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OZET

Dis ciiriikleri ve periodontal hastaliklarin baglica nedeni olan mikrobiyal plagi
kaldirmak i¢in dis macunlar1 6nemli bir role sahiptir. Dig macunlarinin iceriginde bir¢ok farkli
madde bulunmaktadir. Bunlardan; sodyum lauril siilfat gibi deterjan ve florid ve triklozan gibi
tedavi edici ajanlarin sitotoksisiteleriyle ilgili bircok arastirma bulunmakla birlikte, genel
olarak dis macunlarmin hiicre lizerindeki etkilerini gosteren gerek in vivo gerekse in vitro
calisma sayist ¢cok azdir. Yapilan calismalarda; artan konsantrasyon ve maruziyet zamaninin

uzamasina bagli olarak sitotoksik etkinin arttig1 gézlemlenmistir.

Bu ¢alismada; farkli 6zellikleriyle 6n plana ¢ikan dort fakli dis macununun (GC Tooth
Mousse, Colgate Total, Signal Beyaz Gii¢, Paradontax) bes farkli konsantrasyonundaki
sitotoksik etkileri Metil Tetrazolyum Testi (MTT), dort farkli konsantrasyonundaki etkileri ise
Gergek Zamanli Hiicre Analizi (RTCA) yontemleriyle incelenmistir. Ayrica ¢alismada yer
alan dis macunlarmin mutajenik o6zellikleri de mikroniikleus testi kullanilarak analiz

edilmistir.

GC Tooth Mousse haricindeki dis macunlarmin %0,5 ve %1°lik konsantrasyonlarimin,
MTT ve RTCA sonuglarma dayanarak insan fibroblast hiicrelerinin proliferasyonunu olumsuz
yonde etkiledigi tespit edilmistir. Gerek MTT kitiyle gerekse RTCA yontemiyle yapilan
calismada; icerdigi maddeler yoniinden farkli oOzelliklere sahip olan dis macunlarmin
sitotoksik etkileri de farkli ¢ikmustir. Caligmada kullanilan konsantrasyonlar arttik¢a hiicre
canliligi azalmaktadir. GC Tooth Mousse’un c¢alismada yer alan konsantrasyonlarmin
tamaminda sitotoksik ag¢idan olumsuz sonuca rastlanilmazken, diger macunlarm %1 ve
%0,5’lik konsantrasyonlar1 sitotoksik ¢ikmistir. Paradontax’in hiicre iizerindeki olumsuz
etkileri diger dis macunlarma kiyasla daha fazla olmustur. Calismada yer alan dis
macunlarimm tamamimimn %0,1, %0,05 ve %0,01°lik konsantrasyonlarinin sitotoksik etkisi
tespit edilmemistir. Bundan dolay1 dis fir¢alama esnasinda maruz kalinacak dis macunu
konsantrasyonunun sitotoksik olmadigi sonucuna varilabilir. 24, 48 ve 72 saatler agisindan
kiyaslama yapildiginda sitotoksik konsantrasyonlarda (%1 ve %0,5) sonu¢ daha koétiiye
giderken, diger konsantrasyonlarda olumsuz yonde gelisme olmamistir. Dort dis macununun
mikroniikleus testinde mutajenik oldugu sonucuna varilmistir. Bununla birlikte Signal Beyaz

Giic¢ diger dis macunlarina kiyasla daha mutajenik bulunmustur.

Anahtar Sozciikler: Dis macunu, mikroniikleus, MTT, mutajenite, RTCA, sitotoksisite



SUMMARY

Toothpaste has a very important role to remove microbial plaque which is the main
reason of dental caries and periodontal deseases. Toothpaste includes a lot of different
subtances. Although there are lots of researchs about cytotoxicity of sodium lauril sulfate as
detergent and florid and triclosan as treatment agencies, there aregenerally very few researchs
about the effects of the toothpastes on cells, both in vivo and in vitro studies. It is observed
from the studies that; depending on increasing of the concentration and exposure time,

cytotoxic effects increase.

In this study; cytotoxic effects of five different concentrations of four different
toothpastes (Gc Tooth Mousse, Colgate Total, Signal White Power, Paradontax) fore with
different specifications were examined with Methyl Tetrazolium Assay (MTT), four different
concentrations were examined with Real-Time Cell Analysis (RTCA) method. Mutagenic

properties of four toothpastes in the study were also analized by using micronucleus test.

According to the results of MTT and RTCA, 0,5% and 1% concentrations of the
toothpastes except GC Tooth Mousse effected human fibroblast cells proliferation adversely.
The cytotoxic effects of the toothpastes having different features because of their content were
found different according to both MTT method and RTCA method. By increasing of
concentrations used in this study, cell aliveness decreased. There was no unfavorable result in
whole concentration of this study of GC Tooth Mousse in terms of cyctotoxicty but 1% and
0,5% concentrations of the other toothpastes were found cytotoxic. The negative effects of
Adverse effect of Paradontax on the cells were higher when compared with the others
Cytotoxic effects of 0,1% , 0,05% and 0,01% concentrations of all toothpastes present in this
study were not detected. Therefore, it can be concluded that; toothpaste concentration
exposure is not cytotoxic during brushing of teeth. If the results of 24, 48 and 72 hours were
compared, when the result was bad in the concentration of cytotoxic (1% and 0,5%), another
concentrations were not effected negatively. Four toothpastes were concluded as mutagenic in
micronucleus test. In addition to this, Signal White Power was more mutagenic comparing to

other toothpastes.

Key Words: Cytotoxicity, micronucleus, MTT, mutagenicity, RTCA, toothpaste



1 GIRIS

Ag1z saglhigi bakimi, mekanik ve kimyasal yollarla gerceklestirilebilir. Dig macunu, dis
cliriikleri ve periodontal hastaliklarin baslica nedeni olan dis plagini kaldirarak 6nemli bir

gorev yapmaktadir (Forward 1991).

1.1 Dis Macunlarinin igerigi ve Sitotoksik ve Mutajenik Etkileri

Sitotoksik maddeler, hiicreye toksik sekilde etki ederek hiicrenin fonksiyonunu
durduran ya da hiicrenin 6liimiine neden olan maddelerdir. Mutajenik maddeler ise, canli
organizmalarin genetik molekiiler yapisinda degsiklige neden olan fiziksel veya kimyasal

etmenlerdir.

Dis macununun yapisina giren en yaygin olarak bulunan maddeler Tablo 1.1°de

yaklagik oranlartyla birlikte goriilmektedir (Harris ve Garcia-Godoy 2004).

Tablo 1.1 Dis macunlarmnin yaklasik ylizdesel icerigi

Dis Macunlarimin Icerigi Yiizdesi (%)

Asindiricilar 20-40

Su 20-40

Nemlendiriciler 20-40

Deterjanlar 1-2

Baglayic1 Ajanlar 2
Tatlandiricilar 2
Terap6tik Ajanlar 5
Renklendiriciler ve Koruyucular 1

1.1.1 Asindircilar

Plak birikiminin engellenmesi, diste olusan renklenmelerin mekanik ve kimyasal
olarak uzaklastirilabilmesi i¢in dis macunlarina bir takim asindirict maddeler ilave edilmistir.
Bunlardan bazilari; kalsiyum karbonat, dikalsiyum fosfat dihidrat, aliimina, silika, sodyum

bikarbonat olarak sayilabilir. (Forward ve ark. 1997).



Beyazlatict dis macunlarinin leke c¢ikarici etkisi genellikle igerdikleri asindirici
miktarina bagh olarak degismekle birlikte her zaman asindiricit miktari ile dogrudan iliskili
degildir (Lima ve ark. 2008, Schemehorn ve ark. 2011). Partikiillerin sertligi, sekli ve
biiytikligi ile birlikte pH degeri de dis macununun asindirma kapasitesini belirler (Hilgenberg

ve ark. 2011).

Beyazlatici dis macunlari; cesitli enzimler, peroksit, yiizey aktif maddeler, sitrat,
pirofosfat ve heksametafosfat igerebilirler (Davies ve ark. 2010). Alumina, dikalsiyum fosfat
dihidrat ve silika gibi abrazivler de dis macununun beyazlatici etkisini artirir (Joiner ve ark.

2008a, Demarco ve ark. 2009).

1.1.2 Nemlendiriciler

Nemlendiriciler, dis macunu yapisinda olusabilecek nem kaybmnin Oniine gegerler.
Boylelikle macunun sertlesmesi engellenmis olur. Tatlandirict etkileri de bulunabilmektedir
(Forward ve ark. 1997). Yaygm olarak kullanilan nemlendiriciler gliserin, sorbitol, propilen

glikol ve mannitoldiir (Forward ve ark. 1997, Harris ve Garcia-Godoy 2004)

1.1.3 Deterjanlar

Sodyum Lauril Stilfat

Sodyum Lauril Siilfat (SLS), anyonik siirfaktandir. Emiilgator etkisi, deterjan etkisi ve
kopligli artrmasi igin kigisel bakim iirlinlerine eklenir. SLS, giinlimiizde en yaygin olarak
kullanilan deterjandir. Kararli yapida olup diisiik ylizey gerilimi ile dis macununun dis
ylizeyinde kolay akmasimni saglar. SLS, notral pH’de aktif olan bir maddedir ve dis

macunundaki diger maddelerle uyumludur (Harris ve Garcia-Godoy 2004).

SLS, dis macunlarinda %1-2 konsantrasyonda bulunmaktadir. Antimikrobiyal etkiye
sahip olan SLS, kopliriicli ajan olarak islev gormektedir. SLS; mikroorganizmalar1 61diiriir,

ylizey enerjisini diisiiriir ve proteinleri denatiire eder (Joiner ve ark. 2008b).



SLS iceren agiz gargaralarinin insanlarda agiz epitel deskuamasyonuna ve yanma
hissine sebep oldugu ayrica fibroblastlarda vakuolizasyona yol agtig1 rapor edilmistir (Babich
ve Babich 1997). SLS’nin ayn1 zamanda oral mukozadaki denatiirasyon etkisi ve irritasyonlar

nedeniyle agizda aftoz iilserlerle iligkili oldugu goriilmiistiir (Herlofson ve Barkvoll 1994).

SLS’nin varsayilan etkilerini incelemek {izere ii¢ boyutlu hiicre kiiltiirii modelinde, in
vitro ortamda, insan oral epiteli iizerinde bir calisma da kiiltiir dokular1 histomorfometri,
immiinohistokimya (Ki-67, epitel E-kadherin, Alpha6-, betal—integrinleri, cleaved kaspaz-3)
ve TUNEL metodu ile degerlendirilmistir. SLS’in diisiik konsantrasyonlarina (%0.015) maruz
kalan kiiltiirlerinde; artan epitelyal kalinlik ve profilerasyon (Ki-67), tiim epitel hiicre
tabakalar1 boyunca E-kaderin’in daha belirginlesmesi, orta spindz hiicre katmanlarinda tekil
TUNEL-pozitif hiicreler gézlemlenmistir. Yiiksek SLS konsantrasyonlarinda (>%0,15), epitel
kalinlhiginin, hiicre proliferasyonunun ve E-kaderin varliginin yavas yavas azaldig1 ve maruz
kalan bolgelerin merkezi alanlarinda, hiicrelerin birbirlerinden ayrildig1 ve hiicre 6liimiiniin

gerceklestigi gortilmiistiir (Neppelberg ve ark. 2007).

SLS’nin in vitro (Healy ve ark. 2000) ve in vivo (Veys ve ark. 1994) olarak, insanlarda
oral mukozanin bariyer 6zelliklerini degistirebildigi tespit edilmistir. Ayrica SLS’nin, dis eti

kan akisini arttirdigi da iddia edilmektedir (Herlofson ve ark. 1996).

Bir caligmada kullanmilan 10 farkli dis macunundaki SLS ve SHN (sakkarin)
oranlarinin saglik otoritelerinin belirledigi giinliik kabul edilebilir alim miktarindan fazla
olmas: yiiziinden ozellikle ¢ocuklardaki kontrolsiiz dis macunu kullanimlarinin potansiyel

olarak zehir etkisi tasidig1 iddia edilmistir (Gimba ve ark. 2014).

Ug farkhi agi1z calkalama suyu ile yapilan baska bir calismada, SLS iceren iiriin
digerlerine gore daha sitotoksik bulunmustur (Ghabanchi ve ark. 2013). Dis macunlarmin
icerdikleri  deterjanlara  yonelik  yapilan  arastrmalarda;  deterjanlarin  artan
konsantrasyonlarinda hiicrelerin canliliginin azaldig1 goézlemlenmistir. Bazi deterjanlarin
agizda yumusak doku hasarina yol acabilmesi ile birlikte klinik ortamda tiikiirtigiin bu etkiyi

noétralize edebildigi ileri stirtilmiistiir (Moore ve ark. 2008).



1.1.4 Baglayic1 Ajanlar

Dis macununun stabilitesini ve kivamini kontrol eden bazi baglayicilar; karragenan,
aljinat, sodyum karboksimetilseliiloz, magnezyum aliiminyum silikat, sodyum magnezyum

silikat, kolloidal silikalar olarak sayilabilir (Forward ve ark. 1997).

1.1.5 Tatlandirici ve Esanslar

Dis macunu yapisinda tatlandirici olarak genellikle eklenen sakkarin, nane tayfi,

anason, limon, okaliptiis vs. kullanilabilmektedir (Forward ve ark. 1997).

Sakkarin (SHN), (O-benzoic siilfamid) ve tuzlar1 kokusuz olup, beyaz kristal tozlari
seker kamigindan 500 kat, siikrozdan 300 kat daha tathdir (Parfitt ve Martin 1999, Koutojiam
2005).

Sakkarinin uzun bir kullanim ge¢misi vardir ve onun muhtemel kanserojen etkileri
iizerinde yogun tartigsmalar yasanmaktadir (Zhu ve ark. 2005). Cesitli bilimsel arastirma
raporlarina gore, sakkarin tiimor ve mesane kanserine neden olabilmektedir (Joseph ve Nair
2012). Ayrica, ciltte alerjik tepkilere, toksik reaksiyonlara ve oOzellikle de kalp ve
gastrointestinal sistem problemlerine neden olabilmektedir (WHO 1995). FDA’ya gore
giinliik kabul edilebilir alim miktar1 5 mg/kg’dir (Gimba ve ark. 2014).

Mentoliin dis macunlarindaki konsantrasyonu %0,1 - 0,5 olup antimikrobiyal aktivite
gosterir. (Joiner ve ark. 2008b). Bir¢cok gida maddesinde, kozmetik {iriinlerinde, sabunlarda ve
dis macunlarinda yaygin sekilde kullanilan mentoliin astim ve iirtikere sebep olabilecegi

bildirilmistir (Takatsuka ve ark. 2008).

Dis macunlarinda kullanilan ve kozmetikte giizel koku verici olan nane ugucu yagi ile
yapilan c¢alismalar neticesinde bu maddenin belirli konsantrasyonlarda sitotoksik ve

genotoksik oldugunu tespit edilmistir (Franzios ve ark. 1997).

Nair (2001) naneden elde ettigi maddelerle testler yapmustir. Nanenin ana
komponentleri mentol, menton, pulegone, menthofuran, limonene olarak bulunmustur. Nane
ucucu yagmda bulunan pulegone, hepatotoksin olarak bilinmektedir (Nair 2001). Yapilan

calismalarda nane yaginin sicanlara agiz yolu ile verilmesi sonucu diisiik derecede toksik



oldugu tespit edilmis, sub-kronik oral ¢calismalarda ise beyinde kist lezyonlarma sebep oldugu
bildirilmistir (200mg/kg/giin) (Nair 2001). Tavsanlarda intradermal uygulamalarda onemli
reaksiyonlar gozlenmistir (Nair 2001). Nane yag1 Ames testinde negatif sonuglar verirken,
fare lenf hiicrelerinde mutajenite gdstermis ve Chinese hamster fibroblast hiicrelerinde ise
kromozom aberasyonlarina sebep oldugu bildirilmistir (Nair 2001). Nane yagmnin
toksisitesinin pulegone’den kaynaklandigi ve miktarinin en fazla %1 veya daha diisiik olmasi
gerektigi anlagilmistir. Bu sinwra dikkat edildigi zaman nane yagi, sulu ekstraklari, yaprak
suyu ve yapraklarmin giivenli bir sekilde kozmetikte kullanilabilecegi bildirilmistir (Nair

2001).

Lazutka ve ark. (2001), nane yaginin insan lenfositleri i¢in sitotoksik oldugunu iddia

etmislerdir.

Yapilan bir baska calismada ise nane yagi ve ana komponentlerinin genotoksik ve
insektisit aktiviteleri incelenmistir. Arastirma Drosophila melanogaster (sinek cinsi) somatik
mutasyon ve Bactrocera oleae rekombinasyon (SMART) testleri uygulanarak yapilmistir.
Sonug olarak nane yagi ve ana komponentlerinin B. Oleae iizerinde olduk¢a toksik oldugunu
tespit edilmistir. Ayni ¢alisma sonunda nane yaginin genotoksik etkiye sahip olmadigi da

bildirilmistir (Pavlidou ve ark. 2004).

1.1.6 Terapotik Ajanlar

Florid

Giinliik oral floriir alimi i¢in minimum risk seviyesinin 0.05 mg/kg/giin oldugu
saptannmustir. Insanlarda florun tahmini &ldiiriicii dozu eriskinlerde 16-64 mg/kg, ¢ocuklarda
ise 3-16 mg/kg. dir (ATSDR 2003). Florid, ¢cok elektonegatif olup bir ¢ozelti icinde giiclii bir
negatif yiik elde etme egilimi bulunmaktadir. Asidik kosullardaki sulu ¢ozeltilerde, 6rnegin
midede, flor, hidrojen floriire doniisiir. Yutulan floriiriin yaklasik %40’1 midede emilir
(Whitford ve ark. 1994). Yine agiz yoluyla yutulan florun %45’inin ise ince bagwrsaklarda
emildigi goriilmiistiir (He ve ark. 1998).

Florid bir kez kana gec¢ti mi viicut i¢inde kalsiyumdan zengin kemik ve dis gibi
dokulara kolayca dagilir. Bebeklerde, emilen flor yaklasik %80-90 seviyesinde muhafaza
edilir, ancak eriskinlerdeki seviyesi yaklasik %60 diiser (ATSDR 2003).

7



Yirminci yiizyilin son yarisinda, florozisten muzdarip insanlarin sayilarinin artmasi ve
laboratuvar ortamindaki deneyler, florun yiliksek konsantrasyonlardaki zararli etkileri,
toksikolojistlerin ilgisini bu alana ¢ekmistir (Barbiera ve ark. 2010). 1990’lara kadar gerek
topikal uygulamalardaki gerekse de dis macunundaki floridin dis ¢iiriigiinii engelleme 6zelligi
onun toksik yoniiniin gz ardi edilmesine yol agmistir (Barbiera ve ark. 2010). Caligmalar
florun diisiik konsantrasyonlarda bile hiicresel sistemlerde farklilagsmalara neden olarak
istenmeyen etkilere yol acgtigini gosterdi (Barbiera ve ark. 2010). Ayrica floridin oksidatif
strese, hiicre i¢i redoks hemostazimi, lipit peroksidasyonunu ve proteinin karbonil icerigini
modiile etmeye neden oldugu gibi, gen ekspresyonunu degistirmeye ve apoptoza neden
oldugu goriilmektedir (Barbiera ve ark. 2010). Florid ile modiile genler i¢inde stres tepkisi,
metabolik enzimler, hiicre dongiisii, hiicre-hiicre iletisimi ve sinyal transdiiksiyonu ile ilgili
olanlar yer alir (Barbiera ve ark. 2010). Florid genis bir yelpazede hiicresel siireclerle
etkilesime girebilir, 6rnegin; gen ekspresyonu, hiicre dongiisii, cogalmas1 ve gog¢, solunum,
metabolizma, iyon transportu, sekresyon, endositoz, apoptoz/nekroz, ve oksidatif stres
(Barbiera ve ark. 2010). Gen ekspresyonu ve/veya protein aktivitesi ile sinyal proteinlerinin
hassas diizenlemesini i¢ceren programlanmis hiicre 6limii (apoptozis) karmasik bir olgudur
(Franco ve Cidlowski 2009). Genel olarak oksidatif stresin rolii, 6zellikle de ROS (reaktif
oksijen tiirleri), apoptozun indiiklenmesinde, konsantrasyona bagli olarak goriinmektedir
(Karube ve ark. 2009, Anuradha ve ark. 2001, Mohammadi ve ark. 2009, Flora ve ark. 2009).
Bir¢cok calisma floridin apoptozisi indiiklemesinin, lipid peroksidasyonuna bagli oksidatif
stresin yiikselmesiyle oldugu sonucuna varmistir. Boylelikle mitokondriyal disfonksiyon
gerceklesmistir (Anuradha ve ark. 2001, Karube ve ark. 2009, Mohammadi ve ark. 2009,
Flora ve ark. 2009).

Bir mutajen, somatik ya da germinal hiicrelerin DNA'sinda degisikliklere neden olan
madde veya maddelerin karisimi olarak tanimlanir. Bu degisiklikler arasinda, nokta
mutasyonlar (DNA baz dizisinde degisiklik) ve yapisal ya da sayisal kromozom sapmalar1 yer
almaktadir. Yapisal anormallikler eksiklikler, tekrarlar, inversiyon ve translakosyon igerir.
Sayisal anormallikler tiim bir kromozom ya da kromozom setlerinin kazang veya kayiplarini

icerir (Geoffrey ve Smith 1988).

Sodyum floridin (NAF) kiiltiir ortaminda insan diploid hiicrelerinin biiyilimesini
engelledigi bildirilmistir (Oguro ve ark. 1990). Floridin relatif olarak diisiik konsantrasyonu
(5-10 ppm) ile muamele sonunda insan diploid fibroblast hiicrelerinde kromozomal sapmalara

rastlanmamistir. insan diploid fibrolastlari, toplumsal su kaynaklarindaki degere es olan diisiik
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dozlarda uzun siireli NaF’e maruz birakildiklarinda, kromozomal sapmalarda bir artis
gozlenmemistir. Sodyum florid uygulanan siinnet derisi fibroblastinda (JHU-1), kromozomal

anomali frekansinda anlamli bir artis gozlenmemistir (Tsutsui ve ark. 1995).

Floridin insan pulpa hiicrelerinin protein sentezi ve mitokondriyal aktiviteleri tizerinde
baskilayict bir etkisinin oldugu gosterilmistir (Chang ve Chou 2001). Jeng ve ark. (1998) in
vitro ortamda NaF ile protein sentezi engellenmesinin oral mukozal fibroblastlarda toksik
etkiye neden oldugunu gostermiglerdir. 2 mmol/L (40 ppm) in {izerindeki NaF
konsantrasyonlar1 sitotoksik etkiye neden olurken dozun artmasi ile birlikte azalan protein
sentezi ve mitokondriyal fonksiyonlar ile oral mukoza fibroblastlarinda sitoksik etki

gerceklesmektedir.

