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ARASTIRMA

Bes farkli protez kaide materyalinin gingival
fibroblastlar uzerine olan etkilerinin incelenmesi
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Ozet

Bu calismanin amaci, bes farkli protez
kaide materyalinin hiicre proliferasyonu
Uzerindeki etkilerini saptamak ve gingival
fibroblastlar Uzerindeki toksik etkilerini
karsilastirmaktir. Isinla sertlesen, 1siyla
sertlesen, kimyasal olarak sertlesen, mik-
rodalga ile sertlesen ve enjeksiyonla
sertlesen akrillerden olusan test ornekleri,
gingival fibroblast hiicre kiiltiirinde test
edildi. Hiicre canliligi 3- (4,5-dimethyl-thi-
azoyl)-2,5-diphenyl-SH-tetrazolium bro-
mide (MTT) yontemi ile 48. ve 120.
saatlerde belirlendi. Bitlin test ornekleri
toksik olarak bulundu. Test ornekleri
arasinda en toksik etkiyi, kimyasal olarak
sertlesen kaide materyali gosterdi. Tok-
sisite sirasiyla; 1siyla sertlesen, gorilebilir
1sikla sertlesen, enjeksiyonla sertlesen,
mikrodalga ile sertlesen kaide materyal-
lerinde gozlendi. Farkli protez kaide mad-
deleri, iceriklerine ve polimerizasyon is-
lemlerine bagh olarak orta ve diisik sevi-
yelerde toksisite gostermistir. Uzun sureli
kullanimlarda, toksisite diizeyi dusiik olan
kaide materyalinin kullanimi doku uyumu
acisindan onemli olabilir.

Anahtar kelimeler: Gingival fibroblast,
hiicre canliligi, protez kaide materyalleri
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ture base materials on gingival fibroblasts
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The objectives of this study were to
detect the cytocompatibility of five dif-
ferent types of denture base resins and
to compare the cytotoxic effect of these
materials on primary human gingival
fibroblasts. The gingival fibroblast cul-
tures were exposed to test specimens
from light-cured resin, heat-cured resin,
self-cured resin, microwave-cured resin
and injection-cured resin. Cell viability
was determined by the 3-(4,5-dimethyl-
thiazoyl)-2,5-diphenyl-SH-tetrazolium
bromide (MTT) method at the 48th and
120th hours after exposure. All of the
test specimens were cytotoxic to primary
gingival fibroblast cultures. Self-cured
resin was the most toxic denture base
material among the other test materials.
The cytotoxicity decreased in the order
of heat-cured, visible light-cured, injec-
tion-cured, and microwave-cured resin.
It is concluded that different denture
base materials displayed low to interme-
diate degrees of cytotoxicy depending on
their chemical composition and polymer-
ization type. In the case of long term
use, denture bases with low cytotoxicity
should be preferred.

Key words: Gingival fibroblast, cell via-
bility, denture base materials

Giris

Akril reginesinin polimerizasyonu,
yillardir aragtirma konusu olmusgtur. Akril
reginelerin dig hekimliginde kullanima
girmesiyle birlikte kitlenin fiziksel 6zel-
liklerini daha da gelistirebilmek, dokulara
uyumunu daha da miikemmel hale
getirebilmek ve kitle iginde olugma ihti-
mali olan poroziteyi yok edebilmek igin,
¢esitli polimerizasyon yontemleri denen-

migtir. Polimerizasyon, reaksiyonu bagla-
tan etkenlere bagli olarak 1s1, kimyasal
maddeler, 151k ve mikrodalga enerjisi
olmak tizere dort baglik altinda toplana-
bilir. Protez kaidesi yapiminda, cesitli
akriller kullanilir. Bunlar; akici tipte pro-
tez akrili, ¢ok sert akril, 1siyla cabuk
polimerize olan akril, goriiniir mavi 11kla
polimerize olan akril ve mikrodalga ener-
jisiyle polimerize olan akrillerdir (1).

