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OZET

Saatcioglu S. 2020. Lizozim, Laktoferrin ve Tasiyic1 Olarak Poloksamer 407
Iceren Yeni Formiilasyonlarin, Oral Mukoza Uzerindeki Iritasyon Etkilerinin in
vivo Kosullarda Degerlendirilmesi. Yeditepe Universitesi Saghk Bilimleri

Enstitiisii, Doktora Tezi, istanbul.

Bu calismanin amaci, kiiciik ¢cocuklarda dis ¢iiriiklerinin 6nlenmesinde giivenli
bir alternatif ajan olarak kullanilabilecek, daha once in vitro kosullarda antibakteriyel
etkileri ve biyouyumlulugu gosterilmis olan, lizozim, laktoferrin ve tasiyici sistem
olarak poloksamer 407 polimeri iceren hidrojel formiilasyonunun oral mukoza
tizerindeki iritasyon etkilerinin %0,2' lik klorheksidin jel ile karsilagtirmali olarak in

vivo kosullarda degerlendirilmesidir.

Bu calismada deney grubu olarak, 1 mg/ml lizozim ve 0,5 mg/ml laktoferrinin
%10 konsantrasyondaki poloksamer 407 ile birlestirilmesiyle hazirlanan formiilasyonlar
kullanilmistir. Negatif kontrol grubu olarak steril apirojen distile su, referans iiriin

olarak ise %0,2’lik klorheksidin jel kullanilmistir.

Deney ve kontrol gruplarimin oral mukoza iizerindeki akut iritasyon etkileri,
Suriye hamsterlarinin  yanak mukozalar1 iizerinde o©Once makroskopik olarak
degerlendirilmis, ardindan histopatolojik inceleme ile akut oral mukoza iritasyon

skorlar1 belirlenmistir.

Makroskopik degerlendirme sonucunda, uygulama yapilan her ii¢ grupta da
herhangi bir donemde eritem ya da skar olusumu izlenmemistir. Histopatolojik inceleme
sonucunda ise lizozim, laktoferrin ve poloksamer 407 iceren hidrojel uygulamalarinin
iritasyon diizeyinin steril distile su ile ayn1 oldugu goriilmiistiir. Lizozim, laktoferrin ve
poloksamer 407 igeren hidrojel ile klorheksidin jel uygulamalarinin iritasyon etkileri
karsilagtirildiginda ise klorheksidin jelin yeni gelistirilmis hidrojele gore en az diizeyde

iritan oldugu belirlenmistir.
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Bu calismada, degerlendirilen deney ve kontrol gruplarindan higbirinde ciddi
derecede mukozal iritasyon goriilmemistir. Ancak, lizozim ve laktoferrin igceren hidrojel
formiilasyonun daha uzun siireli etkilerinin anlasilabilmesi igin, kronik oral mukoza
iritasyon testlerinin ve gecikmis tip asir1 duyarlilik (hipersensitivite) deneylerinin

yapilmasinin yararli olacag: diisiiniilmektedir.

Anahtar Kelimeler: Lizozim, laktoferrin, poloksamer 407, oral mukoza

iritasyon testi, hamster
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ABSTRACT

Saatcioglu S. 2020. In vivo Evaluation of Oral Mucosal Irritation Effects of
New Formulations Containing Lysozyme, Lactoferrin and Poloxamer 407 as Drug
Delivery System. Yeditepe University Institute of Health Sciences, Doctorate

Thesis, Istanbul.

The aim of this study was to evaluate the irritation effects on the oral mucosa of
the hydrogel formulation (including lysozyme, lactoferrin and poloxamer 407 as carrier
system), which has previously been shown to have antibacterial effects and
biocompatibility in vitro, and to compare with 0.2% chlorhexidine gel in vivo

conditions.

In this study, the formulation which were prepared by combining, 1 mg/ml
lysozyme, 0.5 mg/ml lactoferrin and 10% concentration of poloxamer 407 was used as
experimental group. Sterile apyrogenic distilled water was used as negative control

group and 0.2% chlorhexidine gel was used as reference product.

The acute irritation effects of the experimental and control groups on the oral
mucosa were evaluated macroscopically on the cheek mucosa of Syrian hamsters, and
then the acute oral mucosa irritation scores were determined by histopathological

examination.

