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Ozet

Amag¢: Bu calismada; in vitro hizlandirilmis eskitme iglemi
uygulanmig ve uygulanmamis iki farkli akrilik esasli yumusak astar
maddesinin C. albicans hiicreleri ile 12 ve 24 saat siireyle
inkiibasyonunun ardindan, bu yumusak astar maddelerinin
yiizeylerinden izole edilen hiicrelerdeki ALS1 geni mRNA
ekspresyonunun kantitatif olarak arastirilmasi amaglanmustir.

Gerec ve Yontem: Calismada; oda sicaklifinda polimerize olan akril
esasli yumusak astar maddesi olarak Visco Gel, 1siyla polimerize olan
akril esasli yumusak astar maddesi olarak Vertex Soft kullanilmistir.
Her bir maddeden 40’ar adet olmak iizere toplam 80 adet 6rnek
hazirlanmistir. Her bir maddeden hazirlanan 6rneklerin 20 tanesine
Atlas UV2000 Hizlandirilmigs Hava Kosullandirma Test Cihazinda
hizlandirilmig  eskitme iglemi uygulanmistir. Ardindan her bir
yumusak astar maddesinden hazirlanan eskitme islemi uygulanan ve
uygulanmayan 10’ar tane olmak tizere toplam 20 6rnek 12 saat, diger
20 tane O6rnek ise 24 saat siireyle C. albicans hiicreleriyle inkiibe
edilmislerdir. Orneklerin yiizeyinde olusan biyofilm kiitlesi
kazinmig ve mRNA’lar1 izole edilmistir. Bu mRNA’lar cDNA’ya
cevrilmig ve Real- time PZR *de kantitatif analizleri yapilmustir.
Bulgular: In vitro hizlandirilmig eskitme iglemi uygulanmamis
ortalama gen
ekspresyonlar1 incelendiginde Vertex Soft maddesinden hazirlanmig
orneklerde Visco Gel maddesi oOrneklerine gore daha az gen
ekspresyonu bulunmustur.

Omek gruplar1 arasinda en az gen ekspresyonu, eskitme islemi
uygulanmamis ve 12 saat siireyle inkiibe edilmis Vertex Soft maddesi

Orneklerde

orneklerinde goriilmiistiir (16.00 + 2.91 kopya/mL).

Sonug¢: Bu aragtirma sonucunda yumusak astar maddesi tiiriiniin,
maddenin kullanim siiresi ve C. albicans hiicreleriyle inkiibasyon
stirelerinin ALS1 geni ekspresyonu iizerinde etkili oldugu
gorilmiistiir.

Anahtar Kelimeler: Candida albicans, adezyon, ALS1 geni, gen
ekspresyonu, yumusak astar maddeleri
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Abstract

Objective: The aim of this study was to
investigate the quantitative expression of ALS1
gene mRNA isolated from the surface of the
acrylic based soft lining materials, after the
incubation with C. albicans cells for 12 and 24
hours of two different soft lining materials
subjected to a process of in vitro accelerated
aging and of the ones not subjected.

Material and Method: In this study, Visco
Gel (room temperature curing acrylic based
soft lining material), Vertex Soft (heat-cured
acrylic based soft lining material) were used .
40 specimens from each material were
prepared so as to obtain totally 80 specimens.
20 specimens of each soft lining materials’
were subjected to accelerated aging process by
using Atlas UV2000 Accelerated Air
Conditioning Test Device and the other 20
were not subjected to aging process. 10 of the
20 specimens which were subjected to
accelerated aging were incubated with C.
albicans for 12 hours and the other 10
specimens were incubated with C. albicans for
24 hours. And 10 of the 20 specimens which
were not subjected to accelerated aging were
incubated with C. albicans for 12 hours and
the other 10 specimens were incubated with C.
albicans for 24 hours. The biofilm layer
occured on the surfaces of the specimens were
excavated and mRNAs were isolated. The
mRNAs were converted into cDNA and
quantitative analyses were performed with
real-time PCR.

Results:  When  the average  gene
expression was analyzed in the samples,
which was not applied to in vitro accelerated
aging process, gene expression was less in the
samples prepared under Vertex Soft material
than the samples of Visco Gel material.

The least gene expression between samples
groups was seen in the samples of Vertex Soft
material (16.00 = 2.91 copy/mL), which was
not applied accelareted aging process, and was
incubated during 12 hours.

Conclusion:As a result of this study, we
observed that the types of soft lining materials,
duration of the material usage and the
incubation period of C. albicans influenced the
expression of ALS1 gene.