Protezin yapiminda kullanilan akril-
ler, polimerizasyon igleminden sonra
reaksiyona girmeyen komponentlerin
varhigindan dolay: farkli derecelerde tok-
sisiteye ve allerjik reaksiyonlara neden
olabilir (2,3). Protez kaide akrilleri uzun
stireli olarak gingival dokularla temasta
oldugu igin, agiz mukozasina karsi allerjik
ve irritan Ozellikler gosterebilmektedir.
Bu yan etkiler, protezin yapiminda kul-
lanilan akril resininin igindeki polimetil
metakrilat monomerinden kaynaklan-
maktadir (4,5). Klinik semptomlarin
genellikle eritem, agiz mukozasi eroz-
yonu, mukozada ve dilde yanma olabile-
cegi rapor edilmigtir (2-8).

Bugiine kadar yapilan galigmalar ince-
lendiginde, protez kaide materyallerinin
toksisitesini belirleyen ¢aligmalarin yeter-
siz oldugu goriilmektedir. Bundan dolayi,
bu caligmanin amaci beg farkli protez
kaide materyalinin toksisitesini gingival
fibroblast hiicre kiilttiriinde belirleyerek,
doku uyumu

agisindan  en  uygun

materyali saptamaktir.
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Gereg¢ ve Yontem

Test orneklerinin  hazirlanmasi: Test
edilen 6rnekler, Tablo I'de gosterilmistir.
Herbir test 6rnegi, ticer tane olacak se-
kilde, steril sartlarda yapim kurallarina
uygun olacak sekilde iretildi. Biitiin
kaide materyalleri, muflada (5 mm cap x
0.5 mm kalinlik) boyutlarinda hazirlanan
mum 6rneklerden elde edildi. Polimeri-
zasyon iglemi Tablo I'de gosterildigi gibi
yapim kurallarina uygun olacak sekilde
gerceklestirildi. Ornekler, hiicre kiiltii-
riine konulmadan 6nce %70 ctanol ve
steril su ile yikanip kurutuldu.

Tablo I. Test edilen protez kaide akrilleri

roskobu (Zeiss, West Germany) kul-
lanilarak kontrol edildi. Hiicreler flaskin
yaklagik 1/4'tinti doldurduklarinda, icin-
deki 3 ml'lik besiyeri alindi. Tripsin-
EDTA'nin (Biological Industries, 25115,
Kibbutz Beit Haemak, Israel) 1.5 ml
soliisyonu kabin igine bogaltildi. Beg daki-
ka 37°C'lik
yapistiklart kap yiizeyinden kalkmalar

inkiibatorde hiicrelerin
beklendi. Hafif pipetaj yapilarak hiicre-
lerin birbirinden iyice ayrilmasi saglandi.
Doku kiiltiir kabinin igine 3 ml'lik
DMEM besiyeri aktarildi ve Tripsin-
EDTA'nin aktivitesi DMEM besiyeri ile

Polimerizasyon yontemi

Ticari ismi (Uretici firma)

Sertlesme siiresi

Kimyasal polimerizasyon

(Soguk akril)

Ist ile polimerizasyon

(Sicak akril)

Isikla polimerizasyon

Enjeksiyonla polimerizasyon
Kulzer)

Mikrodalgayla polimerizasyon

Rebase (Tokuyama)
Lucitone199 (Dentsply)

Triad (Dentsply)
Palajet/Palaxpress (Heraeus,

Acron MC (GC Corp)