Slamenova ve ark. (1992) NaF sitotoksisitesinin, DNA, RNA ve protein
biosentezindeki genel bir azalma ile de iliskilendirmislerdir. Kiiltiire edilmis HL-60
hiicrelerinde, NaF’in DNA ve protein biyosentezi kapasitesini azalttig1 ve boylece hiicrelerin

canli kalabilmelerine olumsuz etkilerinin olduguna isaret edilmistir (Song ve ark. 2002).

Florid iyonunun toksisitesi, kalsiyuma baglanan ve proteolitik ve glikolitik enzim
aktivitesine miidahale eden bir direkt hiicre zehirlenmesiyle gergeklesir. Florid, oksijen
tiketimi ve kan pihtilasmasmi Onler ve eritrosit glikolizini azaltir. Ayrica kirmizi kan
hiicrelerinden potasyumun disar1 akigmi indiikler. Boylelikle hiperkalemi ve hipokalsemi ile

sonuclanir ki flor kaynakli aritmilere katki saglayan faktorlerden sorumlu tutulmustur (Mclvor
1987, 1990).

Yiiksek oranda floride maruz kalmak 6nemli 6lclide iskeletsel florozisin gelismesine
yol acarken hem osteoblast hem de osteoklast kemik hiicrelerine etki etmektedir. Bununla
birlikte florid, renal, endotel, gonadal ve norolojik yumusak doku hiicrelerini de

etkilemektedir (National Research Council (NRC) 2006).

Flor, kalsiyum iyonlari, G-protein ve siklik AMP gibi haberciler ile etkileserek,
sonrasinda enzim adenil siklaz iizerinde uyarict etkisi ile temel hiicre diizenleyici yollar1
etkilemektedir. Siklik AMP, hiicrenin hormonal diizenlenmesi i¢in biiyiik 6nem tagimaktadir,
bu nedenle bu fonksiyon bozulmustur. Yiiksek florid alimi ve yiiksek kanser insidansi
arasinda var gibi goriinen iliski boyle bazal hiicresel etkiler ile agiklanabilir (Whitford ve ark.

1987, Takahashi 2001).



Kemikteki yiiksek florid diizeylerinin, osteosarkom gelisimi i¢in 6nemli bir faktor
olabilecegi bildirilmistir (Ramesh ve ark. 2001). Floridin yiliksek konsantrasyonlarina maruz
kalmak osteosarkomun gelismesi i¢in bir risk faktorii olabilmektedir (Eyre ve ark. 2009).
Hirayama (1977), Japonya’daki mide kanseri oraninin sicak cay ve baligin tiiketiminin
artmastyla dogru orantili olarak arttigini, siit ile ters orantili bir iliskide oldugunu bildirmistir.
Cay ve balik nispeten yiiksek konsantrasyonlarda florid igerirken, siit midedeki hidrojen
floridin etkin konsantrasyonunu azaltan tampon maddesi ve baglayici ajan olarak gorev

yapmaktadir.
Triklozan

Triklozan (TCS) (5-kloro-2-(2, 4-diklorofenoksi) fenol), bir kristal toz olup, 289,55
molekiil agirligina sahiptir. Diisiik suda ¢oziiniirliigii (10 mg/l) ve yiiksek lipofilik 6zelligi ile
pek cok organik solven igerisinde ¢Oziiniir (Kalyanee ve ark. 2008). Triklozan pek cok
mikroorganizmaya kars1 genis spektrumlu aktivite gosteren iki hidroksidifenil eterin trikloro
tirevidir (Saleh ve ark. 2010). Genis spektrumlu bir antibakteriyel ajandwr. (Harris ve ark.
2004). Klinik etkiyi arttrmak adina yavas salinimi i¢in genellikle baska bir kopolimerle
ve/veya cinko sitrat gibi baska bir antimikrobiyal ajanla kombine edilir. Pek ¢ok agiz
bakterisine ve mayaya karsi aktivitesi vardir. Triklozanin tiikiiriikteki bakteri sayismi ve

gingivitisi azalttig1 gosterilmistir (Robertshaw ve Leppard 2007).

Anne siitli ile bebeklerin triklozana maksimum maruz kalmasinin, bir giinde viicut
agirhigi kg basma yaklasik 7,4 uM oldugu bildirilmistir. Anne siitiindeki bu seviye bebeklere
minimum risk sunar (Dayan 2007). Cesitli calismalar, insan kanindaki toplam triklozan
seviyesinin, agiz gargaralarindan dis macunlarina kadar farkli kullanimlarindan dolay1 1,4
nM’den 1,4 uM’ye kadar degistigini gostermistir (DeSalva ve ark. 1989, Bagley ve Lin 2000,
Sandborgh-Englund ve ark. 2006). Emildikten sonra, triklozanin en 6nemli kismi 24 saat
icinde idrarla disar1 atilir. Ancak, triklozanin toplam idrar atilimi, bireyler arasinda farklilik
gostermekte olup, oral dozun %24 - %83°1i maruziyetten sonra ilk 4 giinde atilir (Sandborgh-

Englund ve ark. 2006).

Triklozan; bakteriyal yag asidi biosentezini inhibe ederek hiicre yapilarinda negatif

etki yaratir (Escalada ve ark. 2005).
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Ostrojen siilfotransferaz aktivitesinin bir inhibitorii olarak triklozanin yiiksek giicii,
fetal biiylime ve gelisme tlizerindeki olasi etkileri konusunda endiselere yol agmaktadir (James

ve ark. 2009).

Memelilerde, triklozanin MCF-7 ve SK-BR-3 meme kanser hiicrelerine karsi bu
konsantrasyonlarda sitotoksik oldugu kanitlanmistir (Liu ve ark. 2002). Rodricks ve ark.
(2010) farelerde oral 18 aylik karsinojenite biyodeneyinde triklozan tarafindan indiiklenen

karaciger tiimdrlerinin insidansinda artig bildirmislerdir.

Mevcut literatiire dayanarak, laboratuvar ortaminda antibakteriyel c¢apraz direng
bulunmasina ragmen triklozanin kontrollii kullanimmin giivenli oldugu séylenilmistir (Andrea

ve ark. 2011).

Yapilan bazi1 ¢aligmalarda, TCS’nin mutajen olmadig1 ve antimikrobiyal igeren kisisel
bakim {riinlerinin, insan saghgi i¢in risk olusturmadigini bildirmislerdir (DeSalva ve ark.

1989, Bhargava ve Leonard 1996, Rodricks ve ark. 2010).

Tespit edilen kinetik parametreler ve epididimislerde histopatolojik degisiklikler
dikkate alindiginda, epididimal birikimi nedeniyle triklozan, epididimal hasara neden olabilir.
Ayrica, anormal sperm morfolojisi ve diisiik sperm iiretimine yol agcan sperm toksisitesine

neden olur (Zhou ve ark. 2013).

Yapilan bir calismada; triklozana alternatif olarak tiyosiyonat/karbamid peroksit
icerikli dis macunu, gingivitis kontroliinde ticari olarak elde edilebilen triklozanli dig macunu
kadar etkili bulunmustur. Tiyosiyonat/karbamid peroksit i¢erikli dis macunlar1 etkinlikleri ile

konvansiyonel dis macunlarma alternatif olarak sunulmustur (Rosin ve ark. 2002).

Cinko Oksit (ZnO); dental plak olusumuna etki etmek iizere dis macunlarinda,
antimikrobiyal aktivitesi nedeniyle kanal dolgu pati ve siman gibi dental materyallerde
kullanilmaktadir (Giertsen 2004). Cinko Oksit gibi metal oksitler diisiik konsantrasyonlarda
yiiksek antibakteriyal etki gosterirken toksik olmadiklar1 kabul edilen inorganik bilesiklerdir
(Brayner ve ark. 2006). Ayn1 zamanda ¢inko oksit’in streptokokkus mutansin da dahil oldugu
genis bir bakteri spektrumunda biiyiimeyi inhibe etme 6zelligi vardir (Jones ve ark. 2008).
Cinkonun antimikrobiyal etkisinin mekanizmasi heniiz tam olarak bilinmemekle birlikte, su
ve oksijenden reaktif oksijen olusumunu katalize ederek bakteriyal membran biitlinliigliniin

bozulmasini sagladig: diisiiniilmektedir (Brayner ve ark. 2006).

11



Yapilan caligmalarda ZnO nanoparcaciklarinin daha biiyiik partikiillere oranla hem
gram negatif, hem de gram pozitif bakterilere kars1 daha etkili oldugu gosterilmistir (Jones ve
ark. 2008). Caligmalar gostermistir ki, ZnO gibi bazi nano boyutlu metal oksitler segici toksik
etkiye sahiptirler (Reddy ve ark. 2007, Zhang ve ark. 2007).

Dis macunlar1 i¢inde beyazlastirici olarak toz titanyum dioksit (T10;) yaygin bicimde
kullanilir (Giertsen 2004). Titanyum dioksit ile yapilan bir sitotoksisite calismasinda,
TiO,’nin hiicrelere herhangi bir toksik etkisinin olmadig1 gozlemlenmistir (Wagner ve ark.
2008). TiO,’in normalde kullanilan konsantrasyonlarda toksik olmadig1 diisiiniilse de nano-
Ti0;’in zararl olabilecegi diisiiniilmektedir (Blake ve ark. 1999). Nanopartikiillerin boyutlar1
nanopartikiillerin toksisitelerinin belirlenmesinde 6nemli rol oynar. Ciinkii nanopartikiiller
kiiciik olduklar1 icin hiicre membranina penetre olabilirler ve hiicre i¢i komponentler ile
toksik reaksiyonlara sebep olabilirler. Nanopartikiillerin konsantrasyonu da boyutlarinda
oldugu gibi toksisitede Onemlidir. Yiiksek konsantrasyonlardaki nanopartikiiller diisiik
konsantrasyonlardakilere gore hiicre i¢cin daha toksik olabilirler. Yine nanopartikiillerin

hiicreler ile olan ylizey etkilesimleri de toksik etkiye sebep olabilir (Shukla ve ark. 2005).

Metal oksit nanopartikiillerinin 40pg/ml den daha diisiik konsantrasyondaki
partikiillerden daha toksik oldugu bildirilmistir (Karlsson ve ark. 2008).

Yapilan bir ¢alismada, ¢inko sitrat tuzu igeren dis macunlarmin plak olusumunu
onleyici etkisinin oldugu ve dis eti sagligina olumlu katkisinin oldugu saptanmistir (Moran ve
ark. 2001). Cinko sitratin etkisini artrmak amaciyla klorheksidin, heksetidin ve sanguinarin
gibi bagka antimikrobiyal ajanlar dis macunlarinin yapisma katilmistir (Moran ve ark. 2001).
Cinkonun, bulundugu plakta bakteriyel proliferasyon oranini azaltarak etki ettigi bildirilmistir

(Moran ve ark. 2005).

Bir¢ok calismada klorheksidinin diisiik dozlarda bile kiiltiirlerde, birgok hiicre tipinde
ki bunlar; epitel hiicreleri, gingival fibroblastlar, nétrofiller, makrofajlar ve kirmizi kan
hiicreleri, toksik etkisi gosterilmistir (Mariotti ve Rumpf 1999, Giannelli ve ark. 2008). Chang
ve ark. (2001) in vitro ortamda kiiltiirlenmis insan periodontal ligament hiicrelerinin {izerinde
klorheksidinin etkilerini incelemisler ve klorheksidinin protein sentezini inhibe ettigini

bildirmislerdir.

Bir benzofenantridin alkaloid olan sanguinarinin; anti-mikrobiyal, anti-enflamatuar ve

antioksidan ozelliklere sahip oldugu gosterilmistir. Analiz sonucu, sanguinarinin, hiicre
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dongiistiniin farkli asamalarinda hiicrelerin dagilimini etkilemedigi gosterilmistir (Das 2004).
Yapilan bir calismada hayat boyu sanguinarine maruziyetin, dnemli bir tahrig sorununa yol
acmadigi, oral mukoza Tizerine etkisinin bulunmadigi gosterilmistir. Mutajenisite ve
genotoksikoloji verilerine dayanarak, sanguinarin ekstresi veya bilesenlerinin in vivo ortamda
genotoksik olmadigi goriilmiistiir. 2 GLP uyumlu sican onkojenisite ¢alismalarm sonuclari
sanguinarin ekstresinin herhangi bir kanserojen etkisi olmadigma kanit saglar. Insanlardaki

lI6koplaki ile ilgili olmadig1 da ortaya ¢ikmistir (Munro ve ark. 1999).

Kloroform, sitotoksisitenin gostergesi olarak, hiicre dongiisii ile iliskili 1liml diistiik
diizeyde renal proksimal tiibiil hasar1 tiretmektedir (Hard ve ark. 2000). Dis macunundaki
kloroforma maruziyetin higbir sekilde neoplazm tizerine bir etkisi bulunmamaktadir. Fareler
ve sicanlarda buna benzer yapilan calismalar gosteriyor ki, tekrar tekrar %3,5’lik kloroforma

maruz kalma insan saglig1 agisindan bir risk olusturmaz (Heywood ve ark. 1979).

Deneysel ve klinik veriler, oral saglik bakim iiriinlerinde, hidrojen peroksit ve sodyum
bikarbonat kombinasyonunun onemli bir mutajenik potansiyeli olmadigin1 gostermektedir

(Marshall ve Gragg 1998).

Setilpiridinium klorid (SPK); kuvvetli bakterisid etkisi olan, dis macunlari, agiz
gargaralar1 ve bogaz pastillerinde kullanilan bir kuaterner amonyum tuzudur (Versteeg ve ark.
2010). SPK’nm plak olusumunu onleyici etkisinin oldugu bildirilmistir (Schroeder ve Hirzel
1969). Hiicre duvar1 komponentlerine baglanip bakteriyal hiicre membrania penetre olmak
ve sitoplazmik materyalin sizmasini indiiklemek, hiicre biiylimesini inhibe etmek ve sonucta

hiicre 6liimiine yol agmak sayesinde antibakteriyal etkisini gosterir (Scheie 1989).

Giinliik hayatta krem, deodorant, dis macunu, agiz suyu ve gilines koruyucular1 gibi
bircok medikal veya kozmetik amagl {iriin i¢inde usnik asit bulunmaktadir (Ingdlfsdottir
2002). Usnik asitin, agr1 kesici, ates diistiriicii, yara iyilestirici ve ekspektoran olarak Asya,
Afrika ve Avrupa’da degisik amaglarla kullanildigi bildirilmistir (Okuyama ve ark. 1995).
Antienflamatuvar, analjezik ve antipiretik etkinliklerini prostaglandin sentezini inhibe ederek

gosterdigi bildirilmistir (Ingolfsdottir 2002).

Correche ve ark.’nin (1998) yaptig1 bir calismada usnik asidin in vitro mikrobik
aktiviteyi azalttigi, sitotoksisiteye neden oldugu ve dalak lenfosit biiylimesini tamamen inhibe
ettigi gosterilmistir. Bununla birlikte usnik asidin Ames testinde mutajenik olmadigi

belirtilmistir (Shibamoto ve Wei 1984).
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Yukarida sayillan maddelerin disinda dis macunlarinda; dentin hassasiyetinin
giderilmesinde; stronsiyum iyonlar1 da c¢okelerek tiibiiler kapanma saglanmasinda
kullanilmistir (Jacobsen ve Bruce 2001). Kalay florid, aliiminyum, potasyum, ferrik oksalatlar
ve floridler dentin duyarliligi i¢in kullanilmaktadir (Walters 2005). Potasyum nitrat dentin
tiibiillerinden penetre olarak sinirin uyaranlara karsi depolarize olmasmi saglar,
repolarizasyon Onlenir boylelikle agr1 uyaranlarinin beyne iletimi engellenir (Jacobsen ve

Bruce 2001, Davies ve ark. 2010).

1.2 Amag

Bu calismada,

1. Degisik oOzelliklere sahip dis macunlarinin sitotoksisiteleri arasinda fark olup
olmadiginin belirlenmesi,

2. Dis macunlarinin konsantrasyonlar1 ile sitotoksisiteleri arasinda fark bulunup
bulunmadiginin tespit edilmesi,

3. Dis macunlarma maruziyet zamam ile sitotoksik etkileri agisindan farkin olup
olmadiginin belirlenmesi,

4. Dis macunlarmin mutajenik 6zellik gosterip gostermeyeceginin tespiti amaglandi.

1.3 Hipotez

Dis macunlarmin konsantrasyonlarinin ve maruziyet zamanimnin artmastyla hiicreler

iizerindeki sitotoksik ve mutajenik etkileri artmaktadir.
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2  GEREC VE YONTEM

Bu calisma dis macunlarinin sitotoksik ve mutajenik 6zelliklerini degerlendirme
amaciyla iki asamali olarak planlandi. Ilk asamada farkli dzellikleri ile éne ¢ikan dort dis
macununun, degisik konsantrasyonlarinda, MTT ve RTCA yontemleriyle, insan fibroblast
hiicre kiiltiiriinde olas1 sitotoksik etkileri gdzlemlendi. Ikinci asamada ise mikroniikleus testi

ile mutajenite karsilastirmasi gerceklestirildi.
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2.1.1 Hiicrelerin Hazirlanmasi

Bu calisma insan cilt fibroblastlar1' itizerinde gerceklestirildi. Calismada 20-30.

pasajdaki hiicreler kullanildi.

Sitotoksisite caligmalarmm tamami hava akim kabininde® gerceklestirildi (Fotograf
2.1). Nitrojen tankinda® saklanan, hiicre dondurma tiiplerinde’ bulunan insan fibroblast hiicre
hatt', tanktan cikarilarak, su banyosunda5 ¢oziinene kadar bekletildi. Insan fibroblast
hiicreleri' hiicre kiiltiir kabma® % 10’ luk fetal bovine serumu (FBS) ’, 150 IU/ml
penisilin/streptomisin igeren DMEM (Dulbecco's Modified Eagle’s Medium) ¥ icine ekilerek
%5 CO,’ li ortamda 37°C’de inkube edildi.

Hiicre kiiltiir kabinmn® ylizeyine tutunmus olan hiicrelerin tlizerindeki kiiltiir ortamt®
aspire edildi. Serumun etkisini ortadan kaldirmak i¢in hiicreler 3 ml Phosphate Buffered
Saline (PBS) ? ile iki kez yikandi. Ardindan hiicrelerin tizerine 3 ml % 0,25 Tripsi/EDTA'®
ilave edilerek 5 dk inkiibatorde'' bekletildi.

' Insan Fibroblasti, Human Skin Fibroblast, NBIRGB, LOT: 32, RIKEN Cell Bank/Japonya

2. Hava Akim Kabini, Metisafe Class Il Safety cabinet, Model: BSC-IIA-120, Seri No:
1010513E120, Metisafe Temizoda ve Biyogiivenlik Sistemleri/Tiirkiye

3. Nitrojen Tanki, Biocane 34, Model: 808, Thermo Scientific/ABD

*: Hiicre Dondurma Tiipii, CryoTube Vials, LOT: 132837, Thermo Scientific/Danimarka

> . Su Banyosu, Niive Bath, Model: NB20, Niive sanayi malzemeleri imalat ve Ticaret AS.
/Belgika

% Hiicre Kiiltiir Kabi, Petri Kabi, Nunclon Surface, LOT: 122229, Nunc/Danimarka

7. FBS (Fetal Bovine Serum), HyClone, Research Grade, Fetal bovine Serum, LOT:
RXA35901, Thermo Scientific/Ingiltere

¥ . Kiiltir Ortami, BioWhittaker DMEM (Dulbecco's Modified Eagle’s Medium), LOT:
4MBO013, Lonza/Belgika, (Hyclone, Penicillin-Streptomycin Solution, LOT: J101651,
Thermo Scientific/ABD)

’ . PBS (Fosfat Tamponlama Tuzu), HyClone, Phosphate Buffered Saline (10X), LOT:
AXG44028, Thermo Scientific/ABD

19 Tripsin, Tripsin / EDTA Solution (10x), LOT: 1010A, BIOCHROM/Almanya

. Inkiibatdr, Sanyo CO, Incubator, Model: MCO-18AIC, Sanyo Electric Ltd./Japonya
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Tripsin' etkisi ile hiicreler yiizeyden kalktiktan sonra tripsinin etkisini durdurmak
amactyla, ortama 10 ml serum iceren kiiltiir ortami” ilave edildi. Daha sonra hiicreler steril bir
tiip’ igerisine topland1 ve 1500 rpm’de 5 dakika santrifiij* edildi. Sonrasinda siipernatant kisim
atildi. Tripsinden' tamamen armdirilan hiicreler 10 ml. kiiltiir ortaminda® ¢oziildii ve her
kuyucuga 100 mikrolitre gelecek sekilde, 96 kuyucuklu hiicre kiiltiirii kabma® aktarildi. Herbir
kuyucuga 10 bin hiicre ekildi ve 24-48 saat boyunca 37°C’de %S5 CO,’li ortamda inkiibe
edildi. Inkiibatorde® kiiltiire edilen hiicreler mikroskop’ altinda kontrol edildi ve 48 saatin
sonunda sayisal olarak calisma yapilabilecek yeterlilik olan %70-80 taban doluluk oranina

ulasildig1 gozlemlendi.

Fotograf 2.1 Hava akim kabini

"+ Tripsin, Tripsin / EDTA Solution (10x), LOT: 1010A, BIOCHROM/Almanya

? . Kiiltir Ortami, BioWhittaker DMEM (Dulbecco's Modified Eagle’s Medium), LOT:
4MBO013, Lonza/Belgika, (Hyclone, Penicillin-Streptomycin Solution, LOT: J101651,
Thermo Scientific/ABD)

3 : 15 ml’lik Falkon Tiip, 10-0152- 15 ml. Centrifuge Tubes with Plug Seal Cap, LOT:
J0069Z2303-03, Biologix Research Company/Cin

4 Santrifiij Makinesi, Rotma 380 R, Tip: 1706, Seri No: 0000456, Hettich
Zentrifugen/Almanya

3. Plate, Thermo Scientific, 130188 BioLite 96 Well Multidish, LOT: A6NA6JJ117, Thermo
Fisher Scientific/Kore

6. Inkiibatdr, Sanyo CO, Incubator, Model: MCO-18AIC, Sanyo Electric Ltd./Japonya

7 Mikroskop, Leica DFC295, Leica Microsystems, Tip: 11 090 137 002, Leica/Almanya
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2.1.2 Dis Macunlarimin Uygulanmasi

2.1.2.1 Dis Macunlan

Calismada kullanilacak dis macunlari, 6zellikleri ve icerdigi maddeler Tablo 2.1°de

yer almaktadir. Sadece o macuna 6zel igerikler tabloda koyu olarak yazilmistir.