As a result of macroscopic evaluation, erythema or scar formation was not
observed in any of the three groups. Histopathological examination revealed that the
irritation level of lysozyme, lactoferrin and poloxamer 407 containing hydrogel was the
same as that of sterile distilled water. When the irritation effects of chlorhexidine gel
applications were compared with hydrogel containing lysozyme, lactoferrin and
poloxamer 407, chlorhexidine gel was found to be the least irritating to the newly

developed hydrogel.
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In this study, neither experimental group nor control groups showed severe
mucosal irritation. However, it is believed that chronic oral mucosal irritation tests and
delayed-type hypersensitivity tests w useful for understanding the longer-term effects of

the hydrogel formulation containing lysozyme and lactoferrin.

Keywords: Lysozyme, lactoferrin, poloxamer 407, oral mucosal irritation test,
hamster
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1. GIRIS ve AMAC

Mikrobiyal dental plak, agiz boslugunu olusturan sert ve yumusak dokular
tizerinde birgok mikroorganizma tarafindan meydana getirilmis bir biyofilmdir. Cok
sayida bakteri icermesi nedeniyle karmasik bir yapiya sahiptir (1). Mikroorganizma
topluluklart bu yapi1 ile savunma mekanizmalarindan, kuruluktan, antimikrobiyal
ajanlardan korunmakta ve bu ortamda besin maddelerinin yogunlugu artmaktadir.
Supragingival ve subgingival olmak tizere iki tiir mikrobiyal dental plak tanimlanmistir
(2). Bu yapilarin, morfolojik ve bakteriyolojik olarak birbirlerinden farkli olduklari
bildirilmistir (3). Insanlarda goriilen en yaygin bakteriyel enfeksiyonlar arasinda olan
dis ciriiklerinin ve periodontal hastaliklarin olusup, gelismesinde karigik ve siiregelen

mikrobiyal bir sistem olan mikrobiyal dental plak énemli bir rol oynamaktadir (4,5).

Agi1z hijyeninin ve buna bagl olarak agiz sagliginin siirdiiriilebilmesinde temel
yontem mikrobiyal dental plagin etkin bir sekilde uzaklastirilmasidir. Diyetin
diizenlenmesi, fluoridli dis macunu ve dis ipi kullanimi supragingival plagi
uzaklastirmada Onerilen yontemlerdir. Bunlara antibakteriyel gargaralar eklendiginde

ag1z hijyeninin 6nemli derecede iyilestigi gosterilmistir (6).

Son yillarda dis hekimligi literatiiriinde mikrobiyal dental plagin
uzaklastirilmasinda yaygin olarak tercih edilen fluorid ve klorheksidin preparatlarina
alternatif uygulamalar iizerine yapilan ¢aligsmalar dikkat ¢cekmektedir. Remineralizasyon
ajanlar ile ilgili yapilmis son donem caligmalarda, kazein fosfopeptit amorfoz kalsiyum
fosfat, sodyum kalsiyumfosfosilikat (biyoaktif cam), ksilitol, nano hidroksiapatit gibi
ajanlarin yani sira, antimikrobiyal etkisi ve biyouyumlulugu kanitlanmis olan tiikiiriik

proteinlerinin 6n plana ¢ikmaya basladig1 goriilmektedir (7-9).

Tonguc-Altin ve ark. (2015) lizozim ve laktoferrin igeren yeni formiilasyonlarin
antimikrobiyal etkilerini karsilastirmis ve mikrobiyal dental plakta bulunan ve c¢iiriikk
olusumunda etkili oldugu bilinen Streptococcus sobrinus (S. sobrinus), Streptococcus
mutans (S. mutans) ve Lactobacillus acidophilus (L. acidophilus) suslar1 tizerinde etkili

oldugunu gostermislerdir (10).



Senéz (2014), ‘Lizozim, Laktoferrin ve Tastyic1 Olarak Poloksamer 407 igeren
Yeni Formiilasyonlarin Biyouyumluluklarinin in vitro Kosullarda Degerlendirilmesi’
baslikl1 doktora tezinde; kontrol grubu olan klorheksidinin sitotoksik etkisinin deney
gruplarina goére anlamli derecede yiiksek bulundugunu bildirmistir. Hiicre canlilik orani
klorheksidin grubunda %25’den az, poloksamer 407 grubunda ise %50-75 arasinda
bulunmustur (11).

Literatiirde lizozim, laktoferrin ve tasiyict olarak poloksamer 407 igeren

formiilasyonlar ile ilgili yayinlanmis baska ¢aligmaya rastlanmamistir.