Oda 1sisinda 1 saat
70 °C, 9 saat

Goriilebilir 151k, 10 dakika
55 °C, 30 dakika

Mikrodalga firmzi, 3 dakika

Hiicre kiiltiiriiniin olugturulmasi: Calig-
mamiza, periyodontal olarak saglikli,
ortodontik ¢ekim endikasyonu olan
yaglart 14 ile 26 arasinda degisen (ortala-
ma 20.64+3.6 yil) 15 hasta alindi. Bu
hastalarin onayr alindiktan sonra, ¢ekim
soketinden epitelsiz bag dokusu 6rnekleri
alindi. Yiiz ml RPMI (Biological Indus-
tries, 1640, Kibbutz Beit Haemak, Israel)
ile 1 ml penisilin ve streptomisinden
hazirlanan tagima soliisyonundan 5 ml,
steril tiipler i¢ine konularak 6rnekler la-
boratuvara getirildi. Doku 6rnekleri, la-
boratuvarda steril petri kabina alinarak
tagtma soliisyonu ile iki defa yikandi.
Yikama igleminden sonra steril 20 numa-
rali bistiiri kullanilarak doku &rnekleri
kiigiik pargalara ayrildi. Kiigiik pargalara
ayrilan doku pargaciklart 25 cm?'lik doku
aktarild.
Doku kiilttir kaplarinin iizerini kaplaya-
cak sekilde 3 ml besiyeri DMEM
(Dulbecco's Modified Eagle's Medium,
Biological Industries, 25115, Kibbutz Beit
Haemak, Israel) ilave edildi. Doku kiiltiir
kabinin agzi hafif acilarak, %5'lik CO,,
37°C'deki inkiibatére (Sanyo, Japan)
hiicrelerin iiremesi icin konuldu. Ug

kiltir kaplarina (flasklara)

giinde bir, hiicre kiiltiir besiyeri tazelendi.
Hiicrelerin tiremesi, Invert 1gik mik-
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inhibe edilmis oldu. Yirmi dort saat sonra
flask i¢indeki besiyerinin tamami alinarak
3 ml yeni besiyeri eklendi. Devam eden
giinlerde, 3 giinde bir besiyeri degistirildi.
Hiicreler flask yiizeyinin en az 3/4'liik kis-
mint kapladiginda, gingival fibroblast
hiicre kiiltiirti elde edilmis oldu.

Gingival fibroblast hiicre kiiltiirii elde
edildikten sonra, 24'liikk doku kiiltiir
kabinin (Costar, Chambridge, MA, USA)
her bir kuyucuguna 1x10* hiicre gelecek
sekilde hiicrelerin ekimi yapildi. Test
ornekleri de hiicre ekimi yapilmig 24'Titk
doku kdltiir kabinin her bir kuyucugu-
nun ortasina gelecek sekilde yerlestirildi.
Herbir test Ornegi, tiger kez test edildi.
Muamele edilmemis kiltiir, kontrol
grubu olarak kullanildi.

Hiicre canlilik testinin yapilmasi: Bu
islem, test drneklerinin 48. ve 120. saat-
lerinde kiiltiir ortamindan alinmasidan
sonra yapildi. Yapilan iglemler karanlik
ortamda ve oda 1sisinda gergeklestirildi.
Isleme baglamadan 6nce 50 mg MTT (3-
(4,5-dimethyl-thiazoyl)-2,5-diphenyl-
SH-tetrazolium bromide) (Sigma M2128
St.Louis, MO, USA), 10 ml DMEM
icerisinde ¢ozillerek 5 mg/ml'lik MTT
solisyonu hazirlandi. Coziilen MTT
soliisyonu, 0.2 u'lik filtreden (Costar,

Chambridge, MA, USA) gegirildi.
Boylece, stok MTT hazirlanmig oldu.
Hazirlanan stok MTT kullanim stiresi
yakin oldugu i¢in, deney giiniine kadar
+4°C'de saklandi. Deney giinii 48. ve
120. saatlerde, metaller kiiltiir ortamindan
alindiktan sonra tripsinizasyon yapilarak
hiicreler dokiildii. Tripsinizasyon yapilan
hiicreler 15'ik tiipler i¢ine alinip santrifiij
edilip, hiicrelerin dibe ¢okmesi saglandi.
Doksan altt kuyucuklu doku kiiltiir
kabinin (Costar, Chambridge, MA, USA)
en digindaki kuyucuklara 200 ul DMEM,
ortadakilere ise soliisyon olarak hazirlan-
mig hiicrelerden 1x102 hiicre/ul kon-
santrasyon konuldu. Daha 6nce hazirlan-
mig olan stok MTT'den 5 mg/ml olacak
sekilde DMEM ile karigtirilarak calisma
solisyonu hazirlandi. Yapilan caligma
soliisyonundan 20 ul hiicrelerin tizerine
ilave edildi. Doksan altiik doku kiiltir
kabi, 4 saat siireyle 37°C'deki inkiibatorde
bekletildi. Dort saat sonra hiicre kiilti-
riiniin bulundugu herbir kuyucuktan 200
ul svr steril pipetle alindi ve 100 ul iso-
propyl (0.04 N HCI i¢inde) konuldu.
Doku kiiltiir kabi, stre¢ film ile sarilip
hava almasi 6nlendi. Dért saat siireyle,
oda 1sisinda karanlikta bekletildi. Déort
saat sonunda Biotek firmasmin 540 nm’
lik mikroplate okuyucusunda (ELISA
Reader-EL312¢, Bio-Tek, Vermont,
USA) MTT degerleri okundu. Optik
okuyucudan elde edilen degerler, agagida-
ki denklem ile yiizde olarak hesaplandi.
Veriler, SPSS 10.0 paket programi
kullamilarak degerlendirilmistir. Istatistik-
sel analizde, student t testi ve istatistiksel
anlamlilik igin 0.05 diizeyi kullanilmigtir.