Key words: Candida albicans, adhesion,
ALS1 gene, gene expression, denture liners

Giris

Yumusak astar  maddeleri
esneklik ve yumusaklik oOzellikleri ile
hareketli protezlerde protez lizerine gelen
kuvvetlerin  esit olarak dagitilmasini
saglamak ve atrofiye ugramis bolgelerde
olusan kuvvet dagilimlarim1 azaltmak
amaciyla  protezlerin dokuya bakan
yiizeylerine uygulanan elastik 6zellik
gosteren polimerlerdir (1-5).
Bu olumlu 6zelliklerinin yanisira yumusak
astar maddelerinin  kullaniminda bazi
fiziksel ve mikrobiyolojik dezavantajlar
bulunmaktadir (6). Yapilarindaki
plastiklestiricilerin
yumusakliklarin1 kaybederler ve zamanla

sizmasiyla

olusan piirlizlii yiizeyleri plak birikimine
ortam hazirlarlar.  Bu mikrobiyal plak
mantarlar i¢in  bir rezervuar gdrevi
gormektedir. En yaygin goriilen mantar
tipi ise Candida albicans’tir (2,6-9).

Oral  kandidoz,  Candida
tiurlerinin en c¢okta C. albicans’in oral
kavitede ¢ogalmasina bagli olarak gelisen
yaygin firsatg1 enfeksiyondur. Candida
iliskili protez stomatiti yaygin gézlenen bir
oral kandidoz tipidir ve protez kullanan
yaghi kimselerin yaklagik olarak %50-
60’1inda goriildiigi belirtilmistir (10-13). C.
albicans’in kolonizasyon ve bir enfeksiyon
gelisiminde basar1 saglamasi icin gerekli
olan ilk basamak konak hiicreye, akrilik
yiizeylere ve yumusak astar maddelerine
olan adezyonudur (4-9). C. albicans’in
adezyonunda etkili olan bir¢cok faktor
vardir. Bunlardan bir tanesi de



yapisindaki agglutinin — like sequence
(ALS) gen ailesidir (14). ALS genleri ilk
defa C. albicans’ta tanimlanmistir (15). C.
albicans’taki agglutinin — like sequence
(ALS) gen ailesinin konakg1 ylizeylerine
adezyonda gorev alan biliyiik hiicre ylizey
glikoproteinlerini kodladiklar1
bilinmektedir (15,16).

Green ve arkadaslar1 (17) C.
albicans hiicreleri inokiile ederek yaygin
kandidoz olusturduklar farelerde RT-PZR
kullanarak ~ ALS  genlerinin
ekspresyon  ylizdelerini  hesapladiklar
calismada; enfeksiyon olusturulduktan 12
saat sonra farelerin %14’iinde, 24 saat
sonra %71’inde, 48 saat sonra %86’sinda
ALS1 gen ckspresyonu oldugunu
belirtmislerdir.

Kamai ve arkadaslar1 (18)
deneysel orofaringeal kandidoz
olusturduklar1 farelerde; ALS1 geninin
enfeksiyonun erken sathalarinda C.
albicans’m  adezyonunda o6nemli rol
oynadigini belirtmislerdir.

Dental literatiir incelendiginde;
C. albicans’in yumusak astar maddelerine
adezyonuyla ilgili olarak yapilmis birgok
arastirma mevcuttur (4,6,7,9,19-24). Fakat
bu maddelerin yilizeylerine yapisan C.
albicans  hiicrelerinde  adezyon  gen
ekspresyonlarindaki degisikliklerin
kantitatif olarak incelendigi bir ¢alismaya
rastlanmamuistir.

Bu arastirmanin amaci; in
vitro olarak hizlandirilmis eskitme islemi

yontemi

uygulanmis ve uygulanmamis iki farkli
akrilik esasli yumusak astar maddesinden
hazirlanmis ~ orneklerin ~ C.  albicans
hiicreleri ile 12 ve 24 saat siireyle inkiibe
edilmesi sonucunda yiizeylerinden izole
edilen hiicrelerde olusan ALS1 geni mRNA
ekspresyonundaki degisimin
incelenmesidir.