Bu olumlu sonuglar dogrultusunda lizozim ve laktoferrin igeren yeni
formiilasyonlarin ileri c¢aligmalar yapildiktan sonra dis hekimligi pratiginde
antimikrobiyal/antiplak ajan olarak etkin bir sekilde kullanilabilecegi ve ilag

piyasasinda yer alabilecegi diistiniilmiistiir.

Antimikrobiyal ajanlar klinikte uygulanmaya baslanmadan once bu
materyallerin agiz dokular tizerindeki olas1 yararli ve/veya zararli etkilerinin in vitro
testler ile incelenmesi, ardindan hayvan calismalarindan elde edilecek bulgular g6z
oniinde bulundurularak materyalin toksisite derecesi ve/veya iritasyon (tahris) etkisi
hakkinda fikir sahibi olunmasi, bu calismalarin sonuglarina bagli olarak klinik
kullanimlarinin  Onerilmesi ya da gerekli diizenlemelerin yapilmasi gerektigi
bilinmektedir. Bu nedenle dis hekimliginde kullanilan materyallerin biyouyumluluklar
in vitro testlerin ardindan, hayvan deneyleri ve klinik ¢alismalar ile

degerlendirilmektedir (12).

Tibbi Cihazlarin Biyolojik Degerlendirilmesi i¢in olusturulmus standartlarda
(ISO 10993-1: 2018), materyalin temas yiizeyi ve temas siiresine bagli olarak yapilmasi
gereken deneyler belirtilmistir (12). Standartlar dogrultusunda mukoz membrana temasi
24 saatten az olacak bu formiilasyonlarin akut oral mukoza iritasyon deneylerinin

yapilmasi1 gerekmektedir.

Bu ¢alismanin amaci, lizozim, laktoferrin ve tasiyict sistem olarak poloksamer

407 polimeri igeren, in vitro kosullarda antibakteriyel etkileri ve biyouyumluluklari



gosterilmis yeni formiilasyonlarin oral mukoza {izerindeki iritasyon etkilerinin %0,2' lik

klorheksidin jel ile karsilastirmali olarak in vivo kosullarda degerlendirilmesidir.



2. GENEL BILGILER

2.1. Tiikiiriigiin Koruyucu Fonksiyonlari ve Antimikrobiyal Komponentleri

Tiikiiriiglin insan organizmasinda bir¢ok 6nemli gorevi listlendigi bilinmektedir

(Sekil 1) (13,14).

Tikiiriglin koruyucu fonksiyonlari, agiz sagligini korumaya ve uygun bir
ekolojik denge olusturmaya yarayan 5 ana kategoride listelenmektedir: (1) nemlendirme
ve kayganlastirma, (2) seker klirensi, (3) tamponlama etkisi, (4) dis biitiinliigliniin
korunmasi, (5) tikiriik proteinlerinin antibakteriyel, antiviral, antifungal ve diger

etkileri (15-17).

Prolinden zengin proteinler Miisinler

Staterin Kalsiyumfosfat

Kalsiyumfosfat Miisinler

: . Lizozim
Remineralizasyon Dm];lnerahz:f\syomm Laktoferrin
Prolinden zengin B Laktoperoksidaz
glikoproteinler Histamin
Miismler Kayganlagtirma Agghmxm
Viskoelastisite Sistatinler
VEGh
Bikarbonat Tamponlama
Fosfat
Proteinler
Immunoglobulinler
Miisinler
Amilaz Histatinler
DNA'z
RNA'z
Lipaz Miisinler
Proteaz Miisinler Immunoglobulinler
Su Sistatinler

Sekil 1. Tiikiiriglin fonksiyonlar: ve tiikiiriikk fonksiyonlarinin tiikiiriik bilesenleri ile iligkisi
(13,14)



2.1.1. Nemlendirme ve Kayganlastirma

Tiikiiriik bezlerinin ana fonksiyonlarindan biri, agiz mukozasini nemli tutmak
icin agiz bosluguna siirekli bir tiikiiriik akis1 saglamaktir; boylece yutkunma sirasinda
abrazyona ve mikroorganizmalari, deskuamatif epitel hiicrelerini, 16kositleri ve yiyecek
artiklarin1 uzaklastirmaya kars1 daha az duyarli bir hale getirildigi bilinmektedir. Ayni
zamanda uyarilmamis tiikliriigiin siirekli akis1 tiikiirtik bezlerinin tiikiirtik kanallar

yoluyla retrograd enfeksiyonunu 6nlemeye yardimci olmaktadir (18).