Tablo 2.1 Calismada kullanilan dis macunlar1

ADI ICERIGI OZELLIGI
Sodyum Bikarbonat, Aqua, Gliserin, Kokamidopropil
Betain, Alkol, Krameria Triandra Ekstresi, Ekinezya
PARADONTAX Purpurea, Cicegi/Y aprailglfKok S}lyu, Alkol Penat,
. . Ksantan Gum, Chamomilla Recutita Ekstresi (Mayis
(GlaxoSmithKline, O . . 1
Slovakya Papatyasi Cicegi), Commiphora Myrrha Ekstresi, Bitkisel

LOT: 1027BKWA)

Sodyum Sakkarin, Sodyum Benzoat, Salvia Officinalis
Yag (Adacgay1), Mentha Piperita Yag (Siyah ingiliz
Nanesi), Mentha Arvensis Yagi (Japon Nanesi),
Limonen, Ci 77491 (Demir Oksit, Kahverengi)

Saf Su, Gliserol, CPP (Kazein Fosfopeptid) —~ACP

GC TOOTH (Amorf Kalsiyum Fosfat), D-sorbitol, CMC-Na
MOUSSE RN - . .
(Sodyum Karboksimetil Seliiloz), Propilen Glikol, . .
(Recaldent/ L. s . S . . . Protein Bazli (Siit
. Silikon Dioksit, Titanyum Dioksit, Xylitol, Fosforik Asit, ..
GC Corporation, . . . . Proteini)
Tatlandirici, Cinko OKksit, Sodyum Sakkarin, Etil p-

Tokyo/Japonya,

LOT: 130903S)

hidroksibenzoat, Magnezyum Oksit, Guar Gum, Propil
p-hidroksibenzoat, Biitil p-hidroksibenzoat

Sodyum Florid (1450 ppm Florid), Aqua, Silika Hidrat,

COLGATE TOTAL Gliserin, Sorbitol, PVM/MA Kopolimer, Sodyum Lauril
(Colgate-Palmolive, Siilfat, Aroma, Sodyum Hidroksit, Karragenan, Propilen Tam Korum
Cin, Glikol, Triklozan, Sodyum Sakkarin, Mika, Seluloz Gum, am foruma

LOT: 4095CN122H)

Sinnamal, Ojenol, Limonen, Ci 77891 (titanyum oksit,
beyaz boya), CI42090 (mavi boya)

Kalsiyum Karbonat, Aqua, Sorbitol, Silika Hidrat,

SIGNAL BEYAZ Sodyum Lauril Siilfat, Sodyum Monoflorofosfat, Aroma,
GUC N . .
. Selilloz Gum, Potasyum Sitrat, Trisodyum Fosfat,
(Unilever Mashreq, ’ . . Beyazlatici
Misir Sodyum Sakkarin, Kalsiyum Gliserofosfat,

LOT: ABNO117)

Fenilkarbinol, Gliserin, Limonen, Ci 12490 (kirmizi
boya)

2.1.2.2 Dis Macunlarinin Stok Soliisyonunun Hazirlanmasi

0,5 g dis macunu + 4,5 ml dH,O = %10’luk stok soliisyonu hazirlandi. Ardindan

Tablo 2.2°deki veriler kullanilarak diger konsantrasyonlar hazirland.
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Tablo 2.2 Dig macunu numunesinin farkli konsantrasyonlar1

KONSANTRASYON STOK (ml) KULTUR ORTAMI (ml)
%1 1 9
%0,5 0,5 9,5
%0,1 0,1 9,9
%0,05 0,05 9,95
%0,01 0,01 9,99

Dis macunu tiipiinden steril sartlarda numuneler alindi. Hassas terazide' 0,5 g. lik
lciimler yapildi. 50 ml.’lik falkon tiiplerin’ icine distile su doldurulup alman dis macunu
numuneleri seyreltilip, her bir dis macunu i¢in %10’luk stok ¢ozeltisi hazirlandi. Cozeltinin
homojen dagilmasi ig¢in vorteks® kullanildi. %1; 0,5; 0,1; 0,05; 0,01 lik ¢Ozeltilerin
hazirlanmas1 igin 20 adet 15 ml.’lik falkon tiipii* kullanildi. Farkli konsantrasyonlardaki
karisimlar kiiltiir ortams® eklenerek elde edildi (Tablo 2.2). Farkli konsantrasyonlardaki dis

macunlar1 deneyler bitene kadar buzdolabinda®, +4 °C’de muhafaza edildi.

! . Hassas Terazi, Electronic Balance, Type: AUW220D, NO: D450012768, Shimadzu
Corporation/Japonya

%50 ml.’lik falkon Tiip, 339652 — Thermo scientific Nunc 50 ml. Conical Centrifuge Tubes,
LOT: DICFCJ8118, Thermo Scientific/Kore

3. Vorteks, Vortexmixer, Model: Fine Vortex, FINEPCR/Kore

*: 15 ml’lik Falkon Tiip, 10-0152- 15 ml. Centrifuge Tubes with Plug Seal Cap, LOT:
J0069Z7303-03, Biologix Research Company/Cin

> . Kiiltir Ortami, BioWhittaker DMEM (Dulbecco's Modified Eagle’s Medium), LOT:
4MBO013, Lonza/Belgika, (Hyclone, Penicillin-Streptomycin Solution, LOT: J101651,
Thermo Scientific/ABD)

6. Buzdolab1, Bosch/Tiirkiye
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Daha 6nce hazirlanan insan fibroblast hiicre hatti' bulunan 96 kuyucuklu 3 plate’deki”
kiiltiir ortamlar’ bosaltildi. Plate’teki’ kuyucuklara farkli konsantrasyonlardaki farkli dis
macunlarindan olusan karisimlar her bir kuyucuga 100 mikrolitre gelecek sekilde yerlestirildi
(Sekil 2.1). Dis macunu ile herhangi bir temas1 olmayan hiicre grubu, negatif kontrol grubu

olarak belirlendi ve plate’in® ilk srrasinda yer alan toplam 12 adet kuyucuga yerlestirildi.
Plate’ler” tekrar inkiibatore kaldirildu.

Sekil 2.1 Numunelerin 96°lik plate’e yerlestirilmesi

KONSANTRASYONLAR GC TOOTH MOUSSE SIGNAL BEYAZ GUC COLGATE TOTAL PARADONTAX
KONTROL 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12
1% 1 2 3 1 2 3 1 2 3 1 2 3
0,50% 1 2 3 1 2 3 1 2 3 1 2 3
0,10% 1 2 3 1 2 3 1 2 3 1 2 3
0,05% 1 2 3 1 2 3 1 2 3 1 2 3
0,01% 1 2 3 1 2 3 1 2 3 1 2 3

2.1.3 Metil Tetrazolyum Testi

MTT Metodu [3-(4,5-dimethyl-2-thiazol-2-yl)-2,5-diphenyl-2H tetrazolium bromide],
bir ilacin veya ajanin hiicre {izerindeki sitotoksik etkisini renk degisikligine bagh
yorumlamaya yarayan bir yontemdir. Hiicre canlilig1 ve proliferasyon miktar1 ve ilacin IC50
(%50 Inhibitdér Konsantrasyon) degerini sayisal verilerle ifade etmeye yardimci olur. MTT
uygulandigr ortamdaki canli hiicrelerin mitokondrisindeki enzimlerin yapisina baglanir.
Enkiibasyon doneminin ardindan kiiltiirlere dodeksil siilfat+etanol+hidroklorik  asit
kombinasyonundan olusan ¢ozelti katilarak canli hiicrelere baglanmigs MTT’ler tuz haline
getirilir. Olusan tuz hiicrenin canlilig1 ile dogru orantili olarak ilk uygulandigi anda olusan
sar1 renkten giderek mor rengin tonlarina doniisiir. Canliligin ve proliferasyonun ¢ok oldugu
hiicre koyu mor boyanirken, sitotoksik etki olusmus canliligini azalmis veya kaybolmus

hiicreler agik mor veya pembe renkte boyanir (Kasugai ve ark. 1990).

' Insan Fibroblasti, Human Skin Fibroblast, NBIRGB, LOT: 32, RIKEN Cell Bank/Japonya

2. Plate, Thermo Scientific, 130188 BioLite 96 Well Multidish, LOT: A6NA6JJ117, Thermo
Fisher Scientific/Kore

¢ Kiiltir Ortami, BioWhittaker DMEM (Dulbecco's Modified Eagle’s Medium), LOT:
4MBO013, Lonza/Belgika
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MTT analizi hiicre canliligin1 gdsteren giivenilir bir testtir. Bu test, hiicreler kimyasal
bir madde veya bir malzemenin etkisinde kaldiktan sonra, hiicre mitokondrisinin fonksiyonel
durumunu degerlendirilmesi yoluyla sitotoksik etkiyi belirler. Canli hiicrelerde mitokondrial
dehidrogenez hiicrenin ic¢inde tutunan sari tetrazoliyum tuzunu azaltwr, MTT yi mavi MTT
formazona doniistiirir (Polyzois ve ark: 1994, Veres ve ark. 1990). Formazon iiriinlerinin

olusumunun canli hiicrelerin sayisi ile orantili oldugu bulunmustur (Veres ve ark. 1990).

Bu testin sonuglart hiicre sayisin1 gostermekle kalmamakta, hiicrelerin metabolik
diizeyini de ortaya koymaktadir. Sonug¢ olarak MTT yontemi dis hekimliginde kullanilan
materyallerin sitotoksistelerinin degerlendirilmesinde hassas bir gostergedir (Tang ve ark.

1999, Huang ve ark. 2001).

2.1.4 MTT Soliisyonlarimin Hazirlanmasi

Komponent A:

Hazir 5 mg MTT tiipiiniin' igine 1 ml Steril 1X PBS” konulup, vortekslenerek 12 Nm.
MTT soliisyonu hazirlandi. Isiktan korumak i¢in tiip aliiminyum folyo ile kapland:.

' MTT Seti, invitrogen MTT Cell Proliferation Assay Kit (V-13154), LOT: 1103068,
Invitrogen/ABD

2. PBS (Fosfat Tamponlama Tuzu), HyClone, Phosphate Buffered Saline (10X), LOT:
AXG44028, Thermo Scientific/ABD
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Komponent B:

iginde 1 gr SDS soliisyonu' olan hazir 2 tiipiin igine 10 ml 0,01M HCI* eklendi.

Soliisyon ¢6ziiniinceye kadar hafifce ¢alkalandi, sonrasinda berrak bir hal aldi.

24 saat sonra plate’ler’ inkiibatorden cikarildi. MTT ydntemini uygulamak igin
invitrogen MTT seti* kullanildi. Hava akim kabininde’ 96 kuyucugun i¢inde bulunan kiiltiir
ortami bosaltild1 ve iclerine 100 pl taze kiiltiir ortam® konuldu (Fotograf 2.2). Uzerine 10 pl
12 mM MTT soliisyonu eklendi. Fotograf 2.3.a’da MTT soliisyonu eklenmis kuyucuklardaki
renk degisimi gdzlemlenmektedir. 37 °C’de 4 saat inkiibasyona birakild1. inkiibasyon sonunda
100 ul SDS-HCI soliisyonu eklendi ve hafif pipetaj yapildi. SDS-HCI eklenmesi sonucu
Fotograf 2.3.b’deki renk degisimi olustu. Tekrar 37 °C’de 4 saat inkiibasyona birakildi. 570
nm dalga boyunda plate okuyucu cihazi’ ile &lgiim yapildi. Ayni islemler ve dlgiimler 2. plate
icin 48. saatte, 3. plate i¢in 72. saat de tekrarlandi.

': Sodium dodecyl sulfate (SDS), SDS (%10), Gibco-invitrogen, Cat.#15553-027

?: Hidroklorik asit (HCI), ~ 30721 Hydrochloric acid min 37%, LOT: SZE92600, SIGMA-
ALDRICH/Almanya

3. Plate, Thermo Scientific, 130188 BioLite 96 Well Multidish, LOT: A6NA6JJ117, Thermo
Fisher Scientific/Kore

* . MTT Seti, invitrogen MTT Cell Proliferation Assay Kit (V-13154), LOT: 1103068,
Invitrogen/ABD

5. Hava Akim Kabini, Metisafe Class Il Safety cabinet, Model: BSC-IIA-120, Seri No:
1010513E120, Metisafe Temizoda ve Biyogiivenlik Sistemleri/Tiirkiye

6. Kiltir Ortami, BioWhittaker DMEM (Dulbecco's Modified Eagle’s Medium), LOT:
4MBO013, Lonza/Belgika, (Hyclone, Penicillin-Streptomycin Solution, LOT: J101651,
Thermo Scientific/ABD)

7 Plate Okuyucu, Varioskan Flash, Tip: 3001, Thermo Scientific/Finlandiya
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Fotograf 2.2 Kuyucuklara kiiltiir ortami eklenmesi

2.2 RTCA (Real Time Cell Analysis)

xCELLigence ger¢cek zamanli hiicre analizi, yiiksek verimli (RTCAHT) sistemi; uzun
siireli sitotoksisite deneyleri gergeklestirmek i¢in non-invaziv ve etkili bir ara¢ olarak
kullanilmaktadir. Hiicreler {iizerindeki toksik maddelerin dinamik sitotoksisitesinin
yorumlanmasini saglamak i¢in multi-konsantrasyon zaman-bagimli hiicresel tepki profilleri
(TCRPs) iiretir (Hartigan ve Downey 2010, Abassi ve ark. 2009, Limame ve ark. 2012, Xing
ve ark. 2005).
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Bu sistem, sitotoksisitenin degerlendirmesinde kullanilmaktadir (Pan ve ark. 2013). Bu

sistemle hiicre invazyonu ve gecisi analizleri de yapilabilmektedir (Bird ve Kirstein 2009).

2.2.2 Hiicrelerin Hazirlanmasi

Nitrojen tankinda' saklanan, hiicre dondurma tiiplerinde’ bulunan insan fibroblast
hiicre hattr’, tanktan ¢ikarilarak, su banyosunda® ¢oziinene kadar bekletildi. insan fibroblast
hiicreleri® hiicre kiiltir kabma® % 10’luk fetal bovine serumu (FBS)®, 150 IU/ml
penisilin/streptomisin igeren DMEM (Dulbecco's Modified Eagle’s Medium)’ igine ekilerek
%35 CO2’li ortamda 37°C’de inkube edildi.

Hiicre kiiltiir kabmnm’ ylizeyine tutunmus olan hiicrelerin tlizerindeki kiiltiir ortam1’
aspire edildi. Serumun etkisini ortadan kaldirmak i¢in hiicreler 3 ml Phosphate Buffered
Saline (PBS)® ile iki kez yikandi. Ardindan hiicrelerin iizerine 3 ml % 0,25 Tripsin/EDTA’
ilave edilerek 5 dk inkiibatorde' bekletildi. Tripsin® etkisi ile hiicreler yiizeyden kalktiktan
sonra tripsinin etkisini durdurmak amaciyla, ortama 10 ml serum igeren kiiltiir ortamu’ ilave

edildi.

L. Nitrojen Tanki, Biocane 34, Model: 808, Thermo Scientific/ABD

?: Hiicre Dondurma Tiipii, CryoTube Vials, LOT: 132837, Thermo Scientific/Danimarka

3. [nsan Fibroblasti, Human Skin Fibroblast, NBIRGB, LOT: 32, RIKEN Cell Bank/Japonya
* . Su Banyosu, Niive Bath, Model: NB20, Niive sanayi malzemeleri imalat ve Ticaret AS.
/Belgika

3 Hiicre Kiiltiir Kabi, Petri Kabi, Nunclon Surface, LOT: 122229, Nunc/Danimarka

. FBS (Fetal Bovine Serum), HyClone, Research Grade, Fetal bovine Serum, LOT:
RXA35901, Thermo Scientific/Ingiltere

7. Kiiltir Ortami, BioWhittaker DMEM (Dulbecco's Modified Eagle’s Medium), LOT:
4MBO013, Lonza/Belgika, (Hyclone, Penicillin-Streptomycin Solution, LOT: J101651,
Thermo Scientific/ABD)

. PBS (Fosfat Tamponlama Tuzu), HyClone, Phosphate Buffered Saline (10X), LOT:
AXG44028, Thermo Scientific/ABD

?: Tripsin, Tripsin / EDTA Solution (10x), LOT: 1010A, BIOCHROM/Almanya

10. Inkiibatdr, Sanyo CO, Incubator, Model: MCO-18AIC, Sanyo Electric Ltd./Japonya
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Daha sonra hiicreler steril bir tiip' igerisine toplandi ve 1500 rpm’de 5 dakika santrifiij
edildi. Sonrasinda siipernatant kisim atildi. Tripsinden® tamamen arindirilan hiicreler 10 ml.

kiiltiir ortamimda® ¢oziildii.

2.2.3 RTCA E-Plate’lerin Hazir Hale Getirilmesi

Hazirlanan hiicre soliisyonundan 10 mikrolitre almip 10 mikrolitre trypan blue® ile
mikrosantrifiij tiipiinde’ karistirildi. Hazirlanan karisim slide’a® alinarak hiicre sayicida’

okutuldu. 1 ml kiiltiir ortam:® iginde 100 bin adet hiicre sayildi.

Fotograf 2.4 1 ml i¢indeki hiicre sayis1 sonucu

Mg L e

Currant count

.00 x 1 05 cells/ml
Live count: 9.44 x 10 cells/mi

Jully 1

Selec

Calismada ihtiyag olunan toplam hiicre sayist; 48 kuyucuk i¢in, 5x10° hiicre, toplamda

24x10° hiicredir.

' 15 ml.’lik Falkon Tip, 10-0152- 15 ml. Centrifuge Tubes with Plug Seal Cap, LOT:
J0069Z2303-03, Biologix Research Company/Cin

% Tripsin, Tripsin / EDTA Solution (10x), LOT: 1010A, BIOCHROM/Almanya

. Kiiltir Ortami, BioWhittaker DMEM (Dulbecco's Modified Eagle’s Medium), LOT:
4MBO013, Lonza/Belgika

*: Trypan Blue, Trypan Blue Dye, %0,4, Control: 350001943, BIO RAD, ABD

> : Mikrosantrifiij tiipii, 1.6 ml. Graduated Microcentrifuge Tubes, LOT: 13073, Neptune/ABD
6. Slide, Counting Slides, Dual Chamber for cell Counter, LOT: 020713, BIO RAD/ABD

7. Hiicre Sayici, BIO RAD TC 20 Automated Cell Counter, Seri No: 508BR02341, BIO
RAD/Singapur
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Bir ml i¢inde 100 bin hiicre bulunuyorsa 240 bin hiicre 2,4 ml i¢inde bulunur. Her
kuyucuk i¢in 100 mikrolitre, toplamda 48 kuyucuk icin 4,8 ml hiicre iceren kiiltiir ortamina
ithtiya¢ bulunmaktadir. 2,4 ml kiiltiir ortamu eklenerek, 4,8 ml i¢inde toplam 240 bin hiicre
elde edildi.

inkiibator' i¢inde yer alan xCELLigence cihazinda® ¢alisilmak {izere 3 adet E-Plate’
hazirlandi. Oncelikle 3 adet E-Plate’te’ bulunan toplam 48 kuyucugun her birine 100
mikrolitre kiiltiir ortami® eklendi. Bu halde Z0 empedansinin olusturulmasi i¢in 3 E-plate’
xCELLigence cihazma® yerlestirildi ve gerekli okutmalar yapildi. Cihazin okumas bittikten
sonra E-plate’ler3 cithazdan ¢ikarilip, kuyucuklarin iclerindeki kiiltiir ortami® bosaltildi. Her
bir kuyucuga 5 bin hiicrenin gelecegi sekilde 100 mikrolitre kiiltiir ortami* i¢inde hiicre

konuldu. Daha sonra E-Plate’ler’, xCELLigence cihazina® kaldirilds.

2.2.4 Dis Macunlarimin Uygulanmasi

24 saat sonra E-plateler’ inkiibatorden' ¢ikarildi. I¢lerindeki kiiltiir ortami® bosaltildi
ve daha énce buzdolabinda® +4 °C’de sakladigimiz farkli konsantrasyonlardaki dis macunlari
Sekil 2.2°daki gibi kuyucuklara 100 mikrolitre gelecek sekilde dolduruldu. Tekrar inkiibatore’

kaldirilarak cihazin degerleri okumaya baslamasi saglanild.

Gerek mikroskop goriintiileri degerlendirildiginde gerekse MTT sonuclar1 dikkate
alimdiginda hiicre canliiginin ¢ok fazla go6zlemlenmedigi dis macunlarmin %l
konsantrasyonundan numune alinmadi. Hiicre canliligi konusunda olumsuz diisiindiigiimiiz
dis macunlarinin %0,5 konsantrasyonlar1 iki kontrol ile asil ¢aligma konsantrasyonlari olan

%0,1, %0,05 ve %0,01 konsantrasyonlar1 ise 3 kontrol ile ¢alisild1

' RTCA Cihazinin Inkiibatorii, Thermo Scientific, Forma Steri-Cycle CO, Incubator, Model:
371, Thermo Fisher Scientific/ ABD

?: RTCA Cihazi, xCELLigence RTCA DP, ACEA Biosciences Inc./Cin

3. E-Plate, E-Plate 16, ID: 673526, LOT: 20130434, ACEA Biosciences.Inc./Cin

* . Kiltiir Ortanu, BioWhittaker DMEM (Dulbecco's Modified Eagle’s Medium), LOT:
4MBO013, Lonza/Belgika, (Hyclone, Penicillin-Streptomycin Solution, LOT: J101651,
Thermo Scientific/ABD)

> : Buzdolaby, Bosch/Tiirkiye
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Sekil 2.2 Numunelerin xCELLigence E-Plate’lere yerlestirilmesi

C%0,1 C % 0,01 S % 0,01 P % 0,01 P % 0,1 G %0,1
C%0,1 C % 0,01 S % 0,01 P % 0,01 P % 0,1 G % 0,1
C%0,1 C % 0,01 S % 0,01 P % 0,01 P % 0,1 G %0,1
C % 0,05 S % 0,1 S % 0,05 P % 0,05 G % 0,05 G % 0,01
C % 0,05 S % 0,1 S % 0,05 P % 0,05 G % 0,05 G % 0,01
C % 0,05 S % 0,1 S % 0,05 P % 0,05 G % 0,05 G % 0,01
C%0,5 S % 0,5 P % 0,5 G % 0,5

C%0,5 S % 0,5 P % 0,5 G % 0,5

1. Plate ‘ ‘ 2. Plate ‘ ‘ 3. Plate

24, 48 ve 72 saat boyunca cihazin okumasi kontrol edilip arastirmada kullanilacak

gerekli verileri elde edildi.

2.3 Mikroniikleus Testi (MN)

Sayisal ve yapisal kromozom diizensizliklerinin indirekt gostergesi olarak
degerlendirilen Mikroniikleus testi (MN), organizmay: etkileyen ¢esitli fiziksel ve kimyasal
ajanlarmn  sitogenetik etkilerini belirlemek icin yapilabilecek biiyiikk ¢apli tarama
calismalarinda gilivenle kullanilabilir. MN olusum sikligindaki artig, genetik materyalde

olusan hasarin bir gostergesi olarak degerlendirilmektedir (Demirel ve Zamani, 2002).