Gerec ve Yontemler

Orneklerin Hazirlanmasi

Calismada, Tablo 1°de gosterilen 2 farkli
akrilik esasli yumusak astar maddesi
kullanilmistir. Visco Gel ve Vertex Soft
yumusak astar maddelerinin her birinden
40’ar adet olmak iizere toplam 80 adet
ornek hazirlanmigtir. Bu amagla 1.5 mm
kaliniginda 10 mm  ¢apinda silindir
bosluklar1  olan  aliiminyum  kalip
hazirlanmistir. Kalip bosluklarinda mum
ornekler hazirlanmis, hepsi  muflaya
yerlestirilmis ve muflada negatif bosluklar
elde  edilmistir.  Uretici
talimatlarina gore hazirlanan her bir
yumusak  astar maddesi  muflalara
yerlestirilmigtir. Visco Gel maddesine ait
ornekler brite yerlestirilmis muflada oda
sicakliginda 12 saat bekletilerek polimerize
olmalar1  saglanmistir. ~ Vertex  Soft
maddesine ait drneklerin bulundugu mufla
soguk suya konmustur, 70 °C ’de 3 saat ve
100 °C’de 30 dakika bekletilerek
orneklerin polimerize olmalar1 saglanmistir.

firmalarin



Tablo 1: Arastirmada kullanilan yumusak astar maddeleri ve 6zellikleri

esaslt yumusak astar
maddesi

glycolate, Ethanol

. . URETICI FIRMA ve
MATERYAL Tipi iCERIGI URETIM YERI
KIig — . Dentsply De T
ol?n?:ris;:aoléﬁlzsraink Toz: Polietilmetakrilat i S(Zr):\blj ~
Visco Gel P Likit: Phthay! butyl

Weybridge, UK

Vertex Soft

Is1 ile polimerize olan
akrilik esasli yumusak
astar maddesi

Toz: Polietilmetakrilat
Likit: Metil metakrilat
monomer, Aromatik
ester

Dentimex, Zeist, The
Netherlands

In Vitro Hizlandirilmis Eskitme Islemi

Her bir yumusak astar maddesinden 40’ar
adet hazirlanan Orneklerin 20’ser adedi
Atlas UV2000 Hizlandirilmis Hava
Kosullandirma Test Cihazinda (Siemens,
Almanya) in vitro hizlandirilmis eskitme
islemine tabi tutulmustur. Yumusak astar
maddeleri i¢in tavsiye edilen kullanim

stireleri dikkate alinarak, her bir yumusak
astar maddesi ic¢in uygulanacak olan
eskitme isleminin siiresi hesaplanmigtir
(Tablo 2). In vitro hizlandirilmis eskitme
islemi i¢in, cihazin dongiileri 60 °C’de 8
saat siireyle UV 1s1mas1 ve 50 °C’de 4 saat
streyle ~ yogusma  olacak  sekilde
programlanmuistir.

Tablo 2: Arastirmada kullanilan yumusak astar maddelerine uygulanan eskitme siireleri ve eskitilen 6rneklerin

sayilari
Yumusak Astar Maddesi Kullanim Siiresi Eskitme Siiresi Eskitilen Ornek Sayisi
Visco Gel 3 hafta 17 saat 20
Vertex Soft 2 ay 50 saat 20

Orneklerin Candida albicans Susu ile
Karsilastirilmasi

Calismada Candida albicans ATCC
10231 standart susu kullanilmistir. 0,01
mol/L PBS (fosfatla tamponlanmig salin)
soliisyonu hazirlanmistir. SDA (Saboraud
Dekstroz Agar) plaklarindaki Candida
albicans susundan cam tiiplerin ig¢indeki
soliisyona oze ile ekim yapilmistir. Her bir
yumusak astar maddesinin 20 adet

eskitilmemis ve 20 adet eskitilmis
ornekleri cam tiiplerin her birinin igine 1’er
adet olacak sekilde konmustur. Tiipler her
bir grupta 10 adet eskitilmemis ve 10 adet
eskitilmis Ornek olacak sekilde 2 gruba
ayrilmistir. 1. gruptaki tiipler 37 °C ’lik
etliviin  icine
calkalayiciya yerlestirilip 200 x rpm’de 12
saat boyunca, 2. gruptaki ornekler ise 24
saat boyunca calkalanmistir. Calkalama

konulmus olan yatay
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islemi tamamlandiktan sonra tiiplerdeki
maya slispansiyonlarinin  dibe  ¢oken
tortulu kisimlari ve iginde bulunan 6rnekler
1.5 ml’lik eppendorf tiiplere aktarilmistir.
Eppendorf tiipler numaralandirilmistir.
Eppendorf tiipler ekstraksiyon islemi
yapilana kadar -20 °C’de saklanmistir. Bu
asamadaki islemler Visco Gel ve Vertex
Soft yumusak astar maddeleri i¢in ayr1 ayri
yapilmustir.