Bulgular

Biitlin test orneklerinden elde edilen
hiicre canhilik sonuglar1 Sekil 1'de goriil-
mektedir. Kirk sekizinci saatte elde edilen
hiicre canliliginin 120. saate gore daha az
oldugu goriilmektedir. Test Ornekleri
icinde en fazla toksisiteye sahip test
ornegi, kimyasal olarak polimerize olan
akrilikte bulunmusgtur (%75-%78). Bunu
sirastyla, 1s1 ile polimerize olan (%80-
%82), enjeksiyonla polimerize olan (%83-
%84), 151nla polimerize olan (%86-%89)
ve mikrodalga ile polimerize olan (%88-
%90)
grubuna gore biitiin test orneklerinde,

akriller izlemektedir. Kontrol

Sipahi ve ark.
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Sekil 1. Bes farkl protez kaide materyalinin gingival fibroblastlar tizerindeki hiicre canlihgmmn
MTT test yontemiyle degerlendirilmesinin yiizde olarak sonuclar1 goriilmektedir. Herbir
materyalin, 48. ve 120. saat hiicre canlilik yiizdesi kontrol grubuyla karsilagtirilmugtir.

istatistiksel olarak farklilik goriilmistiir
(p<0.05). Test orneklerinin birbirleri ile
olan kargilagtirmasinda ise mikrodalga,
enjeksiyon ve 1ginla polimerize olan
akriller, 1syla ve kimyasal olarak polime-
rize olan diger test 6rneklerine gore ista-
tistiksel olarak farklilhlk gostermistir
(p<0.05) (Sekil 1).

Tartisma

Ulkemizde rutin olarak kullanilan
farkl akrillerin ve bu akriller iginde bulu-
nan eclementlerin gingival dokulari ne
sckilde etkiledigi konusunda kapsamli bir
¢aligma bulunmamasi gz oniine alinarak,
bu konudaki eksikligin giderilmesi ama-
ciyla planlanan bu aragtirmada, toksisiteye
zamana bagli olarak bakilmig ve elde
edilen bulgular istatistiksel olarak deger-
lendirilmistir.

Protez kaide materyalleri, uzun siireli
olarak gingival dokularla temastadir. Bu
temas sonucu, materyal ve doku arasinda
element salimmi olugmaktadir. Element
salinimy, titkriik ile diliie edilemeyecegi
icin yiiksek konsantrasyona ulagabilmek-
tedir. Boylelikle bag dokusu hiicreleri
mukoza {izerindeki protez kaide mater-
yallerinin kimyasal etkilerine direkt olarak
maruz kalmadigi halde, zaman icinde
diftizyon ile etkilenebilmektedir. Digeti
bag dokusunun igerisinde cesitli hiicre
elementleri bulunmaktadir. Bunlar fibro-
blastik hiicreler ile lenfositler, plazma
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hiicreleri, farklilagmamig mezankim
hiicreleri ve seyyar hiicrelerdir. Gingival
fibroblastlar, diseti dokularinin en fazla
kismini olugturmaktadir. Bu nedenlerden
dolayi, calismamizda gingival fibroblast-
larin kullanilmas: tercih edilmistir.