Sitotoksik ajanlarmn etkisindeki hiicreler kromozom kiriklarina, mikronukleus ve
apoptotik hiicre olusumlarina yol a¢gmaktadir. Cytokinesis Block MicroNucleus (CBMN)
metodu ile apoptotik ve nekrotik hiicreler de belirlenerek, DNA hasar1 gosterilebilmektedir.
Mikrontikleus (MN) indeksi kanser riskinde de belirleyicidir. Boyle calismalarin eklenmesi ile
de kromozom kirig1 onu takip eden mikronukleus ve apoptotik hiicre olusumu ve kanser

iliskisi ortaya konulabilmektedir (Ustiiner, 2011).
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2.3.2 IC 50 Degerleri

In vitro sitotoksisite testlerinde 1C50 degerlerininin hesaplanmasinda non-lineer
regresyon analizi ile egriler ¢izdirilerek egri formiiliinden %50 hiicre sag kalimina karsilik

gelen dis macunlarinin konsantrasyon degerleri hesaplandu.

Tablo 2.3 Dis macunlarinm IC 50 degerleri

Dis Macunu IC 50 Degeri IC 50 Degeri / 2
GC TOOTH MOUSSE %0,86 %0,43
SIGNAL BEYAZ GUC %0,46 %0,23
COLGATE TOTAL %0,52 %0,26
PARADONTAX %0,43 %0,215

Tablo 2.3’te yer alan konsantrasyon degerleri iizerinden hassas terazi' kullanilarak dis
macunlarmm  kiiltir ortamr® yardimiyla ¢ozeltileri hazirlandi.  Mikroniikleus testi
uygulamasinda, daha ¢ok canli hiicre sayisindan daha dogru kiyaslama yapabilmek i¢in, dis
macunlarinin gerek IC 50 konsantrasyonlar1 gerekse bu konsantrasyonlarn bir misli

seyreltilmig farkl iki hali kullanildi.

!'. Hassas Terazi, Electronic Balance, Type: AUW220D, NO: D450012768, Shimadzu
? . Kiiltir Ortami, BioWhittaker DMEM (Dulbecco's Modified Eagle’s Medium), LOT:

4MBO013, Lonza/Belgika, (Hyclone, Penicillin-Streptomycin Solution, LOT: J101651,
Thermo Scientific/ABD)
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2.3.3 Hiicrelerin Hazirlanmasi

Nitrojen tankinda' saklanan, hiicre dondurma tiiplerinde’ bulunan insan fibroblast
hiicre hattr’, tanktan ¢ikarilarak, su banyosunda® ¢oziinene kadar bekletildi. insan fibroblast
hiicreleri® hiicre kiiltir kabma® % 10’luk fetal bovine serumu (FBS)®, 150 IU/ml
penisilin/streptomisin igeren DMEM (Dulbecco's Modified Eagle’s Medium)’ igine ekilerek
%35 CO2’li ortamda 37°C’de inkube edildi.

Hiicre kiiltiir kabmm’ ylizeyine tutunmus olan hiicrelerin tlizerindeki kiiltiir ortam1’
aspire edildi. Serumun etkisini ortadan kaldirmak i¢in hiicreler 3 ml Phosphate Buffered
Saline (PBS)® ile iki kez yikandi. Ardindan hiicrelerin iizerine 3 ml % 0,25 Tripsin/EDTA’
ilave edilerek 5 dk inkiibatorde' bekletildi. Tripsin® etkisi ile hiicreler yiizeyden kalktiktan
sonra tripsinin etkisini durdurmak amaciyla, ortama 10 ml serum igeren kiiltiir ortamu’ ilave
edildi. Daha sonra hiicreler steril bir tiip'"' igerisine topland1 ve 1500 rpm’de 5 dakika santrifiij

edildi. Sonrasinda siipernatant kisim atildu.

L. Nitrojen Tanki, Biocane 34, Model: 808, Thermo Scientific/ABD

?: Hiicre Dondurma Tiipii, CryoTube Vials, LOT: 132837, Thermo Scientific/Danimarka

3. insan Fibroblasti, Human Skin Fibroblast, NBIRGB, LOT: 32, RIKEN Cell Bank/Japonya
* . Su Banyosu, Niive Bath, Model: NB20, Niive sanayi malzemeleri imalat ve Ticaret AS.
/Belgika

3 Hiicre Kiiltiir Kabi, Petri Kabi, Nunclon Surface, LOT: 122229, Nunc/Danimarka

. FBS (Fetal Bovine Serum), HyClone, Research Grade, Fetal bovine Serum, LOT:
RXA35901, Thermo Scientific/Ingiltere

7. Kiiltir Ortami, BioWhittaker DMEM (Dulbecco's Modified Eagle’s Medium), LOT:
4MBO013, Lonza/Belgika, (Hyclone, Penicillin-Streptomycin Solution, LOT: J101651,
Thermo Scientific/ABD)

. PBS (Fosfat Tamponlama Tuzu), HyClone, Phosphate Buffered Saline (10X), LOT:
AXG44028, Thermo Scientific/ABD

?: Tripsin, Tripsin / EDTA Solution (10x), LOT: 1010A, BIOCHROM/Almanya

10. Inkiibatdr, Sanyo CO, Incubator, Model: MCO-18AIC, Sanyo Electric Ltd./Japonya

''": 15 ml’lik Falkon Tiip, 10-0152- 15 ml. Centrifuge Tubes with Plug Seal Cap, LOT:
J0069Z2303-03, Biologix Research Company/Cin
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Tripsinden' tamamen arindirilan hiicreler 50 ml. kiiltiir ortanunda® ¢6ziildii ve dort

farkl1 6°lik plate’e’ herbir kuyucukta 200 bin hiicre olacak sekilde ekim yapildu.

2.3.4 Dis Macunlarimin Uygulanmasi

Hazirlanan dis macunu ¢ozeltileri 6’lik platelerin’® i¢ine Tablo 2.3’te yer alan
konsantrasyonlar1 oraninda ilave edildi. Bir saat siireyle ve ikinci grup igin 24 saat siireyle
inkiibatorde® bekletildikten sonra inkiibatérden alman dis macunu uygulanmis hiicrelere,
sitoplazma boliinmesini engelleyerek, bir kez boliinme gecirmis hiicrelerin iki niikleuslu hale
gelmesini saglayan, %0,2 IC 50 konsantrasyonunda sitokalasin B> eklendi. Plate’ler daha
sonra inkiibatore® kaldirildi. 24 saat sonra inkiibatérden ¢ikarilan hiicreler 2 ml. steril PBS® ile
iki kez yikandi. Kuyucuklara daha sonra 1 ml. %0,25 lik tripsin' eklendi ve hiicreler 5-10
dakika 37 derecede inkiibe edildi. 10x 151k mikroskopunda’ hiicreler incelendikten sonra hala
kuyucuk tabaninda tutunan hiicreler fiziksel darbeler ile kaldirildi. Kuyucuklarin her birine
I’er ml. kiiltiir ortamr® eklendi. Hiicre soliisyonu 15°lik falkon tiiplere® aktarildi ve 1500
rpm’de 5 dakika santrifiij edildi. Siipernatant kismi atilan hiicrelerin {izerine 5 ml. fiksatif’
(1/4 asetik asit-metanol) damlatildi. 1500 rpm’de 5 dakika tekrar santrifiij edildikten ve

siipernatant kismi atildiktan sonra 3 ml. fiksatif’ damlatildi ve son kez santrifiij edildi.

"+ Tripsin, Tripsin / EDTA Solution (10x), LOT: 1010A, BIOCHROM/Almanya

? . Kiiltir Ortami, BioWhittaker DMEM (Dulbecco's Modified Eagle’s Medium), LOT:
4MBO013, Lonza/Belgika, (Hyclone, Penicillin-Streptomycin Solution, LOT: J101651,
Thermo Scientific/ABD)

3. 6°lik Plate, Costar 3513, LOT: 15511008, Corning Incorporated/ABD

4. Inkiibatdr, Sanyo CO, Incubator, Model: MCO-18AIC, Sanyo Electric Ltd./Japonya

5 . Sitokalasin B, Cytochalasin B, C-6762, LOT: 109H4006, Sigma Chemical CO., St.
Louis/ABD, Sigma Aldrich Chemie Gmbh, Steinheim/Almanya

6. PBS (Fosfat Tamponlama Tuzu), HyClone, Phosphate Buffered Saline (10X), LOT:
AXG44028, Thermo Scientific/ABD

7. Mikroskop, Leica DFC295, Leica Microsystems, Tip: 11 090 137 002, Leica/Almanya

¥ . 15 ml’lik Falkon Tiip, 10-0152- 15 ml. Centrifuge Tubes with Plug Seal Cap, LOT:
J0069Z2303-03, Biologix Research Company/Cin

2. Fiksatif, Acetic Acid, LOT: K45402163, Methanol, LOT: 1557009 040, Merck/Almanya
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Tiiplerden pipetleme yapilarak alinan hiicreler lamlarm' {izerine damlatildi ve preparat
hazirlanmig oldu. Kontrol ve dis macunu uygulanmis hiicreler, konsantrasyonlar1 da dikkate
almarak ikiser preparat lizerinden ¢alisildi. Sitokalasin B eklenme zamani da diisiiniildiigiinde
toplamda 36 preparat hazirlandi. Bir gece siireyle 70 derecede kurutulan preparatlar giemsa
boyasiyla® boyandi. On dakika giemsa boyasmin i¢inde bekletilen preparatlar musluk suyunda
yikanarak kurumaya birakildi. Sonrasinda mikroniikleuslar: sayabilmek igin 151k mikroskopu®

altinda 40x biiylitmede incelemeye alind1.

Mikroniiklus (MN)’lar hiicrenin mitoz boliinmesi sirasinda ortaya c¢ikan, esas
cekirdege dahil olmayan, tam kromozom veya asentrik kromozom fragmanlarindan koken
alan olusumlar olarak tanimlanmaktadir (Vanparys 1990). MN sayisindaki artig sayisal ve
yapisal olarak kromozom diizensizliklerinin bir gostergesi olarak kabul edilmektedir (Demirel

ve Zamani, 2002).

Sitokalasin-B eklenmesiyle, g¢ekirdek boliinmesini tamamlamis ancak sitoplazmik
boliinmesini gerceklestirememis c¢ift ¢ekirdekli hiicrelerde, MN bulunduran hiicrelerin orani

bulunabilmektedir (Fenech ve Morley 1986).

MN igceren hiicre sayarken Heddle ve Countryman’in (1976) kriterleri
kullanilmaktadir. Buna gore; cift niikleuslu, belirgin sitoplazmasiyla yuvarlak veya oval
goriiniime sahip olan hiicrelerde, mikroniikleuslarin ¢ap1 ana niikleusun 1/3’ii kadar veya daha
kiiciik olmalidir. Sekilleri ana c¢ekirdekte oldugu gibi yuvarlak ve oval olurken boya alma

yogunlugu ana niikleus ile ayn1 olmalidir.

L. Lam, Menzel-Glaser Superfrost, 76*26 mm, 50’lik, LOT: 650632, Thermo Scientific/
Almanya
*: Giemsa, LOT: HX268147, Merck/Almanya

3. Mikroskop, Leica DFC295, Leica Microsystems, Tip: 11 090 137 002, Leica/Almanya
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2.4 lstatistiksel Yontem

Test materyallerine maruz kalmamis kontrol grubu ile 4 farkli dis macununun MTT
yontemi i¢in 5 farkli konsantrasyonu, RTCA yontemi i¢in 4 farkli konsantrasyonu uygulanmig
calisma gruplar1 kiiltiirlerindeki hiicresel degisiklikler karsilagtirmali olarak incelendi. Ayrica
kontrol grubu ve tiim dis macunu numunelerinin 24, 48 ve 72. saatlerdeki degisiklikleri de
karsilastirmali olarak degerlendirildi. Microsoft Excel ve SPSS programlar1 kullanilarak veri
girisleri yapildi. Istatistiksel analizler ve boxplot grafikler SPSS 20 paket programi ile
gerceklestirildi. Veriler ortalama + standart sapma (SS), ortanca (%25-75) ve say1 (%) olarak
ifade edildi.

MTT sonuglarinda oOncelikle Kolmogorov-Smirnov Testi ile normal dagilimina
bakildi. Farkli konsantrasyonlar, 24, 48 ve 72 saatlik farkli donemler ve farkli dis macunlarini
ihtiva eden verilerin hepsi normal dagilima uygun c¢ikt1 (p>0,05). Bu nedenle parametrik

hipotez testi ANOVA yapildi.

Konsantrasyon ve dis macunlarindan bagimsiz olarak 24, 48 ve 72 saatin sonunda
olusan degerler arasinda fark olup olmadigi ANOVA testi ile degerlendirildi. Her saatin kendi
icindeki konsantrasyonlar1 arasindaki farka 12 gdzlem sayisi iizerinden ANOVA ile bakild1.
Yine 3 farkli saat sonunda, bu sefer 4 farkli dis macununa gore konsantrasyonlar arasinda
farklilik gosterip gostermedigine kontrol i¢in 12 diger konsantrasyonlar i¢in 3 farkli gézlem
sayis1 tizerinden ANOVA ile degerlendirildi. Tiim farkli konsantrasyonlarda dis macunlar1
arasindaki farkliliga ANOVA testi ile bakildi. Homojenite degerlendirmesinde Levene testi
kullanildi. ANOVA testi sonucunda anlamli ¢ikan sonuglar ¢oklu karsilastirma testi (Post Hoc

testi) ile degerlendirildi. Sonuglarin ikili grup karsilastirilmasinda Tukey testi kullanildi.

RTCA sonuglarmin  Kolmogorov-Smirnov  Testi ile dagilima bakildiginda
nonparametrik istatistiksel yontemlerin kullanilmasina karar verildi. RTCA sonuglarina gore
aynt dis macununun farkli konsantrasyonlarmim istatistiksel analizinde ve ayni
konsantrasyondaki farkli dis macunlarinin istatistiksel analizinde ortanca degerler tespit
edildi. Farkli konsantrasyon ve farkli dis macunlar1 arasindaki karsilastirmalarin istatistiksel
analizlerinde Kruskal Wallis testi kullanilmistir. Kruskal Wallis testinde anlamli ¢ikan
analizlerde Mann Whitney-U testi ile ikili karsilagtirmalar yapilmastir.
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RTCA sonuglarina gore dis macunlarmin farkli konsantrasyonlarmin 24-48-72 saatlik
istatistiksel analizlerinde ortanca degerler belirlendikten sonra saatler arasindaki

karsilastirmalarda Friedman testi kullanilmistir.

Mikrontikleus testinin sonuglar1 Ki-Kare testi kullanilarak analiz edildi. Sitokalasin B
ilave edilme zamanlar1 ve konsantrasyonlar1 iizerinden dis macunu uygulanmis hiicrelerin

gerek kontrol grubuyla gerekse birbirleriyle kiyaslamasi yapildi.

Biitiin istatistiksel analizlerde p<0,05 degeri anlamli kabul edildi.
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3 BULGULAR

3.1 MTT Sonuclarn

Inkiibatérden ¢ikarilan, MTT ve SDS-HCI soliisyonlarmin uygulandig1 hiicrelere ait

48. ve 72. saat goriintiileri Fotograf 3.5’te gosterilmektedir.

Fotograf 3.1 MTT ve SDS-HCI uygulanmig kuyucuklar; a) 48. saat gortintiileri, b) 72. saat
gortntiileri

MTT uygulamasinin sonuglar1 ise Tablo 3.1°de belirtilmektedir. Grafige yansimis
gortintiileri Grafik 3.1 ile 3.9 arasinda yer almaktadir.

Tablo 3.1 MTT sonuglari, 24-48-72 saat uygulamasi

MTT SONUGLARI (24 SAAT)

SAAT KONSANTRASYON GCTOOTH MOUSSE SIGNAL BEYAZ GUG COLGATE TOTAL PARADONTAX
KONTROL 0,752 0,720 0,674 0,379 0,377 0,404 0,446 0,489 0,492 0,640 0,568 0,562
1% 0,431 0,377 0,415 0,213 0,216 0,252 0,365 0,357 0,360 0,148 0,129 0,124
24 SAAT 0,50% 0,616 0,632 0,663 0,355 0,376 0,402 0,344 0,404 0,450 0,391 0,344 0,349
0,10% 0,747 0,651 0,562 0,679 0,889 0,690 0,673 0,744 0,774 0,617 0,509 0,540
0,05% 0,786 0,741 0,895 0,641 0,638 0,489 0,598 0,630 0,743 0,660 0,674 0,614
0,01% 0,905 0,941 0,955 0,634 0,729 0,833 0,704 0,807 0,848 0,528 0,496 0,515
KONTROL 0,733 0,776 0,829 0,390 0,406 0,373 0,621 0,735 0,663 0,608 0,685 0,671
1% 0,636 0,530 0,556 0,355 0,360 0,328 0,184 0,185 0,186 0,137 0,104 0,114
48 SAAT 0,50% 0,707 0,625 0,748 0,388 0,362 0,367 0,327 0,313 0,240 0,180 0,204 0,180
0,10% 0,714 0,748 0,793 0,766 0,929 0,725 0,607 0,666 0,620 0,581 0,578 0,655
0,05% 0,970 0,858 0,844 0,544 0,602 0,578 0,863 0,774 0,751 0,619 0,687 0,712
0,01%
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Kolmogorov-Smirnov Testi ile bes farkli konsantrasyon, {i¢ farkli saat dilimi ve dort
farkli dis macununa ait MTT ortalamalarmin normal dagilima uygun oldugu teyit edildi

(p>0,05). Bu nedenle parametrik hipotez testi ANOVA yapilmasina karar verildi.

Tablo 3.2 GC Tooth Mousse’un tiim konsantrasyonlar1 i¢in 24, 48, 72 saate ait MTT

sonuglar1

Konsantrasyon (n) 24. saat 48. saat 72. saat P’

Kontrol (12) 0,54+0,13 0,62+0,15 0,85+0,14 0,000"
0,01% (3) 0,93+0,03 0,98+0,07 1,244+0,15 0,018"
0,05% (3) 0,81+0,08 0,89+0,07 1,06+0,09 0,019°
0,10% (3) 0,65+0,09 0,75+0,04 1,00£0,04 | 0,001°
0,50% (3) 0,64-+0,02 0,69+0,06 0,87+0,05 0,002°

1% (3) 0,41+0,03 | 0,57+0,06 | 0,71£0,18 | 0,037

P’ 0,000 0,001 0,001

HO: Ortkont = Ort %1 = Ort %0,50 = Ort %0,10 = Ort %0,05 = Ort %0,01
P! < 0,05 oldugunda HO red edilebilir.
HO: Ort24 = Ort 48 = Ort 72
P?< 0,05 oldugunda HO red edilebilir.
* grupici karsilastrmada farklilik 24 ile 72. Saat ve 48 ile 72. Saat arasinda bulundu
sirastyla, p=0,000 ve p=0,
1 0,000 0,001
® grupici karsilastirmada farklilik 24 ile 72. Saat arasinda bulundu (p=0,031)
¢ grupici karsilastrmada farklilik 24 ile 72. Saat ve 48 ile 72. Saat arasinda bulundu
sirastyla, p=0,002 ve p=0,
1 0,002 0,008
d grupici karsilagtirmada farklilik 24 ile 72. Saat ve 48 ile 72. Saat arasinda bulundu
sirastyla, p=0,001 ve p=0,
1 0,001 0,007
¢ grupi¢i karsilastirmada farklilik 24 ile 72. Saat arasinda bulundu (p=0,017)
f grupici karsilastirmada farklilik 24 ile 72. Saat ve 48 ile 72. Saat arasinda bulundu
(strastyla, p=0,020 ve p=0,040)

GC Tooth Mousse’un farkli konsantrasyonlarmin MTT sonuglar1 karsilastirildiginda
anlamli fark oldugu goriildii (Tablo 3.2). Post Hoc Testi ile yapilan ¢oklu karsilastirmalarda;
24. saatte, kontrol ile %0,05 ve %0,01 konsantrasyonlar1 arasinda (sirastyla p=0,008 ve

p=0,000), %1 ile %0,05 ve %0,01 konsantrasyonlar1 arasinda (sirasiyla p=0,001 ve p=0,000),
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%0,50 ile %0,01 konsantrasyonlar1 arasinda (p=0,022), %0,10 ile %0,01 konsantrasyonlar1
arasinda (p=0,034) anlamli fark saptandi. 48. saatte, kontrol ile %0,05 ve %0,01
konsantrasyonlar1 arasinda (swrasiyla p=0,025 ve p=0,002), %0,10 ile %0,05 ve %0,01
konsantrasyonlar1 arasinda (sirasiyla p=0,038 ve p=0,005) anlamli fark saptandi. 72. saatte,
kontrol ile %0,01 konsantrasyonu arasinda (p=0,001), %0,10 ile %0,05 ve %0,01
konsantrasyonlari arasinda (sirastyla p=0,032 ve p=0,001), %0,50 ile %0,01 konsantrasyonlar1
arasinda (p=0,022) anlamh fark saptandi. 24. saatin sonunda konsantrasyonlar arasindaki

farklar daha anlamliyken, 48. saat ve 72. saatin sonunda bu farklilik daha azalmaktadir.

GC Tooth Mousse’un 24, 48 ve 72. saatlerde, sabit konsantrasyonda, MTT degerleri
karsilastirildiginda; %1, %0,50, %0,10, %0.05 ve %0,01 konsantrasyonlarda anlamli farklilik
goriildi. %1 konsantrasyonda 24 ile 72. saatler karsilastirildiginda anlamli fark gézlenirken
(p=0,031) diger saatlerin ikili karsilastirilmasinda fark gézlenmedi. %0,50 konsantrasyonda
24 ile 72. saat ve 48 ile 72. saat arasinda fark varken (sirastyla p=0,002 ve p=0,008), %0,10
konsantrasyonda yine 24 ile 72. saat ve 48 ile 72. saat arasinda fark bulundu (sirasiyla
p=0,001 ve p=0,007). Diger karsilastirmalarda fark yoktu. %0,05 konsantrasyonda 24 ile 72.
saatler karsilastirildiginda anlamh fark gozlenirken (p=0,017), %0,01 konsantrasyonda 24 ile
72. saat ve 48 ile 72. saat arasinda anlamli fark bulundu (sirasiyla p=0,020 ve p=0,040) (Tablo
3.2). Siire acisindan degerlendirildiginde GC Tooth Mousse’ta; daha fazla 24-72 saat
arasindaki degisimler anlamli ¢ikmaktadir. 48-72 saat arasindaki degisimlere daha az

rastlanilirken, 24-48 saat arasinda ¢cok daha az anlamli fark tespit edilmistir.

