara iyilesmesinin, dis ¢ekimini takiben olusan yara
iyilesmesine gore temel farkliliklart vardir. Yaranin kapanmasinin yaninda dayanak
cevresinde biyolojik kapanmanin ve implantin osseointegrasyonunun saglanmasi
gerekir (Sculean, Gruber and Bosshardt 2014). Yara iyilesme basamaklarindan
enflamasyonun baglamasi ve ¢dziinmesi, yumusak doku baglantisinin saglanmasi
yaninda peri-implantitisin 6nlenmesi ve uzun vadede implantin basarisi i¢in gereklidir
(Tomasi et al. 2016). Yapilan arastirmalarda, implatin yerlestirilmesinden sonra 16
haftaya kadar implant ¢evresi oluk sivisinda enflamasyon ve yara iyilesmesinde yer
alan bir¢ok biyolojik marker saptanmistir. Bunlar arasinda interlokin-6 (IL-6), IL-8,
tiimor nekroz faktorii alfa (TNF-a) yer almaktadir (Bielemann et al. 2018). Diseti
olugu s1visinin toplanmasi ve dl¢lilmesi, periodontal hastaliklar agisindan bu biyolojik
belirteglerin (marker) degerlendirilmesini saglar. Biyolojik belirtegler, bagisiklik
hiicreleri tarafindan salgilanan maddelerdir ve bakteriyel patojenler ve tehlikeli
ajanlara kars1 kalitsal bagisiklik yaniti olustururlar. Bu degerlendirmeler, implant
cevresi doku icin de enflamasyon ve periodontal hastalik durumunu belirlemek iizere
sitokinler, proteinler, hiicreler arasi diizenleyici olarak c¢alisan peptid yapidaki
maddelerde yapilabilmektedir. Enflamasyon derecesi, yabanci cisim reaksiyonu
derecesi, iyilesme ve hastalik patogenezi biyolojik belirtegler tarafindan diizenlenir
(Bielemann et al. 2018; Bostanci and Belibasakis 2018). Yapilan sistematik derleme
modelindeki arastirmalarda patolojik siireglere dahil olan biyolojik belirtegler
belirlenmistir (Bielemann et al. 2018; Duarte et al. 2016). Yapilan bir baska sistematik
derlemede, peri-implantitisli implantlarin bulundugu hastalardan alinan dis eti olugu
stvisinda  enflamasyon Onciisii  sitokin seviyelerinin saglikli implantlar1 olan
hastalardan alinan dis eti olugu sivisindaki seviyelere gore yiiksek oldugu
belirlenmistir (Duarte et al. 2016; Emecen-Huja et al. 2013).

Kemik biiytime faktorleri; kemigin olusumu ve mineralizasyonunu arttiran, degisime
ugramamis mezensim hiicrelerinin kemik hiicresine doniisiimiinde Onciilik eden
molekiillerdir. Hedef hiicre ylizeyindeki kendine has reseptorlere baglanirlar.
Tanimlanan 50°den fazla biiylime faktorii bulunmaktadir. TGF-8 (transforming growth
faktor-B), 47°den fazla alt g¢esidi olan biliylime faktorleri ailesi liyesidir. Kemik

yenilenmesi ve bag dokusu tamirine katki saglayan sitokinlerden olusur. Kemotaksisi
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baglatip osteoblastlar tarafindan hiicre dis1 matriks olusumunu uyarir. Osteoblast
olusumunu kisitlar. TGF-8, prokolajen olusturmak iizere fibroblast hiicrelerini uyarir,
yara alaninda tip 1 kolajen depolanmasina katkida bulunur. Bu 6zellikleriyle yumugak
ve sert doku onariminin gelistirmesiyle bilinir. Platelet tiirevli biiylime faktorii (PDGF
-Platelet-derived growth factor) ile birlikte yumusak doku iyilesmesi ve kemik

mineralizasyonuna yardimci olur (Misch 2008).

2.5. Biyouyumluluk

Biyouyumluluk i¢in literatiirde pek ¢ok tanim bulunmaktadir. Genel olarak bir
materyalin uygulandig1r biyolojik ortamda uygun doku ya da sistem cevabi
olusturmasi; zararli ve immiinolojik olarak reddedilmis olmamasi olarak ifade
edilmektedir. Tanimlama yapilirken daha ¢ok iki temel ilke dikkate alinmustir.
Bunlardan birincisi, biyomateryalin organizma i¢in zararli etkilerinin olmadigi
“biyogiivenlik” ilkesidir. Bu ilke, sitotoksisite kavrammi icerir. Ikinci ilke ise,
biyomateryalin uygulandig1 organizmada uygun cevabi olusturarak fonksiyon gérme
kabiliyeti olarak tanimlanan “biyofonksiyonellik™ ilkesidir (Black n.d.; Kirkpatrick et
al. 1998; Shahi et al. 2019). Biyouyumluluk kavramina gore dental materyallar
biotolerant, bioinert ve bioaktif olmak tizere gruplanirlar. Bu gruplara ait tanimlar ve
ornekler Tablo 3 de aciklanmistir.

Dayanak materyallerinin ¢evre yumusak doku ile biyouyumlulugu yumusak doku
kararlihgini etkileyen onemli faktorler arasindadir. Implant tedavisinin rutin tedavi
secenekleri arasinda yer alisiyla birlikte ticari olarak bir¢gok marka dental markete
sunulmustur. Standart implant dayanaklari, dogal dislenmedeki yumusak doku ¢ikis
profilini olusturma konusunda kisisellestirilmis dayanaklar kadar basarili olamayip
arttk simanin temizligi konusunda da yetersiz kalmaktadir. Dijital teknolojinin
yasamin her alaninda etkin kullanimi, kisisellestirilmis dayanaklarin CAD- CAM
teknolojisi ile uygun biitce ve yliksek estetik sonuclarla elde edilmesini miimkiin

kilmaktadir (Serichetaphongse et al. 2020).
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Biyouyumluluk Dis hekimligi | Dis hekimliginde | Komsulukta

grubu tammi kullanilan  6rnek | oldugu kemik ile
malzeme iliski
Biotolerant Yerlestirildigi Paslanmaz celik, | Uzak

kemik  dokudan | kobalt  alasimlari, | osteogenezis
fibroz doku | polimetilmetakrilat

tabakasi ile ayrilir.

Bioinert Kemik doku ile | Titanyum, Kemik  dokuya
kimyasal bag | zirkonya, aliimina, | direkt temas
kurarlar. karbon

Bioaktif Kemik doku ile Hidroksi apatit, | Kemik  dokuya
kimyasal bag | kalsiyum karbonat, | yapisma
kurmadan komsu | kalsiyum fosfat,

kemik ile direkt | cam seramikler

temastadir.

Tablo 3 Biyouyumluluk tanimma goére dental materyallerin smiflandiriimasi

(Williams 1981)

2.6. Biyouyumluluk Testleri

Biyouyumluluk icin klinik deneyler, hayvan deneyleri ve in vitro deneyler

yapilmaktadir (Hanks’, Watahaz, and Suni 1996; Saw et al. 2005).
2.6.1. Klinik Deneyler

Deney materyaline kars1 olusan cevabin en dogru oldugu deney tiirtidiir. Goniillii insan
gruplar lizerine deney materyali uygulanir. Dezavantajlari, ¢cok pahali olmasi, uzun
stireli olmasi, degerlendirmenin zor olmasidir. Etik agidan tartismalidir (Saw et al.

2005).
2.6.2. Hayvan Deneyleri

Kedi, kdopek, fare, maymun, koyun ve keci gibi memeli hayvanlarin organizmalarina
deney materyalinin uygulanmas1 ile gerceklestirilen deneylerdir. Memeli

organizmasmin kompleks yapist nedeniyle daha anlamli ve karmasik cevaplara
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ulagilir. Ancak, degiskenlerin kontrol edilmesi zordur. Pahali deneyler olduklar1 gibi

etik agidan da tartigmalidirlar (Schmalz 1997).
2.6.3. In Vitro Deneyler

Biyouyumlulugu test edilecek materyalin in vitro sartlarda biyolojik dokularda
olusturdugu cevabin ve toksik etkilerin degerlendirilmesi i¢in in vitro biyouyumluluk
testleri kullanilmaktadir. Bu testlerle hiicre ve dokularda materyale kars1 gelisecek
enflamasyonun dejeneratif (geri doniisebilir) ve nekrotik (geri doniisiimsiiz)

basamaklarinda olusan cevaplar degerlendirilebilmektedir (Hanks’ et al. 1996).

Dis hekimliginde kullanilan malzemelerin biyouyumluluk deneyleri bes grup altinda
toplanmaktadir. Bunlar; pulpa ile temasta olan malzemeler, kanal dolgu malzemeleri,
disin sert doku sagligini etkileyen malzemeler, agiz i¢ci yumusak doku ile temasta olan
malzemeler ve agiz dis1 dokularla yutma, solunum ve dokunma yoluyla temasta olan
malzemelerdir. Bu gruplara dayanarak uygulanacak testler, materyalin kullanilacagi
bolgeye ve beklenen zararli etkiye gore farklilik gosterir. Burada en 6nemli konu
uygulanacak materyal i¢in dogru testin secilmesidir. /n vitro testlerin tekrarlanabilir
olmast en biiylk avantajlaridir. Biyolojik ortamlardaki kompleks yapinin
saglanamamasi, sadece deney degiskenlere bagli kalinmasi dezavantajlarindandir

(Hanks’ et al. 1996; Saw et al. 2005; Schmalz 1997; Williams 1981).

Biyouyumluluk testleri onciil testler, ikincil testler ve kullanim testleri olarak ii¢ gruba
ayrilirlar. Dis hekimliginde kullanilan materyaller i¢in uygulanan biyouyumluluk
testleri Onciil testler grubu iginde yer alan sitotoksisite testleridir (Hanks’ et al. 1996;

Murray, Godoy, and Godoy n.d.; Schmalz 1997).
2.6.4. Sitotoksisite Testleri

Hiicre canlilig1 /sitotoksisitenin belirlenmesinde in vitro sartlarda kullanilan yontemler

bes grupta incelenirler. Bunlar agagidaki gibidir:

1. Boyama yontemleri: Tripan mavisi, eozin, kongo kirmizisi ve eritrosin B

kullanilarak uygulanir.

2. Kolorimetrik yontemler: Metabolik aktivitenin o6l¢iildiigii hiicre ¢ogalmasi/

Oliimiiniin sistemine dayali testlerdir. Notral kirmizisi alimi (NRU) testi, MTS testi,
XTT testi, kristal viyole testi, 3-[4,5-dimetiltiyazol-2-il]-2,5-difenil-tetrazolyum

bromiir (MTT) testi, suda ¢dzlinen formazan 1 (WST-1) testi, suda ¢oziinen formazan
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8 (WST-8) ve sulforhodamin B (SRB) testi, testleri farkli boyalar kullanilarak

spektrofotometrik okumalarla uygulanan testlerdir.

3. Florometrik yontemler: Alamarblue testi ve CFDA-AM testleri florometrik testler

arasidadir.

4. Apoptozun belirlenmesi: Akis sitometrisi kullanilarak apoptotik ve nekrotik hiicre

oranlar1 degerlendirilir.

5. Otofajinin belirlenmesi i¢in kullanilan ydntemler: Otofajide rol oynayan protein

diizeylerinin belirlendigi testlerdir (Erkekoglu and Baydar 2021).

XTT (2,3-bis (2-metoksi-4-nitro-5-siilfenil)-5-[(fenilamino) ~ karbonil]-2H-
tetrazolyum hidroksit), hiicrelerin metabolik aktivitesi ile hiicre canliligi, cogalmasi ve
uygulanan etken maddenin sitotoksisitesini 6lgmeyi saglayan renk degisimine dayali,
radyoaktif olmayan bir yontemdir. Sari renkteki tetrazolium tuzunun metabolik

aktivite ile indirgenerek turuncu renkteki formazan molekiiliine doniisiimii esasina

dayanir. (Sekil 4)

Replicates

{ y—NH N X

\. P .
/ 1 Bl AN N N N

o7 N o, [ |

| , A 0 me AN

NO;

XTT Formazan Increasing number of cells per well ———

Sekil 5 Tetrazolyum tuzunun formazona doniisiimii

2.6.5. Apoptoz (Annexin V- FITC) Testi

Hiicre 6liimii fizyolojik kosullarda ve yaralanma veya hastalik sonucu meydana gelir.
Programlanmis hiicre 6liimii, insan dokusunun gelisiminde ve homeostazinda énemli
bir role sahiptir. Apoptoz, programlanmis hiicre 6liimiiniin ana tipidir. Bu siirecin

anormal diizenlenmesinin, gelisimsel bozukluklar, nérodejeneratif hastaliklar ve
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kanser dahil olmak fiizere c¢ok sayida hastalia neden oldugu diisiiniilmektedir.
Programlanmis hiicre oliimii ile periodontal hastalik arasindaki baglanti oldugu

bilinmektedir. (Tsuda H et al. 2012)

Apoptoz, hiicre kii¢iilmesi, zar kabarmasi, kromatin yogunlasmasi, DNA par¢alanmasi
ve hiicre yiizeyi degisiklikleri dahil olmak {izere karakteristik morfolojik ve
biyokimyasal degisikliklerle iligkilidir. Apoptozun erken tespiti, apoptoza yol acan
merkezi yolun incelenmesi i¢in kritik neme sahiptir. Tahlil, normalde plazma zarinin
sitoplazmik yiiziiyle sinirli bir fosfolipid olan fosfatidilserinin (PS), ¢ogu hiicre tipinde
ve birgok apoptotik uyaran tarafindan apoptoz sirasinda hiicre ylizeyine yer
degistirdigi gozlemine dayanir. PS'nin hiicre ylizeyine eksternalizasyonu, apoptotik
hiicrelerin komsu hiicreler veya makrofajlar tarafindan tanmmmasmi isaretleyerek,
fagositoz ile 6lmekte olan hiicrelerin enflamatuar olmayan sekilde uzaklastirilmasini
kolaylastirir. Hiicre yiizeyinde PS, floresan izotiyosiyanat (FITC) etiketli anneksin
V'nin baglanmasiyla saptanabilir. Anneksin V proteini, kalsiyum varliginda, negatif
yiiklii fosfolipidlere spesifik olarak baglanan bir fosfolipid baglayici protein ailesine
aittir. 4 FITC etiketli anneksin V-pozitif hiicreler, akis sitometrisi veya floresan
mikroskobu ile tespit edilebilir. Cogu durumda, hiicre ylizeyine PS translokasyonu,
DNA yogunlasmasi, plazma zar1 gegirgenligi ve zar kabarmasindan dnce meydana
gelir, bu nedenle erken apoptozun hizli ve uygun bir 6l¢iisii olarak hizmet eder(Bossy-

Wetzel and Green 2000).

2.6.6. Interlokin 6 (IL6) ve Transforming Growth Faktor (TGF-8) Analizi

ELISA, antijen-antikor iligkisini, antikora baglanmig bir enzimin aktivitesini,
karigimdaki belirli bir proteini tespit etmek temeline dayanan kantitatif bir 6l¢iim
yontemidir. Renk degisimi esasina dayanir. Spesifik antikorlar kullanilarak
mikroplaka kuyularinda immobilize edilmis protein Orneklerinin analizini saglar.
Antikor ve proteinleri pasif olarak baglayan 96 veya 384 kuyucuklu polistiren
plakalarda gerceklestirilir. Arastirma amacli, serum antikor konsantrasyonu
belirlenmesi, gida alerjilerinin saptanmasi, antijen tayini, salgin hastaliklar ve
yayilimin belirlenmesi, gecirilmis hastaliklarin antijenlerinin kandan tespiti amaciyla
uygulanir. Viicut sivilari, hiicre ve doku kiiltiirlerinde ¢alisilir. ELISA testinin direkt,
indirekt ve sandvi¢ olmak lizere ii¢ uygulama yontemi vardir. Bunlardan en ¢ok

kullanilan sandvi¢ yontemidir (Crowther 2009).
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2.6.7. Reaktif Oksijen Tiirleri (ROS)

Reaktif oksijen tiirleri (ROS), molekiiler oksijenden tiiretilen bir dizi reaktif molekiilii
ve serbest radikali tanimlamak i¢in kullanilir. Aerobik solunumda oksijenin
indirgenmesi ve hiicre i¢indeki ¢esitli enzimatik sistemler tarafindan yan {iriin olarak
ortaya ¢ikarlar. Fizyolojik seviyelerde ROS, hem hiicre i¢i hem de hiicrelerarasi
haberlesmede ve hiicre savunmasinda rol oynar. Biyolojik sistemin detoksifikasyon
mekanizmasmin {izerinde artan ROS iiretimi, oksidatif stres ve hiicre hasar ile
sonuclanir (Held 2015).

Florometrik Hiicre I¢i ROS Kkiti, bir saatlik inkiibasyonu takiben hiicre ici ROS’u
(6zellikle siiperoksit ve hidroksil radikalleri) tespit etmek icin hassas, tek adimli
florometrik 6l¢iim saglar. ROS, sitoplazmada lokalize bir florojenik sensor ile

reaksiyona girerek, mevcut ROS miktariyla orantili bir florometrik iirlin ortaya ¢ikar.