MTT test ilk olarak

Mosmann tarafindan kullanim alanina

yontemi,

sokulmustur (9). Hiicre canlihgini ve
iiremesini 6lgen bu yoéntemin, diger sito-
toksik test yontemlerine gore daha hassas
ve tekrarlanabilir olmasi, uygulamasinin
kolay, hizli ve sayilabilir olmasi avantaj
olarak belirtilmigtir. Arjan ve ark.,, MTT
test yonteminin sitotoksisitenin belirlen-
mesinde kullamigli, hassas ve hizli bir
metod oldugunu, ayrica radyoaktif izotop
kullanmaya gerck kalmadigini belirt-
miglerdir (10). Wilson ve ark., MTT'den
ireyen formazonun yogunlugunun
direkt olarak yasayan hiicrelerin sayisiyla
baglantili oldugunu ileri stirmislerdir
(11). Bu yo6ntemi, kanserli hastalarin
tedavisinde kullanilan ilaglar itizerinde
elde ettikleri klinik

sonuglarin, MTT sonuglariyla paralel

denemigler ve

oldugunu belirtmiglerdir. Schauer ve ark.,
MTT yoénteminin immiin yetmezligi
olan veya immiinsiipresif ila¢ alan hasta-
larda T hiicrelerinin fonksiyonel ana-
lizinde klinik olarak kullanilabilecegini
ileri stirmiigler ve sonug olarak, bu yon-
temin immiin yetmezligi olan hastalarda
degisimleri belirlemede uygun bir yon-

tem oldugunu savunmuglardir (12).
Sitotoksisite ¢aligmalarinda giivenilir, hiz-
l1 ve tekrarlanabilir sonuclar vermesi ne-
deniyle, bu ¢aligmamizda MTT test yon-
temi tercih edilmigtir.

Hensten-Petterson ve Wictorin, kim-
yasal olarak polimerize olan rezinlerin,
1styla polimerize olanlara gore daha toksik
oldugunu bildirmiglerdir (13). Sheridan
ve ark. 1s1 ile polimerize olan, kimyasal
olarak polimerize olan ve mikrodalga ile
polimerize olan akriller {izerinde aragtir-
malar yapmuglar ve en yiiksek toksisiteye
kimyasal olarak polimerize olan akrillerin,
en az toksisiteye de mikrodalga ile
polimerize olan akrillerin neden oldugu-
nu saptamuglardir (14). Kimyasal olarak
sertlegen akrillerin 1s1 ve mikrodalga akril-
lerine gore daha fazla formaldehid ve
metil metakrilat salgilayarak sitotoksisite-
ye neden olduklart iddia edilmistir
(15,16). Caligmamizda elde edilen sonug-
lar, daha 6nce yapilan bu calismalarin
sonuglari ile paralellik gostermekte olup,
en fazla toksisite kimyasal olarak polime-
rize olan akrilde ve en az toksisite ise
mikrodalga akrilinde bulunmustur. Isinla
sertlesen akrilin toksisitesi, mikrodalga
akrilinin toksisitesine yakin ¢ikmustir.
Enjeksiyon akrilinin toksisitesi ise, 1s1 ile
sertlesen akrilin toksisitesinden daha iyi
¢gikmigtir. Sonug olarak polimerizasyon
yontemleri birbirleriyle kargilastirildigin-
da, 1s1 ve kimyasal olarak sertlesen akril-
lerin, diger test 6rneklerine gore istatistik-
sel olarak farkliliklar gosterdikleri goriil-
mektedir. Calismamizin sonuglari, farkli
protez kaide maddelerinin ve bunlara
uygulanan polimerizasyon yontemlerinin
gingival dokuya karg1 farkli oranlarda tok-
sik olabileceklerini gostermektedir. Bu-
nunla birlikte polimerizasyon tipinin,
protez akriliginin fiziksel 6zellikleri tize-
rine olan etkilerinin 6nemli olabilecegi de
g6z ontine alinmalidir.
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