36



Tablo 3.3 Signal’in tiim konsantrasyonlar1 i¢in 24, 48, 72 saate ait MTT sonuglar1

Konsantrasyon (n) 24. saat 48. saat 72. saat P’

Kontrol (12) 0,54+0,13 0,62+0,15 0,85+0,14 0,000*
0,01% (3) 0,73+0,10 0,52+0,05 1,06+0,01 0,000
0,05% (3) 0,59+0,09 0,58+0,03 0,54+0,07 0,655°
0,10% (3) 0,75+0,12 0,80+0,11 0,97+0,05 0,079°
0,50% (3) 0,38+0,02 0,37+0,01 0,52+0,06 0,005°

1% (3) 0,23+0,02 0,35+0,02 0,40+0,06 0,003"

P’ 0,000 0,001 0,000

HO: Ortkont = Ort %1 = Ort %0,50 = Ort %0,10 = Ort %0,05 = Ort %0,01

P! < 0,05 oldugunda HO red edilebilir.

HO: Ort24 = Ort 48 = Ort 72

P?< 0,05 oldugunda HO red edilebilir.

* grupici karsilastrmada farklilik 24 ile 72. Saat ve 48 ile 72. Saat arasinda bulundu
(strastyla p=0,000 ve p=0,001)

b grupici karsilastrmada farklilik 24 ile 48. Saat ve 24 ile 72. Saat arasinda bulundu
(strastyla p=0,016 ve p=0,002)

¢ grupici karsilastrmada farklilik 24 ile 72. Saat ve 48 ile 72. Saat arasinda bulundu
(strastyla, p=0,010 ve p=0,008)

d grupici karsilastirmada farklilik bulunmadi

¢ grupici karsilastirmada farklilik bulunmadi

fgrupig;i karsilastirmada farklilik 24 ile 48. Saat, 24 ile 72. Saat ve 48 ile 72. Saat arasinda
bulundu (sirasiyla p=0,014, p=0,002 ve p=0,000)

Signal’in farkli konsantrasyonlarmin MTT sonuglar1 karsilastirildiginda anlamli fark
oldugu goriildii (Tablo 3.3). Post Hoc Testi ile yapilan ¢oklu karsilastirmalarda; 24. saatte,
kontrol ile %1 konsantrasyonu arasmnda (p=0,003), %1 ile %0,10, %0,05 ve %0,01
konsantrasyonlar1 arasinda (sirasiyla p=0,000, p=0,007 ve p=0,000), %0,50 ile %0,10 ve
%0,01 konsantrasyonlar1 arasinda (sirasiyla p=0,005 ve p=0,009) anlaml fark saptandi. 48.
saatte, kontrol ile %1 ve %0,50 konsantrasyonlar1 arasinda (sirasityla p=0,017 ve p=0,034),
%1 ile %0,10 konsantrasyonu arasinda (p=0,001), %0,50 ile %0,10 konsantrasyonu arasinda
(p=0,002) anlaml1 fark saptandi. 72. saatte, kontrol ile %1, 9%0,50 ve %0,05 konsantrasyonlar1
arasinda (sirasiyla p=0,000, p=0,001 ve p=0,002 ), %1 ile %0,10 ve %0,01 konsantrasyonlar1
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arasinda (swrastyla p=0,000 ve p=0,000), %0,50 ile %0,10 ve %0,01 konsantrasyonlari
arasinda (p=0,001 ve p=0,000), %0,10 ile %0,05 konsantrasyonu arasinda (p=0,001), %0,05

ile 9%0,01 konsantrasyonu arasinda (p=0,000) anlaml1 fark saptandi.

Signal’in 24, 48 ve 72. saatlerde, sabit konsantrasyonda, MTT degerleri
karsilastirildiginda; %1, %0,50 ve %0,01 konsantrasyonlarinda anlamli farklilik goriiliirken,
%0,10 ve %0.05 konsantrasyonlarda anlamli farklilik goriilmedi. %1 konsantrasyonda 24 ile
48. saat ve 24 ile 72. saatler karsilastirildiginda anlamli fark gozlenirken (sirastyla p=0,016 ve
p=0,002) 48 ile 72. saatin ikili karsilastirilmasinda fark gézlenmedi. %0,50 konsantrasyonda
24 ile 72. saat ve 48 ile 72. saat arasinda fark varken (sirastyla p=0,010 ve p=0,008), %0,10
konsantrasyonda saatler arasinda fark goriilmedi (p=0,079). Yine %0,05 konsantrasyonda da
saatler arasinda fark goriilmedi (p=0,655). 9%0,01 konsantrasyonda ise 24 ile 48. saat, 24 ile
72. saat ve 48 ile 72. saat arasinda anlamli fark bulundu (swasiyla p=0,014, p=0,002 ve
p=0,000) (Tablo 3.3).
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Tablo 3.4 Colgate’in tiim konsantrasyonlari i¢in 24, 48, 72 saate ait MTT sonuglar1

Konsantrasyon (n) 24. saat 48. saat 72. saat P’

Kontrol (12) 0,54+0,13 0,62+0,15 0,85+0,14 0,000"
0,01% (3) 0,79+0,07 0,87+0,10 1,06+0,07 0,019
0,05% (3) 0,66+0,08 0,80+0,06 0,79+0,06 0,069°
0,10% (3) 0,73+0,05 0,63+0,03 0,49+0,08 0,007
0,50% (3) 0,40+0,05 0,29+0,05 0,33+0,04 0,073¢

1% (3) 0,36+0,00 | 0,19+£0,00 | 0,19+0,01 | 0,000

P’ 0,000 0,000 0,000

HO: Ortkont = Ort %1 = Ort %0,50 = Ort %0,10 = Ort %0,05 = Ort %0,01

P! < 0,05 oldugunda HO red edilebilir.

HO: Ort24 = Ort 48 = Ort 72

P?< 0,05 oldugunda HO red edilebilir.

* grupigi karsilastirmada farklilik 24 ile 72. saat ve 48 ile 72. saat arasinda bulundu (sirasiyla
p=0,000 ve p=0,001)

b grupici karsilastirmada farklilik 24 ile 48. saat ve 24 ile 72. saat arasinda bulundu (sirasiyla
p=0,000 ve p=0,000)

¢ grupici karsilastirmada farklilik bulunmadi

4 grupici karsilastirmada farklilik 24 ile 72. saat arasinda bulundu (p=0,005)

¢ grupici karsilastirmada farklilik bulunmadi

"orupici karsilastirmada farklilik 24 ile 72. saat arasinda bulundu (p=0,018)

Colgate’in farkli konsantrasyonlarinin MTT sonuglari karsilastirildiginda anlamli fark
oldugu goriildi (Tablo 3.4). Post Hoc Testi ile yapilan ¢oklu karsilastirmalarda; 24. saatte,
kontrol ile %0,01 konsantrasyonu arasinda (p=0,016), %1 ile %0,10, %0,05 ve %0,01
konsantrasyonlar1 arasinda (sirasiyla p=0,003, p=0,022 ve p=0,001), %0,50 ile %0,10 ve
%0,01 konsantrasyonlar1 arasinda (sirasiyla p=0,009 ve p=0,002) anlaml fark saptandi. 48.
saatte, kontrol ile %1, %0,50 ve 9%0,01 konsantrasyonlar1 arasinda (sirasiyla p=0,000,
p=0,004 ve p=0,049), %1 ile %0,10, %0,05 ve %0,01 konsantrasyonlar1 arasinda (sirasiyla
p=0,002, p=0,000 ve p=0,000), %0,50 ile %0,10, %0,05 ve %0,01 konsantrasyonlar1 arasinda
(srrasiyla p=0,024, p=0,000 ve p=0,000) anlamh fark saptandi. 72. saatte, kontrol ile %],
%0,50 ve %0,10 konsantrasyonlar1 arasinda (sirasiyla p=0,000, p=0,000 ve p=0,001 ), %1 ile
%0,10, %0,05 ve 9%0,01 konsantrasyonlar1 arasinda (sirasiyla p=0,025, p=0,000 ve p=0,000),
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%0,50 ile %0,05 ve %0,01 konsantrasyonlar1 arasinda (p=0,000 ve p=0,000), %0,10 ile %0,05

ve %0,01 konsantrasyonlar1 arasinda (sirastyla p=0,032 ve p=0,000) anlaml fark saptandu.

Colgate’in 24, 48 ve 72. saatlerde, sabit konsantrasyonda, MTT degerleri
karsilastirildiginda; %1, %0,10 ve %0,01 konsantrasyonlarinda anlamli farklilik goriiliirken,
%0,50 ve 9%0.05 konsantrasyonlarda anlamli farklilik goriilmedi. %1 konsantrasyonda 24 ile
48. saat ve 24 ile 72. saatler karsilastirildiginda anlamh fark gézlenirken (sirasiyla p=0,000 ve
p=0,000) 48 ile 72. saatin ikili karsilastirilmasinda fark gézlenmedi. 90,50 konsantrasyonda
saatler arasinda fark goriilmedi (p=0,073). %0,10 konsantrasyonda 24 ile 72. saatler arasinda
anlamli fark goriildi (p=0,005). %0,05 konsantrasyonda da saatler arasinda fark goriilmedi
(p=0,069). %0,01 konsantrasyonda ise 24 ile 72. saat arasinda anlamli fark bulundu (p=0,018)
(Tablo 3.4).
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Tablo 3.5 Paradontax’in tiim konsantrasyonlar1 i¢in 24, 48, 72 saate ait MTT sonuglar1

Konsantrasyon (n) 24. saat 48. saat 72. saat P’

Kontrol (12) 0,54+0,13 0,62+0,15 0,85+0,14 0,000"
0,01% (3) 0,51+0,02 0,59+0,04 0,80+0,12 0,007"
0,05% (3) 0,65+0,03 0,67+0,05 1,04+0,06 0,000°
0,10% (3) 0,56+0,06 | 0,61£0,04 | 0,70+0,04 | 0,024°
0,50% (3) 0,36+0,03 0,19+0,01 0,21+0,02 0,000°

1% (3) 0,13+0,01 0,12+0,02 0,16+0,02 0,039"

P’ 0,000 0,000 0,000

HO: Ortkont = Ort %1 = Ort %0,50 = Ort %0,10 = Ort %0,05 = Ort %0,01

P! < 0,05 oldugunda HO red edilebilir.

HO: Ort24 = Ort 48 = Ort 72

P?< 0,05 oldugunda HO red edilebilir.

* grupigi karsilastirmada farklilik 24 ile 72. saat ve 48 ile 72. saat arasinda bulundu (sirasiyla
p=0,000 ve p=0,001)

® grupici karsilastirmada farklilik 48 ile 72. saat arasmnda bulundu (p=0,035)

¢ grupi¢i karsilastirmada farklilik 24 ile 48. saat ve 24 ile 72 saat arasinda bulundu (sirasiyla
p=0,000 ve p=0,000)

4 grupici karsilastirmada farklilik 24 ile 72. saat arasinda bulundu (p=0,021)

¢ grupi¢i karsilastirmada farklilik 24 ile 72. saat ve 48 ile 72 saat arasinda bulundu (sirasiyla
p=0,000 ve p0,000)

f grupici karsilastirmada farklilik 24 ile 72. Saat ve 48 ile 72. saat arasinda bulundu (sirasiyla
p= 0,006 ve p=0,025)

Paradontax’in farkli konsantrasyonlarinin MTT sonuglar1 karsilastirildiginda anlamli
fark oldugu goriildii (Tablo 3.5). Post Hoc Testi ile yapilan ¢oklu karsilastirmalarda; 24.
saatte, kontrol ile %1 konsantrasyonu arasinda (p=0,000), %1 ile %0,10, %0,05 ve %0,01
konsantrasyonlar1 arasinda (swrasiyla p=0,000, p=0,000 ve p=0,001), %0,50 ile %0,05
konsantrasyonu arasinda (p=0,018) anlamli fark saptandi. 48. saatte, kontrol ile %1 ve %0,50
konsantrasyonlar1 arasinda (sirasiyla p=0,000 ve p=0,000), %1 ile %0,10, %0,05 ve %0,01
konsantrasyonlar1 arasinda (sirasiyla p=0,000, p=0,000 ve p=0,001), %0,50 ile %0,10, %0,05
ve %0,01 konsantrasyonlar1 arasinda (sirasiyla p=0,003, p=0,000 ve p= 0,004) anlaml fark

saptandi. 72. saatte, kontrol ile %1 ve %0,50 konsantrasyonlari arasinda (sirasiyla p=0,000,
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p=0,000), %1 ile %0,10, %0,05 ve %0,01 konsantrasyonlar1 arasinda (swrasiyla p=0,000,
p=0,000 ve p=0,000), %0,50 ile %0,10, %0,05 ve %0,01 konsantrasyonlar1 arasinda (sirasiyla
p=0,000, p=0,000 ve p=0,000), %0,10 ile %0,05 konsantrasyonu arasinda (p=0,012) anlaml
fark saptandu.

Paradontax’in 24, 48 ve 72. saatlerde, sabit konsantrasyonda, MTT degerleri
karsilastirildiginda; %1, %0,50, %0,10, %0.05 ve %0,01 konsantrasyonlarda anlamli farklilik
goriildii. %1 konsantrasyonda 48 ile 72. saatler karsilastirildiginda anlaml fark gézlenirken
(p=0,035) diger saatlerin ikili karsilastirilmasinda fark gézlenmedi. %0,50 konsantrasyonda
24 ile 48. saat ve 24 ile 72. saat arasinda fark varken (sirastyla p=0,000 ve p=0,000), %0,10
konsantrasyonda 24 ile 72. saat arasinda fark bulundu (p=0,021). Diger karsilagtrmalarda fark
yoktu. %0,05 konsantrasyonda 24 ile 72. saat ve 48 ile 72. saatler karsilastirildiginda anlamli
fark gozlenirken (sirasiyla p=0,000 ve p=0,000), %0,01 konsantrasyonda 24 ile 72. saat ve 48
ile 72. saat arasinda anlamli fark bulundu (sirasiyla p=0,006 ve p=0,025) (Tablo 3.5).

MTT sonuglarina gore ayn1 dis macununun c¢alismada kullanilan tiim
konsatrasyonlarinin karsilastirilmasina yonelik hazirlanan istatistiksel tablolar incelendiginde;
dort farkli dis macununun degisik konsantrasyonlar1 arasinda istatistiksel olarak anlamli
farklhiliklar  tespit  edilmistir  (p<0,05). Bununla birlikte ikili  karsilastirmalar
degerlendirildiginde bircogunda %1 ve %0,50 konsantrasyonlarmin birbirine benzer, bu iki
konsantrasyonun gerek kontrol grubuyla gerekse %0,10, %0,05 ve %0,01 konsantrasyonlara
gore farkli oldugu anlasilmistir. Ayni durum dis macunlarinin %0,10, %0,05 ve %0,01
konsantrasyonlar1 i¢cinde gegerlidir. Bu konsantrasyonlar birbirleriyle benzer goriiniirken %1
ve %0,50 ile kiyaslandiklarinda anlamli farklar tespit edilmistir. Yukarida siralanan tablolarda
yer alan ortalamalar degerlendirildiginde; dis macunlarinin konsantrasyonlar1 azaldik¢a genel
olarak canli hiicre sayilarmin arttig1 tespit edilmektedir. Konsantrasyonlar arttik¢a toksisite

artmaktadir.

Ikili karsilastirmalarda genel olarak diisiik konsantrasyonlar ile kontrol grubu arasinda
anlaml farklar bulunmazken, dozlar arttik¢a kontrol grubundan sapmalar gézlemlenmektedir.
GC Tooth Mousse’un yliksek konsantrasyonlar1 ile kontrol grubu arasinda anlamli fark
bulunmazken, diger dis macunlarinda 6zellikle siire ilerledik¢e kontrol grubuna gore toksisite

artmaktadir.

42



MTT sonuglarina gore dort farkli dis macununun tiim konsantrasyonlari siire agisindan
degerlendirildiginde; Signal’in % 0,1’lik ve % 0,05’lik, Colgate’in % 0,5’lik ve % 0,05°1lik

konsantrasyonlarinda siire agisindan anlamli bir fark bulunamamistir (p>0,05).

Tim dis macunlar1 genel olarak siire acisindan degerlendirildiginde; daha fazla 24-72
saat arasindaki degisimler anlamli ¢ikmaktadir. 48-72 saat arasindaki degisimlere daha az

rastlanilirken, 24-48 saat arasinda ¢cok daha az anlamli fark tespit edilmistir.

GC Tooth Mousse’un 24 saatten sonraki siire¢ boyunca hiicre canlilig1 diizenli sekilde
artarken, diger dis macunlarindaki degisim farkl gergeklesmistir. Genel olarak % 0,1, % 0,05
ve % 0,01 gibi diisik konsantrasyonlarda siire ile birlikte hiicre canlihiginda artig
gozlemlenirken, % 1 ve % 0,5 gibi yliksek konsantrasyonlarda zaman i¢inde hiicre canliliklar1

azalmistir.

Tablo 3.6 MTT sonuglarina gore tiim dis macunlart i¢in %1 konsantrasyon ve ikili
karsilagtirmalarinin 24, 48, 72 saat sonucunda olusan P degeri

Dis Macunu (n) 24.saat 48. saat 72.saat
GC (3) 0,41+0,03 0,57+0,06 0,71+0,18
Signal (3) 0,23+0,02 0,35+0,02 0,40+0,06
Colgate (3) 0,36+0,00 0,19+0,00 0,19+0,01
Paradontax (3) 0,13+0,01 0,12+0,02 0,16+0,02
P 0,000 0,000 0,000

Tablo 3.7 %1 Konsantrasyonlari i¢in ¢oklu karsilastirma (Post Hoc Testi)

24.saat 48. saat 72. saat
Ortalam Ortalam Ortalam
(D Macun (J) Macun | a Fark P a Fark P a Fark P
d-J) d-J) dI-J)
Signal -0,18* | 0,000 0,23%* 0,000 0,31* 0,015
GC Colgate 0,05 0,061 0,39%* 0,000 0,53* 0,001
Paradontax 0,27%* 0,000 0,46* 0,000 0,55* 0,000
GC -0,18* | 0,000 -0,23* 0,000 -0,31%* 0,015
Signal Colgate -0,13* | 0,000 0,16%* 0,001 0,22 0,078
Paradontax 0,93%* 0,001 0,23%* 0,000 0,24* 0,049
GC -0,05 0,061 -0,39* 0,000 -0,53%* 0,001
Colgate Signal 0,13%* 0,000 -0,16* 0,001 -0,22 0,078
Paradontax 0,23%* 0,000 0,07 0,100 0,03 0,986
GC -0,27* | 0,000 -0,46* 0,000 -0,55%* 0,000
Paradontax Signal -0,93* | 0,001 -0,23* 0,000 -0,24%* 0,049
Colgate -0,23* | 0,000 -0,07 0,100 -0,03 0,986
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Dis macunlarininin %1 konsantrasyonu i¢in MTT sonuglar1 karsilastirildiginda 24, 48
ve 72. saatlerde dis macunlar1 arasinda anlamli fark oldugu goriildii (p<0,05) (Tablo 3.6).
Yapilan Post Hoc analiz sonuclarma gore 24. Saatte GC ile Colgate gruplarmin ikili
karsilagtirmalar1 farkli bulunmazken (p>0,05) diger dis macunlarinin karsilastirilmasinda
anlamli farkliliklar goriildii. 48. saatte Parodonax ile Colgate gruplarinin ikili karsilagtirmalar:
farkli bulunmazken (p>0,05) diger dis macunlarmnin karsilastirilmasinda anlamli farkliliklar
goriildii. 72. saatte Signal ile Colgate ve Parodonax ile Colgate gruplarmin ikili
karsilastirmalar1 farkli bulunmazken (swrasiyla p=0,078 ve p=0,986) diger dis macunlarmin

karsilagtirilmasinda anlamhi farkliliklar goériildi. (Tablo 3.7)

Tablo 3.8 MTT sonuglarina gore tiim dis macunlar1 i¢cin %0,50 konsantrasyon ve ikili
karsilagtirmalarinin 24, 48, 72 saat sonucunda olusan P degeri

Dis Macunu (n) 24.saat 48. saat 72.saat
GC (3) 0,64+0,02 0,69+0,06 0,87+0,05
Signal (3) 0,38+0,02 0,37+0,01 0,52+0,06
Colgate (3) 0,40+0,05 0,29+0,05 0,33+0,04
Paradontax (3) 0,36+0,03 0,19+0,01 0,21+0,02
P 0,000 0,000 0,000

Tablo 3.9 9%0,50 Konsantrasyonlar1 i¢cin ¢oklu karsilastirma (Post Hoc Testi)

24.saat 48. saat 72. saat
Ortalam Ortalam Ortalam
(D Macun (J) Macun | a Fark P a Fark P a Fark P
d-J) d-J) d-J)
Signal 0,26* 0,000 0,32%* 0,000 0,36%* 0,000
GC Colgate 0,24%* 0,000 0,40%* 0,000 0,55%* 0,000
Paradontax 0,28%* 0,000 0,51%* 0,000 0,66%* 0,000
GC -0,26* | 0,000 -0,32* 0,000 -0,36* 0,000
Signal Colgate -0,02 0,861 0,08 0,154 0,19%* 0,003
Paradontax 0,02 0,933 0,18%* 0,002 0,30%* 0,000
GC -0,24* | 0,000 -0,40* 0,000 -0,55* 0,000
Colgate Signal 0,02 0,861 -0,08 0,154 -0,19* 0,003
Paradontax 0,04 0,549 0,11%* 0,050 0,11 0,055
GC -0,28* | 0,000 -0,51* 0,000 -0,66* 0,000
Paradontax Signal -0,02 0,933 -0,18* 0,002 -0,30* 0,000
Colgate -0,04 0,549 -0,16* 0,050 -0,11 0,055
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Dis macunlarininin %0,50 konsantrasyonu icin MTT sonuglar1 karsilastirildiginda 24,
48 ve 72. saatlerde dis macunlar1 arasinda anlamli fark oldugu goriildii (p<0,05) (Tablo 3.8).
Yapilan Post Hoc analiz sonuglarina gore 24. Saat, 48 saat ve 72 saat karsilastirmalarinin
tamaminda GC Tooth Mousse diger dis macunlarindan farkli gézlemlendi (p<0,05). 24. Saatte
Signal, Colgate ve Paradontax gruplarinin ikili karsilagtirmalar1 farkli bulunmadi (p>0,05).
48. saatte Signal ile Colgate gruplarmimn ikili karsilastirmalar: farkli bulunmazken (p>0,05)
diger dis macunlarmin karsilastirilmasinda anlamli farkliliklar goriildii (p<0,05). 72. saatte
Parodonax ile Colgate gruplarmin ikili karsilastirmalar: farkli bulunmazken (p>0,05) diger dis

macunlarin karsilastirilmasinda anlaml farkliliklar goriildi (p<0,05). (Tablo 3.9)

Tablo 3.10 MTT sonuglarma gore tiim dis macunlar1 i¢cin %0,10 konsantrasyon ve ikili
karsilagtirmalarinin 24, 48, 72 saat sonucunda olusan P degeri