Orneklerin yiizeyine yapisan Candida
albicans kolonisinden total RNA eldesi

RNA eclde edilmesi i¢in Heliosis
RNA  Ekstraksiyon = Modiilii  (Metis
Biyoteknoloji, Tiirkiye) kullanilmigtir.
Uretici firma &nerilerine uygun olarak, 100
ul 6rnek ile ¢alisilmistir. Elde edilen total
RNA miktarlari RNA o6l¢iim cihazinda
( NanoDrop, ABD ) 6l¢iilerek RNA varligi
kontrol edilmistir. -20 °C ’de saklanmis
olan 1.5 ml’lik eppendorf tiipler igindeki
orneklerin yilizeyinden kazima yoluyla 100
ul maya kolonisi pipetle alinarak steril bos
eppendorf tiiplere aktarilmistir. Eppendorf
tipler numaralandirilmistir.  C. albicans
hiicrelerinin lizisi i¢in eppendorf tiiplere
100 pl “Tissue Digestion Buffer” ve 10
ul Proteinaz K ilave edilip kuru 1s1
blogunda 65 °C ’de 2 saat inkiibe
edilmistir.  Proteinaz K aktivitesini
durdurmak icin; daha sonra 95 °C’de 10 dk
bekletilip santrifiij cihazinda 10000 X
rpm’de 1dk santrifiij edilmistir. Eppendorf
tiiplerin i¢indeki sivinin st kismindan
alttaki cokelege dokunulmadan 10 pl
serum alinip bos eppendorflara
aktarilmistir. Eppendorf tiiplere 400 pl lizis
binding solution eklendi. Her bir eppendorf
tip vortekslenmistir. Karisim 65 °C *de
10 dakika, 4 °C ’de 2 dakika
bekletilmistir. Spin santrifiij edildikten
sonra lizerine 500 ul Precipitation solution

eklenmistir.  Vortekslenmistir. 15 dk
13000 x rpm’de santrifiij edilmistir. Ust
kistmdaki  sivi ¢okelege dokunmadan
pipetle tamamen alimmustir. 500 pl
Washing Solution eklenmistir.
Vortekslenmistir. 5 dk siireyle 13000 X
rpm’de santrifiij edilmistir. Ust kistmdaki
stv1 pipetle tamamen alinmistir. Eppendorf
tipler oda sicakhiginda 10 dakika
kurutulmustur. Ardindan 20 pl Sample
diluter eklenmistir. Vortekslenip spin
santrifiij edilmistir. Eppendorf tlipler -
20 °C’de saklanmustir.

Ters transkripsiyon (RT - PZR) ile
cDNA eldesi

Total RNA’dan komplimenter DNA
(cDNA) elde edilmesi igin Transcriptor
First Strand cDNA Synthesis Kit for RT-
PCR  (AMV) (Roche, Germany)
kullanilmustir.

ALS1 kodlayan cDNA’larin Real-Time
PZR cihazinda cogaltilmasi

ALS1 icin en az 10 ng CcDNA
kullanilmistir.  LightCycler cihazi (Roche,
Almanya) ve LightCycler yaziliminin 3.5
versiyonu kullanilmigtir. Real-time PZR
amplifikasyon karigimi, kalip cDNA,
SYBR Green master karisim tamponu ve
her bir primerden [Forward 5°- gaa tgc aat
tgg taa agt a- 3’ ve Reverse 5° -atg ctt caa
caa ttt aca- 3’ (Alpha DNA, Kanada)] 100
pmol icerecek sekilde hazirlanmistir.
Amplifikasyon 3 asamada
gergeklestirilmistir; denatiirasyon
(95 °C’de 15 saniye), hibridizasyon
(55 °C’de 20 saniye), uzama (72°C ’de 15
saniye).

Analiz  55-90 °C arasinda (sicaklik
degisimi 0.2 °C /sn) basamakli olarak
gerceklestirilmistir. Real-time PZR
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amplifikasyonu sonrasinda, erime egrisi
(“melting curve”) analizleri incelenmistir.

Real -Time PZR’de ALS gen ifadesinin
kantitatif analizi

Klinik 6rneklerden once bir cDNA
havuzunun 6 farkli diliisyonu {i¢ farkli
kopya olarak Olciilmiistiir ve floresansin
basladigr siklus sayist (Cp) ile gen
ifadesinin logaritmik artig1 arasinda lineer
regresyonla , kalibrasyon egrisi ¢izilmistir.
ALS1 gen ifadesi miktar kopya / mL
olarak olctilmiistiir.