Bu aragtirmada bes farkli implant dayanak materyalinin (lityum disilikat ile
giiclendirilmis cam seramik, PEEK, PMMA, titanyum alasim ve zirkonya) gingival
fibroblast hiicreleri iizerindeki sitotoksik etkilerinin varligi karsilastirmali olarak

incelenmistir.
Calismanin Hy hipotezi:

Kullanilan materyallerin gingival fibroblast hiicreleri {lizerine sitotoksik etkilerinin

olmadigidir.
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3. Gerec ve Yontem

Bu c¢alismada, dis hekimligi uygulamalarinda yaygin olarak kullanilan implant
dayanak materyallerinin, fare fibroblast hiicreleri (L929 hiicre hatt1) iizerine sitotoksik
etkileri in vitro sartlarda arastirildi.

Calisma icin uygulanan testler, Ege Universitesi T1p Fakiiltesi Tibbi Biyoloji Anabilim
Dali Laboratuvari’nda gerceklestirildi. Calismada kullanilan materyallerin adlari,

tiirleri ve tretici bilgileri Tablo 4’te gosterilmistir. Kullanilan materyaller Sekil 5-9°da

gosterilmistir.
Materyal Uretici  Firma | Seri No | Materyal Icerigi Ornek
Ad1 sayis1
IPS e.max® CAD | Ivoclar S23926 Lityum dislikat ile n=30
Vivadent, giiclendirilmis cam seramik
Schaan, (LiSi0») (%57-80 SiO, ,
Liechtenstein %11-19 Li,0, %0-13 K,0,
%0-11 P,05, %0-8 ZrO,, %0-
8 Zn0, %0-5 AL,O3, %0-5
MgO, %0-8 renklendirici
oksitler)
PEEK NucleOss, - Polietereterketon n=30
[zmir, Tiirkiye
Telio® CAD Ivoclar T49621 %99.5 Polimetilmetakrilat | n=30
Vivadent, (PMMA), pigment<1.0%
Schaan,
Liechtenstein
Titanyum NucleOss, - Grade V titanyum (Ti-6Al- n=30
[zmir, Tiirkiye 4V)
IPS Ivoclar Y22252 | Yar sinterize yttrium oksit n=30
e.max®ZirCAD Vivadent, stabilize zirkonyum
Schaan, (ZrO»)
Liechtenstein

Tablo 4 Calismada kullanilan materyaller ve kimyasal igerikleri
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fe.max’ CAD
Refill for CEREC”and inLab®
L

Sekil 6 Lityum disilikat ile gliglendirilmis cam seramik (e.max CAD)

Sekil 7 Polietereterketon (PEEK) cubuk

Sekil 8 Polimetilmetakrilat Blok (PMMA) (Telio CAD)
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Sekil 9 Titanyum alagim ¢ubuk (GradeV- Ti-6Al1-4V)

3

| 3'! 3-[

!:v

i e max ZirCAD

aaaaaaaaaaaaaaaaaa

Sekil 10 Zirkonya (ZrO») Blok (e.max ZirCAD)

3.1. Hiicre Kiiltiirii
Implant tedavisinde kullanilan dayanak materyalleri agiz ortaminda bag dokusu ile
temas halindedir. Bu nedenle hiicre kiiltiirii olarak ATCC® firmasindan temin edilmis

olan [.929 fare fibroblast hiicre hatt1 kullanilmistir.

3.2. Hiicrelerin Uretilmesi ve Kiiltiir Kosullar

Hiicreler; yasamsal faaliyetlerini saglikli sekilde siirdiirebilmeleri i¢in %10 Fetal
Bovine Serum (FBS), %1 penisilin/streptomisin ve %1 L-glutamin ile desteklenen
MEM- EAGLE Earle’s Salts Base kullanilarak 75 cm?’lik hiicre kiiltiir kabinda; 37°C,
%5 CO2’li inkiibatorde c¢ogaltildi. (Sekil 10-11-12-13) Diizenli hiicre kontrolleri
inverted 151k mikroskobu kullanilarak yapildi.

27



Sekil 11 Hiicrelerin ¢ogaltilmasi agsamasinda kullanilan Fetal Bovine Serum (FBS)

MEM-EAGLE
Earle’s Salts Base

Sekil 12 Hiicrelerin ¢ogaltilmasi agamasinda kullanilan MEM- Eagle Solusyonu
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Sekil 13 Hiicre ekilen 75'lik Hiicre kiiltiir kab1

Sekil 14 inkiibasyon i¢in kullanilan 37 °C, %5 CO?2 igeren inkiibator
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3.3. Hiicre Canhiligimin Takibi

Tripan mavisi membran ge¢irimsiz bir boyadir. Bu nedenle canli hiicreleri boyayamaz.
Olii hiicreler membranlarinda meydana gelen bozulmalardan dolay: maviye boyanur.
Calismanin bu boliimiinde hiicre canlilig1 takibi i¢in tripan mavisi kullanildi. 75°1ik
hiicre kiiltiir kaplarinda bulunan L1929 hiicre hatti 6nce 5 ml serumsuz ortam ile
yikandi. Hiicre kiiltiir kab1 igerisine 1 ml Tripsin-EDTA eklenerek 37°C’de 5 dk
inkiibe edildi. Boylece kap yiizeyine tutunmus olan hiicrelerin yiizeyden ayrilmasi
sagland1 (Sekil 14). Hiicrelerin yiizeyden ayrildigi inverted 1s1tk mikroskobunda
goriildii. Eklenilen tripsin-EDTA miktarinin hacimce iki katt serumlu ortam eklenerek
tripsin inaktivasyonu saglandi. Kiiltiir kab1 i¢indeki hiicreler serolojik pipet ile 15
ml’lik falkon tiipiine alindi, 1200 rpm’de 5 dk santrifiije edildi. Hiicrelerin dibe
coktiigli goriildiikten sonra iistte kalan ortam atildi. 1 ml serumlu ortam eklenerek
hiicreler resiispanse edildi. Bu karistmdan 50 pl alindi; 50 pl %0,4- 0,5
konsantrasyonda tripan mavisi ile karistirildiktan sonra 1s1k mikroskobu (Olympus
CH30, Japan) ve Neubauer hemositometresi (Marienfeld, Germany) kullanilarak
hiicrelerin canlilik durumuna gore sayimi yapildi; 0,1 pl deki canli hiicre sayisi
bulunduktan sonra 2 olan diliisyon katsayis1 ve 10 ile ¢arpilarak m1’deki hiicre sayisi

hesaplandi. (Sekil 15-16-17)

Sekil 15 Hiicrelerin tutunduklar kiiltiir kab1 yiizeyinden ayrilmalari i¢in kullanilan

Tripsin- EDTA Solusyonu
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Sekil 16 L929 fare fibroblast hiicrelerinin 40X biiyiitmede incelendigi 151k
mikroskobu

Sekil 17 Isik mikroskonu 40X biiylitmede 75’lik hiicre kabindaki 1.929 fare

fibroblast hiicrelerinin goriintiisii
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Sekil 18 Neubauer Hemositometresi

3.4. Hiicre Hattimin Pasajlanmasi

Hiicreler 75’lik kiiltiir kabinin %70-80’ini kapladiginda pasaj uygulandi. Bunun i¢in
hiicreler tripsin ile ylizeyden kaldirildi, 15 ml’lik falkon tiipe alind1. 1200 rpm’de 5 dk
santrifiije edilerek hiicreler ¢oktiiriildii. Ustte kalan ortam atildi. Hiicreler 1 ml besiyeri
bulunan ortam ile resiispanse edildi. 9 ml daha besiyeri eklenerek karisim 10 ml’ye
tamamlandi. 75 cm?’lik iki kiiltiir kabina boliindii. Her bir kiiltiir kabina 15 ml besiyeri

eklendikten sonra inkiibatore alinda.

3.5. Hiicre Hatlarinin Dondurularak Saklanmasi

Ilerleyen c¢alismalarda kullamlmak iizere ihtiya¢ fazlasi hiicreler -80 °C’de
dondurularak saklandi. Bunun i¢in buz lizerinde 100 pl dimetil siilfoksit (DMSO) ile
900 pl FBS karistirilarak dondurma ¢ozeltisi hazirlandi. 1ml dondurma ¢dzeltisi ile

1x106 hiicre karigtirilarak kriyo tiiplere aliarak -80 °C’de donduruldu.
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3.6. Dondurulan Hiicre Hattinin Co6ziinmesi

15 mI’lik falkon tiipiine 5-10 ml arasi besiyeri eklendi. -80°C’de kriyo tiiplerde donuk
halde bulunan hiicrelerin iizerine bir miktar hazirlanan besiyeri pipetaj islemi ile
uygulanarak hiicrelerin hizlica ¢6ziinmesi saglandi. Kriyo tiipte ¢oziinmiis halde
bulunan hiicre — besiyeri karigimi falkon tiipe aktarildi. 1200 rpm’de 5 dk santrifiije
edilerek hiicrelerin ¢oktiiriilmesi saglandi. Ustte bulunan ortam uzaklastirildi, hiicre
peleti taze besiyeri ile reslispanse edilerek fazla DMSO’nun uzaklastirilmast igin
tekrar santrifiij yapildi. Ust kalan ortam atildi. Hiicreler %10 FBS igeren besiyerine
pipetlenerek resiispansiyon saglandi; tripan mavisi ile hiicre canlilig1 kontrol edilip

uygun sayida hiicre 75 cm?’lik kiiltiir kabina ekilip inkiibatore yerlestirildi.

3.7. Orneklerin Hazirlanmasi

Uygulanacak testlerde kullanilmak {izere 6rnekler hazirlanirken ISO-10993-12:2012-
8 no’lu “Test Ornek ve Referans Materyal Hazirlama” talimati referans alindi.
Deneylerde kullanilacak drnekler ISO-10993-12:2012°de yer alan “Tablo 1- Standart
Yiizey alanlar1 ve Likit Ortam Hacimleri” 6rnek materyal tipleri dikkate alinarak
kalmlig1 Imm’den fazla olacak sekilde olusturuldu. Ornekler 5Smm yiikseklik ve 6mm
capta silindir seklinde her materyal grubundan 30 adet (n=30/grup), toplam 150 adet
(N=150) hazirland1 (Standards Authority of Ireland 2012). (Sekil 18-19)
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Sekil 19 Orneklerin hazirlanmasi (A. CAD/CAM bloktan hazirlanacak 6rnek igin

blogun endiistriyel olarak tasarlanmis kesme cihazinda dilimlenmesi, B. Dilimlenmis
orneklerin yiizeyinin gren biiyiikliikklerine gore agindirilarak son halinin elde edilisi, C.

Hazirlanmis e.max CAD o6rnek -iist ylizeyi, D. Hazirlanmis e.max CAD o6rnek -yan

ytizeyi)

e.max® CAD (n=30)
(LiSiO2)
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PEEK (n=30)

Telio® CAD (n=30)
(PMMA)
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Titanyum (Ti-6Al-4V) (n=30)

|
L
:wsuvw

e.max® ZirCAD (n=30)
Zirkonya (ZrO»)

Sekil 20 Hazirlanan 6rnekler (A. LiSiO2, B. PEEK, C. PMMA, D.Ti-6Al-4V, E.
ZrO2)

Hazirlanan 6rnekler (Sekil 18) buharli sterilizatorde, 121°C de, 3 atm basing altinda

20 dk hassas programda paketli olarak sterilize edildi. (Sekil 20) Sterilize edilmis her
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ornek laminar flow kabinde (Sekil 20) bir ependorf tiipiline yerlestirilerek iizerine ISO
10993-12:2012 standartlaria gore 502 pl %10 FBS, %1 penisilin- streptomisin ve %1
L-glutamin ile desteklenmis MEM-Eagle ortam konuldu (Standards Authority of
Ireland 2012). 1 giin (24 saat), 3 giin (72 saat) ve 7 giin (168 saat) 37 °C, %5 CO> li
inkiibatorde bekletildi. Bu siireler sonunda dayanak materyallerine maruz kalan
ortamlar toplandi. 0,22 pm filtreden gecirilerek -20 °C’de saklandi (Sekil 20-21-22-
23).

Sekil 21 Buharli Sterilizator
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Sekil 22 Hiicre pasajlamasi, yikanmasi,iiretilmesi i¢in kullanilan laminar flow kabin

Sekil 23 Ortamlarin pipet ile toplanmasi
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Sekil 24 Ortamlarin siiziilmesi i¢in kullanilan 0,22 pm Filtre

3.8. Sitotoksisite Testi

Calismada kullanilan dayanak materyallerinin sitotoksik etkilerinin belirlenmesi i¢in
tablo 5’teki deney plani kurgulandi. Dayanak materyallerine maruz kalan ortamlardan
toplanan ekstratlarla olusturulan deney plani lityum disilikat ile giiclendirilmis cam
seramik n=9, PEEK n=9, PMMA n=9, titanyum n=9 ve zirkonya n=9 6rnek, toplam
N=45 6rnek olarak kurgulanmistir. Ornekler 1. giin, 3. giin ve 7. giin olarak zaman
gruplaria ayrildi. Her grup i¢in kontrol grubu olusturuldu. Buharlasmaya bagli sivi

kaybini minimuma indirmek i¢in kenar kuyulara su yiiklendi.
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1. glin 3. glin 7. glin
dHO0 = dH20 dH20 dH20 dH20 dH20 dH20 dH20 dH20 dH20 dHO0 = dH:0

dHO | Li2Si Li2Si Li2Si Li2Si Li2Si Li2Si Li2Si Li2Si Li2Si blank | dH.O

dH>O | peek peek peek peek peek peek peek peek peek blank | dH.O

dHO  pmma pmma pmma pmma pmma pmma pmma pmma pmma blank | dH.O
dH.O i ti ti ti ti ti ti ti ti blank | dH.O
dHO | zr zr zr zr zr zr zr zr zr blank | dH.O

dH>O | kontrol | kontrol | kontrol | kontrol | kontrol | kontrol | kontrol | kontrol | kontrol | blank = dH>O

dH.0 | dH20 dH20 dH20 dH20 dH20 dH20 dH20 dH20 dH20 dHO0 = dH:0

Tablo 5 Sitotoksisite deney planina gore alinan siipernatantlarin 96 kuyucuklu plakaya
yerlesim plani (¢calismada kullanilan materyallerin zamana goére dagilimlar) (dH2O:su,
Li2Si: lityum disilikat ile giiclendirilmis cam seramik dayanak materyaline maruz
birakilan ortam, peek: PEEK dayanak materyaline maruz birakilan ortam, pmma:
PMMA dayanak materyaline maruz birakilan ortam, ti: Ti-6Al-4V alasim dayanak
materyaline maruz birakilan ortam, zr: zirkonya dayanak materyaline maruz birakilan
ortam, kontrol: dayanak materyaline maruz birakilmayan ortam, blank: sadece besiyeri

olan ortam)

Hiicre saymmi yapildiktan sonra %10 FBS besiyeri iceren ortamdaki hiicre
konsantrasyonu ml’de 1x10° olacak sekilde ayarlandi ve yeterli miktarda hiicre kiivete
alindi. Coklu pipet yardimiyla kuyucuk basina 100 pl hacimde ve her materyal grubu
icin 3’lii tekrar olacak sekilde iki ayr1 96 kuyucuklu plakaya pipetlendi (Sekil 24-25).
Kontrol gruplar1 her bir materyal i¢in sadece L-929 hiicre kiiltiiri ve besiyeri olan;

materyal icermeyen kuyucuklardan olusturuldu.
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GREER VY

Sekil 25 96 kuyucuklu plaka (well plate)

Sekil 26 Orneklerin 96'lik plakaya alinmasi
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Hiicrelerin plaka kuyucuklarina tutunmalar1 i¢in 24 saat siireyle %5 COa, 37 °C
inkiibatorde inkiibasyona birakildi. 24 saat sonunda her iki plakalardaki ortamlarin
tamami ¢ekilerek 1, 3 ve 7 gilin 6rneklere maruz birakilan ortamlardan alinan 100 pl
ortam ile degistirildi. Plakalar 24 ve 48 saat boyunca 37 °C, %5 CO.’li etiivde
inkiibasyona birakild1.

24 ve 48 saatin ardindan kuyucuklardaki tiim ortam uzaklastirild1 ve yerine kuyucuk
basina 100 pl fenol red igermeyen besi ortami, 50 pul XTT reagent ve 1 pl aktivator
karisimi goklu pipet yardimiyla 1siksiz ortamda hizlica eklendi. inkiibatore konularak
dort saat siireyle saat bagi Multiskan Spectrofotometer Elisa Reader cihazinda 450 nm
ve 620 nm dalga boylarindaki absorbans degerleri ol¢iildii (Sekil 26). 450 nm deki
absorbans degerinden 620 nm degerindeki absorbans degerleri ¢ikarilarak deney
gruplart ile kontrol gruplar1 arasindaki canlilik degerleri karsilastirildi. Sonuglar IBM
SPSS Statistic for Windows, Version 25.0.(IBM Corp. Released 2017, Armonk, NY)

paket programi ile analiz edildi.

Sekil 27 ELISA Okuyucu

3.9. Apoptoz (Annexin V- FITC) Testi
Hiicre canliligi ve apoptoz testi FITC Annexin V Apoptozis Belirleme kiti ile

yapilmigtir. Calismada kullanilan dayanak materyallerinin hiicreler tizerindeki
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apoptotik etkilerini belirlenmesi i¢in iki ayr1 plakaya dayanak materyallerine 1, 3 ve 7
giin siireyle maruz birakilan ortamlar birer kuyucuk olacak sekilde pipetlenerek

asagidaki deney plani kurgulanmstir.