Dis Macunu (n) 24.saat 48. saat 72.saat
GC (3) 0,65+0,09 0,75+0,04 1,00+0,04
Signal (3) 0,75+0,12 0,88+0,11 0,97+0,05
Colgate (3) 0,73+0,05 0,63+0,03 0,49+0,08
Paradontax (3) 0,56+0,06 0,61+0,04 0,70+0,04
P 0,075 0,013 0,000

Tablo 3.11 %0,10 Konsantrasyonlari i¢in ¢oklu karsilastirma (Post Hoc Testi)

48.saat 72. saat
Ortalama Ortalama
(D Macun (J) Macun Fark (I-J) P Fark (I-J) P
Signal -0,06 0,720 0,03 0,886
GC Colgate 0,12 0,170 0,50%* 0,000
Paradontax 0,15 0,083 0,30* 0,001
GC 0,06 0,720 -0,03 0,886
Signal Colgate 0,18%* 0,038 0,47* 0,000
Paradontax 0,20%* 0,019 0,27* 0,001
GC -0,12 0,170 -0,50* 0,000
Colgate Signal -0,18%* 0,038 -0,47* 0,000
Paradontax 0,03 0,955 -0,21%* 0,006
GC -0,15 0,083 -0,30* 0,001
Paradontax Signal -0,20%* 0,019 -0,27%* 0,001
Colgate -0,03 0,955 0,21%* 0,006
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Dis macunlarininin %0,10 konsantrasyonu i¢cin MTT sonuglar1 karsilastirildiginda 24.
saat disinda, 48 ve 72. saatlerde dis macunlar1 arasinda anlaml fark oldugu gorildi (p<0,05)
(Tablo 3.10). Yapilan Post Hoc analiz sonuglarina gore 48. saatte Signal ile Colgate ve Signal
ile Paradontax gruplarinin ikili karsilastirmalar1 farkli bulunurken (sirasiyla p=0,038 ve
p=0,019) diger dis macunlarmin karsilastirilmasinda anlamli farkliliklar goriilmedi (p>0,05).
72. saatte GC Tooth Mousse ile Signal gruplarinin ikili karsilastirmalar1 farkli bulunmazken
(p>0,05) diger dis macunlarmin karsilastirilmasinda anlamli farkliliklar goriildi (p<0,05).
(Tablo 3.11)

Tablo 3.12 MTT sonuglarina gore tiim dis macunlar1 i¢cin %0,05 konsantrasyon ve
ikili kargilastirmalarinin 24, 48, 72 saat sonucunda olusan P degeri

Dis Macunu 24.saat 48. saat 72.saat
(n)
GC (3) 0,81+0,08 0,89+0,07 1,06+0,09
Signal (3) 0,59+0,09 0,58+0,03 0,54+0,07
Colgate (3) 0,66+0,08 0,80+0,06 0,79+0,06
Paradontax (3) 0,65+0,03 0,67+0,05 1,04+0,06
P 0,030 0,000 0,000

Tablo 3.13 %0,05 Konsantrasyonlari i¢in ¢oklu karsilastirma (Post Hoc Testi)

24.saat 48. saat 72. saat
Ortalam Ortalam Ortalam
(D Macun (J) Macun | a Fark P a Fark P a Fark P
d-J) d-J) d-J)
Signal 0,22* 0,024 0,32* 0,000 0,52* 0,000
GC Colgate 0,15 0,123 0,10 0,212 0,27* 0,006
Paradontax 0,16 0,102 0,22* 0,005 0,02 0,978
GC -0,22%* 0,024 -0,32* 0,000 -0,52* 0,000
Signal Colgate -0,07 0,669 -0,22%* 0,004 -0,25* 0,011
Paradontax -0,06 0,741 -0,10 0,191 -0,50* 0,000
GC -0,15 0,123 -0,10 0,212 -0,27* 0,006
Colgate Signal 0,07 0,669 0,22* 0,004 0,25* 0,011
Paradontax 0,01 0,999 0,12 0,085 -0,25* 0,010
GC -0,16 0,102 -0,22* 0,005 -0,02 0,978
Paradontax Signal 0,06 0,741 0,10 0,191 0,50* 0,000
Colgate -0,01 0,999 -0,12 0,085 0,25* 0,010
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Dis macunlarininin %0,05 konsantrasyonu icin MTT sonuglar1 karsilastirildiginda 24,
48 ve 72. saatlerde dis macunlar1 arasinda anlamli fark oldugu goriildi (p<0,05) (Tablo 3.12).
Yapilan Post Hoc analiz sonuglarina gore 24. saatte GC Tooth Mousse ile Signal gruplarinin
ikili karsilastirilmasinda anlamli farklilik goriiniirken (p=0,024) diger dis macunlarinin
karsilagtirilmasinda anlaml fark goriilmedi (p>0,05). 48. saatte GC Tooth Mousse ile Signal,
GC Tooth Mousse ile Paradontax ve Signal ile Colgate gruplarinin ikili karsilagtirmalar: farkl
bulunurken (swrasiyla p=0,000, p=0,005 ve p=0,004) diger dis macunlarinin
karsilagtirilmasinda anlamli farkliliklar gézlenmedi (p>0,05). 72. saatte GC Tooth Mousse ile
Parodonax gruplarinin ikili karsilastirmalar1 farkli bulunmazken (p>0,05) diger dis

macunlarin karsilastirilmasinda anlaml farkliliklar goriildii (p<0,05). (Tablo 3.13)

Tablo 3.14 MTT sonuglarma gore tiim dis macunlar1 i¢cin %0,01 konsantrasyon ve ikili
karsilagtirmalarinin 24, 48, 72 saat sonucunda olusan P degeri

Dis Macunu 24.saat 48. saat 72.saat
(n)
GC (3) 0,93+0,03 0,98+0,07 1,24+0,15
Signal (3) 0,73+0,10 0,52+0,05 1,06+£0,01
Colgate (3) 0,79+0,07 0,87+0,10 1,06+0,07
Paradontax (3) 0,51+0,02 0,59+0,04 0,80+0,12
P 0,000 0,000 0,005

Tablo 3.15 %0,01 Konsantrasyonlari i¢in ¢oklu karsilastirma (Post Hoc Testi)

24.saat 48. saat 72. saat
Ortalam Ortalam Ortalam
(D Macun (J) Macun | a Fark P a Fark P a Fark P
d-J) d-J) d-J)
Signal 0,20%* 0,020 0,47* 0,000 0,18 0,218
GC Colgate 0,15 0,085 0,12 0,237 0,19 0,195
Paradontax 0,42%* 0,000 0,40%* 0,000 0,45%* 0,003
GC -0,20* | 0,020 -0,47* 0,000 -0,18 0,218
Signal Colgate -0,05 0,732 -0,35* 0,001 0,01 1,000
Paradontax 0,22%* 0,013 -0,07 0,610 0,27 0,050
GC -0,15 0,085 -0,12 0,237 -0,19 0,195
Colgate Signal 0,05 0,732 0,35%* 0,001 -0,01 1,000
Paradontax 0,27* 0,003 0,28%* 0,005 0,26 0,056
GC -0,42* | 0,000 -0,40* 0,000 -0,45* | 0,003
Paradontax Signal -0,22* | 0,013 0,07 0,610 -0,27 0,050
Colgate -0,27* | 0,003 -0,28* 0,005 -0,26 0,056
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Dis macunlarininin %0,01 konsantrasyonu icin MTT sonuglar1 karsilastirildiginda 24,
48 ve 72. saatlerde dis macunlar1 arasinda anlamli fark oldugu goriildii (p<0,05) (Tablo 3.14).
Yapilan Post Hoc analiz sonuglarma gore 24. saatte GC Tooth Mousse ile Colgate ve Signal
ile Colgate gruplarmin ikili karsilagtirilmasinda anlamli farklilik goriinmezken (sirasiyla
p=0,085 ve p=0,732) diger dis macunlarinin karsilastirilmasinda anlamli fark go6zlendi
(p<0,05). 48. saatte GC Tooth Mousse ile Colgate, Signal ile Paradontax gruplarmin ikili
karsilastirmalarinda fark bulunmazken (sirasiyla p=0,237 ve p=0,610) diger dis macunlarinin
karsilagtirilmasinda anlamli farkliliklar goriildii (p<0,05). 72. saatte GC Tooth Mousse ile
Parodonax gruplarmin ikili karsilastirmalarinda anlaml fark goriiliirken (p=0,003) diger dis

macunlarmin karsilastirilmasinda anlaml farkliliklar goriilmedi (p>0,05) (Tablo 3.15)

MTT sonuglarma gore ayni konsantrasyonlardaki farkli dis macunlarmin
karsilastirilmasma yonelik hazirlanan istatistiksel tablolar incelendiginde; toplam dort farkl
dis macununun birbirleriyle olan alt1 farkli karsilastirmalar1 24, 48 ve 72. satler dikkate

alinarak degerlendirildi.

24. saatin sonunda genel olarak konsantrasyonlar azaldikc¢a (%0,01’lik konsantrasyon
hari¢), dis macunlar1 arasindaki farkliliklar da azalmaktadir. Bununla birlikte %0,10’luk

konsantrasyonda dis macunlar1 arasinda herhangi bir anlamli fark bulunamadi (p>0,05).

48. saatin sonunda; dis macunlarinin karsilastirmasinda, yliksek konsantrasyonlarda
daha fazla anlaml farkliliklar ortaya cikarken, konsantrasyonlar azaldik¢a farkliliklar da

azalmistir.

72. saatin sonunda; %0,01°lik konsantrasyon hari¢ dis macunlarina ait diger tiim
konsantrasyonlarm karsilastirmasinda daha ¢ok anlamli fark bulunurken (p<0,05), %0,01 lik
konsantrasyon i¢in sadece GC Tooth Mousse ile Paradontax arasinda anlamli fark

bulunmustur (p=0,003).

%1 ve %0,50 gibi yiiksek konsantrasyonlarda ¢ok kisa siirede dis macunlar1 arasindaki
fark ortaya cikarken, diisiik konsantrasyonlarda siire ile farklar anlamlilik kazanmaktadir. 48

ve 72 saatin sonunda ise tiim dis macunlar1 arasindaki fark belirginlesmistir.

Yukarida yer alan tablolardaki rakamlar degerlendirildiginde; % 1, % 0,5, % 0,1 ve %
0,01’lik konsantrasyonlarda Paradontax en diisiik hiicre canliligma sahiptir (%0,10’un 72.saati

ve %0,01’lik konsantrasyonun 48. saati harig). %0,05’lik konsantrasyonda en az hiicre
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canliligina sahip Signal’dir. %0,1’°lik konsantrasyonun 24 ve 48 saatleri haricinde en yiiksek

hiicre canlilig1 ise GC Tooth Mousse’da gdzlemlenmektedir.

Grafik 3.1 Colgate, tiim konsantrasyonlar, 24 saat
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Grafik 3.2 Signal, tiim konsantrasyonlar, 24 saat
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Grafik 3.3 Paradontax, tiim konsantrasyonlar, 24 saat
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Grafik 3.4 GC Tooth Mousse, tiim konsantrasyonlar, 24 saat
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Grafik 3.1 — 3.4 incelendiginde; dis macunu yogunlugu azaldikca canli hiicre sayisiin
genel olarak arttig1 tespit edilmistir. Colgate, Signal ve Paradontax’m %1 ve %0,5’lik
konsantrasyonlar1 kontrol hiicre grubuna kiyasla daha altta yer alirken, GC Tooth Mousse’un

%0,5’lik konsantrasyonu kontrol grubuna yakin ¢ikmustir.
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Grafik 3.5 Tiim dis macunlarinin %1 konsantrasyonu, 24 saat
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Grafik 3.6 Tiim dis macunlarinin %0,5 konsantrasyonu, 24 saat
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Grafik 3.7 Tiim dis macunlarinin %0,1 konsantrasyonu, 24 saat
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Grafik 3.8 Tiim dis macunlarinin %0,05 konsantrasyonu, 24 saat
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Grafik 3.9 Tiim dis macunlarmin %0,01 konsantrasyonu, 24 saat
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Grafik 3.5 — 3.9 degerlendirildiginde; %0,1’lik konsantrasyon haricinde GC Tooth
Mousse’un tiim konsantrasyonlarda en yiiksek hiicre indeksine sahip oldugu goriilmiistiir.
Buna karsilik Paradontax canli hiicre oraninda en altta yer almistir (9%0,05°lik konsantrasyon

haric).

Tiim dis macunlarinin %]1°lik konsantrasyonlar1 kontrol hiicre grubunun altinda yer
almistir. GC Tooth Mousse’un %0,5’lik konsantrasyonu kontrol grubuna paralelken, diger
macunlarin  %0,5’lik  konsantrasyonlar1 kontrol grubunun altinda yer almustir. Diisiik

konsantrasyonlari tamaminda kontrol hiicre grubuna yakin bir goriintii elde edilmistir.

GC Tooth Mousse haricindeki diger dis macunlarmin %1 ve %0,5’lik
konsantrasyonlari, 24, 48 ve 72 saatlerde kontrol hiicre grubuna gore negatif yonde
seyrederken, diger konsantrasyonlar1 paralel seyretmistir. GC Tooth Mousse’da ise sadece
%1°lik konsantrasyonun ilk 24 saati kontrol grubunun altinda yer almis olup, diger tiim

konsantrasyonlar siire¢ dahilinde pozitif seyretmistir.
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3.2 RTCA Sonuclan

Tablo 3.16 RTCA sonuglari, 24-48-72 saat uygulamasi

RTCA SONUGLARI (24-48-72 SAAT)

SAAT  KONSANTRASYON GC TOOTH MOUSSE SIG U COLGATE TOTAL PARADONTAX

KONTROL 0,7914 | 0,8223 | 0,7315 | 0,7914 | 0,8223 | 0,7315 | 0,7914 | 0,8223 | 0,7315 | 0,7914 | 0,8223 | 0,7315

0,50% 0,9610 [ 0,9506 -0,0917 | -0,1969 -0,0604 | -0,1294 -0,0788 | -0,0845
24 SAAT 0,10% 0,4948 | 0,7648 | 0,6781 | 0,8499 | 1,0580 | 0,7930 | 0,5537 | 0,9488 | 0,8646 | 0,3890 | 0,8092 | 0,6792
0,05% 0,8667 | 1,1053 | 1,0409 | 09336 | 0,6661 | 0,8192 | 0,8640 | 0,8843 | 0,8422 | 0,8544 | 0,8171 | 0,8336
0,01% 1,0667 | 1,0973 | 0,7758 | 0,7124 | 1,0104 | 0,9480 | 0,4866 | 0,8326 | 0,9994 | 0,6408 | 0,6614 | 0,6820
KONTROL 1,0029 | 1,0066 | 0,8730 | 1,0029 | 1,0066 | 0,8730 | 1,0029 | 1,0066 | 0,8730 | 1,0029 | 1,0066 | 0,8730

0,50% 1,1920 | 1,0810 -0,1633 | -0,2763 -0,1957 | -0,2470 -0,2289 | -0,2614
48 SAAT 0,10% 0,6125 | 0,9331 | 0,9014 | 1,1834 | 1,4377 | 1,1356 | 0,5956 | 0,9652 | 0,9516 | 0,4315 | 0,9930 | 0,8340
0,05% 1,1940 | 1,4768 | 1,3972 | 1,2804 | 0,7705 | 1,1741 | 0,9892 | 0,9859 | 0,9833 | 1,1051 | 1,1120 | 1,1480
0,01% 1,4650 | 1,4586 | 1,1408 | 0,9270 | 1,3202 | 1,3229 | 0,5185 | 0,9118 | 1,1914 | 09109 | 0,9111 [ 0,9113
KONTROL 1,6636 | 1,3957 | 1,2813 | 1,6636 | 1,3957 | 1,2813 | 1,6636 | 1,3957 | 1,2813 | 1,6636 | 1,3957 | 1,2813

0,50% 1,5984 | 1,3519 -0,2049 | -0,3279 -0,2624 | -0,3135 -0,2934 | -0,3195
72 SAAT 0,10% 09513 [ 1,4450 | 1,5208 | 1,5931 | 1,929 | 1,6720 | 0,8588 | 1,2995 | 1,1859 | 0,4785 | 1,2737 | 1,1172
0,05% 1,8168 | 2,0309 | 2,0341 | 1,7578 | 1,1513 | 1,6163 | 1,4668 | 1,3118 | 1,4617 | 1,9169 | 1,8003 | 1,9716
0,01% 2,1627 | 2,0899 | 1,7213 | 14674 | 1,8337 | 1,9697 | 0,7257 | 1,3873 | 1,8926 | 1,5215 | 1,5375 | 1,5535

Tablo 3.17 Dis macunlarindan bagimsiz donemler i¢in tek 6rneklem Kolmogorov-Smirnov
normal dagilma uygunluk testi

Donem [N (Gozlem Sayis1) | K - S istatistigi | P (Anl. Diiz.)
24 Saat 47 0,22 0,000
48 Saat 47 0,24 0,000
72 Saat 47 0,21 0,000

HO: Degiskenler normal dagilima uygundur.
P = 0,000 < tablo degeri (0,05) oldugu icin HO Red edilebilir.

Tablo 3.17°deki veriler incelendiginde; dort farkli konsantrasyon, ii¢ farkli zaman
dilimi ve dort farkli dis macunu ihtiva eden RTCA sonug¢ verileri normal dagilima uygun
¢tkmadi (p<0,05). Bu nedenle nonparametrik hipotez testi Kruskal Wallis yapilmasina karar

verildi.
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Tablo 3.18 RTCA

sonuglarina gore aym dis macunu igin

tim konsatrasyonlarin

karsilagtirilmasi

Konsantrasyon | 24 saat (ortanca) 48 saat (ortanca) 72 saat (ortanca)
Kontrol 0,79 (0,73-0,82) 1,00 (0,87-1,01) 1,40 (1,28-1,66)
0,50% 0,96 (0,95-0,96) 1,14 (1,08-1,19) 1,48 (1,35-1,60)
@) 0,10% 0,68 (0,50-0,77) 0,90 (0,61-0,93) 1,45 (0,95-1,52)
© 0,05% 1,04 (0,87-1,11) 1,40 (1,19-1,48) 2,03 (1,82-2,03)
0,01% 1,07 (0,78-1,10) 1,46 (1,14-1,47) 2,09 (1,72-2,16)

0,50% -0,14 (-0,20- -0,09) -0,22 (-0,28- -0,16) -0,27 (-0,33- -0,21)
Té 0,10% 0,85 (0,79-1,06) 1,18 (1,14-1,44) 1,67 (1,59-1,93)
%o 0,05% 0,82 (0,67-0,93) 1,17 (0,77-1,28) 1,62 (1,15-1,76)
0,01% 0,95 (0,71-1,01) 1,32 (0,93-1,32) 1,83 (1,47-1,97)

© 0,50% -0,10 (-0,13--0,06) -0,22 (-0,25--0,20) -0,29 (-0,31- -0,26)
§o 0,10% 0,87 (0,55-0,95) 0,95 (0,60-0,97) 1,19 (0,86-1,30)
3 0,05% 0,86 (0,84-0,88) 0,99 (0,98-0,99) 1,46 (1,31-1,47)
0,01% 0,83 (0,49-0,10) 0,91 (0,52-1,19) 1,39 (0,73-1,89)

s 0,50% -0,08 (-0,09- -0,08) -0,25 (-0,26- -0,23) -0,31 (-0,32- -0,29)
:§ 0,10% 0,68 (0,39-0,809) 0,83 (0,43-0,99) 1,12 (0,48-1,27)
g 0,05% 0,83 (0,82-0,85) 1,11 (1,11-1,15) 1,92 (1,80-1,97)
R 0,01% 0,66 (0,64-0,68) 0,91 (0,91-0,91) 1,54 (1,52-1,55)
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Tablo 3.19 RTCA sonuglarma gore ayni dis macununun tiim konsantrasyonlarmin ve ikili
karsilastirmalarmin P degeri

Konsantrasyon P (24 saat) P (48 saat) P (72 saat)
Gce 0,061 0,029* 0,045*
Kontrol & 0,5 0,083 0,083 1,000
Kontrol & 0,1 0,127 0,275 0,827
Kontrol & 0,05 0,050 0,050 0,050
Kontrol & 0,01 0,275 0,050 0,050
0,5 & 0,1 0,083 0,083 0,564
0,5 & 0,05 0,564 0,083 0,083
0,5 & 0,01 0,564 0,248 0,083
0,1 & 0,05 0,050 0,050 0,050
0,1 & 0,01 0,050 0,050 0,050
0,05 & 0,01 0,827 0,827 0,513
Signal 0,170 0,112 0,121
Colgate 0,160 0,165 0,119
Paradontax 0,032* 0,034* 0,019*
Kontrol & 0,5 0,083 0,083 0,083
Kontrol & 0,1 0,275 0,127 0,050
Kontrol & 0,05 0,127 0,050 0,050
Kontrol & 0,01 0,050 0,513 0,513
0,5 & 0,1 0,083 0,083 0,083
0,5 & 0,05 0,083 0,083 0,083
0,5 & 0,01 0,083 0,083 0,083
0,1 & 0,05 0,050 0,050 0,050
0,1 & 0,01 0,827 0,513 0,050
0,05 & 0,01 0,050 0,050 0,050

*p<0,05

RTCA sonuglarma goére ayni dis macununun c¢alismada kullanilan tiim
konsatrasyonlarinin karsilastirilmasima yonelik hazirlanan istatistiksel tablolar (Tablo 3.18 ve
Tablo 3.19) incelendiginde; GC Tooth Mousse’un 48 ve 72. saatlerindeki ve Paradontax’in
tim saatlerdeki konsantrasyonlarinin farklar1 anlamli bulunurken (p<0,05); Signal ve
Colgate’in farkli konsantrasyonlarinda anlaml fark goriilmemistir (p>0,05). Bununla birlikte
Signal ve Colgate’in % 0,5’lik konsantrasyonlarinin gerek kontrol grubundan gerekse diger
yiizdelik konsantrasyonlardan ¢ok farkli oldugu goriilebilmektedir.  GC Tooth Mousse’un
aksine Paradontax’m % 0,5’lik konsantrasyonu da eksi degerlerde yer almaktadir. Tablo
3.18’de yer alan veriler degerlendirildiginde; dis macunlarmin konsantrasyonlar1 azaldik¢a

genel olarak canli hiicre sayilarmin arttig1 tespit edilmektedir. Yiiksek konsantrasyonlarda
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fark daha net anlasilabilirken, diisiik konsantrasyonlarda farklar ¢cok daha az degerlere

Inmistir.