Tikiiriiglin bilesiminin yaklasik %99’u su olmakla birlikte, su ve tiikiiriik
submandibular bezler, dil alt1 bezleri ve palatal, bukkal ve labiyal mukozada bulunan
mindr tiikiirik bezleri tarafindan sentezlenen miisinler igermesi nedeniyle sudan
oldukca farkli bir yapidadir. Misinler, glikozile edilmis glikoproteinler olarak
tanimlanmaktadir. Parotis ve von Ebner bezlerinin salgilarinda ise miisin

bulunmamaktadir (19).

Tiikiiriik, miisin igermesi sayesinde, seromukoz bir katman olusturarak tiim agiz
boslugunu kaplamakta ve ¢igneme, yutma ve konusma gibi islemler sirasinda karsilikli
yiizeyler arasinda 6nemli bir kayganlastirict olarak islev gérmektedir. Ayn1 zamanda
agi1z i¢i dokulart mikrobiyal dental plak igerisinde iiretilen proteolitik ve hidrolitik
enzimler, sigara ve eksojen kimyasallardan kaynaklanan potansiyel karsinojenik

maddeler ve agiz kurulugu gibi iritan etkenlerden korumaktadir (20).

2.1.2. Seker Klirensi

Tiiklirtiglin en 6nemli fonksiyonlarindan biri, yiyecek, icecek ve yiyecek
kalintilarinin  agizdan uzaklastirilmasini kolaylastirmas: olarak kabul edilmektedir.
Yutkunma sonrasinda agiz icerisinde bir miktar tiikiiriik kalmaktadir (21,22). Yutkunma
oncesi ve sonrast agizdaki tiikiirtik hacimleri sirasiyla 1,1 ve 0,8 ml'dir, dolayisiyla
yemekler arasinda her bir yutkunma ile agizdaki tiikiiriigiin sadece kiiclik bir kismi
yutulmaktadir (23). Agiz sagligi acisindan, agiza alindiktan sonra en kisa siirede
uzaklastirilmasi gereken en 6nemli gidalar sakkaroz ve glukoz gibi fermente edilebilir

karbonhidratlar ile asitli yiyecekler veya igecekler olarak belirtilmektedir. Bilgisayar



modellemesi ve deneylerle, bu gidalarin temizlenmesinin diisiik miktarda kalan tiikiiriik

hacmi ve yliksek tiikiiriik akis hizi ile kolaylastirildigi gosterilmistir (22).

Tikiiriiglin ayrica her biri yaklasik 100 mikroorganizma tasiyan eskuame epitel
hiicrelerinin ~ temizlenmesi ve tlikiriikte serbest kalan mikroorganizmalarin

uzaklagtirilmasi i¢in de 6nemli oldugu kabul edilmektedir (24).

2.1.3. Tiikiiriigiin Tamponlama EtKisi

Normal tiikiirigin pH degeri 6,5-7,5 arasinda oldugu bilinmektedir. Dis
yiizeyindeki sivinin, hidroksiapatite gére doymamis oldugu ve mineden kalsiyum (Ca)
ve fosfatlarin (PO4) ayrilmasina izin veren degerin kritik pH degeri olarak ifade edildigi
bilinmektedir (<5,5). pH degeri kritik pH’nin altina indiginde dis minesinden ¢6ziinme
baslamaktadir ve bu da dis clriiginii baglatan 6nemli bir siire¢ olarak kabul
edilmektedir. Tiikiiriigiin dis ¢iiriiklerini 6nlemede en 6nemli fonksiyonlarndan birinin
de agiz igerisinde olusan organik asitleri ndtralize edip tamponlamasi oldugu
bilinmektedir (25). Ortamdaki hidrojen (H") ve hidroksit (OH") iyonlarina bagli olarak
degisebilen pH degerlerine direnme gilicii ‘tamponlama kapasitesi’ olarak
tanimlanmaktadir (26). Tiikiirtigiin agizdaki tamponlama etkisi 3 farkli sistem ile
saglanmaktadir: karbonik asit — bikarbonat tamponlama sistemi, fosfat tamponlama

sistemi, protein tamponlama sistemi (27).