1.Giin 3.Giin 7.Giin
Lityumdisilikat Lityumdisilikat Lityumdisilikat
Peek Peek Peek

Pmma Pmma Pmma
Titanyum Titanyum Titanyum
Zirkonya Zirkonya Zirkonya
Kontrol Kontrol Kontrol

Tablo 6 Apoptoz deney plani

Kuyucuk bagina 75x10° hiicre 1ml %10 FBS iceren MEM-Eagle ile ekildi ve 24 saat
boyunca 37 °C, %5 CO2’li etiivde inkiibasyona birakildi. 24 saat beklendikten sonra
ortamlar, dayanak materyaline belirli stirelerle (1,3,7 giin) maruz birakilan Iml ortamla
deney planina uygun olarak degistirildi. 48 saat boyunca 37 °C, %5 CO’li etiivde
inkiibasyona birakildi. Inkiibasyon sonunda ELISA testlerinde kullanilmak {izere 1000
g’de (gravite) 15 dk santrifiijlenerek -20 °C’de saklandi.

ELISA testi i¢in tiim kuyulardaki hiicreler 500°er pl serumsuz ortam ile yikanip 200
ul tripsin-EDTA ile kaldirildiktan sonra 400 pl serumlu ortam ile tripsin inaktivasyonu
saglandi, ardindan hiicreler 2 ml’lik santrifiij tiiplerine alinarak, 100 g’de 7dk santrifiij
edildi; santrifiij sonunda siipernatant uzaklastirilarak hiicreler soguk PBS ile
resiispanse edildi, tekrar santrifiije edildi. Yikama islemi 2 defa tekrarlandi. Islem
sonunda kontrol hiicreleri, baglama tamponu ile resiispanse edilerek kontrol grubu
100’er pl olacak sekilde dort tiipe boliindii; tiiplerden birine 1/100 oraninda PI boyast,
digerine 1/100 oraninda Annexin V- FITC boyasi, digerine ayni oranlarda PI+Annexin
V- FITC eklenip 20 dk oda sicakliginda ve karanlikta inkiibasyona birakildi.

Deney gruplarinda ise her grup i¢in 100 ul baglama tamponu ile 1 pl PI ve 1 pl
Annexin V- FITC bir tiipte karistirildiktan sonra hiicreler 100’er pl boya karisimi ile

restispanse edilerek 20 dk oda sicakliginda ve karanlikta inkiibasyona birakildi.
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Inkiibasyonun ardindan baglama tamponu ile siispanse edilen hiicreler akis sitometre
cihaz ile analiz edildi.

Ik olarak FSC-A ve SSC-A alaninda hiicrelerin bulundugu P1 alaninda 30x 10> hiicre
sayildi ve FL1-A ve FL2-A filtrelerinde P1 alanmi igerecek sekilde canli hiicre
boliimii, erken apoptoz boliimii, geg apoptoz boliimii ve nekroz boliimii belirlendi. Anx
iceren kontrol grubu ve PI igeren kontrol grubu da analiz edildi. Son olarak Anx+PI

iceren kontrol grubu da analiz edildikten sonra deney gruplari sirasi ile analiz edildi.

3.10. Interlokin 6 (IL6) ve Transforming Growth Faktor (TGF-B) Analizi
Interlokin 6 (IL6) ve Transforming Growth Faktdr-B (TGF-B) diizeylerinin
belirlenmesi i¢in ELISA yontemi kullanildi.

IL6 analizini ger¢eklestirmek iizere hazirlanan standartlar ve 6rnekler 100’er pl olarak
kuyucuklara pipetlendi, iizeri jelatinle kapatildi. 2 saat boyunca inkiibasyona birakildi.
Kuyulardaki sivilar uzaklastirildi, her kuyuya 100 ul biotin antikoru eklendi. Uzeri
jelatinle kapatildi. 1 saat boyunca 37 °C, %5 CO’li etiivde inkiibasyona birakildi.
Ortamlardaki sivilar uzaklastirilarak her kuyu 200 pl yikama soliisyonu ile 2 dk
boyunca yikandi. Bu islem ii¢ kere tekrar edildi. Her kuyuya 100 ul HRP- avidin
eklendi. Uzeri kapatildi, 37 °C, %5 CO2’li etiivde tekrar inkiibasyona birakildi.
Ortamlardaki s1v1 uzaklagtirildi, her kuyu 200 pl yikama soliisyonu ile 2 dk boyunca
yikandi. Bu islem bes kere tekrar edildi. Her kuyuya 90 pul TMB substrat eklendi, 37
°C, %5 CO2’li etiivde ve karanlikta 30 dk inkiibasyona birakildi. Her kuyuya 50 pl
durdurma soliisyonu eklendi, nazikc¢e calkalanarak karistirildi. Ardindan Multiskan
ELISA okuyucuda 450 nm absorbansi 6l¢iildii. Standartlara gore standart egri grafigi
olusturuldu ve deney gruplarmin konsantrasyonlart hesaplandi (CUSABIO
TECHNOLOGY LLC n.d.-a).

Fare fibroblast hiicreleri tarafindan salgilanan TGF-B seviyelerini 6l¢mek iizere
sandwich ELISA yontemine dayanan deney diizenegi kullanildi. Deney protokoliine
uygun olarak standartlar ve ortamlar hazirlandi. Orneklerin ve ortamlarin hazirlanmasi
basamaginda IL6 ELISA deney hazirligindan farkli olarak TGF-3’ya 6zgii antikorlarin
sabitlendigi mikro plakalara asit aktivasyonu ve notralizasyonu islemlerinin
uygulanmast gerekmektedir. 100 pl hiicre kiiltiirii ortamina 20 pl hidroklorik asit
(HCI) eklendi. Oda sicakliginda 10 dk. inkiibasyona birakildi. Ardindan 13 pl 1.2 N
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NaOH/0.5 M HEPES eklenerek nétralizasyon saglandi. lyice karistirildi. IL6 igin
uygulandig1 sekilde deney protokolii uygulandi (CUSABIO TECHNOLOGY LLC
n.d.-b)

3.11. Reaktif Oksijen Tiirleri (ROS)

Deney i¢in 96 kuyucuklu plakaya kuyucuk basina 1x10* hiicre ekildi. Hiicrelerin
tutulmasi i¢in inkiibatorde 24 saat birakildi. Hiicrelerin ortami belirli stirelerle dayanak
materyallerine maruz birakilan ortamlarla degistirildi. 48 saat inkiibasyonun ardindan
kuyucuk basina 100 pl analiz tamponu ve 0,2 ul ROS belirleme reaktifi koyu kirmizi
eklendi. Bir saat 37 derecede inkiibasyona birakildi. 640 nm dalga boyunda uyarilarak
675 nm deki 151ma 6l¢iildi.

3.12. istatistiksel Analiz

Elde edilen verilerin istatistik analizleri Ege Universitesi Tip Fakiiltesi, Temel Tip
Bilimleri Boliimii, Biyoistatistik ve Tibbi Bilisim Anabilim Dali’nda IBM SPSS
Statistic for Windows, Version 25.0.(IBM Corp. Released 2017, Armonk, NY) paket
programi kullanilarak gerceklestirildi. Hipotez kontrol seviyesi a=0,05 olarak
belirlendi.

Sitotoksisite analizi olan XTT i¢in materyal (lityum disilikat ile giiclendirilmis cam
seramik, PEEK, PMMA, titanyumve zirkonya; 5 grup), giin (1-3-7 giin; 3 grup) ve saat
(24-48 saat, 2 grup) faktorlerinin hiicresel canlilik ilizerine etkileri ilk olarak 5x3x2
Faktoriyel Varyans Analizi yOntemiyle incelendi. Bu analizde elde edilen artik
(residual) tahminleri {izerinden Kolmogorov-Smirnov yontemi kullanilarak hiicresel
canlilik degiskeninin normal dagilima uyumu kontrol edildi. Analiz sonucuna gore
normal dagilim varsayimiyla ilgili sorun olmadigi saptandi (p=0,200). 5x3x2
Faktoriyel Varyans analizinde giin ile saat faktorleri arasinda 2’li etkilesimin dnemli
oldugu (p=0,010) belirlendi. Coziim olarak 2 saat grubunda ayr1 ayr1 5x3 Faktoriyel
Varyans Analizi ile materyal ve giin etkileri incelenirken, 3 giin grubunda ayri ayri
5x2 Faktoriyel Varyans analizi uygulanarak materyal ve saat etkileri incelendi. Giinler

arasi ikili karsilastirmalarda Post HOC yontem olarak Tukey HSD yontemi kullanild.

Verilerin analizinde ikiden fazla grup olmasi nedeniyle gruplarin birbirinden farkli
olup olmadiginin anlagilmasi amaci ile tek yonlii varyans analizi (ANOVA) uygulandi.
Farkliligin hangi gruplar arasinda oldugunu bulmak icin ve gruplan ikiserli

karsilagtirmak amaciyla Post- Hoc testleri yapildi. Hangi Post- Hoc testinin
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kullanilacagina karar vermek i¢in ise varyanslarin homojenligine bakildi.

Arastirmamizda gruplar arasi farkliliklar Tukey testi ve Dunnet T3 testi ile analiz

edildi.
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4. Bulgular

4.1. XTT Test Bulgular

XTT analiz kitindeki talimatlara uygun olarak 24 saat ve 48 saat siire ile dayanak

materyallerine maruz birakilan ortamlardan elde edilen absorbans ve standart sapma

degerleri Tablo 7°de gosterilmistir.

Absorbans Degeri + standart sapma

giiclendirilmis cam

Materyal Zaman 1.Giin 3.Giin | 7.Giin
24 saat/ kontrol 1,682 + | 1,667 =+ | 1,467 +
0,095 0,084 0,044
1563 £ 1478 1550 =+
24 t t l > ) )
Lityum Disilikat ile | = S2at/ materya
0,040 0,155 0,126

48 saat/ kontrol

2,130 + 2245 2519 +

seramik
0,137 0,207 0,152
(LiSiO»)
48 saat/ materyal 2,121 £ 2,081 £2200 £
0,187 0,139 0,093
24 saat/ kontrol 1,682  £]1,667 =+ 1467 %
0,095 0,084 0,044
Polietereterketon 24 saat/ materyal 1,435 + 1,488 £ 1,358 +
0,154 0,111 0,084
(PEEK)

48 saat/ kontrol

2,130 + 12245 £]2519 +
0,137 0,207 0,152

48 saat/ materyal

1,874 + 1,718 =+ 2,056 +
0,218 0,101 0,116
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24 saat/ kontrol 1,682 x| 1,667 £ | 1,467 +
0,095 0,084 0,044
24 saat/ materyal 1,638 £ 1,253 £ 1,383 +
0,101 0,441 0,060
Polimetilmetakrilat 48 saat/ Kontrol 2.130 L2045 42519 +
(PMMA) 0,137 0,207 0,152
48 saat/ materyal 2075 £ 2079 £ 197 %
0,152 0,212 0,128
24 saat/ kontrol 1,682 x| 1,667 £ | 1,467 +
0,095 0,084 0,044
: 24 saat/ materyal 1,544+ 1364 =+ 1352 %
fitanyum 0,142 0,071 0,096
(1) 48 saat/ kontrol 2,130 £+ 2,245 £|2519 +
0,137 0,207 0,152
48 saat/ materyal 2,168 £+ 2,043 £ 2,140 +
0,041 0,163 0,072
24 saat/ kontrol 1,682 +]1,667 £ | 1,467 +
0,095 0,084 0,044
) 24 saat/ materyal 1,545 + 1,433 £ 1,379 +
Arkonya 0,020 0,086 0,044
(#x02) 48 saat/ kontrol 2,130 £12,245  £]2519 +
0,137 0,207 0,152
48 saat/ materyal 2,033 £]2010 £ 2,055 *
0,109 0,216 0,101

Tablo 7 XTT okunan materyal ve kontrol grubu absorbans degerleri + standart sapma

degerleri
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12000 Materyal

LiSiO2
115.00
PEEK
110.00 PMMA

Ti-6Al-4V

ONEEE

105.00

ZrO,

100.00

95.00

90.00

85.00

Mean XTT

80.00

75.00

70.00

65.00

60.00

55.00

50.00
G1.S24 ©3.S24 G7.S24 G1.S48 G3.S48 G7_S48

Glin_Saat

Error bars: 95% CI

Grafik 1 Ortalama XTT -giin/saat grafigi (G1_S24: 1.Giin 24 saat, G3_S24; 3. Giin
24 saat; G7_S24: 7. Giin 24 saat; G1_S48: 1. Giin 48 saat; G3_S48: 3. Giin 48 saat;
G7_S48: 7.glin 48 saat)

Materyal (lityum disilikat ile giiclendirilmis cam seramik, PEEK, PMMA, titanyum
ve zirkonya; 5 grup), giin (1-3-7 gilin; 3 grup) ve saat (24-48 saat, 2 grup) faktorlerinin
hiicresel canlilik tizerine etkileri ilk olarak 5x3x2 Faktoriyel Varyans Analizi
yontemiyle incelendi. Bu analizde elde edilen artik (residual) tahminleri {izerinden
Kolmogorov-Smirnov yontemi kullanilarak hiicresel canlilik degiskeninin normal
dagilima uyumu kontrol edildi. Analiz sonucuna gére normal dagilim varsayimiyla
ilgili sorun olmadigi belirlendi (p=0,200). 5x3x2 Faktoriyel Varyans analizinde giin
ile saat faktorleri arasinda 2’li etkilesimin 6nemli oldugu (p=0,010) belirlendi.
Faktoriyel Varyans analizi sonuglarina dayanarak etkilesimin, farkli giinlerde iki saat
grubu arasinda hiicresel canlilikta olusan degisikligin benzer yonde ve/veya benzer

biiyiiklikte olmadigr anlagilmaktadir. Buna dayanarak saat gruplarinda yapilan
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Faktoriyel Varyans analizi ile materyal- giin etkilesimi; glin gruplarinda yine

Faktoriyel Varyans analizi uygulanarak materyal- saat etkilesimi incelenmistir.

Estimated Marginal Means

120.00

110.00

100.00

90.00

80.00

24 saat grubunda yapilan analizde materyal x giin etkilesimi (p=0,312) ve
materyaller aras1 farklilik (p=0,083) anlamli bulunmazken, giinler arasi
farklilik (p=0,002) anlamli bulundu. Giinler arasi ikili karsilastirmada Grafik
1 incelendiginde giin arttikca canlilik diizeyinin azaldig1 goriilmektedir. Ikili
analiz sonucunda 1. Giin ile 3. Giin (p=0,042) ve 7.Giin (p=0,001) arasinda
anlamh fark gdzlenirken, 3. ile 7. Giin arasinda (p=0,3633) anlamh farklilik

gbzlenmedi.

48 saat grubunda yapilan analizde materyal x giin etkilesimi (p=0,453) ve
glinler arast farklilik (p=0,190) anlamli bulunmazken, materyaller arasi
farklilik (p=0,008) anlamli bulundu. Grafik 1 incelendiginde en yiiksek
canlilik diizeyinin sirasiyla lityum disilikat ve titanyum alagim, en diisiik
degerin ise PEEK materyalinde oldugu goriilmektedir. Ikili analiz sonucunda
PEEK ile Lityum disilikat (p=0,008) ve titanyum alagim(p=0,015) farkliliklar

anlamli bulunurken, diger ikili gruplar arasi farklar anlamli bulunmadi.

Estimated Marginal Means of XTT
Giun: 1, Saat: 24

1

LITHIUM PEEK PMMA Titanyum Zirkonya

DISILICATE Materyal

Error bars: 95% CI

Grafik 2 1. Giin 24 saat XTT- Materyal grafigi
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Grafik 2’ de 24 saat 1. glin XTT analiz degerlerine gore materyaller arasinda sadece
PEEK dayanak materyali absorbans degeri istatistiksel olarak anlamli farklilik
gostermektedir (p<0,05). Diger dayanak materyalleri giiven araliklar1 kontrol grubu

degerlerini barindirmaktadir. Anlamli farklilik bulunmamaktadir.

Estimated Marginal Means of XTT
Giun: 3, Saat: 24

105.00

100.00

95.00

90.00
45.00 . — /

80.00

Estimated Marginal Means

LITHIUM PEEK PMMA Titanyum Zirkonya

DISILICATE Materyal

Error bars: 95% ClI

Grafik 3 3. Giin 24 saat XTT- materyal grafigi

Grafik 3’ te 24 saat 3. glin XTT analiz degerlerine gore titanyum alagim ve zirkonya
gruplar istatistiksel olarak anlamli faklilik géstermektedir (p<<0,05). Lityum disilikat
ile gliglendirilmis cam seramik, PEEK ve PMMA dayanak gruplar1 giiven araliklar

kontrol grubu degerlerini icermektedir, anlamli fark bulunmamastir.
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Estimated Marginal Means of XTT
Giin: 7, Saat: 24

105.00

_|

100.00

95.00

90.00

85.00

Estimated Marginal Means

80.00

LITHIUM PEEK PMMA Titanyum Zirkonya

DISILICATE Materyal

Error bars: 95% CI

Grafik 4 7. Giin 24 saat XTT- materyal grafigi

Grafik 4’ te 24 saat 7. Gliin XTT analiz degerleri incelendiginde PEEK, PMMA,
titanyum ve zirkonya dayanak gruplarinin istatistiksel olarak anlamli farklilik
gosterdigi izlenmektedir (p<0,05). Sadece lityum disilikat ile gili¢lendirilmis cam
seramik dayanak grubu giiven aralig1 kontrol grubu degerlerini kapsamaktadir, anlamli

fark bulunmamustir.