Istatistik Analizler

Calismadan elde edilen verilerin
degerlendirilmesi ve tablolarin
olusturulmas1 amaciyla SPSS (Statistical
Package for Social Sciences) version 15
kullanilmistir. mRNA

amaciyla ortalama,

miktarlarinin

sunulmasi standart

Tablo 3: Elde edilen mRNA miktarlarmin (kopya/mL) yumusak astar maddelerine,

sapma, minimum ve maksimum degerleri
kullanilarak tablolar hazirlanmigtir. Elde

edilen sonuglara Ug Yonli Varyans
Analizi  yapilmistir.  Yumusak  astar
maddelerinin (Visco Gel ve Vertex Soft)
mRNA  miktarlar1 arasinda  farkliligi
belirlemek  i¢cin  Student T  testi
kullanilmistir. Biitiin istatistiksel
analizlerde Onemlilik seviyesi olarak
p<0.05 ve p<0.01 degerleri kabul
edilmistir.

Bulgular

In vitro hizlandirilmis eskitme islemi
uygulanmis ve uygulanmamis iki farkli
akrilik esaslt yumusak astar maddesinin C.
albicans hiicreleri ile 12 ve 24 saat siireyle
inkiibe edilmesi sonucunda elde edilen
mRNA ekspresyon miktarlarinin ortalama
ve standart sapma degerleri Tablo 3’de
verilmistir.

eskitme islemi

(eskitilmemis/eskitilmig) ve inkiibasyon siirelerine (12/24 saat) gore ortalama, standart sapma, minimum ve

maksimum degerleri

Yumusak
Astar Uygulanan islem N Ortalama | Std. Sapma Minimum | Maksimum
Maddesi
Eskitilmemis-12 saat 10 29.70 3.92 24.00 36.00
Eskitilmemis-24 saat 10 27.00 4.22 20.00 33.00
Visco Gel
Eskitilmis- 12 saat 10 30.00 3.16 26.00 36.00
Eskitilmisg-24 saat 10 18.00 231 15.00 21.00
Eskitilmemis-12 saat 10 16.00 291 11.00 20.00
Eskitilmemis-24 saat 10 22.10 3.96 17.00 30.00
Vertex Soft
Eskitilmis-12 saat 10 30.10 3.73 24.00 37.00
Eskitilmisg-24 saat 10 21.00 291 16.00 26.00
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Akrilik  esash
maddesi, in vitro hizlandirilmis eskitme
islemi ve inkiibasyon siiresi faktorleri ile

yumusak  astar

ti¢ faktorlii varyans analizi (2x2x2 diizeni)

yapilmis ve sonuglar Tablo 4’de verilmistir.

Yumusak astar maddeleri ve inkiibasyon

eskitme islemi alt gruplar1 arasinda anlaml
fark bulunmanustir (p>0.05). incelenen ii¢
faktore ait ikili etkilesimlerin hepsi anlaml
bulunmustur (p<0.05). Her ii¢ faktoriin
birlikte  etkilesimi  incelenmis  ve
istatistiksel olarak anlamli bulunmamistir

stiresi faktorlerinin her birinin alt gruplari
arasinda anlamli fark bulunurken (p<0.05),

(p>0.05) (Tablo 4).

Tablo 4: Yumusak astar maddeleri, eskitme islemi ve inkiibasyon siiresi etkilesimine iliskin varyans

analizi sonuclari

Kaynak SD ?oi:l?fr; Oﬁz{:ﬁgs1 F P
Malzeme 1 300.313 300.313 25.322  0.000”
islem 1 23.113 23.113 1.949 0.167
Siire 1 391.613 391.613 33.020  0.000”
Malzeme x islem 1 588.613 588.613 49.631  0.000"
Malzeme x Siire 1 171.112 171.112 14.428  0.000"
islem x siire 1 750.313 750.313 63.266  0.000™
Malzeme x islem x siire 1 43.513 43.513 3.669 0.059
Hata 72 853.900 11.860
Toplam 80 50119.000

T p<0.01

Akrilik  esasli  yumusak astar

verilmistir. mRNA ekspresyon miktarlari

maddelerinin eskitme iglemi ve inkiibasyon
siiresi alt gruplarina gore elde edilen
mRNA ekspresyon miktarlarinin ortalama
ve standart sapma degerleri ile her iki
maddenin  bu  degerler bakimindan

karsilastirma  sonuglar1  Tablo  5°de

en az eskitilmis ve 24 saat inkiibe edilmis
Visco Gel maddesinde (18.00+2.31
kopya/mL) bulunurken, en fazla eskitilmis
12 saat inkiibe edilmis Visco Gel ve Vertex
Soft maddelerinde bulunmustur.
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Tablo 5: Yumusak astar maddelerinin eskitme islemi ve inkiibasyon siiresi gruplarina iligkin karsilagtirma

sonuglari
E..Skit.me islemi ve inkiibasyon Visco Gel Vertex Soft p
siiresi gruplari
Eskitilmemis — 12 saat 29,70 + 3.92 16.00 +2.91 0.000™
Eskitilmemis — 24 saat 27.00 = 4.22 22.10+3.96 0.015"
Eskitilmig — 12 saat 30.00 + 3.16 30.10 £3.73 0.949
Eskitilmis — 24 saat 18.00 £ 2.31 21.00 +£2.91 0.020"
:*p <0.05
p<0.01