Karbonik asit — bikarbonat tamponlama sistemi en énemli tampon sistemidir ve
uyarilmis tlikiiriikte aktiftir. Mikrobiyal dental plak icerisine diffiiz olup ve asitleri
notralize ederek tampon gorevi gormekte ve bu sayede ¢iirik olusumunu
engellemektedir. Ayrica, asitleri nétralize ederek bir tampon gorevi goren aminleri
meydana getirmek i¢in, amonyak olusumunda rol oynamaktadir (28). Tiikiiriiglin
bikarbonatla iliskili olmayan tamponlama kabiliyetinin %90'ndan fazlas1 disiik
molekiiler agirlikli, histidin bakimindan zengin peptidlere dayanmaktadir (29). pH
degeri 4-4,5’in altina diistligiinde tiikiirlik proteinleri de tamponlama sistemine katkida

bulunmaya baslamaktadir (30).

Tiikiiriikteki bir diger tamponlayic1 bilesen olan iire mikrobiyal dental plak

tarafindan metabolize edilmekte ve bunun sonucunda amonyak agiga c¢ikmaktadir,
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boylelikle plak icerisindeki pH degeri de yiikselmektedir (31). Tiikiiriigiin tamponlama
etkisi, uyarilmis yiiksek akis hizlarinda daha verimli ¢alismakta, ancak uyarilmamis
tiikkiiriik 1ile diisiik akis donemlerinde neredeyse etkisiz hale gelmektedir (32,33).
Fosfatin yalnizca uyarilmamis akis sirasinda bir tampon olarak ©onemli oldugu

belirtilmistir (34).

Ciirtikler tlizerindeki tamponlama etkisi ag¢isindan, tiikiirigiin pH degerinin,
tiikkiirtigiin modifiye ettigi mikrobiyal dental plagin pH degeri kadar énemli bir 6l¢ii
olmayabilecegi ileri siirtilmistiir (33). Mikrobiyal dental plagin pH degeri bakteriyel
enzimlerin calisabilecegi degerin altinda olmadik¢a, kalan fermente olabilen
karbonhidratlardan ve tiikiiriiglin tamponlama kapasitesinden etkilenmektedir.
Dinlenme periyotlerinda (eksojen karbonhidratlarin son alimindan 2-2,5 saat sonra)
mikrobiyal dental plagin pH degeri 6-7 arasindadir (32,35). pH degeri gidanin ¢cogunun
alimindan sonraki ilk 5 dakika boyunca artmaktadir. Gida alimindan yaklagik 15 dakika
sonra pH degeri 6.1 veya altina inerek en diisiik degerine ulagsmaktadir. Yeni bir
fermente olabilen karbonhidrat alimi1 olmadikc¢a, mikrobiyal dental plagin pH degeri
yavas yavas 6-7 arasinda olan dinlenme pH degerine geri donmektedir (36,37). Bu
nedenle, tiikiiriiglin tamponlama kapasitesi, temizleme etkisi ve akis hizi, agiz i¢i pH

degerini etkilemek i¢in uyum i¢inde ¢alismaktadir (38).

Tikiirik akisi, dudaklarin ve dilin kas aktivitesinin yani sira beyine giden
cigneme uyarist ile de arttirilabilmektedir. Uyarilmis ilave tiikiiriik akisi ile, fermente
olabilen karbonhidrat icermeyen ¢igneme iirlinleri (6rnegin sakiz) plak pH’sinin

diizenlenmesinee yardimci olabilmektedir (16,28).

2.1.4. Dislerin Biitiinliigiiniin Korunmasi

Tiikiiriigiin bir diger 6nemli gorevinin demineralizasyon ve remineralizasyonu
dongiistinii  kolaylastirarak dis sert dokularmin biitlinliigiinii  korumak oldugu

bilinmektedir (14).

Demineralizasyon, asit ataklar1 sonucu pH degerinin kritik pH nin altina diistiigi
durumlarda, dis sert dokularini olusturan hidroksiapatit kristallerinin ¢dzlinmesi ve

kalsiyum ve fosfatin dis yiizeyinden wuzaklasmasi olarak tanimlanmistir.
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Demineralizasyon siirecinin, fermente olabilen karbonhidratlarin bakteriler tarafindan
metabolize edilmesi ile ortaya ¢ikan organik asitlerin (laktik asit, asetik asit, propionik
asit) mikrobiyal dental plak ve pelikildan gecerek mine kristalleri arasindaki sivi

igerisine yayilmasi ile basladigi bilinmektedir (39) .