Estimated Marginal Means of XTT
Giin: 1, Saat: 48

110.00

L
-

100.00

90.00

80.00

Estimated Marginal Means

70.00

LITHIUM PEEK PMMA Titanyum Zirkonya

DISILICATE Materyal

Error bars: 95% CI

Grafik 5 1. Giin 48 saat XTT- materyal grafigi
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Grafik 5° te 48 saat 1. glin XTT analiz degerleri incelendiginde PEEK, PMMA ve
zitkonya degerleri istatistiksel olarak anlamli farklilik gostermektedir (p<0,05).
Lityum disilikat ile giiclendirilmis cam seramik ve titanyum dayanak gruplarinda

giiven aralig1 kontrol degerlerini kapsamaktadir. Anlamli fark bulunmamastir.

Estimated Marginal Means of XTT
Giin: 3, Saat: 48

110.00

100.00

80.00 =l==

|
1

LITHIUM PEEK PMMA Titanyum Zirkonya
DISILICATE

Estimated Marginal Means

70.00

60.00

Materyal
Error bars: 95% CI

Grafik 6 3. Giin 48 saat XTT- materyal grafigi

Grafik 6’ da 48 saat 3. giin XTT analiz degerlerine gore PEEK, titanyum ve zirkonya
dayanak gruplari istatistiksel olarak anlamli farklilik gostermektedir (p<0,05). Lityum
disilikat ile giiclendirilmis cam seramik ve PMMA dayanak gruplari analiz
degerlerinin giiven aralifi kontrol grubu degerlerini kapsamaktadir. Anlamli fark

bulunmamastir.
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Estimated Marginal Means of XTT
Giin: 7, Saat: 48

105.00

100.00

95.00

90.00

85.00

Estimated Marginal Means

80.00

LITHIUM PEEK PMMA Titanyum Zirkonya

DISILICATE Materyal

Error bars: 95% CI

Grafik 7 7. Giin 48 saat XTT- materyal grafigi

Grafik 7° de 48 saat 7. Glin XTT analiz degerleri incelendiginde PEEK, PMMA,
titanyum ve zirkonya dayanak gruplarimin istatistiksel olarak anlamli farklilik
gosterdigi izlenmektedir (p<0,05). 24 saat degerlerinde oldugu gibi sadece lityum
disilikat ile giiclendirilmis cam seramik dayanak grubu giiven araligi, kontrol grubu

degerlerini kapsamaktadir. Anlamli fark bulunmamustir.
4.2. Apoptoz Test Bulgular:

Kontrol grubunda 1. giin hiicre canlilik degeri %93.3, erken apoptoz %0.2, ge¢ apoptoz
%2.1 ve nekroz degeri %4.4 olarak dlclilmistiir. 3. giin canlilik degeri %95.3, erken
apoptoz %1.6, gec apoptoz %1.6 ve nekroz degeri %1.6° dir. 7. glin canlilik seviyesi
%96.9, erken apoptoz % 0.0, gec apoptoz %0.5, nekroz %2.6 olarak izlenmektedir. En
yliksek canlilik degeri 7. glinde, en diisiik canlilik 1. giinde goriilmektedir.

Lityum disilikat ile giiclendirilmis cam seramik dayanak grubunda 1. giin canli hiicre
diizeyi % 98.3, erken apoptoz degeri % 0.0, ge¢ apoptoz degeri %0.1 ve nekroz degeri
%1.6” dir. 3. gilin canlilik %98.9 olarak 6l¢iilmiistiir. Erken apoptoz degeri %0.0, geg
apoptoz %0.0 ve nekroz degeri %1.1° dir. 7. giin degerleri ise su sekildedir: canlilik
%98.5, erken apoptoz %0.0, ge¢ apoptoz %0.0 ve nekroz %1.5. en yiiksek canlilik

degeri 3. giinde, en diislik canlilik degeri ise 1. giinde goriilmiistiir.
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PEEK dayanak grubu apoptotik degerleri 1. giin i¢in %94.1 canlilik, %1.9 erken
apoptoz, %1.6 gec apoptoz ve %2.4 nekroz seklindedir. 3. giin hiicre canlili1 %96.4,
erken apoptoz %0.7, ge¢ apoptoz %0.9 ve nekroz %2.0 olarak Sl¢lilmistiir. 7. Giinde
ise hiicre canlilig1 %99.1, erken apoptoz %0.2, ge¢ apoptoz % 0.4 ve nekroz %0.4
olarak kaydedilmistir. En yiiksek canlilik degeri 7. giinde, en diisiik canlilik degeri 1.

giinde izlenmektedir.

PMMA dayanak grubu i¢in analiz degerleri 1. giin i¢in hiicre canlilig1 %95.1, erken
apoptoz %1.2, ge¢ apoptoz %1, nekroz %2.7°dir. 3. giinde hiicre canlilig1 %99.4, erken
apoptoz %0.1, ge¢ apoptoz %0.1 ve nekroz %0.3 degerlerindedir. 7. giinde ise hiicre
canlilig1 degeri %99.7, erken apoptoz %0.1, ge¢ apoptoz %0.1 ve nekroz %0.1 olarak
Olciilmiistiir. En yliksek canlilik diizeyi 7. giinde, en diisiik canlilik diizeyi 1. glinde

kaydedilmistir.

Titanyum dayanak grubunda 1. giinde canlilif1 %97.8 olarak gozlenmektedir. Erken
apoptoz degeri %0.3, ge¢ apoptoz %1 ve nekroz %0.8° dir. 3. giin hiicre canlilig1 %
98.8, erken apoptoz %0.0, gec apoptoz %0.1 ve nekroz %1.1 gegerindedir. 7. giin i¢in
hiicre canlilik degeri %97.5, erken apoptoz %0.4, gec apoptoz %1.6 ve nekroz %0.5’

tir. En yiiksek canlilik diizeyi 3. giinde, en diisiik canlilik diizeyi 7. giinde goriilmiistiir.

Zirkonya dayanak grubu icin 1. giin hiicre canlilik degeri %96.2, erken apoptoz %0.4,
geg¢ apoptoz %1.6 ve nekroz degeri %1.8° dir. Bu degerleri 3. giinde hiicre canlilig
icin %93.5, erken apoptoz i¢in %0.5, ge¢ apoptoz i¢in %4.7 ve nekroz i¢in %1.3
degerleri takip etmektedir. 7. giinde ise hiicre canlilik degeri %94.6, erken apoptoz
degeri %0.7,gec apoptoz degeri %3.6 ve nekroz degeri %1.1 olarak izlenmektedir. En

yliksek canlilik diizeyi 1. giinde, en diisiik canlilik 3. giinde izlenmektedir.
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Grafik 8 Annexin/PI ile boyanarak apoptotik etkinin Ol¢lildiigi ELISA test
sonuclarinin akis sitometri cihazi ile analizi. (LL: Vital hiicreler, LR: Erken apoptoz,

UR: Geg apoptoz, UL: Nekroz bolgelerini gostermektedir. )

Apoptoz degerlerinin bir arada degerlendirilmesiyle olusturulan grafiklere (Grafik 9-
14) gore analiz degerleri su sekildedir: Kontrol grubunda 1. giin canlilik degerleri
%93.3, apoptoz degeri %2.3 ve nekroz degeri %4.4’ tiir. 3. giin canlilik degeri %95.3,
apoptoz degeri %3.2 ve nekroz degeri %1.6 olarak Ol¢iilmiistiir. 7. glinde hiicre
canlilif1 %96, apoptoz %0.5 ve nekroz %2.6 dir. (Grafik 9)

Lityum disilikat ile gli¢lendirilmis cam seramik grubunda 1. giin hiicre canlilig1 degeri
%98.3, apoptoz degeri %0.1 ve nekroz degeri %1.6’ dir. 3. giin hiicre canlilig1, apoptoz
ve nekroz degerleri sirastyla %98.9, %0.0 ve %]1.1° dir. 7. giin hiicre canlilig1 degeri
%98.5, apoptoz degeri %0.0 ve nekroz degeri %1.5 olarak ol¢iilmiistiir. (Grafik 10)
PEEK dayanak grubunda ise 1. giin hiicre canlilig1 %94.1 iken apoptoz %3.5, nekroz

degeri %2.4 olarak izlenmektedir. 3. Gilin degerleri canlilik, apoptoz ve nekroz igin
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strastyla %96.4, %1.6 ve %2 seklindedir. 7. giinde ise hiicre canliligi %99.1, apoptoz
%0.6 ve nekroz %0.4 olarak degerlendirilmistir. (Grafik 11)

PMMA dayanak grubu icin 1. giin hiicre canlilik seviyesi % 95.1°dir. Apoptoz degeri
% 2.2 ve nekroz degeri %2.7 olarak Ol¢iilmiistiir. 3. giin hiicre canlilig1 degeri %99.4,
apoptoz degeri %0.2 ve nekroz degeri %0.3 olarak goriilmektedir. 7. giinde Slgiilen
analiz degerleri hiicre canliligi i¢in % 99.7, apoptoz i¢in %0.1 ve nekroz i¢in %0.1°
dir. (Grafik 12)

Titanyum dayanak grubu i¢in sonuclar incelendiginde 1. giinde hiicre canlilik
degerinin %96, apoptoz degerinin %0.3 ve nekrozun %3.7 oldugu izlenir. 3. glinde
hiicre canlilig1 icin deger %98.8, apoptoz icin %0.1 ve nekroz ic¢in %1.1 olarak
kaydedilmistir. 7. glinde hiicre canlilik degeri %97.5, apoptoz degeri %2 ve nekroz
degeri %0.5’tir. (Grafik 13)

Zirkonya dayanak grubu i¢in 1. giin hiicre canlilik degeri %96.2, apoptoz degeri %2.4
ve nekroz degeri %2 olarak izlenmektedir. 3. giin hiicre canlilig1 %93.5, apoptoz %5.2
ve nekroz %1.3’ tiir. 7. giinde ise hiicre canlilik degeri, apoptoz degeri ve nekroz degeri
strastyla %94.6, %4.3 ve %1.1°dir. (Grafik 14)

Bu verilere dayanarak zirkonya dayanak materyali disinda diger dayanak
materyallerine ait analiz verilerinin kontrol grubu degerlerinin altinda oldugu
goriilmistiir. Takibi yapilan {i¢ giin (1.,3. ve 7. giin) i¢in zirkonya dayanak materyali
apoptoz degerleri kontrol grubu degerleri tizerindedir. Bu nedenle zirkonya dayanak

materyalinin hiicre apoptozunu arttirici etkisi oldugu diistintilmektedir.
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Grafik 9 Kontrol grubu Annexin/PI apoptoz testi sonug grafikleri (canli: hiicre canlilik

degeri, apoptoz:erken apoptoz + ge¢ apoptoz, nekroz: nekrotik hiicre degeri)
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Grafik 10 Lityum disilikat ile gili¢lendirilmis cam seramik dayanak materyali
Annexin/PI apoptoz testi sonug grafikleri (canli: hiicre canlilik degeri, apoptoz: erken

apoptoz + ge¢ apoptoz, nekroz: nekrotik hiicre degeri)
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Grafik 11 PEEK dayanak materyali Annexin/PI apoptoz testi sonug grafikleri (canli:
hiicre canlilik degeri, apoptoz: erken apoptoz + ge¢ apoptoz, nekroz: nekrotik hiicre

degeri)
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Grafik 12 PMMA dayanak materyali Annexin/PI apoptoz testi sonug grafikleri (canli:
hiicre canlilik degeri, apoptoz: erken apoptoz + ge¢ apoptoz, nekroz: nekrotik hiicre

degeri)
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Grafik 13 Titanyum dayanak materyali Annexin/PI apoptoz testi sonug¢ grafikleri
(canlt: hiicre canlilik degeri, apoptoz: erken apoptoz + ge¢ apoptoz, nekroz: nekrotik

hiicre degeri)
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Grafik 14 Zirkonya dayanak materyali Annexin/PI apoptoz testi sonug¢ grafikleri
(canlt: hiicre canlilik degeri, apoptoz: erken apoptoz + ge¢ apoptoz, nekroz: nekrotik

hiicre degeri)
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Grafik 15 Dayanak materyalleri apoptoz test 1. giin sonuglar1 grafigi

Apoptoz test sonucglarinin 1. giin degerlerine gore en yiiksek canlilik lityum disilikat
ile giiclendirilmis cam seramik dayanak materyalinde izlenirken en yiiksek nekroz

degeri kontrol grubunda goriilmektedir. En diisiik canlilik degeri kontrol grubunda, en
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diisiik nekroz degeri lityum disilikat ile gli¢lendirilmis cam seramik dayanak materyali

grubunda bulunmustur.

Apoptoz 3. Gin
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Grafik 16 Dayanak materyalleri apoptoz test 3. giin sonuglar1 grafigi

Apoptoz testi 3. giin degerleri incelendiginde en yiliksek canlilik degeri PMMA
dayanak materyal grubunda, en diisiik canlilik degeri ise zirkonya dayanak materyal
grubunda izlenmektedir. En yiiksek nekroz degeri PEEK materyal grubu, en diisiik
nekroz degeri ise PMMA dayanak materyal grubunda 6l¢iilmiistiir.
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Grafik 17 Dayanak materyalleri apoptoz test 7. giin sonuglar1 grafigi

7. glin apoptoz test sonuglarina gdre en yliksek canlilik degeri PMMA dayanak
materyal grubunda, en diisiik canlilik degeri ise zirkonya dayanak materyal grubunda
izlenmektedir. En yiiksek nekroz degeri kontrol grubunda, en diisiik nekroz degeri

PMMA dayanak materyal grubunda goriilmektedir.

4.3. IL6 ve TGF- 8 Test Bulgular

IL6, TGF- B Test ve ROS bagimhi degiskenleri i¢in bes grup (Lityum disilikat ile
giiclendirilmis cam seramik, PEEK, PMMA, titanyum, zirkonya) materyal ve ii¢ (1, 3,
7) giin olmak iizere iki bagimsiz degisken (faktor) ve ek olarak kontrol grubu ile
birlikte iki tekrarli 16 farkli analiz gergeklestirildi. Kontrol grubunda giin bulunmadigi
icin faktoriyel yapiy1 bozmasi sebebiyle ilk asamada kontrol grubu disarida birakilarak
5x3 faktoriyel varyans analizi yapildi; materyal ve giin faktorlerinin bagimh
degiskenler tizerine etkileri incelendi.

TGF- B icin yapilan analizde materyal x giin ikili etkilesimi anlamli (p=0,013)
bulundu. Etkilesimin anlamli ¢ikmasi, farkli materyallerde giinler arasi degisimin

benzer yonde ve/veya benzer biiylikliikkte olmadigi seklinde yorumlanabilir.

Sonu¢ olarak hem materyal ve giin kombinasyonlar1 arasindaki hem de kontrol
grubuna gore farklari birlikte incelemek amaciyla (5x3+1=16) 16 grup karsilagtirmasi
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icin Tek Yonlii Varyans Analizi uygulandi. Bu analizden elde edilen artik degerleri
(resudulas) kullanilarak normal dagilim kontrolii Shapiro-Wilk testiyle incelendi. Test
sonucunda ti¢ degisken i¢in normal dagilimla ilgili sorun olmadig: gozlendi (p>0,05).
Varyans homojenligi Levene testi ile degerlendirildi. Varyanslarin homojen olmadigi
goriildi (p<0,001); gruplar arasi1 ¢oklu karsilastirma icin F yerine Welch istatistigi
kullanildi. Bu test sonucunda p<0,05 ise, yani genel olarak grup arasinda fark anlaml
bulundugundan, ikili karsilastirmalarda Post-Hoc test olarak Dunnet T3 yoOntemi

kullanildi.

Ozet istatistiklerin yer aldig1 (ortalama, standart sapma, minimum ve maksimum
degerler) tablo ve tek yonlii varyans analizinden elde edilen ortak standart sapma

kullanilarak hesaplanan giiven araliklarina ait grafik agagida sunulmustur.

IL6 i¢in 16 grup arasindaki karsilagtirma sonucunda, Welch istatistigine gore farklilik
anlamli bulunmamustir (p=0,095). Buna dayanarak “giinler arasi1 farklilik tiim materyal
gruplarinda benzer yonde ve biiyiiklikte olmustur” sonucuna ulasilir. Coklu

karsilagtirmada farklilik anlamli olmadigt igin ikili karsilastirmaya gidilmemistir.