Eskitme islemi ve inkiibasyon siiresi
gruplarina gore akrilik esash yumusak
astar maddelerinin karsilastirilmasi;

Eskitilmemis ve 12 saat inkiibe
edilmis akrilik esaslh yumusak astar
maddesi Orneklerinde mRNA ortalamalari
sirastyla, Visco Gel maddesinde 29,70 +
3.92 kopya/mL ve Vertex Soft maddesinde
16.00+£2.91 kopya/mL olarak bulunmustur.
Yapilan t-testi sonucunda ortalamalar
arasinda anlamli farklihik saptanmistir
(p<0.01) (Tablo 5).

Eskitilmemis ve 24 saat inkiibe
edilmis akrilik esaslh yumusak astar
maddesi Orneklerinde mRNA ortalamalari
sirastyla,  Visco ~ Gel  maddesinde
27.00+4.22 kopya/mL ve Vertex Soft
maddesinde 22.10+3.96 kopya/mL olarak
bulunmustur.  T-testi  sonucuna  gore
ortalamalar arasindaki farklilik anlamlh
miktardadir (p<0.05) (Tablo 5).

Eskitilmis ve 12 saat inkiibe edilmis
orneklerde mRNA ortalamalari, Visco Gel
maddesinde 30.00+3.16 kopya/mL ve
Vertex Soft maddesinde 30.10+3.73
kopya/mL olarak bulunmustur.
Ortalamalar arasindaki farklilik istatistiksel

olarak anlamli miktarda degildir (p>0.05)
(Tablo 5).

Eskitilmis ve 24 saat inkiibe edilmis
Visco Gel maddesi orneklerindeki mMRNA
ortalamalari (18.00+2.31 kopya/mL),
Vertex Soft maddesindekilerden
(21.00+2.91 kopya/mL) istatistiksel olarak
anlamli miktarda daha azdir (p<0.05)
(Tablo 5).

Tartisma

Arastirmada yumusak astar
maddeleri iizerinde oral ¢evrede meydana
gelen degisiklikleri taklit etmek amaciyla
Atlas  UV2000 Hizlandirilmis Hava
Kosullandirma Test Cihazi kullanilmistir.
Hizlandirilmis  eskitme islemi, birgok
arastirmact tarafindan dis hekimliginde
kullanilan materyallerin ve yumusak astar
maddelerinin cesitli ozelliklerini
aragtirmada  kullanilmigtir ~ (9,25-29).
Weathering cihazinin iireticisi 300 saatlik
eskitmenin klinik kullanimin bir yilina esit
oldugunu bildirmektedir ve bir ¢ok
arastirmact bu siireyi dikkate almislardir
(9,25,26,30). Arastirmada da yumusak
astar maddelerinin klinik kullanim siireleri
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g6z Oniline alinarak; Visco Gel yumusak
astar maddesinden hazirlanan ornekler 17
saat, Vertex Soft drnekleri 50 saat siireyle
in vitro hizlandirilmis eskitme islemine
tabi tutulmuslardir.

C.albicans’in konak hiicrede
kolonizasyonu ve infeksiyonunda ilk
basamak olan adezyon patogenezde nemli
bir rol oynamaktadir. C. albicans’in konak
hiicre ylizeyine adezyonu hiicre yiizey
glikoproteinlerini kodlayan ALS
(agglutinin-like  sequence)  genlerinin
ekspresyonu ile ilgilidir (15,31). Alslp ve
Als5p (Alalp) insan yanak epitellerine ve
fibronektine tutunmakta rol alirlar. Alslp
ozellikle enfeksiyonun erken doneminde
maya  hiicresinin  agiz  mukozasina
tutunmasinda 6nemli rol oynar (14).

ALS genlerinin C. albicans
hiicrelerinin konakg1 yiizeylere ve medikal
yiizeylere adezyonunda etkili oldugunu
gosteren birgok calisgma mevcuttur (14-
16,32,33-35).