Tablo 3.20 RTCA sonuglarma gore ayni konsantrasyon ic¢in farkli dis macunlarmin

karsilastirilmasi
Konsantrasyon | 24 saat (ortanca) 48 saat (ortanca) 72 saat (ortanca)
Kontrol 0,79 (0,73-0,82) 1,00 (0,87-1,01) 1,40 (1,28-1,66)
GC 0,96 (0,95-0,96) 1,14 (1,08-1,19) 1,48 (1,35-1,60)
§ Signal -0,14 (-0,20- -0,09) | -0,22 (-0,28--0,16) -0,27 (-0,33- -0,21)
2 Colgate -0,10 (-0,13--0,06) | -0,22 (-0,25--0,20) -0,29 (-0,31- -0,26)
Paradontax -0,08 (-0,09- -0,08) | -0,25 (-0,26- -0,23) -0,31 (-0,32- -0,29)
" GC 0,68 (0,50-0,77) 0,90 (0,61-0,93) 1,45 (0,95-1,52)
g Signal 0,85 (0,79-1,06) 1,18 (1,14-1,44) 1,67 (1,59-1,93)
; Colgate 0,87 (0,55-0,95) 0,95 (0,60-0,97) 1,19 (0,86-1,30)
Paradontax 0,68 (0,39-0,81) 0,83 (0,43-0,99) 1,12 (0,48-1,27)
. GC 1,04 (0,87-1,11) 1,40 (1,19-1,48) 2,03 (1,82-2,03)
% Signal 0,82 (0,67-0,93) 1,17 (0,77-1,28) 1,62 (1,15-1,76)
§ Colgate 0,86 (0,84-0,88) 0,99 (0,98-0,99) 1,46 (1,31-1,47)
Paradontax 0,83 (0,82-0,85) 1,11 (1,11-1,15) 1,92 (1,80-1,97)
. GC 1,07 (0,78-1,10) 1,46 (1,14-1,47) 2,09 (1,72-2,16)
§ Signal 0,95 (0,71-1,01) 1,32 (0,93-1,32) 1,83 (1,47-1,97)
§ Colgate 0,83 (0,49-0,10) 0,91 (0,52-1,19) 1,39 (0,73-1,89)
Paradontax 0,66 (0,64-0,68) 0,91 (0,91-0,91) 1,54 (1,52-1,55)
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Tablo 3.21 RTCA sonuglarma gore aym1 konsantrasyonlardaki farkli dis macunlarinmn ikili
karsilastirmalarmin P degeri

Konsantrasyon P (24 saat) P (48 saat) P (72 saat)
0,50% 0,160 0,244 0,244
GC & Signal 0,121
GC & Colgate 0,121
GC & Paradontax 0,121
Signal & Colgate 1,000
Signal & Paradontax 1,000
Colgate & Paradontax 0,439
0,10% 0,204 0,094 0,063
GC & Signal 0,050
GC & Colgate 0,275
GC & Paradontax 0,275
Signal & Colgate 0,050
Signal & Paradontax 0,050
Colgate & Paradontax 0,513
0,05% 0,129 0,075 0,033*
GC & Signal 0,050
GC & Colgate 0,050
GC & Paradontax 0,275
Signal & Colgate 0,513
Signal & Paradontax 0,050
Colgate & Paradontax 0,050
0,01% 0,132 0,066 0,183
GC & Signal 0,275
GC & Colgate 0,127
GC & Paradontax 0,050
Signal & Colgate 0,275
Signal & Paradontax 0,513
Colgate & Paradontax 0,513

*p<0,05

RTCA sonucglarma gore ayni konsantrasyonlardaki farkli dis macunlarmin
karsilagtirilmasma yonelik hazirlanan istatistiksel tablolar (Tablo 3.20 ve tablo 3.21)
incelendiginde; 24 ve 48 saatin sonunda olusan degerler istatistiksel olarak anlamli bir fark
olusturmamaktadirlar (p>0,05). Yalnizca 72 satin sonunda % 0,05’lik konsantrasyonda dis
macunlar1 arasinda olusan fark anlamhi ¢ikmistir (p<0,05). Bununla birlikte ikili
karsilagtirmalar degerlendirildiginde GC Tooth Mousse ve Paradontax’in Signal ve Colgate

ile aralarinda olusan p degerinin 0,05’¢ esit oldugu gozlenmistir. Tablo 3.20’de yer alan
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rakamlar degerlendirildiginde; GC Tooth Mousse’un aksine Signal, Colgate ve Paradontax’in
% 0,5’lik konsantrasyonundaki hiicresel indeksin negatif degerler tasidig1 gézlenmektedir. GC

Tooth Mousse; % 0,1’lik konsantrasyonu hari¢ en ¢ok hiicre canliligina sahipken diger dis

macunlariin degerleri birbirine benzer ¢ikmistir.

Tablo 3.22 RTCA sonuglarina gore 24-48-72 saat kiyaslamasi

Konsantrasyon 24 saat (ortanca) 48 saat (ortanca) 72 saat (ortanca) P

Gc %0,5’lik 0,96 (0,71-0,72) 1,14 (0,81-0,89) 1,48 (1,01-1,20) 0,135
Signal 9%0,5°1ik -0,14 (-0,15-0,20) -0,22 (-0,21-0,15) -0,27 (-0,25-0,12) 0,135
Colgate %0,5’1ik -0,10(-0,10- -0,11) -0,22 (-0,19- -0,22) -0,29 (-0,24- -0,27) | 0,135
Paradontax %0,5’lik -0,08 (-0,06- -0,12) -0,25 (-0,20- -0,23) -0,31 (-0,24- -0,28) | 0,135
Ge %0,1’lik 0,68 (0,50-0,77) 0,90 (0,61-0,93) 1,45 (0,95-1,52) 0,05
Signal %0,1°1lik 0,85 (0,79-1,06) 1,18 (1,14-1,44) 1,67 (1,59-1,93) 0,05
Colgate %0,1’lik 0,87 (0,55-0,95) 0,95 (0,60-0,97) 1,19 (0,86-1,30) 0,05
Paradontax %0, 1’lik 0,68 (0,39-0,81) 0,83 (0,43-0,99) 1,12 (0,48-1,27) 0,05
Ge %0,05°lik 1,04 (0,87-1,11) 1,40 (1,19-1,48) 2,03 (1,82-2,03) 0,05
Signal 9%0,05°1ik 0,82 (0,67-0,93) 1,17 (0,77-1,28) 1,62 (1,15-1,76) 0,05
Colgate %0,05’lik 0,86 (0,84-0,88) 0,99 (0,98-0,99) 1,46 (1,31-1,47) 0,05
Paradontax %0,05°lik 0,83 (0,82-0,85) 1,11 (1,11-1,15) 1,92 (1,80-1,97) 0,05
Ge %0,01°lik 1,07 (0,78-1,10) 1,46 (1,14-1,47) 2,09 (1,72-2,16) 0,05
Signal 90,01 lik 0,95 (0,71-1,01) 1,32 (0,93-1,32) 1,83 (1,47-1,97) 0,05
Colgate %0,01’lik 0,83 (0,49-0,10) 0,91 (0,52-1,19) 1,39 (0,73-1,89) 0,05
Paradontax %0,01°lik 0,66 (0,64-0,68) 0,91 (0,91-0,91) 1,54 (1,52-1,55) 0,05
Kontrol 0,79 (0,73-0,82) 1,00 (0,87-1,01) 1,40 (1,28-1,66) 0,135

*p<0,05

RTCA sonucglarma gore dort farkli dis macununun tiim konsantrasyonlari stire
acisindan degerlendirildiginde; % 0,50 haricindeki konsantrasyonlarda, tiim dis macunlarmin

p degeri 0,05 bulunmustur (Tablo 3.22).

% 0,1, % 0,05 ve % 0,01’lik konsantrasyonlarda stire ilerledik¢e hiicre indeksi
artarken, % 0,5’lik konsantrasyonda GC Tooth Mousse un hiicre indeksi artmis diger negatif

degerli tiim dis macunlariin indeks degerleri azalmistir.
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3.2.1 24 saat Sonras1i RTCA

24 saat sonra XCELLigence cithazindan elde edilen sonuclara iligkin grafikler asagida

verilmektedir. Alt detaylar Grafik 3.10 - 3.17 arasinda gosterilmektedir.

Grafik 3.10 Colgate, 24 saat RTCA grafigi
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Grafik 3.11 Signal, 24 saat RTCA grafigi
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Grafik 3.12 Paradontax, 24 saat RTCA grafigi
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Grafik 3.13 GC Tooth Mousse, 24 saat RTCA grafigi
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Grafik 3.14 24 saat, %0,5’lik konsantrasyonlarin karsilastirilmasi
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Grafik 3.15 24 saat, %0,1’°lik konsantrasyonlarin karsilastirilmasi

ne £

Cell Index
(=]
[=r]

=
'S

02 Bk
E

10.0 15.0 20.0 25.0 30.0
Time (in Hour)

Kirmizi:Kontrol Yesil:Colgate Pembe:Paradontax Mavi:Signal Turkuaz:GC Tooth Mousse

63



Grafik 3.16 24 saat, %0,05’lik konsantrasyonlarin karsilastirilmasi
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Grafik 3.17 24 saat, %0,01°lik konsantrasyonlarin karsilagtirilmasi
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Grafik 3.10 ile 3.17 aras1 incelendiginde, Colgate Total, Signal Beyaz Gii¢c ve
Paradontax’in %0,5°lik konsantrasyonlarmmin 6énemli derecede sitotoksik oldugu, neredeyse
hi¢ canli hiicrenin kalmadigi buna karsilik GC Tooth Mousse’in %0,5’1lik konsantrasyonunun

diger konsantrasyonlarindan ¢ok fazla farkinin olmadigi sonucuna ulagildi.

Colgate Total’in %0,5’lik konsantrasyonunun sitotoksisitesinin kontrol grubuna gore
daha yiiksek oldugu gozlemlense de, diger konsantrasyonlarmin tamami kontrol hiicre

grubuna yakin seyretmektedir (Grafik 3.10).

Signal Beyaz Gii¢ i¢in de Colgate Total’de gbzlenen sonugla karsilagiimakta olup
%0,5 haricindeki konsantrasyonlarmin hiicre indeksi grafikte toplu bir sekil ¢izmektedirler

(Grafik 3.11).

Paradontax dis macununda ise %0,10, %0,05 ve %0,01°lik konsantrasyonlarmndaki
hiicre indeksi kontrol grubuyla benzerken, %0,5’lik konsantrasyonun hiicre indeksini

konsantrasyonla dogru orantili olarak azalttig1 tespit edilmistir (Grafik 3.12).

GC Tooth Mousse incelendiginde, sonuclarin diger macunlardan farkli oldugu tespit
edilmektedir. Incelenen tiim konsantrasyonlarmin hiicre canlilig1 iizerine olumsuz bir etkisinin

olmadig1 gézlemlenmektedir. Neredeyse tiim degerler kontrol hiicre grubuna yakin ¢ikmistir

(Grafik 3.13).

24 saat sonrasi, %0,5’lik konsantrasyonlarin karsilastirilmas: yapildiginda GC Tooth
Mousse pozitif yonde seyrederken, diger tiim dis macunlar1 negatif seyirli bir grafik
cizmektedir. Baslangicta 3 macunun degerleri birbirinden farkli gézlemlense de 24 saatin
sonunda neredeyse ayni noktada bulugmaktadirlar. Ik 5 saati dikkate aldigimizda Signal
Beyaz Giig¢’teki sitotoksik etkinin digerlerinden fazla oldugu sonucuna ulasilmaktadir (Grafik

3.14).

24 saat sonrast dis macunlarinin %0,1’lik konsantrasyonlar1 karsilastirildiginda;
Paradontax ve GC Tooth Mousse kontrol hiicre grubuna gore alt bolgesinde, Colgate Total ve
Signal Beyaz Giig ise iist kisminda yer almaktadirlar. ilk 3 saat icinde gdzlemlenen degerler
birbirinden daha farkli olmakla birlikte genel itibariyle dis macunlarinin degerleri kontrol

grubuyla ortiismektedir (Grafik 3.15).

%0,05’1lik konsantrasyonlar acisindan dis macunlar1 kiyaslandiginda; GC Tooth

Mousse ve bir miktar da Colgate Total kontrol grubuna gore daha pozitif seyretse de, tiim
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macunlar arasindaki fark ilk 5 saat iginde daha net goriilebilmektedir. Genel itibaiyle kontrol

grubunun etrafinda seyreden bir grafik goriintiisii elde edilmektedir (Grafik 3.16).

%0,01’lik konsantrasyonlar incelendiginde; GC Tooth Mousse ve Signal Beyaz Giig
grafikte daha yukarida yer alirken, digerleri kontrol grubunun etrafinda kiimelenmislerdir.
Macunlar arasindaki fark yine macunlarin hiicrelere verilisinden sonraki ilk 5 saat i¢inde daha

net goriilebilmektedir (Grafik 3.17).

GC Tooth Mousse haricindeki diger dis macunlarmin %0,5°lik konsantrasyonlari, 24,
48 ve 72 saatlerde kontrol hiicre grubuna gore negatif yonde seyrederken, diger
konsantrasyonlar1 paralel seyretmistir. GC Tooth Mousse’da ise %0,5’lik konsantrasyon da

tiim saatlerde kontrol grubuna yakin seyretmistir.
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3.3 Mikroniikleus Sonug¢lar

Sitokalasin B eklendikten 24 saat sonra kontrol grubuna ait hiicrelerin aldig1 sekil

Fotograf 3.2°de gdsterilmektedir.

Sitokalasin B eklenmis dis macunlarmin IC 50/2 konsantrasyonlarina ait

karsilagtirmali mikroskop goriintiileri Fotograf 3.3’te gdsterilmektedir.

Fotograf 3.2 Kontrol hiicrelerinin sitokalasin B eklenmesiyle gerceklesen degisimi (10x
mikroskop goriintiisii)

Kontrol Sitokalasin B Ilave Edilmis Kontrol

Fotograf 3.2°de yer alan mikroskop goriintiilerinden, sitokalasin B eklendikten 24 saat
sonra hiicre sayisinin azaldigi goriilebilmektedir. Sitokalasin B hiicreler iizerinde toksik etki
olusturmus ve boylelikle lam tizerinde kontrol grubuna gore daha az sayida hiicrenin varligi

tespit edilmistir.
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Fotograf 3.3 IC 50/2 konsantrasyonunda dis macununa maruz kalmis sitokalasin B eklenmis
hiicreler arasindaki fark (10x mikroskop goriintiisii)

Paradontax
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Mikroskobik incelemede farkli dis macunlarmmin hiicre kiiltiirleri {lizerinde yaptigi
etkilerin farkli oldugu gozlemlenmistir. Yiiksek konsantrasyonlarda dis macunu uygulamanin
hiicreler iizerindeki toksik etkisi Fotograf 3.3’ten anlasilabilmektedir. Hiicrelere uygulanan dis
macunu konsantrasyonu ne kadar yiiksek olursa canli kalan hiicre sayist da o kadar

azalmaktadir.

Tek ¢ekirdekli fibroblast hiicresi ve sitokalasin B eklenmesi sonucu olusan ¢ift
¢ekirdekli hiicrelerin mikroskop goriintiileri Fotograf 3.4’te gosterilmektedir. Mikroniikleus

iceren ¢ift ¢ekirdekli hiicre 6rnekleri Fotograf 3.5°te yer almaktadir.

Fotograf 3.4 Tek c¢ekirdekli ve ¢ift ¢cekirdekli hiicre goriintiisii (40x mikroskop goriintiisii)

Tek Cekirdekli Hiicre Cift Cekirdekli Hiicre

Fotograf 3.5 Mikroniikleus iceren ¢ift ¢ekirdekli hiicre 6rnekleri (40x mikroskop goriintiisii)
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Mikroskopta 40x biiyiitme ile yapilan sayim sonucunda preparatlardaki mikroniikleus

iceren ¢ift ¢ekirdekli hiicre sayis1 Tablo 3.23’te yer almaktadir. Sitokalasin B ekledikten 24

saat sonra ve 48 saat sonra, her bir 6rnek icin toplam bin ¢ift ¢ekidekli hiicre sayilmistir. GC

Tooth Mousse disindaki dis macunlarmin IC 50 konsantrasyonlarinda preparat iizerinde yeteri

kadar ¢ift ¢ekirdekli hiicre bulunmadigindan, bu 6rneklerde bin adet ¢ift ¢ekirdekli hiicre

sayllamamis ve degerlendirme dis1 birakilmastir.

Tablo 3.23 Deney gruplarindan mikroniikleus iceren ¢ift ¢ekirdekli hiicre sayis1 (/1000)

NUMUNELER 24 SAAT SONRA 48 SAAT SONRA
KONTROL 4 7
GC TOOTH MOUSSE IC 50 25 26
GC TOOTH MOUSSE IC 50/2 21 19

COLGATE IC 50

Hiicre Sayis1 Yetersiz

Hiicre Sayis1 Yetersiz

COLGATE IC 50/2

27

21

SIGNAL IC 50

Hiicre Sayis1 Yetersiz

Hiicre Sayis1 Yetersiz

SIGNAL IC 50/2 47 66
PARADONTAX IC 50 Hiicre Sayis1 Yetersiz Hiicre Sayis1 Yetersiz
PARADONTAX IC 50/2 26 23
Tablo 3.24 24 Saat sonra dis macunlar1 arasindaki kiyaslama
GC GC COLGATE | SIGNAL |PARADONTAX
50 50/2 50/2 50/2 50/2
KONTROL 0,000* 0,001* 0,000* 0,000* 0,000*
GC 50
GC 50/2
COLGATE 50/2
SIGNAL 50/2
PARADONTAX 50/2
*p<0,05
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Tablo 3.25 48 Saat sonra dis macunlar1 arasindaki kiyaslama

GC
50

GC
50/2

COLGATE
50/2

SIGNAL
50/2

PARADONTAX
50/2

KONTROL

GC 50

GC 50/2

COLGATE 50/2
SIGNAL 50/2
PARADONTAX 50/2
*p<0,05

0,001*

0,018*

0,008*

0,000*

0,003*

Tablo 3.24 ve Tablo 3.25 incelendiginde; kontrol hiicre grubu ile dis macunu

uygulanan tiim numuneler arasinda anlamli bir fark oldugu goriildii (p<0,05). Dis macunu

uygulanan preparatlarda mikroniikleus sayisi anlamli sekilde yiiksek bulunmustur. IC 50

konsantrasyonunda ¢alismanim yapilabildigi tek dis macunu olan GC Tooth Mousse'un IC

50/2 konsantrasyonu ile yapilan karsilastirmasinda anlamli bir fark tespit edilememistir

(p>0,05). Signal’in diger dis macunlar1 ile yapilan kiyaslamasinda anlamli bir fark goriiliirken

(p<0,05), Signal’in diger dis macunlarina gére daha mutajenik oldugu sonucuna varilabilir.

Sitokalasin B’nin eklenme siiresinin farkli olmasi, ulasilan ¢calisma sonucu agisindan bir fark

yaratmamistir.

Bu calismada dort farkli dis macunu uygulamasinin insan fibroblast hiicrelerinde

mikroniikleus insidansinda artisa yol actigi, dolayisi ile uygulamanin mutajenik oldugu

sOylenebilir.
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4 TARTISMA VE SONUC

Bu c¢alismada kullanilan farkli dis macunlarimin degisik konsantrasyonlari arasinda

istatistiksel olarak anlamli sitotoksisite farkliliklar1 tespit edildi.

Dis macunlarinin konsantrasyonlar1 azaldikca genel olarak canli hiicre sayilarmin
arttig1 tespit edildi. Yiiksek konsantrasyonlarda sitotoksisite farki daha net anlasilabilirken,

diisiik konsantrasyonlarda farklar ¢ok daha az degerlere inmistir.

Bu c¢aligmada kullanilan dis macunlarindan Paradontax icerdigi ekinezya, papatya,
adacay1 ve nane gibi maddelerle bitkisel 6zelligi ile 6n plana ¢ikmaktadir. Dis macunlarina
yonelik daha geleneksel tiriinler iceren Colgate Total ve Signal Beyaz Gili¢’te florid ve
sodyum lauril siilfat bulunmaktadir. Ayrica Colgate Total’in igeriginde dis macununa tam
koruma 6zelligini veren triklozan maddesi de yer almaktadir. GC Tooth Mousse un iceriginde
siit kazeini bulunmakta olup, 6zellikleri ile florid, triklozan veya sodyum lauril fosfat iceren

diger dis macunlarindan tamamen ayrilmaktadir.

Dis macunlarmin icerdigi SLS’ye yonelik yapilan arastirmalarda; deterjanlarin artan
konsantrasyonlarinda hiicrelerin canliliginin azaldig1 iddia edilmistir (Moore ve ark. 2008).
Mevcut calismada da; SLS igeren Colgate Total ve Signal Beyaz Gili¢ kullanilmis ve her
ikisinin artan dozlariyla beraber sitotoksisitenin arttig1 gézlemlendi. Signal ve Colgate’in %
0,5’lik konsantrasyonlarmin gerek kontrol grubundan gerekse diger konsantrasyonlardan ¢ok
farkli oldugu goriilmiistiir. Bu ¢alismada SLS igceren macunlarin gosterdikleri toksisitenin bir

sebebi olarak SLS gosterilebilir.

SLS’nin bir 6zelligi de dokulara derin penetrasyon 6zelligine sahip olmasidir. Diistik
dozlarda SLS epitel hiicre proliferasyonunu artirirken, yiiksek dozlar1 epiteliyal atrofi ve
hiicre dliimiine yol ac¢tig1 iddia edilmistir. Dis macunlarinda SLS’nin ticari olarak izin verilen
dozu %1-3’tiir. Bununla birlikte oral mukozada organopatik degisime yol acacak

konsantrasyon araligmin ise %0.015-1.5 oldugu 6ne siirtilmiistiir (Quirynen ve ark. 2001).

In vitro kosullarda farkli deterjan tiirii igeren dis macunlari, farkli hiicre toksisitesi ile
iligkilendirilmektedir. SLS ve AF (amin florid) igeren dis macunlarmin diisiik

konsantrasyonlarda bile hiicre canliliini kuvvetle inhibe ettigi gézlemlenmistir. CAPB
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(cocamidopropyl betaine) ve Stearet-20 iceren macunlar ise daha yiiksek LC50 degerleri

gosterdigi savunulmustur (Cvikl ve ark. 2015).

Neppelberg ve ark. (2007) tarafindan yapilan bir diger g¢alismada; epitel hiicre
kiiltlirler1 diisiik ve yiiksek konsantrasyonlarda SLS’e maruz birakilmis olup, diisiik
konsantrasyonlarda (%0,015) mukozal bir cevap olusurken, yiliksek konsantrasyonlarda
(>%0,15) yikim daha fazla gerceklesmis olup epitel kalinlig1 ve hiicre ¢ogalmasi yavas yavas
azalmig ve hiicre Oliimleri gerceklesmistir. Mevcut calismanin sonuglart da bu bulguyu

destekler niteliktedir.