Kontrol grubu ortalama degeri 0.304, standart sapmas1 0.0327’ dir. Lityum disilikat ile
giiclendirilmis cam seramik 1. giin ortalama degeri 0.291, standart sapmasi1 0.0136; 3.
giin ortalama degeri 0.345, standart sapmasi 0.0424; 7. giin ortalama degeri 0.224,
standart sapma degeri 0.0151” dir. PEEK dayanak grubunda 1. giin ortalama degeri
0.221, standart sapma degeri 0.0345; 3. giin ortalama degeri 0.279, standart sapmasi
0.0699; 7. giin ortalama degeri 0.202, standart sapma degeri ise 0.0310° dur. PMMA
dayanak grubu i¢in 1. giin ortalama degeri 0.284, standart sapma degeri 0.0372; 3. giin
ortalama degeri 0.230, standart sapma degeri 0.0050; 7. giin ortalama degeri 0.262,
standart sapma degeri 0.05278’ dir. Titanyum dayanak grubunda 1. gilin ortalama
degeri 0.306, standart sapma degeri 0.0836; 3. giin ortalama degeri 0.204, standart
sapma degeri 0.0318; 7. giin ortalama degeri 0.198, standart sapma degeri ise 0.0284°
tiir. Son olarak zirkonya dayanak grubunda 1. giin ortalama degeri 0.273, standart
sapma degeri 0.1141; 3. giin ortalama degeri 0.189, standart sapma degeri 0.0100; 7.
giin ortalama degeri 0.250, standart sapma degeri 0.0167’ dir (p<0,05). Lityum 3.giin
(0,345), kontrol grubunda (0,304), Titanyum 1.giin (0,306) gruplarinda IL6 6l¢timii en
yliksek iken Zirkonya 3.giin (0,189), Titanyum 7.giin (0,198), Titanyum 3.giin (0,204)
gruplarinda IL6 6l¢limii en diisiiktiir.
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Ozet istatistiklerin yer aldig1 (ortama, standart sapma, minimum ve maksimum

degerler) tablo ve tek yonlii varyans analizinden elde edilen ortak standart sapma

kullanilarak hesaplanan giiven araliklarina ait tablo ve grafik Tablo 8 ve Grafik 18’de

sunulmustur.
IL6 (n=2)
Uygulama Grubu | Ortalama Std, Sapma Minimum | Maksimum
Kontrol 0,304 0,0327 0,281 0,327
LiSiO»-1.Giin 0,291 0,0136 0,282 0,301
LiSiO:-3.Giin 0,345 0,0424 0,315 0,375
LiSiO»-7.Giin 0,224 0,0151 0,214 0,235
PEEK-1.Giin 0,221 0,0345 0,197 0,245
PEEK-3.Giin 0,279 0,0699 0,230 0,328
PEEK-7.Giin 0,202 0,0310 0,180 0,224
PMMA-1.Giin 0,284 0,0372 0,257 0,310
PMMA-3.Giin 0,230 0,0050 0,227 0,234
PMMA-7.Giin 0,262 0,0528 0,225 0,300
Ti-6Al1-4V-1.Giin | 0,306 0,0836 0,247 0,365
Ti-6Al1-4V-3.Giin | 0,204 0,0318 0,181 0,226
Ti-6Al1-4V-7.Giin | 0,198 0,0284 0,178 0,218
Zr0:-1.Giin 0,273 0,1141 0,193 0,354
Zr0;-3.Giin 0,189 0,0100 0,182 0,196
Zr0;-7.Giin 0,250 0,0167 0,238 0,261

Tablo 8 IL6 analizi 6zet istatistik tablosu
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Grafik 18 IL6 analiz grafigi

TGF- B icin 16 grup arasindaki karsilastirma sonucunda, Welch istatistigine gore
farklilik anlamli bulunmustur (p=0,001). Coklu karsilastirmada farklilik anlamhi
oldugu i¢in ikili Dunnet T3 yoOntemiyle ikili karsilastirmaya gidilmistir. Analiz
sonucuna gore sadece kontrol grubu ile en yliksek TGF- B diizeyinin gozlendigi
PMMA 1.giin kombinasyonu arasindaki farklilik (p=0,041) anlamli bulundu. Diger

ikili karsilagtirmalarin tiimiinde fark anlamli bulunmadi (p>0,05)

Kontrol grubu ortalama degeri 0.607, standart sapmas1 0.0311° dir. Lityum disilikat ile
giiclendirilmis cam seramik 1. giin ortalama degeri 0.416, standart sapmasi1 0.0705; 3.
giin ortalama degeri 0.754, standart sapmasi 0.1573; 7. giin ortalama degeri 0.594,
standart sapma degeri 0.1502" dir. PEEK dayanak grubunda 1. giin ortalama degeri
0.505, standart sapma degeri 0.0863; 3. giin ortalama degeri 0.563, standart sapmasi
0.1748; 7. giin ortalama degeri 0.457, standart sapma degeri ise 0.0044’ tiir. PMMA
dayanak grubu i¢in 1. giin ortalama degeri 1.035, standart sapma degeri 0.0306; 3. giin
ortalama degeri 0.772, standart sapma degeri 0.3599; 7. giin ortalama degeri 0.389,
standart sapma degeri 0.0939’ dur. Titanyum dayanak grubunda 1. giin ortalama degeri
0.696, standart sapma degeri 0.1109; 3. giin ortalama degeri 0.940, standart sapma

degeri 0.1557; 7. giin ortalama degeri 0.389, standart sapma degeri ise 0.0535’ tir. Son
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grup olan zirkonya dayanak grubunda ise 1. gilin ortalama degeri 0.491, standart sapma
degeri 0.0650; 3. giin ortalama degeri 0.560, standart sapma degeri 0.0579; 7. giin
ortalama degeri 0.567, standart sapma degeri 0.0694’ tiir (p<0,05). PMMA 1.giin
(1,035), Titanyum 3.giin (0,940), Lityum 3.gilin grubunda (0,754) gruplarinda TGF-3
Ol¢iimii en yiiksek iken Titanyum 7.giin (0,389), PMMA 7.giin (0,389), Lityum 1.giin
(0,416) gruplarinda TGF-B 6l¢timii en diistiktiir.

Ozet istatistiklerin yer aldig1 (ortama, standart sapma, minimum ve maksimum
degerler) tablo ve tek yonlii varyans analizinden elde edilen ortak standart sapma
kullanilarak hesaplanan giiven araliklarina ait tablo ve grafik Tablo 9 ve Grafik 19°da

sunulmustur.

TGF- 3 (n=2)
Uygulama Grubu | Ortalama Std, Sapma Minimum | Maksimum
Kontrol 0,607 0,0311 0,585 0,629
LiSiO»-1.Giin 0,416 0,0705 0,366 0,466
LiSiO»-3.Giin 0,754 0,1573 0,643 0,865
LiSiO2-7.Giin 0,594 0,1502 0,488 0,701
PEEK-1.Giin 0,505 0,0863 0,444 0,566
PEEK-3.Giin 0,563 0,1748 0,440 0,687
PEEK-7.Giin 0,457 0,0044 0,454 0,460
PMMA-1.Giin 1,035 0,0306 1,013 1,057
PMMA-3.Giin 0,772 0,3599 0,518 1,027
PMMA-7.Giin 0,389 0,0939 0,322 0,455
Ti-6Al1-4V-1.Giin | 0,696 0,1109 0,618 0,775
Ti-6A1-4V-3.Giin | 0,940 0,1557 0,830 1,051
Ti-6Al1-4V-7.Giin | 0,389 0,0535 0,351 0,426
Zr0;-1.Giin 0,491 0,0650 0,445 0,537
Zr0;-3.Giin 0,560 0,0579 0,519 0,601
Zr0,-7.Giin 0,567 0,0694 0,518 0,616

Tablo 9 TGF- B analizi 6zet istatistik tablosu
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Estimated Marginal Means of TGFB

.800

600

Estimated Marginal Means

400

.200

> = T > S+ ¢ ¢ ¢

= ¢ ¢ ¢ m m m =z =z =z & 7 #Z o ¥
s ¢ & & & & T F F F 2 2 2 9 9
- - = D U
& o o © @ © o o © 2z =z 2 5 b5

| | |

. = w2

Materyal-Gulin ) ) o

Error bars: 95% CI

Grafik 19 TGF- B analiz grafigi

4.4. ROS Test Bulgulan

ROS igin 16 grup arasindaki karsilastirma sonucunda, Welch istatistigine gore farklilik
anlamli bulunmamistir (p=0,114). Buna dayanarak “giinler ve materyaller arasi
farklilik anlamli degildir” sonucuna ulasilir. Coklu karsilastirmada farklilik anlamli

olmadig i¢in ikili karsilastirmaya gidilmemistir.

Kontrol grubu ortalama degeri 2.617, standart sapmast 0.01931” dir. Lityum disilikat
ile gliclendirilmis cam seramik 1. giin ortalama degeri 2.690, standart sapmas1 0.0667;
3. gilin ortalama degeri 2.750, standart sapmas1 0.3967; 7. giin ortalama degeri 2.784,
standart sapma degeri 0.1746° dir. PEEK dayanak grubunda 1. giin ortalama degeri
2.382, standart sapma degeri 0.0748; 3. giin ortalama degeri 2.535, standart sapmasi
0.0331; 7. giin ortalama degeri 2.716, standart sapma degeri ise 0.2432° dir. PMMA
dayanak grubu i¢in 1. giin ortalama degeri 2.228, standart sapma degeri 0.1232; 3. giin
ortalama degeri 2.424, standart sapma degeri 0.2050; 7. giin ortalama degeri 2.596,
standart sapma degeri 0.0390° dir. Titanyum dayanak grubunda 1. giin ortalama degeri
2.390, standart sapma degeri 0.0221; 3. giin ortalama degeri 2.575, standart sapma

degeri 0.2579; 7. glin ortalama degeri 2.444, standart sapma degeri ise 0.0287’ dir. Son
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olarak zirkonya dayanak grubunda 1. giin ortalama degeri 2.340, standart sapma degeri
0.1494; 3. gilin ortalama degeri 2.413, standart sapma degeri 0.2096; 7. giin ortalama
degeri 2.769, standart sapma degeri 0.2800° dir (p<0.05). Lityum 7.glin (2,784),
Lityum 3.giin (2,750), PEEK 7.giin grubunda (2,716), Zirkonya 7.giin (2,769)
gruplarinda ROS 6l¢iimii en yiliksek iken PMMA 1.giin (2,228), Zirkonya 1.gilin
(2,340), PEEK 1.giin (2,382) gruplarinda ROS 6l¢iimii en diisiiktiir.

Ozet istatistiklerin yer aldig1 (ortama, standart sapma, minimum ve maksimum
degerler) tablo ve tek yonlii varyans analizinden elde edilen ortak standart sapma

kullanilarak hesaplanan giiven araliklarina ait tablo ve grafik Tablo10 ve Grafik 20°de

sunulmustur.
ROS (n=2)
Uygulama Grubu Ortalama | Std. Sapma Minimum | Maksimum
Kontrol 2.617 0.1931 2.480 2.753
LiSiO»-1.Giin 2.690 0.0667 2.643 2.737
LiSiO»-3.Giin 2.750 0.3967 2.469 3.030
LiSiO2-7.Giin 2.784 0.1746 2.660 2.907
PEEK-1.Giin 2.382 0.0748 2.329 2.435
PEEK-3.Giin 2.535 0.0331 2.511 2.558
PEEK-7.Giin 2.716 0.2432 2.544 2.888
PMMA-1.Giin 2.228 0.1232 2.141 2316
PMMA-3.Giin 2.424 0.2050 2.279 2.569
PMMA-7.Giin 2.596 0.0390 2.569 2.624
Ti-6Al-4V-1.Giin 2.390 0.0221 2374 2.405
Ti-6Al1-4V-3.Giin 2.575 0.2579 2.393 2.758
Ti-6Al-4V-7.Giin 2.444 0.0287 2.424 2.465
Zr0;-1.Giin 2.340 0.1494 2.235 2.446
Zr0,-3.Giin 2413 0.2096 2.265 2.561
Zr0,-7.Giin 2.769 0.2800 2.571 2.967

Tablo 10 ROS analizi dzet istatistik tablosu
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Grafik 20 ROS analiz grafigi
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Tartisma

Gilinlimiizde kismi ve total digsizlik olgularinda implant tedavisi tercih edilen tedavi
seceneklerindendir. Tek dis eksikliklerinde dayanak- dis eti iligskisinin dogal dokuya
benzer hazirlanabilmesi; tek, coklu ya da total dis eksikliklerinde implantlar ve
dayanaklardan destek alan sabit protetik tedavi segeneklerinin uygulanabilmesi
hastalar i¢in daha estetik ve fonksiyonel protezlerin uygulanmasini miimkiin kilar.
Kullanilan implant ve dayanak materyallerinin biyouyumlulugu saglikli doku
devamlilig1 agisindan 6n kosuldur. Kullanilan materyalin biyouyumlulugunun in vivo
ve in vitro yontemler kullanilarak test edilmesi gerekir. Yapilan c¢alismalarda
standardizasyonun  olusturulmasi; tekrarlanabilirlik ve karsilagtirilabilirligin
saglanmasi i¢in Onemlidir. Sitotoksisite, biyouyumlulugun 6énemli bir bdliimiidiir.
Sitotoksik terimi, hiicre 6liimiine neden olan anlamina gelmektedir. Sitotoksisite
aragtirmalari, bir maddenin sitotoksik potansiyelinin olup olmadiginin belirlenmesi
amaciyla yapilir. Bu caligmalarin tipi ne olursa olsun, 6nemli olan ¢aligma sonundaki
canli/6lii hiicre miktar1 oranlarmin belirlenmesidir (Riss and Moravec 2006).
Sitotoksisitenin belirlenmesinde iki yontem kullanilir. /n vivo yOntemlerde
kullanilacak materyaller klinik deneylerle insan ya da hayvan bedenine yerlestirilerek
arastirtlir. Bu yontem; uygulamanin ve degerlendirmenin giigliigii, karmagik insan
organizmasinin gosterdigi cevabin yorumlanmasinin zorlugu, ayni sartlarla tekrar
edilemeyisi sebepleriyle daha az tercih edilmektedir. /n vivo yontemde insan/ hayvan
deneyleri ve klinik g¢alismalarda karmasik bir biyolojik yapiin i¢inde bir olay
incelenirken farkli sistemlerin etkilerinin ayirt edilmesi miimkiin olamaz. Bu etkilerin
ayr1 ayr1 incelenmesi in vitro ortamda miimkiin olmaktadir (Schmalz 1994). Malzeme
— doku ara yliziinde meydana gelen degisikliklerin in vivo ya da in vitro ¢aligmalarla
incelenmesi doku ile uyumlu materyal kullanimini miimkiin kilar. Bu amaca ulagsmak
icin kullanilan malzemelere karsi olusan doku cevabinin degerlendirildigi hiicre
kiiltiirii ve mikrobiyoloji ¢alismalart yapilmaktadir (Edgerton and Levine 1993). In
vitro sartlarda deneyin tekrarlanabilirliginin gelismis olmasi bilimsel standardizasyonu
saglar. Bu amacla dental materyaller ISO- EN 10993- 5 kapsaminda deney grubuna
dahil edilmistir (ISO_10993 5 2009 2009). ISO- EN 10993-5 Standardina gore,
sitotoksik etkinin derecesi, hiicre proliferasyonu %75'ten fazla oldugunda sitotoksik
olmayan, %50 ile %75 oldugunda hafif sitotoksik, %25 ile %50 oldugunda orta

derecede sitotoksik ve %?25'ten az oldugunda yiiksek derecede sitotoksik olarak
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simiflandirilir. Dental materyallerin in vitro toksisitesi i¢in en yaygin olarak kullanilan
biyolojik sistemler hiicre kiiltiirii sistemleridir. Hiicre temelli sitotoksisite ¢aligmalari,
gerek uygulama kolayligi, gerekse in vivo calismalardan elde edilen verilerle uyum
gostermesi nedeniyle, hayvan deneylerine alternatif olarak dogmus ve toksikoloji
laboratuvarlarinda sik¢a tercih edilir hale gelmistir. Hiicreler, sitotoksik maddeye
maruz kalirsa apoptoz, otofaji ve nekroz gibi olaylar sonucu 6lebilir ya da sitostazis
nedeniyle proliferasyon ozelliklerini kaybedebilirler (Kroemer et al. 2009). Bu
metodoloji, hiicre fonksiyonu ve canliliginin, gen ekspresyonunun, proteinlerin ve
inflamatuar mediatorlerin ekspresyonunun, reaktif oksijen tiirlerinin, hiicre 6lim
tipinin (apoptoz/nekroz), hiicre morfolojisinin degerlendirilmesine izin verir(de Souza
Costa et al. 2014). Bu tiir deneylerden elde edilen veriler, segilen hiicre kiiltiirii
kosullarma (8rnegin hiicre sistemi ve hiicre kiiltiirii ortam1) baghdir. Iki tip hiicre
kiiltiirii  sistemi  kullanilmaktadir; birinci tip, kiiltiir koleksiyonlarindan (ticari
kaynaklardan) tiiretilen kalict hiicre hatlar1 ve ikinci tip canli dokudan tiiretilen birincil
hiicrelerdir. Kalict hiicre hatlarina ulasmak kolaydir. In vitro testler i¢in, kalici hiicre
dizileri (6rn. L-929 veya Balb/c 3T3 fibroblastlar1) veya birincil hiicreler (6rn. gingiva
ve mukoza fibroblastlar1) yaygin olarak kullanilir (Elshahawy, Watanabe, and Kramer
2009). Calismamizda bu arastirma verilerine dayanarak in vitro sartlarda L-929 fare

fibroblast hiicre hatt1 kullanilmistir.