Green ve arkadaglart (36)
yaptiklar1 ¢alismada protez akriliginde ve
kateterlerde kullanilan silikon elastomerde
C. albicans suslariyla biyofilm
olusturmuslardir. Bu in vitro modellerde
6., 12. ve 48. saatlerde biofilm
hiicrelerinde ve planktonik hiicrelerde ALS
gen  ekspresyonlarmi  incelemislerdir.
ALS1 gen ekspresyonu bir tane Kkateter
modeli olusturulmus susun 12. saatteki
biyofilm hiicresi dl¢iimiinde zayif pozitif,
diger biitiin Olclimlerde ise pozitif ¢iktig
bildirilmistir.

Kamai ve arkadaslar1 (18)
deneysel orofaringeal kandidiyazis
Olusturduklart farelerde; ALS1 geninin
enfeksiyonun erken sathalarinda Candida
albicans’in  adezyonunda 6nemli rol
oynadigini belirtmislerdir.

Babag (33) 2007 yilinda
yaptig1 doktora tez calismasinda; cesitli

yumusak astar maddeleri ve akrilik
yizeylerle  karsilasmigs  C.  albicans
hiicrelerindeki ALS1 gen ekspresyonundaki
degisikliklerin ve  Alsl  proteininin
hiicrelerin bu yiizeylere adezyonundaki
roliinii arastirmistir.  RT-PZR deneyinde
suslar materyallerle karsilastirilmadan 6nce
biitin  suslarda ALS1 geni mRNA
ekspresyonu negatif olarak bulunmustur.
Acron Duo ve Visco Gel ile karsilagsmis
suslarin  bir kisminda, silikon esash
yumusak astar maddeleri (Ufi Gel P,
Mollosil ve Molloplast B) ile karsilagsmis
suslarin ise tamaminda ALS1 geni mRNA
ekspresyonu pozitif bulunmustur. Bu
calismanin sonuglar1 C. albicans’in protez
materyalleri ile karsilagmasindan sonra
ALS1 geni ekspresyonunun arttigini
destekler niteliktedir.

Bu c¢alismada; eskitme islemi
uygulanmis ve uygulanmamig 2 farkl
akrilik esasli yumusak astar maddesinin
ornek yiizeylerinden izole edilen C.
albicans hiicreleri ile 12 ve 24 saat inkiibe
edilmesi sonucunda olusan ALS1 geni
mRNA ekspresyonundaki degisim
incelenmistir.

Aragtirmada; Visco gel
yumusak astar maddesinde eskitilmis ve 12
saat slireyle inkiibe edilen Orneklerde en
fazla miktarda ALS1 gen ekspresyonu
goriilmiistiir (30.00 kopya/mL).

Visco Gel yumusak astar
maddesinde yeni olan 6rneklerden 12 saat
inkiibasyon siiresi sonunda ve 24 saat
inkiibasyon siiresi sonunda izole edilen
biyofilm hiicrelerinde benzer miktarda
ALS1 gen ekspresyonlart  olmustur.
Eskitilmis orneklerde ise 12 saat siireyle
inkiibe edilen 6rneklerde en fazla miktarda
ALS1 gen ekspresyonu goriiliirken (30.00
kopya/mL), 24 saat inkiibe edilen
orneklerde (18.00 kopya/mL) istatistiksel
olarak anlamli derecede daha az ALS1 geni
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mRNA ekspresyonu olmustur (p<0.01).
Bu durum eskitilmis 6rneklerde 24 saatlik
inkiibasyon siiresi sonunda C. albicans
hiicrelerinde; adezyonun farkli bir
safhasmna gecilerek, diger adezyondan
sorumlu genlerin etkisine girebilecegini
gosterebilir.

Babag (33) ¢alismasinda Visco
Gel maddesinden hazirladig1 6 adet 6rnegi
farkli C. albicans suslar ile inkiibe etmis
ve sonugta 4 tanesinde ALS1 gen
ekspresyonu  goriildiigiinii  belirtmistir.
Aragtirmada Visco Gel maddesinden
hazirlanan Orneklerin hepsinde ALS1 gen
ekspresyonu goriilmiistiir. Bu g¢alismanin
sonugclari yaptigimiz calismanin
sonuglarini destekler niteliktedir.

Tar1 ve arkadaslar1 (9) in vitro
hizlandirilmis eskitme islemi sonrasinda
pelikil tabakasi olusturulmus ve
olusturulmamis o6rneklerde Visco Gel
maddesinde C.albicans adezyonunda artig
oldugunu belirtmislerdir. Bu  sonug,
arastirmadaki eskitme islemi uygulanmis
ve 12 saat inkiibe edilen Orneklerin
ortalama ekspresyon sonucuyla paralellik
gostermektedir.