Mevcut ¢alismadaki dis macunlarmin ikili karsilastrmalarinda genel olarak diisiik
konsantrasyonlar ile kontrol grubu arasinda sitotoksisite acisindan anlamli farklar
bulunmazken, dozlar arttikca kontrol grubundan sapmalar gézlemlenmektedir. GC Tooth
Mousse bu g¢alismada yer alan diger macunlardan farkli olarak, arastirmasi yapilan tiim
konsantrasyonlarda, hiicre canliligi  lizerine olumsuz bir etkisinin  olmadig:
gozlemlenmektedir. GC Tooth Mousse’un yiiksek konsantrasyonlar: ile kontrol grubu
arasinda anlamli fark bulunmazken, diger dis macunlarinda 6zellikle de siire ilerledik¢e fark

daha anlamli hale gelmektedir.

Paradontax; % 1, % 0,5, % 0,1 ve % 0,01’lik konsantrasyonlarda genel itibariyle en
diisiik hiicre canliligina sahiptir (%0,10’un 72.saati ve %0,01’lik konsantrasyonun 48. saati
hari¢). Macunlarin %0,05’lik konsantrasyonda en diisiik hiicre canliligina sahip olani
Signal’dir. Test tiriinlerinde %0, 1°lik konsantrasyonun 24 ve 48 saatleri haricinde en yiiksek
hiicre canliligi ise GC Tooth Mousse’da gozlemlendi. GC Tooth Mousse’un 24 saatten
sonraki siire¢ boyunca hiicre canliligi diizenli sekilde artarken, diger dis macunlarindaki
degisim farkli gergeklesti. Colgate Total, Signal Beyaz Gii¢ ve Paradontax uygulanmis
hiicrelerin canliliginda genel olarak % 0,1, % 0,05 ve % 0,01 gibi diisiik konsantrasyonlarinda
sire ile birlikte hiicre canliliginda artis gozlemlenirken, % 1 ve % 0,5 gibi yiiksek

konsantrasyonlarda zaman iginde canli hiicre sayisinin azalarak kalmadig: goriildii.

24. saatin sonunda genel olarak diisiik konsantrasyonlarda (%0,01’lik konsantrasyon
hari¢), dis macunlar1 arasindaki farkliliklar azalmaktadir. Bununla birlikte %0,10’luk

konsantrasyonda dis macunlar1 arasinda herhangi bir anlamli fark bulunamadi.
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48. saatin sonunda; dis macunlarinin karsilastirmasinda, yliksek konsantrasyonlarda
daha fazla anlamli farkliliklar ortaya cikarken, konsantrasyonlar azaldik¢a farkliliklar da

azaldu.

72. saatin sonunda; %0,01’lik konsantrasyon hari¢ dis macunlarina ait diger tiim
konsantrasyonlarin karsilagtirmasinda daha cok anlamli fark bulunurken, %.0,01’lik
konsantrasyon i¢in sadece GC Tooth Mousse ile Paradontax arasinda anlamli fark bulundu.
GC Tooth Mousse uygulanan hiicre kiiltiiriinde Paradontax’a gore ¢cok daha fazla canli hiicre

tespit edildi.

Buradan yola c¢ikilarak su yargiya varilabilir; %1 ve %0,50 gibi yliksek
konsantrasyonlarda ¢ok kisa siirede dis macunlar1 arasindaki fark ortaya g¢ikarken, diisiik
konsantrasyonlarda siire ile farklar anlamlilik kazanmaktadir. 48 ve 72 saatin sonunda ise tiim

dis macunlar1 arasindaki fark belirginlesti.

Tiim dis macunlar1 genel olarak siire agisindan degerlendirildiginde; daha fazla 24-72
saat arasindaki degisimler anlamli ¢ikmaktadir. 48-72 saat arasindaki degisimlere daha az

rastlanilirken, 24-48 saat arasinda ¢ok daha az anlamli fark tespit edildi.

Yapilan bir calismada; yavru hamster bobrek hiicresi (BHK-21), insan epitelyal
karsinom hiicresi (KB) ve Afrika yesil maymun bobrek hiicresi (Vero), hiicre hatlari
kullanilmistir. Bu hiicreler 3 giin boyunca triklozanin farkli konsantrasyonlarma maruz
kalmiglar, konsantrasyon arttikca bu ii¢ hiicre tipinde de canliligin azaldig: iddia edilmistir.

(Kalyanee ve ark. 2008).

Li-Wu ve ark. (2012) tarafindan insanlardaki mezenkimal kok hiicrenin farklilasmasi
iizerine triklozanin etkilerini incelemek ig¢in sitotoksisite, morfolojik degisiklikler, lipit
birikimi ve 21 giinliik adipogeneziste adiposit farklilasma biyomarkirlar1 6l¢iilmiistiir. ki giin
boyunca indiiklenmemis mezensimal hiicreler 0.625°den 40 pM’a kadar farkh
konsantrasyonlarda triklozan ile muamele edilmis, islemin sonunda oncelikle hiicrelerin 151k
mikroskopu ile morfolojik degisiklikleri analiz edilmistir. Diisiik konsantrasyonda triklozana
(2.5 uM) maruz kalmis hiicrelerin morfolojik olarak kontrol grubuyla ayni oldugu iddia
edilmistir. Yuvarlak hiicre ¢ekirdekli, uzun, ince, fiber seklindedir. Yiiksek konsantrasyonda
triklozana (5.0-20 uM) maruz kalindiginda hiicreler kontrol grubundakilere nazaran daha
genis goriinmekte ve yuvarlak hiicre ¢ekirdegini fark etmek zorlasmaktadir. 40 uM triklozan

uygulanan grupta hiicreler kiiltlir yiizeyinden ayrilmis, yuvarlanmis gibi veya medyumda
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yiizer gibi goriinmektedir. MTT testi sayesinde 5 uM konsantrasyonun iizerindeki triklozanin,
canl1 hiicre sayisini azaltarak sitotoksik etki yarattigi, fakat <2.5 puM’m altindaki

konsantrasyonlarda bdyle bir etkinin olmadig1 savunulmustur.

Triklozan, bizim c¢alismamizda yer alan dis macunlarindan sadece Colgate Total’de
bulunmakta olup, konsantrasyonu %0,3 diizeyindedir. Molekiil agirhigi 289,55 olan
triklozanin hazirladigimiz soliisyonlardaki konsantrasyonu; %1 i¢in 115 puM, %0,01 i¢in ise
1.15uM dir. Diger c¢alismalarin aksine g¢alismamizda daha genis konsantrasyon araligi
kullanilmis olup, soliisyonlar MTT ve RTCA testlerinde ayri1 ayri degerlendirilmistir. Bu
sonuglar 1s18inda triklozanin %0,1’lik konsantrasyonlara kadar hiicre indeksi iizerinde
olumsuz bir etkisinin olmadigi dolayisiyla 9%0,1’lik konsantrasyonlara kadar sitotoksik
etkisinin olmadigi tespit edildi. Bununla birlikte Colgate Total’e maruz kalmis hiicrelerde dis
macunu konsantrasyonu arttikga toksisitenin artisinda triklozanin etkisinin bulundugunu

sOylemek ¢ok da yanlis degildir.

Jingjun ve ark.’nin (2011) 0,1%wW o-cymen-5-ol ve 0,6%wAw zinc chloride (ZnCl;)
iceren dis macunlar1 ile yaptiklar1 bir ¢alismada; 0,05, 0,025 ve 0,1% w/ v.’lik karigimlar
epigingival dokulara farkli sayilarda uygulanmis ve sonuglar MTT testi ile degerlendirilmistir.
Her iki madde i¢in de konsantrasyonlar1 ve tekrarlayan topikal uygulama c¢oklugu ile doku
tutulumu arasinda pozitif bir korelasyonun oldugu iddia edilmistir. Bizim ¢alismamizda
tekrarlayan topikal uygulamalar yerine baslangicta dis macunlarinin farkli konsantrasyonlari

hiicre kiiltiirlerine uygulanmis ve 24, 48 ve 72. saatlerdeki hiicre indeksleri incelenmistir.

Giinde yaklasik olarak 1 litre tiikiiriik salgilanmaktadir. Yemek yeme ve ¢igneme gibi
aktiviteler esnasinda tiikiiriik uyarilirken, uyku sirasinda tiikiiriik salgis1 sifira yakindir. Bunun
disindaki zamanlarda tiikiiriik akis hizinda biiylik bir degisiklik goriilmemektedir (Larnas,
1985). Tikiiriik akis hizi uyarimli ve uyarimsiz olarak hesaplanmaktadir. Uyarmmli tiikiiriik
akis hizi 1 ml/dk’nin iizerindedir (Koray ve ark. 2002). Dis fircalama esnasinda yaklasik
olarak dis fircasi tizerine 1 g. dis macunu yerlestirilmekte ve iki dakika boyunca dis macunu
ile fircalanmas1 6nerilmektedir. Dis firgcalama esnasinda beklenilen uyarilmais tiikiiriik akis hizi
1 ml/dk olup, ag1z icinde, iki dakika siire boyunca 2 ml’nin iizerinde tiikiiriik salgilanacak ve
yaklagik olarak %30’un iizerinde bir dis macunu ¢6zeltisi agiz ortamidaki dokulara temas
edecektir. Saghkli bir agiz bakimi i¢in giinde 3 defa dis firgalayan bireylerde her ne kadar
koruyucu agiz mukozas1 yer alsa da tiim hayat boyunca yliksek miktarda dis macununa maruz

kalinabilmektedir. Bu acidan tekrarlayan uygulamalarin ¢oklugu neticesinde agiz ici
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dokularin hiicrelerinde sitotoksik etki beklenebilmelidir. Bununla birlikte kesin sonuglara
ancak tekrarlayan uygulamalar1 kapsayan daha kapsamli hiicresel ¢alismalar yapilarak

ulasilabilir.

Floridin sitotoksik etkilerinin tiim hiicre tiplerinde ortaya ¢iktigi, ancak, zaman ve
konsantrasyona gore tepkilerin her hiicre tipinde farkli oldugu savunulmustur. Nekrozun,
nispeten yiiksek florlir konsantrasyonlarinin mevcudiyetinde birincil hiicre 6limii
mekanizmasi oldugu iddia edilmistir (Barbiera ve ark. 2010). Ghosh ve arkadaslar1 (2008), 1
saat boyunca Isvigre soylu farelerin hepatositlerin primer kiiltiiriine 100 mM NaF maruz
birakmuslar, artmis oksidatif stres sonucu nekroz olusmustur. Bu veriler Matsui ve ark.’nin
(2007) sonuglari ile uyumludur. Fare timositlerinin primer hiicre kiiltiiriine on kat daha diisiik
konsantrasyonda NaF (10 mM) kullanmislardir. Ilaveten bu ¢alismada, hiicre ici kalsiyumda

bir artis da gozlemlenmistir.

Florid preparatlarmin insan gingival keratinositlerine doza bagli bir artis icinde
sitotoksik etkilerinin oldugu rapor edilmistir (Tsutsui ve ark. 1997). Sodyum floriiriin, in vitro
olarak, Suriye hamster embriyo hiicrelerinin morfolojik doniisiimiinii sadece sitotoksik
konsantrasyonlarda indiikledigi bildirilmistir (Tsutsui ve ark. 1984c, Jones ve ark. 1988a,

Jones ve ark. 1988b, Lasne ve ark. 1988 ).

10-150 ppm NaF’iin insan EUE hiicrelerinde herhangi bir mutajenik etkiye neden
olmadig: belirtilmistir (Slamenova ve ark. 1992). Sodyum florid ve potasyum floridin (KF)
memeli kiiltiirlerinde ve insan hiicre hatlarinda, gen lokusu mutasyonlarinin sikligini arttirdig:
iddia edilmistir (Cole 1986, Caspary ve ark. 1987, Caspary ve ark. 1988, Crespi ve ark. 1990).
Caspary ve ark. (1988) L 5178Y fare lenfoma hiicresi kullanilarak mutasyon deneyi
yapmislar, hem sodyum hem de potasyum floridin 300-600 pg mI™" konsantrasyon araliginda

mutajen oldugunu gdstermislerdir.

Yapilan bir¢ok ¢alisma floriirtin 10-500 pg F ml™ konsantrasyon araliginda genotoksik
oldugunu gostermistir. Oral mukoza hiicreleri rutin dis fircalama esnasinda boyle bir
konsantrasyona maruz kalabilmektedir (Tsutsui ve ark. 1984a, Tsutsui ve ark. 1984b, Tsutsui

ve ark. 1984c, Cole ve ark. 1986, Caspary ve ark. 1987).

Yaglar1 18-22 arasinda degisen dort erkek ve dort bayan, topikal APF (acidulated
phosphated fliioride, asitlendirilmis fosfat florid) uygulamasindan 6nce ve uyguladiktan 24

saat sonra analiz edilmis, farkli bireyler arasinda genis varyasyon araliklar1 gézlemlense de,

76



uygulama oncesi ve sonrast mikroniikleus (MN) insidansi1 arasinda belirgin bir farklilik
olugsmustur. Bu sonuglar APF jelinin oral epitel hiicreleri tizerindeki olas1 sitotoksik ve/veya

mutajenik etkilerinin oldugunu desteklemektedir (Sengiin ve ark. 2003).

Mevcut caligmada yer alan dis macunlarindan Colgate Total ve Signal Beyaz Giig
floriir icermektedir. 1450 ppm floriir igeren Colgate Total’in %1 ’lik arastirma
konsantrasyonunda en fazla 72,5 pg floriir bulunurken, sitotoksik etkinin tamamen floriirden
kaynaklandigmi soylemek dogru degildir. Zira floriir igcermeyen Paradontax’mn %]1’°lik
konsantrasyonu da sitotoksik bulundugundan floriiriin tek basina sitotoksisite yol agmadigi,

ozellikle yiiksek dozlarda sitotoksisiteye katkida bulundugu diistiniilmektedir.

Faria ve ark. (2007) fibroblastlarda ortaya ¢ikan es zamanl iki hiicre 6liim tipinin,
apaptoz ve nekrozun, yaygmhigmmin klorheksidinin konsantrasyonuna bagli oldugunu
bildirmislerdir. Klorheksidinin, konsantrasyona ve maruziyet zamanina bagl olarak gingival
fibroblastlarin proliferasyonunu azalttig1 savunulmaktadir (Mariotti ve Rumpf 1999, Mariotti

ve Cochran 1990).

Yapilan bir ¢aligmada 15 ticari dis macununun sitotoksisitesi, insan epitel hiicre
kiiltlirlerinde incelenmistir. Protein konsantrasyonu, DNA sentezi, hiicre morfolojisi ve
otoradyografik parametreler degerlendirilmistir. Kontrol hiicre kiiltiiriine gore, bir tane dis
macununun hiicre biiylimesi iizerinde hi¢ bir etkisi bulunmamis, diger macunlar da ise dis
macunu siispansiyonunun konsantrasyonuna bagh olarak daha fazla ya da daha az biiylime
inhibisyonuna neden oldugu bulunmustur (Gerckens ve ark. 1991). Bizim ¢alismamizda da
GC Tooth Mousse lirlinliniin arastirma dozlarinda hiicre etkisi yoniinden anlamli bir fark
bulunamadi. Diger {i¢ dis macununun ise hiicre biiyiimelerine farkli oranlarda etkisinin oldugu

tespit edildi.

Dis macunlarinin sitotoksik etkilerine yonelik yapilan ¢aligmalar daha ziyade igerdigi
maddeler iizerinden yapilmis olup, dis macunlarinin total olarak ele alindig1 caligma sayisi
cok sinirlt sayidadir. Mevcut ¢aligmada farkli 6zellikleri ile 6n plana ¢ikan dis macunlar1 ele
almmustir. Plate’lerdeki kuyucuk sayilari nedeniyle numunelerin en fazla 3 kontrol ile
calisilmasi calismamizin zayif tarafi iken, sonuglarin farkl iki yontem olan MTT ve RTCA’da

benzer ¢ikmasi ¢alisma sonuglar1 agisindan giiven vermektedir.
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Farkli dis macunlarinin 151k mikroskop bulgularina dayanarak hiicre kiiltiirlerinde
farkli oranda hiicre Oliimiine yol ag¢malar1 igeriklerindeki maddelerin ve bu madde

konsantrasyonlarmin farkli olmasina bagl olabilecegi diisiintilmektedir.

Mevcut calismada sitotoksisite ile birlikte dort farkli dis macununun mutajenitesi de
calisilmis olup, yontem olarak mikroniikleus testi tercih edilmistir. Dort farkli dis macunu
uygulamasinin insan fibroblast hiicrelerinde mikroniikleus insidansinda artiga yol agtig1 ve

calisma yapilan IC 50/2 konsantrasyonlarinda mutajenik oldugu sonucuna varilmaistir.

Rat kemik 1ligi hiicrelerinde NaF uygulamasmin kromozomal sapmalara neden oldugu
bildirilmistir (Khalil 1995). Florid, kromozom anormalliklerine, kardes kromatid
degisimlerine ve memeli hiicre Kkiiltiirlerinde sitotoksik etkilere neden oldugundan bir
mutajenik ajan olarak goriinmektedir (Zeiger ve Shelby 1993). Yapilan ¢alismalarda diisiik
florid konsantrasyonlar1 bile insan periferik kan kiiltiirlinde primer DNA hasar1 ile birlikte
kromozomal anomalilerde artisa neden oldugu savunulmaktadir (Tiwari ve Rao 2010). Bu
calismada floriir igeren Colgate Total ve Signal Beyaz Gili¢’iin 6nemli derecede mutajenik

bulunmasinda floriiriin etkisinin oldugu diisiiniilmektedir.

Bir calismada 50 pM triklozana maruz kalmanin farelerdeki 3T3-L1 hiicrelerindeki
preadiposit degisimini 6nledigi bildirilmistir (Schmid ve ark. 2005). Baska bir caligsmada ise 3
glin boyunca 0.023 mM triklozan uygulanan KB ve Vero hiicrelerinde hi¢ ya da ¢ok az
genotoksik 6zellige rastlanilmistir. Bes gilinliik islemden sonra genotoksisite artmus, hiicresel
seviyede, DNA kiritlimimna yol acan triklozanin etkilerinin, konsantrasyona ve siireye bagl
oldugu bildirilmistir (Kalyanee ve ark. 2008). Mevcut ¢alismada igeriginde triklozan bulunan
Colgate Total’in kontrol grubuna kiyasla mutajenik Ozellik gostermesinde triklozanin

etkisinin olabilecegi diisiiniilmektedir.

Camargo ve ark. (2014) nin yapmis oldugu calismada da dort farkli dis macununun
(Colgate Total 12 Professional Whitening, Colgate Total 12 Professional Clean, Oral-B
Whitening, Oral-B) genotoksik 6zellikleri incelenmis olup, beyazlatici 6zelligi olan dis
macunlarii belirgin sekilde daha genotoksik olduklar1 tespit edilmistir. Mevcut calismada
Signal Beyaz Giig¢ igerdigi maddeler yoniinden beyazlatic1 6zelligi diger dis macunlarina gore

daha 6nde olup, mikroniikleus testi sonuc¢larina gére daha mutajenik bulundu.

Nair (2001) tarafindan dis macunlarinda yapilan ¢aligmalarda kanserojenik herhangi

bir etkiye rastlanmamakla birlikte Lazutka ve ark. (2001) nin yapmis oldugu ¢alismada; nane
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bitkisinden elde ettikleri ugucu yaglar1 insan lenfositlerinde in vitro olarak CA ve SCE (sister
kromatid degisimi) testleri ile Drosophila melanogaster’de (sinek cinsi) ise in vivo kosullarda
somatik mutasyon ve rekombinasyon (SMART) testi ile denemislerdir. Yapilan ¢aligmalar
sonucunda nane yagnin SCE’yi artirdig1 ve doza bagli olmaksizin mutasyonlara sebep oldugu
iddia edilmistir. Mevcut ¢alismada Paradontax’in mutajenik 6zelli§inin bulunmasinda nane

iceriginin etkili olabilecegi diisiiniilmektedir.

Bu calismada farkli 6zelliklere sahip dort dis macununun (GC Tooth Mousse, Signal
Beyaz Gilig, Colgate Total ve Paradontax) bes fakli konsantrasyonda sitotoksik etkileri
degerlendirildi. 24, 48 ve 72 saatin sonunda Ol¢iimler yapilarak zaman-sitotoksisite iliskisi de
incelendi. Ayrica mikrontikleus testi kullanilarak mutajenite degerlendirmesi yapildi. Bu

calismadan elde edilen sonuglar soyle siralanabilir:

o Farkli 6zelliklere sahip olan dis macunlarinin sitotoksik etkileri de farkli ¢ikmaistir.

e (alismada kullanilan dis macunu konsantrasyonlar1 arttikca hiicre canlilig
azalmaktadir.

e GC Tooth Mousse’un ¢alismada yer alan konsantrasyonlarinin tamaminda
sitotoksik agidan olumsuz sonuca rastlanilmazken, diger macunlarin %1 ve
%0,5’lik konsantrasyonlar1 sitotoksik ¢ikmustir. Paradontax’in hiicre iizerindeki
olumsuz etkileri diger dis macunlarina kiyasla daha fazla olmustur. Calismada yer
alan dis macunlarinin %0,1, %0,05 ve %0,01°lik konsantrasyonlar1 sitotoksik
ctkmamistir. Buradan dis firgalama esnasinda miimkiin mertebe daha az macun

kullaniminin gerektigi sonucuna varilabilir.

e Deney sonuglarma gore %1 ve %0,5’lik konsantrasyonlarin hiicre iizerindeki
etkilerinin farklar1 daha fazla iken diisiik calisma konsantrasyonlarinin etkileri
birbirine benzer olmustur. Tiim dis macunu ve farkl konsantrasyonlarinin etkileri
en fazla, uygulamalarini takiben ilk 3-5 saat i¢cinde gdzlemlenmektedir. Sonraki
siiregte, sitotoksik olmayan konsantrasyonlar kontrol hiicre grubuna yakin
seyrederken, sitotoksik olan konsantrasyonlarda maruziyet siliresi artmasi ile

sitotoksik etkilerin arttig1 gézlendi.

o 24, 48 ve 72 saatler acisindan kiyaslama yapildiginda %1 ve %0,5’lik
konsantrasyonlarin maruziyet siiresine paralel olarak sitotoksisiteyi arttirdigi, diger

konsantrasyonlarda herhangi bir olumsuz etkilenme olmadig tespit edildi.
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e Farkli dort dis macununun calisma yapilan IC 50/2 konsantrasyonlarinda
mutajenik oldugu sonucuna varild.

e Signal Beyaz Giig diger dis macunlarina kiyasla daha fazla mutajenik bulundu.

Genel olarak  biitlin ~ bulgular  degerlendirildiginde  dis  macunlarmnin
konsantrasyonlarmin artmasiyla ve sitotoksik konsantrasyonlarda maruziyet zamaninin
uzamasiyla hiicreler iizerindeki sitotoksik etkileri artmaktadir seklindeki hipotezimizi

destekleyen bulgular tespit edilmistir.
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