Implant ¢evresi yumusak dokunun dayanak materyaline yapismasi, bu bolgede bakteri
gecisini dnleyerek enflamasyon olusumunu engeller. Koruyucu sizdirmazlik saglayan
bu bariyer, implant tedavisinin basarisinda 6nemli rol oynamaktadir. Diseti bag
dokusu i¢inde birkag hiicre tipi tanimlanmstir. Dis eti fibroblast hiicreleri, mukozal
bariyerin bag dokusunda yer alan hiicrelerdir ve implant dayanaklari etrafindaki
kollajen liflerinin homeostazinda yer alir. Fibroblastlar mezensim doku kaynakli
hiicrelerdir ve prokollagen, fibronektin, glikozamin glukanlar, enzimler ve biiylime
faktorlerini salgilayan, bag dokusunu olusturan ana hiicre grubudur. Birgok hiicre dist
matris (extra celluler martis- ECM) bilesenini sentezlerler. Fibroblastlar lokal
homeostatik siireclerin ve hiicre-hiicre etkilesimlerinin diizenlenmesinde dnemli bir
rol oynayan enzimleri ve proteinleri de tiretirler. Periodontal dokunun rejenerasyonu;
transforme edici biliylime faktorii-o (anjiyogenezi diizenleyen), transforme edici
biiylime faktorii-f (tip 1 kollajen, fibronektin ve osteonektin sentezini, kemik matriksi

olusumunu uyaran), temel fibroblast biiyiime faktorii (bFGF) tarafindan diizenlenir.
73



Implantinin yerlestirilmesinden sonra, bag dokudan gelen fibroblastlar, kolajen
acisindan zengin bir doku olusturmak iizere yara alanini doldururlar (Gehrke et al.
2019; Goémez-Florit et al. 2014; Stepanova 2007). Sitokinler, immiin ve enflamatuar
reaksiyonlarin temel diizenleyicileridir. Biyolojik siirecleri hem aktive hem de inhibe
edebilirler. Ayrica implante edilmis bir materyale kars1 konak tepkisini kontrol etmede
merkezi dneme sahiptirler. Yaralanmayi takiben doku onarimi, implante edilmis bir
biyomateryale karsi olusan doku reaksiyonu ile bir¢ok ortak noktaya sahiptir. Onarim
stireglerindeki 6nemli sitokinlerden biri, doniistiiriicii biiylime faktorii beta'dir (TGF-
) (Kirkpatrick et al. 1998). Sitokinler/biiylime faktorleri, hiicre fonksiyonlarinin
onemli aracilaridirlar ve enflamatuar yanitlara 6nemli katki saglarlar. IL-1, IL-6, IL-8,
IL-12 ve TNF gibi baz sitokinler proenflamatuar fonksiyonlara sahipken, digerleri IL-
4, IL-1O, IL-I1, IL-13 ve TGF gibi anti-enflamatuar fonksiyonlara sahiptir(Trubiani et
al. 2012). IL-6, fibroblastlar tarafindan fiiretilir ve iltihapl dis eti dahil hastalikl
periodontal bolgelerde ekspresyonu artar. IL-6, osteoklast olusumunu uyararak kemik
rezorpsiyonunu uyarir. Periodontal dokunun rejenerasyonu, doniistiiriicii biiylime
faktorii- o (TGF- o) ve doniistiiriicii bliylime faktorii-f (TGF-f) tarafindan diizenlenir.
TGF-B, kollajen I, fibronektin ve osteonektin sentezinin yani sira kemik matris
olusumunu ve temel fibroblast biiylime faktoriinii uyarir. TGF-fB'nin implantasyon
islemi sirasinda eksprese edildigi ve implant osseointegrasyonuna katkida bulundugu
bilinmektedir (Pivodovaa, Frankovaa, and Ulrichovaa 2011). Calismada kullanilan
dayanak materyallerinin biyouyumlulugu arastirilirken L-929 fare fibroblast hiicre
hattinda IL6, TGF-B sentezi arastirtlmistir. Arastirmamizin IL6 sekresyonunu
inceledigimiz deney sonuclarma gore dayanak materyal gruplarindan elde edilen
sonuglar sitotoksisite sinirina ulagsmamustir; biitiin materyaller IL6 salinimi yoniinden
biyouyumludur. TGF-8 salinimi deney sonuclarmma goére sadece PMMA dayanak
materyal grubuna ait 1. giin test degeri kontrol grubu test degeri ile karsilastirildiginda
sitotoksik bulunmustur. PMMA materyal grubuna ait 3. ve 7. giin degerleri sitotoksik
degildir. Diger biitiin dayanak materyal gruplarinin tiim giin degerlendirmelerine gore

biyouyumlu oldugu sonucuna varilmastir.

Dental materyallerin biyouyumlulugunu arastirmak i¢in yaygin olarak sitotoksisite ve
apoptoz testleri kullanilmaktadir. Bu tez ¢alismasinda sitotoksisiteyi degerlendirmek
icin yaygin olarak kullanilan hiicre kiiltiirii yontemlerinden XTT hiicre proliferasyon

testi kullanilmistir. Bu yontem, metabolik olarak aktif hiicreler tarafindan iiretilen
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formazan drilinlerini Olgen kolorimetrik bir test sistemidir(Atay et al. 2019).
Tetrazolyum tuzlarinin elektron alarak indirgenmeleri, formazan denilen yapiya
doniismelerini saglayarak renk degisikligini beraberinde getirir. Tetrazolyum halkas1
ancak aktif mitokondri tarafindan kirilabilir ve bdylece renk reaksiyonunu yalnizca
canli hiicreler meydana getirebilirler. Olii hiicreler ise tetrazolyum bilesiklerini
indirgeme yeteneklerini kaybeder ve herhangi bir renk degisimine neden olmazlar. Bu
degisimin, in vitro ortamda yalnizca canli hiicreler tarafindan yapilabilmesi,
tetrazolyum bilesiklerini biyolojik anlamda olduk¢a onemli kilmistir. Mosmann
tarafindan gelistirilen MTT testinden sonra, XTT, MTS, WST-1, WST-8 gibi farklh
ozelliklere sahip tetrazolyum bilesikleri gelistirilerek kolorimetrik metodlara
eklenmislerdir (Mosmann 1983). Arastirmalarda, ¢ok sayida tetrazolyum- formazan
maddesi kullanilmis olmakla beraber bunlardan sadece birkag tanesi kabul gérmiis ve
biyolojik sistemlere uyarlilig1 saptanmistir. Bu bilesikler, hiicre i¢ine girebilme ve
vasatta ¢oziinme Ozelliklerine gore ikiye ayrilirlar. ilk grupta bulunan MTT, pozitif
yiiklii bir bilesik olup, dkaryot hiicrelerin membranini kolaylikla gegerek hiicre i¢inde
indirgenebilir ancak indirgenme sonucu olusan formazan, suda ¢oziinmez niteliktedir.
Dolayistyla vasatta kristal seklinde ¢okelmektedir. ikinci grupta bulunan MTS, XTT
ve WST bilesikleri ise negatif yiiklii olup hiicre membranin1 gegemezler. Tetrazolyum
bilesikleri ile yapilan canlilik testleri, {ic asamada gerceklestirilmektedir. Ilk asamada
hiicreler belirli bir siire toksik maddeye maruz birakilirlar. ikinci asamada toksik
madde uzaklastirilip tetrazolyum bilesigi vasata eklenir ve ortalama 1-4 saat boyunca
inkiibe edilir. Bu esnada canli hiicreler ilgili bilesikleri indirgeyip formazana
doniistiirerek renk degisimini gergeklestirir. Son asamada ise renk degisimi
spektrofotometrik yontemle Olgiilerek canli/6li hiicre sayisi belirlenir. MTT bilesigi
sar1 renklidir, olusan formazan ise mor renkli olup suda ¢oziinmez niteliktedir ve
absorbansin Olgiilebilmesi i¢in uygun bir ¢oziicliide ¢ozdiiriilmelidir. MTT testinde
olusan formazani ¢dzdiirmek icin dimetil siilfoksit (DMSO) kullaniminin uygun
oldugu ortaya konulmustur. Coziicii olarak genellikle tercih edilen DMSO’nun
hiicreler tizerine olan toksik etkisi bilinmektedir ve bu da test giivenilirligini
azaltmaktadir. Ayrica ¢0zdiirmek icin yapilan pipetleme esnasinda formazan
kristallerinin zarar gérmesi de test hassasiyetini diigiiren diger bir etkendir. XTT, MTS
ve WST testlerinde, ek bir ¢dzdiirme islemine gerek duyulmamasinin yaninda, deney

siiresince ¢esitli zamanlarda absorbansin kaydedilmesi miimkiin olmaktadir. XTT
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yonteminde canliligin degerlendirilmesi hakkinda daha detayli ve hiicre sayisi
hakkinda MTT testine gore daha hassas bilgi elde edilir. Yukarida anlatilan tiim bu
nedenlerden dolay1r calismamizda da XTT yontemi kullanilmistir. Atay ve
arkadaglarinin yaptig1 calismada XTT yOntemi ve apoptoz testleri ile tiim seramik ve
gecici protez materyallerinin fibroblast hiicreleri tizerine hiicre canlilig1 ve sitotoksisite
degerleri arastirnlmistir. Ozellikle tiim seramik materyalleri igin 24 ve 72 saat sonunda
yiiksek degerde (>%90) hiicre canlilig1 tespit edilmistir. Bu degerlerin elde
edilmesinin nedeni olarak test yonteminin XTT olarak belirlenmesi oldugu sonucuna
ulagilmistir. (Atay et al. 2019; Tokur and Aksoy 2017). Bu calismalara dayanarak
yaptigimiz arastirmada sitotoksite deneyi i¢in XTT proliferasyon deney diizenegi

kullanilmasina karar verilmistir. Yaptigimiz XTT deney sonuglarina gore;

e 24 saat inkiibasyonda materyal x giin etkilesimi ve materyaller aras1 farklilik
anlamli bulunmamaigstir. Giinler aras1 farklilik ise anlamlidir. Dayanak materyal
gruplarinin hepsinde canlilik degeri giin arttik¢a azalmistir.1.- 3. giin (p=0.042)
ve 1.- 7.giin (p=0.001) arasinda fark anlamli; fark 3.- 7. giin (p=0.3633)
arasinda fark anlamsiz bulunmustur.

e 48 saat inkiibasyon degerleri incelendiginde materyal x giin etkilesimi ve
giinler aras1 farklihik anlamli bulunmamistir (p=0.190). Materyaller arasi
farklilik ise anlamlidir (p=0.008). En yiiksek canlilik degeri lityum disilikat ile
giiclendirilmis cam seramik ve titanyum alagim dayanak materyal gruplarinda,

en diisiik canlilik seviyesi ise PEEK grubunda tespit edilmistir.

Forster ve arkadaglari cilali lityum disilikat, yttrium ile modifiye edilmis zirkonyum
oksit ve kobalt- krom alagim restoratif materyallerin insan epitel hiicreleri lizerinde
etkilerini MTT yontemiyle dlgmiisler ve lityum disilikatin biyolojik olarak en uyumlu
sonuclar1 verdigini gdstermiglerdir (Forster et al. 2014). Atay ve arkadaslarinin 1L.929
fare fibroblast hiicre hatt1 ile yaptiklar: tam seramik ve gecici materyallerin etkilerini
inceledikleri calismada XTT test yontemini kullanmiglardir. Bu ¢aligmanin sonucunda
tiim materyallere ait degerler giiven sinirlart arasinda oldugu sonucuna ulagmislardir
(Atay et al. 2019). Maria Rizo- Gorrita ve arkadaglar1 yaptiklar1 ¢alismada iginde
lityum disilikat ile giiclendirilmis cam seramik materyal grubunun bulundugu polimer
ve seramik malzemelerden olusan 4 ¢esit CAD-CAM materyalin insan dis eti

fibroblast hiicresi tlizerine biyouyumluluklarint MTT test yontemi ile aragtirmiglardir.
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Lityum disilikat materyal grubu en uyumlu hiicre cevabinin olustugu grup olarak
bulunmustur. Bu ¢calismada MTT ydntemiyle 6lgiilen sitotoksisite degerlerinde ilk 24
saatte izlenen artigin tiim seramik tarafindan ilk saatlerde salinan iyonlara bagli olarak
ortaya c¢iktig1 ifade edilmistir (Rizo-Gorrita et al. 2019). Hahnel ve arkadaslari
titanyum, zirkonya ve PEEK implant dayanaklar1 {izerinde biofilm olusumunu
incelemisler; referans grubu olarak da PMMA dayanak se¢mislerdir. Biofilm
olusumunu MTT test yontemi ile arastirmislar, PEEK dayanak materyali {izerinde
biofilm tabakasi olusumunun titanyum ve zirkonya dayanaklardan fazla olmadigini
gormiislerdir (Hahnel et al. 2015). Peng ve arkadaslari PEEK ve PEKK
(Polieterketonketon) dayanaklarin insan agiz fibroblastalar1 {izerindeki hiicresel
metabolik aktivite, sitotoksisite ve enflamatuar potansiyellerini titanyum alagim (Ti-
6Al-4V) ve yytria stabilize tetragonal zirkonya polikristalin (Y-TZP) dayanaklarla
karsilastirdiklart1 c¢alismada MTT yontemini kullanmislardir. PEEK dayanak
materyalinin ilk 24 saatte gosterdigi hiicresel aktivite titanyum alasim ve yytria
stabilize zirkonya polikristalin dayanak materyalinden istatistiksel olarak anlamli
bulunmus; 48 saat degerlendirme sonuglarinda materyaller arasinda anlamli farklilik
goriilmemistir (Peng et al. 2021). Yaptigimiz ¢alismada XTT yontemi ile 6l¢tiiglimiiz
canlilik seviyelerinde en diisiik seviyeyi PEEK dayanak materyali gostermistir. Bu
yoniiyle iki ¢alisma arasinda farklilik bulunmaktadir. Campaner ve arkadaslar1 2020
yilinda yayimladiklar1 ¢aligmada 1s1 ile polimerize olan akrilik rezin, kendi kendine
polimerize olan akrilik rezin, bisakrilik rezin, CAD-CAM nano-seramik rezin ve
CAD-CAM prefabrike polimer bloktan olusturduklari disklerin fare fibroblast
hiicreleri iizerinde sitotoksisitelerini degerlendirmisler; bunun igin MTT testi, IL6
sekresyonu incelemislerdir. Biitlin materyal gruplari i¢cinde kendi kendine polimerizan
akrilik rezin ve bisakrilik rezin fibroblast hiicreleri i¢in daha sitotoksik sonuglar
gostermislerdir. CAD-CAM nano-seramik rezin ve prefabrike polimer bloklar
periodontal dokuyu koruma yoniinde daha doku uyumlu davranmislardir (Campaner
et al. 2020). Balos ve arkadaslar1 toz ve likit karistirllmasiyla elde edilen PMMA
materyaline %2 silika eklemisler; bu materyalin mekanik 6zelliklerini ve
sitotoksisitesini aragtirdiklar1 ¢aligmalarinda sitotoksiste i¢in 1929 fare fibroblast
hiicre hatti iizerinde MTT test yontemini uygulamiglardir. Test sonuglar
sitotoksisitenin uygulanabilir sinirlar i¢inde oldugunu gostermektedir (Balos et al.

2020). Pituru ve arkadaslarinin yaptiklar1 derlemede metilmetakrilat monomerinin
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ROS olusumuna neden olduklar1 belirtilmektedir (Pituru et al. 2020). Pae ve
arkadaslar1 insan oral fibroblast hiicreleri ile yaptiklari ¢alismada titanyum alasim ve
zirkonya materyal yiizeylerinin piiriizli ve diizgiin olusunun biiyiime ve baglanma
davranigi lizerinde etkilerini incelemislerdir. MTT yontemi ile 24 ve 48 saat cogalma
aktivitesini aragtirmiglar; piiriizlii yiizeyde hiicre tutunmasi, canliliginin daha yiiksek
oldugu sonucuna ulagmislardir (Pae et al. 2009). Negahdari ve arkadaslar1 seramik ve
titanyum dayanak c¢evresinde dis eti olugu sivisinda enflamasyon Oncesi sitokin
seviyesini arastirdiklar1 caligmada ELISA test yontemi ile IL-6 seviyesini
arastirmiglardir. Calismanin sonuglarina gore IL-6 seviyesi seramik dayanak grubu
icin titanyum alasim dayanak grubuna gore daha diisiiktiir(Negahdari Ramin et al.
2017). Bizim calismamizda lityum disilikat ile giliclendirilmis cam seramik ve
titanyum alasim dayanak materyal gruplar1 IL-6 seviyeleri yoniinden karsilagtirma
yapildiginda titanyum alasim dayanak materyal grubu degerleri daha diisliktiir.
Chandar ve arkadaglar1 ticari saf titanyum ve titanyum alagim (Ti-6Al-4V)
materyallerin insan fibroblast hiicreleri iizerinde sitotoksisitesini MTT test yontemi ile
arastirmiglardir. Calismanin sonunda titanyum alasim materyali sitotoksistesinin ticari
saf titanyuma gore daha yliksek oldugunu gérmiisler; aradaki farki titanyum alagim
icinde aliiminyum ve vanadyum varligina baglamislardir (Chandar et al. 2017).
Zirkonya dayanak materyalinin dis eti fibroblast hiicreleri ve agiz keratinosit
hiicrelerinin ¢ogalma ve go¢ yetenegi lizerine etkilerinin incelendigi ¢alismada hiicre
canliligi icin MTT test yontemi kullanilmistir. Pabst ve arkadaslar1 yaptiklari bu
caligma ile dis eti fibroblast hiicrelerinin canlili§inin zirkonya dayanak materyalinden
olumsuz yonde etkilenmedigini bulmuslardir (Pabst et al. 2016). Raffaelli ve
arkadaglar1 fare fibroblast hiicreleri iizerinde zirkonya ve feldspatik seramik
materyalinin biiylime, canlilik ve yapigma kabiliyetini Olctiikleri c¢alismalarinda
zitkonyanin feldspatik seramige gore daha yiiksek olumlu sonuglar verdigini

gozlemlemiglerdir (Raffaelli et al. 2008).