In vivo ve in vitro deney
sartlar1 kullanilarak yapilan bir ¢alismada;
Visco Gel, Fixo-gel ve Fitt marka doku
sartlandiricilart kullammmimin C. albicans
gelisimine etkisi degisik zaman
dilimlerinde  incelenmistir. In  vitro
caligmada ticiincli glinde yapilan 6l¢timde
doku  sartlandiricilarinin Candida
gelisimini bir miktar inhibe ettigi , ancak 6.
giinde adezyon miktarinin kontrol grubu
ornekleriyle ayn1 diizeyde oldugu , 12. ve
15. glinlerde ise adezyon miktarinin arttig1
belirtilmistir (37).

Yapilan bazi1 caligmalarda;
yumusak astar maddelerinde kullanilan
plastiklestirici tiirtiniin, polimer partikiil
blytikligliniin ve etil alkol miktariin C.

albicans  gelisimi, asit {retimi ve
kolonizasyonu tiizerinde etkili oldugu
gosterilmistir.  Visco Gel maddesinin
yapisinda bulunan etil alkol ve dibiitil
fitalatin bu hiicrelerin ¢ogalmas1 ve
kolonizasyonu tizerinde inhibitor etkisi
oldugu belirtilmistir (38,39).

Calismada Vertex Soft
yumusak astar maddesinde yeni 6rneklerde
12 saatlik inkiibasyon siirecinde en az
ALS1 geni mRNA ekspresyon miktari
gozlenmistir (16.00 kopya/mL) . Bu miktar
yeni Orneklerin 24 saat siireyle inkiibe
edilmesi sonucunda artmustir. Eskitilmis
orneklerde 12 saatlik inkiibasyon siiresi
sonunda maksimum (30.10 kopya/mL)
gen ekspresyonu olmustur. Eskitilmig
orneklerin 24 saat inkiilbe edilmesi
sonucunda ise gen ekspresyonunda azalma
Vertex Soft maddesinde
elde edilen bu sonuglar eskitilmis
maddelerde artmis ylizey piiriizliiliigiine
bagli olarak adezyonun kolaylastigini
diisiindiirmektedir. Bu  sonuglar; bu
maddenin kullanim siirecinin baslangicinda
az olabilecegini

gorilmiuistir.

gen ekspresyonunun
gostermektedir .

In vitro ve in vivo yapilan bazi
caligmalarda ylizey piiriizliliigliiniin ve
materyaldeki eskimenin Candida
adezyonunu  arttirict  etkisi  oldugu
gosterilmistir (19,20,40,41).

Verran ve arkadaglar1 (41)
yiizey seklinin  C. albicans adezyonuna
etkisini inceledikleri c¢alismada  akrilik
rezin ve silikon elastomer orneklerin diiz
yiizeyli olanlarinda daha az adezyon
gozlenmistir. Ayrica akrilik rezin ve
silikon  elastomer  Ornekleri  kendi
aralarinda kiyaslandginda diiz yiizeyli
ornekler arasindaki fark Onemsiz iken |,
ptriizlii yiizeylere sahip 6rneklerde silikon
elastomerlerde akrilik rezinden hazirlanmis
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orneklere gore istatistiksel olarak anlamli
miktarda daha fazla adezyon gozlenmistir.

Tar1  ve  arkadaglarnnt  (9)
calismalarinda, pelikil tabakasi
olusturulmamis Visco Gel, Ufi Gel P ve
Molloplast-B maddelerinin eskitme oncesi
ve sonrast adezyon skorlar1 ayr1 ayri
istatistiksel olarak incelendiginde her
maddede eskitme islemi sonrasinda C.
albicans adezyon miktarmin arttigini
bildirmistir.

Bu aragtirma, in vitro kosullar
ile sinirh bir ¢alisma oldugu icin, in vivo
calismalar ile  desteklenmelidir. Bu
calismada C. albicans da sadece
adezyondan sorumlu bir gen incelenmistir.
Daha sonraki calismalarda; adezyondan
sorumlu bagka genlerin de incelenmesi ve
aynt  c¢alismada  Ornekler iizerindeki
adezyon yapmis hiicrelerin sayilarinin
Olciilmesi ile konu hakkinda daha detayl

sonuclarin  elde  edilmesine  olanak
saglanabilecegi diislincesindeyiz.
Tesekkiir

Gazi  Universitesi ~ Saghk  Bilimleri

Fakiiltesi Biyoistatistik Anabilim Dali
Ogretim iiyesi Yrd. Dog¢. Dr. Biilent
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