Apoptoz programlanmis hiicre oliimiidiir. Fizyolojik bir siirectir. Enflamatuvar
hastaliklar, gelisimsel bozukluklar, kanser, néro-dejeneratif rahatsizliklar bu siirecin
isleyisindeki bozukluklara dayandirilmaktadir. Apoptoz ile periodontal hastalik
arasinda baglant1 oldugu bilinmektedir (Tsuda H et al. 2012). Apoptozun evrelerinin
ve nekrozun belirlenmesi amaci ile yapilan deney, normalde plazma zarinin

sitoplazmik yiiziiyle sinirli bir fosfolipid olan fosfatidilserinin (PS), ¢ogu hiicre tipinde
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ve birgok apoptotik uyaran tarafindan apoptoz sirasinda hiicre ylizeyine yer
degistirdigi gézlemine dayanir. Normal sartlarda fosfotidilserin hiicre zarinin sitozolik
(hiicre i¢ yiiziine bakan) yilizeyinde bulunan bir fosfolipittir. Apoptozun erken
evresinde bu fosfolipidler flip-flop hareketi ile ekstra seliiler (hiicre dis1) ylize geger.
Annexin V boyasi fosfotidilserinlere baglanarak erken apoptozun tespit edilmesini
saglar. Annexin V, fosfatidilserin kalintilar1 ile gii¢lii ve spesifik olarak etkilesime
giren ve apoptozun saptanmast i¢in kullanilabilen bir rekombinant fosfatidilserin
baglayici proteindir. En biiyiik avantaji duyarliligidir; tek bir apoptotik hiicreyi tespit
edebilir. Dezavantaji, nekrotik hiicrelerin zarlarinin da etiketlenmis olmasidir. Bu
nedenle kritik kontrol, fosfatidilserin pozitif hiicrelerin membran biitiinliigiinii
gostermektir (Elmore 2007). Propidyum iyodiir (PI) niikleik asitleri boyayan, zar
gecirimsiz floresan bir boyadir. Zar biitiinliigiine dayali, nekrotik, apoptotik ve saglikli
hiicrelerin ayirt edilmesinde kullanilir. Saglikli hiicre zar1 secici gegirgendir ve PI
hiicre zarin1 gecemez. Ancak apoptozun ge¢ evresinde veya nekrotik hiicrelerde zar
biitiinliigli bozuldugu i¢in niikleik asit iceren organelleri boyar (Boersma ve ark. n.d.).
Apoptoz testi bu ilkeye dayanarak apoptotik, nekrotik ve canli hiicre ayirimini yapar.
Kullanilan implant dayanak materyallerinin apoptotik etkilerinin belirlenmesi dokuda
olusabilecek enflamasyonun belirlenmesi acisindan énemlidir. Caligmamizin 1. giin
apotoz test degerleri incelendiginde lityum disilikat ile gili¢lendirilmis cam seramik
dayanak materyali hiicre agisindan en giivenilir sonuglar1 ortaya koymustur. 3. giin
apoptoz degerlerine gore PMMA dayanak materyali hiicre yoniinden en uyumlu
sonuglar1 vermistir. Apoptoz testinin 7. glin degerleri incelendiginde PMMA dayanak
materyali; canlilik ve nekroz degerleri yoniinden hiicreler i¢in en uygun materyal
olarak degerlendirilmektedir. 1. Gilinde materyallerden deney ortamina hiicre
ceperinde apoptotik etkinligi arttiran uyaran saliniminin en disiik lityum disilikat ile
giiclendirilmis cam seramik materyal grubunda oldugunu diisiindiirmektedir.
Apoptotik etkinligi arttirici uyaran saliniminin 3. ve 7. giinler i¢in en diigiik gézlendigi
materyal grubu PMMA’dir. Ancak materyaller arasindaki bu farkliliklar istatistiksel
olarak anlamli degildir.

Cal ve arkadaslar1 piyasada bulunan yedi farkli implant materyalinin sitotoksisitelerini
karsilagtirdiklar1 caligmalarinda fare osteoblast hiicreleri ile apoptoz testleri

yiirlitmiisler ve apoptoz test sonuglarina goére kontrol grubu degerlerinin benzeri
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sonuclar elde edilmistir (Cal et al. 2017). Calismamizda kullanilan Ti alagimi sonuglari

da bu calisma ile benzerlik gostermektedir.

Reaktif oksijen tiirlerinin (ROS) iiretimi, bircok enflamatuar hastaligin ilerlemesinin
merkezinde yer alir. ROS, polimorfoniikleer nétrofiller (PMN'ler) gibi konak-savunma
yanitinda yer alan hiicreler tarafindan tiretilir ve tirozin fosfatazlar gibi 6nemli hiicresel
sinyal proteinlerinin oksidasyonu yoluyla endotelyal disfonksiyonu tegvik eder. ROS,
klasik olarak, giiclii oksitleme yeteneklerine sahip, kismen indirgenmis oksijen
metabolitleri olarak tanimlanir. Hem bir sinyal molekiilii hem de bir iltihaplanma
aracisi olarak hareket eder. “Fizyolojik konsantrasyonlarda” ROS, hiicre biiylimesini,
hiicrelerin diger hiicrelere yapismasini, farklilagsmayi, yaslanmayi ve apoptozu
diizenleyen sinyal molekiilleri olarak islev goriir. Yiksek konsantrasyonlarda
olduklarinda protein ve lipid hiicresel bilesenlerini oksitleyerek DNA'ya zarar
verdikleri i¢in hiicrelere zararhidirlar; ancak diisiik konsantrasyonlarda, karmasik
sinyal islevlerine hizmet ederler. Kronik veya uzun siireli ROS iiretimi kavrami,
enflamatuar hastaligin ilerlemesinin odagi olarak kabul edilir (Mittal et al. 2014). ROS
konsantrasyonundaki artis enflamatuar hasarin gostergesidir. Yiiksek ROS
konsantrasyonu saptanmasi hiicre hasarin1 gosterir. Hiicre biyouyumlulugunun
arastirlldigt ¢alismamizda degerlendirmede bu nedenle ROS iiretimi belirteci
kullanilmistir. Wei ve arkadaslari insan dis pulpa hiicresi ve fare osteoblast dnciisii
hiicreler {iizerinde titanyum ve zirkonyanin hiicre yapismasi ve oksidatif stres
olusumunu arastirmislardir. Bu ¢alismada hiicre canliligr i¢cin MTT test yontemi ve
oksidatif stres olusumu i¢in ROS olusumu incelenmis; zirkonya yiizeyinde titanyuma
oranla daha yiiksek ROS seviyesi Ol¢iilmiistiir. Hiicre yapismasinin daha yiiksek ROS
seviyesi ile ilgili oldugunu ifade ettikleri g¢alismada zirkonyanin titanyuma
karsilastirildiginda hiicreler i¢in daha uyumlu oldugu sonucunu paylasmislardir (Wei
Chenxuan et al. 2019). Alzahrani ve arkadaglar1 yttria stabilize zirkonya
nanopartikiillerinin insan deri epitel hiicreleri iizerinde apoptotik ve DNA hasar
etkilerini incelemiglerdir. ROS olusumundaki artiga paralel olarak hiicre canliliginda
azalma oldugunu gostermislerdir (Alzahrani et al. 2019). Calismamizin ROS
iiretiminin incelendigi deney sonuglarina gére dayanak materyal gruplarinin higbirinde
kontrol grubu degerlerine gore sitotoksik degerler bulunmamistir. Tiim materyal

gruplar1 ROS iiretimi yoniinden biyouyumludur.
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Yukarida s6z edilen ¢alismalar ve bu tez calismasindan elde edilen sonuglar arasinda
farkliliklar bulunmaktadir. Bunun nedeninin sitotoksisite test yonteminin MTT testi
yerine XTT testinin kullanilmasi ve farkli marka zirkonya materyallerinin igerik

farkliliklar1 oldugu diisiiniilmektedir.

Lityum disilikat ile giiclendirilmis seramik dayanak materyali ve zirkonyum oksit
dayanak materyalinin biyouyumlulugunun karsilagtirildigr bir calismada, lityum
disilikat dayanak materyal grubunun hiicre yapismasi ve yara iyilesmesi yoniinde daha
uyumlu oldugu goriilmiistiir (Brunot-Gohin et al. 2016). Bunun yani sira yapilan bagka
bir caligmada geleneksel ve giincel dental seramiklerin sitotoksisitesi karsilagtirilmis
ve lityum disilikat seramiklerin sitotoksik etkili oldugu sonucuna ulasilmistir (Messer
et al. 2003). Brackett ve arkadaslarinin ¢alismasinda lityum disilikat seramiklerin
sitotoksisitesi in vitro ortamda fare fibroblast hiicreleri iizerinde MTT test yontemi ile
arastirilmis ve lityum disilikat seramiklerin sitotosik olmadigi sonucuna ulasilmigtir
(Brackett et al. 2008). Maria Rizo-Gorrita ve ark., insan fibroblast hiicreleri iizerinde
CAD/CAM lityum disilikat, polimetilmetakrilat, zirkonya ile giiclendirilmis lityum
silikat seramik ve yttrium tetragonal zirkonya materyallerin sitotoksisitesini
arastirmiglardir. 24 ve 48 saat temas siiresi sonunda tiim materyaller sitotoksik
sonuglar ortaya koymus; 72 saat sonunda ise biitiin degerler biyolojik olarak kabul
edilen seviyelere gerilemistir. Lityum disilikat hiicre canlilig1 yoniinden en iyi sonucu
veren materyal olmustur. Zirkonya ve zirkonya ile giliglendirilmis lityum silikat igin
orta derecede sonuclar elde edilmis; PMMA ise en diisiik degerleri sergilemistir. Bu
calisma sonunda seramik materyallerin polimerlerden daha iyi hiicre yaniti
olusturdugu sonucuna ulasilmustir (Rizo-Gorrita et al. 2019). Andra” s Forster ve ark.,
lityum disilikat ve zirkonya restoratif materyalleri ile insan fibroblast hiicre kiiltiirii
iizerinde yaptiklar1 ¢alismada MTT yontemi ile hiicre sitotoksisitesini test etmislerdir.
Biyouyumlulugu en yiiksek olan materyalin lityum disilikat oldugu sonucuna
ulagmiglardir (Forster et al. 2014). Atay ve ark., i¢lerinde lityum disilikat ile
giiclendirilmis cam seramigin de bulundugu yedi adet CAD/CAM tam seramik ve alt1
adet gecici materyalin XTT yontemi ile biyouyumluluklarini; Annexin- V/PI boyama
ile apoptotik etkilerini inceledikleri ¢calismalarinda sonuglarin giivenlik sinirlari i¢inde
oldugunu bulmuslardir. Bu sonuglara dayanarak klinik uygulamalarda bu
materyallerin giivenle kullanilabilecegi sonucuna ulagmislardir (Atay et al. 2019).

Lityum disilikat ile giiclendirilmis seramik dayanak materyali ile yaptigimiz XTT
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deneyinde kontrol degerlerine gére 24 saat inkubasyonda en diisiik canlilik 3. Giin, en
yiiksek canlilik 1. Giinde izlenmistir. 48 saat degerlerinde ise en diisiik canlilik 3.
Glinde, en yiiksek canlilik 7. Gilinde goriilmiistiir. Materyale daha uzun siire maruz
kalma ile canlilik degerlerinin arttig1 goriilmistiir. Apoptoz testi sonuglarinda en
yiiksek canlilik degeri 3. giin ve nekroz degerleri 1. giinde tespit edilmistir. Bu degerler
kontrol grubu degerlerine benzerdir. Bu sebeple apoptotik etkisinin olmadigi
diistiniilmektedir. Bu sonug; materyallerden ortama apoptoz miktarini arttirict yonde
salinim olmadigini diisiindiirmektedir. IL6, TGF-B ve ROS salinim degerleri ise

kontrol grubu degerlerine gore biyouyumluluk sinirin1 agmamastir.

Polietereterketon (PEEK) 1978 yilinda gelistirilmis poli-aril-eter-keton ailesine ait
organik sentetik bir polimerdir. Hunter ve arkadaslar1 osteoblastlar1 ve fibroblastlarin
baglanmas1 ve ¢ogalmasi ile ilgili yaptiklar1 ¢alismada PEEK materyalinin hiicresel
sitotoksisite olusturmadigi sonucuna ulasmislardir (Hunter et al. 1995). Bu calismay1
referans alarak Koutouzis ve arkadaslari tarafindan yliriitiilen arastirmada da PEEK
materyaline karsit olusan yumusak ve sert doku cevabinin biyouyumlu oldugu
goriilmiistiir (Koutouzis, Richardson, and Lundgren 2011). PEEK materyalinin V79
fibroblast hiicre serisi iizerine sitotoksik etkilerini aragtirmak i¢in yapilan calismada
hiicreler {izerine sitotoksik etki saptanmamistir (Katzer et al. 2002). Bir baska
caligmada insan fibroblast hiicrelerinin ¢esitli dayanak materyallerine yapismasi ve
MTT test yontemi ile hiicre canlilig1 arastirilmig; PEEK dayanak grubunda en diisiik
degerler elde edilmistir (Rozeik et al. 2022). Diger bir aragtirma Peng ve arkadaslar
tarafindan insan oral fibroblast hiicre kiiltiirii izerinde yapilmistir. Titanyum, PEEK
ve zirkonyanin i¢inde oldugu ¢alismada dayanak materyallerinin sitotoksisitesi, hiicre
canliligi, hiicre tutunmasi iizerine etkileri ve olusan inflamatuar cevaplar
aragtirmiglardir. Bu calismanin sonucunda dayanak materyal gruplar1 arasinda
istatistiksel olarak anlamli fark bulunmamis; implant dayanak materyali olarak
kullanima uygun oldugu sonucuna ulagilmistir (Peng et al. 2021). L929 fare fibroblast
hiicreleri kullanilarak yapilan bir diger calismada PEEK materyalinin biyouyumlu
oldugu kabul edilmistir (Wenz et al. 1990). Yaptigimiz ¢calismada PEEK dayanak
materyaline ait XTT test degerleri incelendiginde 24 saatte en yliksek canlilik degeri
3. Giinde, en diisiik canlilik degeri 7. Giinde Sl¢iilmiistiir. Bu degerler kontrol grubu
ile karsilagtirildiginda biyouyumluluk sinirlari igindedir. XTT testi 48 saat degerlerine

gore en yiiksek canlilik 7. Giinde, en diisiik canlilik 3. Giinde Ol¢iilmiistiir. Kontrol
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grubu degerlerine gore giivenli sinirlar i¢indedir. XTT test verilerine dayanarak PEEK
dayanak materyalinin sitotoksik aktivite gostermedigi izlenmektedir. Apoptotik
fonksiyon degerleri en yiiksek canliligin 7. Giinde, en diisiik nekroz degerinin ise 1.
Giinde oldugunu gdstermistir. Kontrol degerlerinin altinda olmasi PEEK dayanak
materyaline bagli olarak apoptotok aktivitenin azalmadigini gostermektedir. IL6,
TGF-B ve ROS salinim degerleri kontrol grubu ile karsilastirildiginda anlamli farklilik
bulunmamistir. Tiim bu verilere dayanarak PEEK materyalinin biyouyumlu oldugu

diistiniilmektedir.

Polimetilmetakrilat (PMMA) dis hekimligi alaninda uzun yillardir 6zellikle bolimlii
ve tam protez liretiminde kullanilan metilmetakrilatin sentetik polimeridir. Dis ve
implant destekli sabit protetik restorasyon yapiminda gegici protetik restorasyon
materyali olarak kullanilir. Is1, 151k veya kimyasal olarak baslatilan polimerizasyon
islemiyle iiretilir. Uretim islemi sirasinda yapisindaki tiim monomer gruplarmin
polimerlesmesi saglanamadiginda ortaya ¢ikan arttk monomer materyalin
sitotoksisitesinden, su emmesinden ve mekanik o6zelliklerinin zayiflamasindan
sorumludur (Andreescu et al. 2018). Gelisen CAD-CAM teknolojisi ve materyal
iiretimiyle giiniimiizde PMMA CAD-CAM bloklar fabrikasyon olarak iiretilmektedir.
Bu iiretim sekliyle artik monomer olusumu azaltilmis, buna bagl olarak materyalin
sitotoksik etkisi de azalmistir. Rizo-Gorrita ve arkadaglarinin yaptigi ¢alismada CAD-
CAM PMMA dayanak materyali, lityum disilikat ile gili¢lendirilmis cam seramik,
zitkonya ve zirkonya ile gili¢lendirilmis lityum silikat seramik materyallerinin insan
dis eti fibroblast hiicre kiiltiirii tizerinde MTT yontemi ile hiicre sitotoksisitesi test
edilmigtir. Biitlin materyaller i¢in hiicre canlilig1 ve tip I kolajen salinim1 da deney
planina dahil edilmis; sonug olarak her bir deney grubunda PMMA en diisiik degeri
gostermistir  (Rizo-Gorrita et al. 2019). Bir bagka c¢alismada PMMA,
polietilmetakrilat, bis-akril ve hibrit seramik gec¢ici dayanak materyallerinin
sitotoksisiteleri ve diseti fibroblast hiicrelerinin yapismasi degerlendirilmistir. Ayn
calisgmada bu materyallerin iiretim sekilleri olan direkt, indirekt ve CAD/CAM
yontemleri de karsilastirilmis; calismanin sonucunda PMMA materyal grubunun diger
gruplara gore daha diisiik seviyede sitotoksisite gdsterdigi bulunmustur. Uretim
yontemleri agisindan CAD/CAM yontemi artik monomer olusturmamas: sebebiyle
uygun bulunmustur (Shim et al. 2019). Campaner ve arkadaslar1 tarafindan ytiriitiilen

caligmada farkli gecici restoratif materyallerin fare fibroblast hiicreleri iizerinde
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hiicresel ve enflamatuar etkileri incelenmistir. Bu amagcla 1s1 ile polimerize olan akrilik
rezin, kendi kendine polimerize olan akrilik rezin, nanopartikiil bis-akrilik rezin, nano-
seramik rezin ve CAD/CAM PMMA materyaller MTT ve ELISA yontemleriyle
incelenmislerdir. Caligmanin  sonucunda materyaller arasinda en yiiksek
biyouyumluluk CAD/CAM PMMA blok ile elde edilmis; en diisiik IL6 enflamatuar
cevap ve hiicresel toksisite bulunmustur (Campaner et al. 2020). Taira ve arkadaslar
metilmetakrilat monomerinin hiicresel toksik etkilerini dort farkli fare hiicre serisi
iizerinde test etmislerdir. Metilmetakrilat monomerinin hiicresel toksik etkisinin doza
bagli oldugunu gostermislerdir (Taira et al. 2000). Yapilan bir ¢alismada
metilmetakrilat monomerine kisa siire i¢in maruz kalan hiicrelerde ROS olusumunun
artt1g1 ve hiicre tarafindan antioksidan molekiil olarak salgilanan glutatyon olusumunu
azalttig1 gosterilmistir. Hiicre kiiltiirlerinin kisa siireli de olsa polimetilmetakrilata
maruz kalmasi hiicrelerde ROS birikimini arttirmis; bu durumun polimerize olmayan
arttk monomerden kaynaklandigi tespit edilmistir. Bu ¢alismalarin sonucunda PMMA
maruziyetiyle hiicre i¢i yliksek ROS birikiminin hiicresel hasarda ilk adim oldugu
sonucuna ulasmislardir (Pituru et al. 2020). Wedekind ve arkadaslari PMMA bazli
splint materyalini {i¢ fakli yontemle (toz- likit, 3D yazic1 ve kazima) elde etmisler;
hiicre canlilig1 lizerine etkisini XTT yontemi ile insan diseti fibroblast hiicre kiiltiirii
iizerinde aragtirmiglardir. Calismanin sonununda kazima yontemi ile {iretilen PMMA
okluzal splintin biyouyumluluk agisindan iistiin oldugu ortaya ¢ikmistir (Wedekind et
al. 2021). Bizim ¢alismamizda yaptigimiz 24 saat XTT degerlendirmesinde en ytiksek
canlilik degeri 1. Gilinde, en diislik canlilik degeri 3. Gilinde Olg¢lilmiistiir. 48 saat
degerlendirmesinde en yiiksek canlilik degeri 1. Giin ve en diisiik canlilik degeri ise 7.
Glinde gézlemlenmistir. Apoptoz test sonuglarina gore ise en yiiksek canlilik degeri 7.
Glinde, en yiiksek nekroz degeri 1. Giinde Sl¢iilmiistiir. Bu degerlere gore PMMA
dayanak materyalinin hiicreler {izerinde ilerleyen zamana ragmen toksik etkili
olmadig diistiniilmektedir. IL6 salinim degerlerine gore fibroblast hiicreleri i¢in sinir
degerler asilmamig, kontrol grubu degerlerine ulasilmamigtir. TGF- B salinim
degerlerine gore ise 1. Giin degeri ile kontrol grubu degeri arasindaki fark istatistiksel
olarak anlamlidir. Diger giinlerde ise anlamli farklilik goriilmemistir. Buna gore
materyal ile ilk karsilasmada hiicrelerin TGF-B yoniinden enflamatuar cevap
olusturdugu diisiiniilebilir. Zamanin ilerlemesiyle salinim miktar1 azalmistir. ROS test

degerlerinde ise istatistiksel olarak anlamli farklilik bulunmamigstir. Caligmamizda
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kullandigimiz PMMA fabrikasyon olarak {iretilmis CAD-CAM blok seklindedir.
Uretim sekli itibariyle polimerizasyon, basing altinda ve tiim materyal icinde artik
monomer kalmayacak sekilde yapilmaktadir. Sitotoksik etkinin olmayisi
konvansiyonel yontemlerle {iiretilen PMMA’tan farkli olarak artik monomer

olusmamasina baglanmaktadir.

Titanyum ve alasimlar1 dis hekimligi alaninda uzun yillardir kullanilmakta olan
materyallerdendir. Ozellikle korozyona kars1 gosterdigi diren¢ ve biyouyumlulugu
sebebiyle ortodonti, endodonti, protetik dis tedavisi ve implantoloji alanlarinda gesitli
amaclarla kullanilmaktadir. Biyouyumluluk bir materyalin bulundugu biyolojik
ortamda, temasta oldugu dokulara karsi ortama biraktigi korozyon partikiilleriyle
iligkilidir. Bu korozyon partikiillerine karsi hiicrelerce enflamasyon medyatorleri
salinir. Yapilan in vitro ¢alismalarda, hiicre kiiltiirii ortamlarina bu materyallerce
salman partikiillere karsi; hiicrelerce salinan medyatorlerin bulundugu ortamlar
aragtirilir. Seramik ve titanyum dayanaklarin uygulandigi implantlarin bulundugu agiz
ortaminda dis eti sivisinda enflamasyon Onciisii sitokinlerden IL6 ve IL18
seviyelerinin ELISA yontemi ile aragtirildigi ¢alismada seramik dayanak c¢evresinde
IL6 seviyesinde anlamli farklilik bulunmustur. Seramik dayanagin daha uygun
bagisiklik yanit1 olusturdugu ortaya ¢ikmistir (Negahdari Ramin et al. 2017). Pae ve
arkadaglar1 tarafindan yiiriitiilen ¢aligmada titanyum ve zirkonya materyallerde insan
digeti fibroblast hiicrelerinin MTT deney yontemi ile hiicre canlilig1 aragtirilmis; her
iki materyal i¢in hiicre cogalmasinin giiven sinirlari i¢inde oldugu goriilmiistiir (Pae et
al. 2009). Nicholson tarafindan yiiriitiilen bir aragtirmada titanyum ve alagimlarindan
en ¢ok kullanilan Ti-6Al-4V incelenmistir. Hiicre hasar1 MTT yontemi ile arastirilmais;
istatistiksel olarak anlamli bulunmamistir (W. Nicholson 2020). Chandar ve
arkadaslarinin yaptig1 ¢aligmada insan diseti fibroblast hiicreleri iizerinde ticari saf
titanyum ve Ti-6Al-4V alagimin toksik etkileri MTT yoOntemi ile arastirilmistir. Hiicre
canlilig1 lizerine ticari saf titanyumun titanyum alagima (Ti-6Al-4V/Grade V titanyum)
gore daha az toksik oldugu sonucu elde edilmistir. Titanyum alagimin daha toksik etki
gostermesinin  nedeni ig¢inde aliiminyum ve vanadyum varlifi olarak
degerlendirilmistir (Chandar et al. 2017). Bir diger ¢alisma Velasco-Ortega ve
arkadaslar1 tarafindan Ti-6Al-4V alasiminin insan ve fare fibroblastlar1 iizerinde
hiicresel toksik etkilerinin arastirilmasiyla yapilmistir. Insan ve fare fibroblast

hiicreleri tizerinde sitotoksik ve genotoksik etki gdriilmemistir (Velasco-Ortega et al.
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2010). Grade V titanyumun (Ti-6Al1-4V) diseti fibroblast hiicreleri i¢in sitotoksik olup
olmadiginin aragtirildigr sistematik derlemede aliiminyum ve vanadyum salinimina
bagli olarak titanyum alagimin toksik etkileri saptanmistir(Willis et al. 2021).
Arastirmamizda titanyum dayanak materyalinin XTT degerlendirmesinin 24 saat
inkiibasyon sonuglarinda en yiiksek canlilik 1. giinde, en diisiik canlilik ise 7. giinde
Ol¢lilmiistlir. 48 saat degerlendirme sonuglarinda en yiiksek canlilik degerinin 1.
giinde, en diisiik canlilik degerininse 3. giinde dl¢iildiigii goriilmiistiir. Bu verilere
dayanarak materyale daha uzun slire maruz kalmanin sitotoksik etkili olmadig:
sonucuna ulagilabilir. Apoptoz test sonuglarina gore en yiiksek canlilik degeri ve en
yiiksek nekroz degeri 3. glinde Ol¢iilmiistiir. Bu sonu¢ da XTT ile varilan yargiyi
destekler sekildedir. IL6 test sonuglarina gore 1. giin degeri en yiiksek, 7. giin degeri
ise en diisliktiir. TGF-B test sonuglari i¢in de en yiiksek salinim degerinin alindig1 giin
3. giin degeri iken, en diisiik salinim degerinin alindig1 giin 7. giindiir. ROS test
sonuglarina gore en yiiksek salinim degerinin alindig giin 3. giin ve en diisiik salinim
degerinin alindig1 1. giindiir. Yapilan istatistik analizlerine gore kontrol degerleri ile
IL6, TGF-B ve ROS degerleri arasindaki fark anlamli degildir. Calismamizda, bu
sonuglara dayanarak titanyum dayanak materyalinin sitotoksik etkili olmadig:

sonucuna ulagilmstir.

Dis hekimligi alaninda estetik beklentilerin artmasiyla materyaller alaninda da daha
estetik sonuglar verecek materyallerin arastirilmasi kaginilmaz olmustur. Ozellikle 6n
bolgede dogal dis dokusuna benzer sonuglar elde etmek amaciyla metal icermeyen
tedavi secenekleri sunmak zorunluluk halini almistir. Buna paralel olarak hem dis {istii
hem de implant iistii tedavi segcenekleri i¢in metal icermeyen materyal se¢imi tercih
edilir hale gelmistir. On bolge implant tedavilerinde titanyum sebebiyle dis eti
bolgesinde izlenen gri renk yansimasindan kurtulmak amaciyla zirkonyanin dayanak
materyali olarak kullanilmasiyla daha {istiin estetik sonu¢ hedeflenmistir. Implant
tedavisinde uzun donem basar1 saglanabilmesi komsu sert ve yumusak doku ile
uyumlu materyal kullanimini gerektirmektedir. Bu nedenlerle zirkonyanin komsu
doku hiicreleriyle uyumunu inceleyen arastirmalar onemlidir. Dis eti fibroblast
hiicreleri ve oral keratinositler iizerine CAD/CAM zirkonyanin etkilerinin incelendigi
bir arastirmada hiicre canliligini 6lgmede MTT test yontemi kullanilmistir.
Keratinositlerin hiicre canlilifi ve migrasyonu zirkonya CAD/CAM materyal

varliginda olumsuz etkilenirken diseti fibroblast hiicreleri tizerinde olumsuz etki tespit
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edilmemistir (Pabst et al. 2016). Raffaelli ve arkadaslari tarafindan zirkonya ve
feldspatik seramik {izerinde in vitro yontemle fare fibroblast hiicrelerin
biyouyumlulugu arastirilan ¢aligmada zirkonyanin daha uyumlu oldugu sonucuna
ulagilmistir (Raffaelli et al. 2008). 1993 yilinda Li ve arkadaslari tarafindan yapilan bir
caligmada zirkonyanin da i¢inde oldugu seramik materyallerinin biyouyumlulugu
MTT yontemiyle arastirilmigtir. Materyallerin par¢a boyutu olusan hiicre yanitini
etkilemigtir (Li et al. 1993). Paul ve arkadaslar1 dental implant dayanak materyallerinin
insan fibroblast hiicreleri lizerinde ¢ogalmasi iizerine sistematik derleme modelinde
arastirma yapmuslardir.3, 4, 6 ve 7 giin lizerinden hiicre cogalmasi, yiizey piirtizliliigi,
ylizey 1slanabilirligi degerlendirilen 44 caligma dahil edilmistir. Bu arastirma
sonucunda zirkonya ve titanyum dayanak materyal gruplarinin insan fibroblast
hiicrelerinin ¢ogalmasii en yiliksek oranda destekleyen materyal gruplari oldugu
sonucuna ulasmiglardir (Paul, Hanisch, and Nesic 2021). Picconi ve Maccauro
tarafindan yapilan derlemede zirkonyanin sinterize seramik olarak uygulandigi
durumlarda fibroblast hiicreleri ilizerinde sitotoksik etkisinin olmadig1 belirtilmektedir

(Piconi and Maccauro 1999).

Calismamizda yaptigimiz XTT testi 24 saat degerlerine gore en yliksek canlilik degeri
1. giinde, en diisiik canlilik degeri 7. giinde dl¢lilmiistiir. 48 saat test sonuglarina gore
ise en yiiksek canlilik 7. giinde, en diisiik canlilik 3. giinde testpit edilmistir. Kontrol
grubu degerleri ile karsilagtirildiginda aradaki farklilik anlamli bulunmamistir. Bu
nedenle hiicre canlilik seviyesi tizerine sitotoksik etkili olmadigi diigiiniilmektedir.
Apoptoz testi degerleri incelendiginde en yiiksek canli hiicre degeri ve nekroz
degerinin 1. giinde oldugu gézlemlenmistir. Giinler aras1 farklilik anlamli bulunmadig:
icin programli hiicre 6liimii olan apoptozun materyal ile iliskisi kurulamamigtir. IL6
salinim degerleri yoniinden en yiiksek deger 1. gilinde, en diisiik deger 3. gilinde
dleiilmiistiir. Olgiilen bu degerler kontrol grubu degerlerinin altindadir. Bu nedenle
zitkonya dayanak materyalinin IL6 salinimini arttirdig diisiintilmemektedir. TGF-3
test degerlerinde ise salinim miktari giinlere paralel artis gostermistir. Fakat en yiiksek
degerin alindig1 7. giin sonucu da dahil olmak {izere tiim salinim degerleri kontrol
salmim degerlerinin altindadir. Zirkonya dayanak materyalinin TGF-8 salinimim
arttirmadig1 diistiniilmektedir. ROS degerleri incelendiginde giinlerle birlikte artig
izlenmektedir. 7. giin 6l¢iim degeri kontrol grubu 6l¢tim degerinin lizerinde olmasina

ragmen aradaki fark istatistiksel olarak anlamli degildir. Bu verilere dayanarak ROS
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degerleri  agisindan  zirkonya  dayanak  materyali  sitotoksik  olarak

degerlendirilmemistir.

Calismamizda XTT, apoptoz, IL6 sekresyonu, TGF-B3 sekresyonu ve ROS sekresyonu
ol¢tim yontemleriyle bes farkli implant dayanak materyalinin standart hiicre kiiltiirti
L929 fare fibroblast hiicreleri ilizerinde biyouyumlulugu arastirilmistir. Planlanmis
olan 6n ¢alismada ise insan dig eti fibroblast primer hiicre kiiltiirii elde edilerek ayni
yontemle biyouyumluluk testleri yapilmasi diisiiniilmiis; ancak diinya genelinde
yasanan Covid-19 salgin siirecinde insan iirliniine ait biyolojik materyal ¢alismalari
ertelenmistir. Salgin siireci sonunda ¢alismanin bu yonde gelistirilerek farkli
aragtirmalar yapilmasi diisliniilmektedir. Bu ¢alismanin planlamasina gore dayanak
materyallerine herhangi bir yiizey islemi uygulanmamaistir. Farkli yiizey islemlerinin
ve yaslandirma testlerinin materyal sitotoksisitesi lizerine etkisinin olup olmadiginin
arastirildigt c¢alismalarin gelecekte yapilacak calisma tasarimlar1 arasinda yer
alabilecegi degerlendirilmistir. Ayrica bu testlerin agiz kosullarimi yansitan bir

ortamda uygulanarak klinik ¢aligmalarla desteklenmesi de diisiiniilebilir.
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Sonuc ve Oneriler

Bu in vitro ¢calismanin sinirlamalar1 dahilinde, asagidaki sonuglara varilmistir:

1. XTT yontemi ile yapilan hiicre sitotoksisite deney sonuglarinda en yiiksek canlilik
lityum disilikat ile gli¢lendirilmis cam seramik ve titanyum grubunda izlenmistir. En
diistik canlilik ise PEEK materyal grubunda bulunmustur.

2. Apoptoz testi sonuglari incelendiginde 1. giin lityum disilikat ile giiclendirilmis cam
seramik materyal grubu; 3. ve 7. gilinlerde ise PMMA materyal grubu diger gruplara
gore en yiiksek canlilik ve en diisik nekroz oranlarini gostermislerdir. Ancak
materyaller aras1 bu farkliliklar istatistiksek olarak anlamli degildir.

3. IL6 ve ROS salimimi yoniinden materyal gruplarinin hicbiri sitotoksik degerler
gostermemistir.

4. TGF- B salimim1 deney sonuglarinda PMMA dayanak materyal grubuna ait 1. giin
test sonucu sitotoksisite gostermekte, ancak 3. ve 7. giline ait sonuglar sitotoksisite
gostermemektedir. CAD-CAM PMMA dayanak materyalinin fabrikasyon iiretimine
bagli olarak yapisinda artik monomer olugsmamasi sitotoksisite etkisinin ortaya
¢ikmamasinin nedeni olarak diisiiniilmektedir.

5. Calismamizin tiim sonuglar1 degerlendirildiginde kullanilan tiim dayanak
materyallerinin gegici ve kalic1 implant iistii protetik restorasyonlarda klinikte glivenle

kullanilabilecekleri diisiiniilmektedir.
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