Plak bakterilerinin trettigi organik asitlerden H™ iyonlarinin ayrildigi ve bu
durumun mikrobiyal dental plagin pH degerini dislirerek ortamdaki OH™
konsantrasyonunu azalttig1 bilinmektedir. Buna ek olarak H" iyonlarinin, plaktaki fosfat
iyonlar1 (PO47) ile de reaksiyona girerek fosforik asit olusturdugu ve ortamdaki PO4>
konsantrasyonunu diisiirdiigii bildirilmistir. Bu siirecte yilizeydeki iyon dengesini
saglayabilmek amaci ile dis yiizeyinden PO4> ve OH™ iyonlarinin ¢dziindiigii
bilinmektedir. Notralizasyonun saglanmasi amaciyla gerceklesen bu siirecin, dis
yiizeyinden minerallerin ¢6zlinmesi ve demineralizasyon ile sonu¢landigi bilinmektedir

(40).

Remineralizasyon, kaybedilen minerallerin, minenin organik matriksi vasitasiyla
hidroksiapatit kristalleri ile degistirilmesi islemidir. Tiikiiriik i¢indeki minerallerin
doygunlugu, dislerin remineralizasyon siirecinde, dolayisiyla c¢iiriiglin 6nlenmesinde
onemli bir rol oynamaktadir. Tiikiirliikte Ca ve PO4 konsantrasyonlarinin yiiksek olmasi

minenin olgunlagmasini ve remineralizasyonunu saglayabilmektedir (14,25,33,41).

Tiikiiriigiin fluorid konsantrasyonunun 1 pmol/I’nin hemen iizerinde oldugu
bildirilmistir. Bununla birlikte, bu konsantrasyonun, tiikiiriigii fluorid iceren yiyecek,
icecek ya da agiz bakim {riinlerinin alimi ile diste olusan herhangi bir fluorapatite
kiyasla asir1 doygun tutmak icin yeterli oldugu belirtilmektedir. Tiikiiriikk normalde
hidroksiapatit ve fluorapatite gore asir1 doygun olsa da, ¢ok kiigiik hidroksiapatit ve
fluorapatit kristallerinin yiizeylerine baglanma ve biiylimelerini biiyiikk o6l¢iide
geciktirme yetenegine sahip olan statherin gibi bazi1 proteinler igerdiginden bu

mineraller tiikiiriikte ¢cokelmemektedirler (42).

Tikiirik akismnin artmas1 ile Ca ve POs4 konsantrasyonlarinin, tikirigu
hidroksiapatite gore daha fazla doygun hale getirecek seviyede arttigi, dolayisiyla
tikkilirik akisinin  uyarilmasinin remineralizasyon ig¢in gerekli iyonlar1 sagladig

bildirilmistir (32).



2.1.5. Tiikiiriik Proteinlerinin Agiz Boslugundaki Etkileri

Agiz boslugu, bircogu hala tanimlanamamis olan ¢ok sayida farkli
mikroorganizmaya ev sahipligi yapmaktadir. Buna ek olarak yine ¢ok sayida
mikroorganizma da agizda gecici olarak bulunmaktadir. Bu kadar cesitli potansiyel
patojene karsi agiz boslugunda da farkli savunma mekanizmalarinin hazir bulunmasi

gerektigi bilinmektedir (43).

Tiikiirtik akis1 agiz boslugunda mikroorganizma birikimini engellemekte, ayrica
tiikiiriik bir¢cok dogal veya edinilmis (antikor) savunma mekanizmasini da icermektedir
(43). Tikiiriikte bulunan antimikrobiyal proteinler, spesifik olmayan (dogustan)
immiinolojik  faktorlerdendir.  Bunlar, lizozim, laktoferrin, laktoperoksidaz,
immiinoglobulinler, miisin, agliitinin ve bakteriyel agliitininler olarak etki edebilen

diger tiikiiriik bilesenleri olarak siralanmaktadir (14,44.,45).

Lizozim, laktoferrin ve peroksidaz gibi dogustan gelen insan tiikiirik savunma
proteinlerinin, bir dizi bakteriyel, viral ve fungal patojene kars1 in vitro olarak genis bir
antimikrobiyal aktivite gdsterdigi bilinmektedir (43). Bu proteinlerin ¢cogu, karyojenik
mikroorganizmalarin metabolizmasini, yapigmasini veya Yyasayabilirligini inhibe
edebilmektedir. Spesifik olmayan immiinolojik faktorlerin ¢ogu, antikorlarla (spesifik
faktorler) etkilesime girerek ilgili aktivitelerinin karsilikli olarak ¢ogaltilmasini
saglamaktadir (13,45).

Mutans Streptokoklart (MS) ve Laktobasiller (LB), karyojenik kapasiteye sahip
olduklar1 bilinen mikroorganizmalardir (46,47). Ciiriik lezyonlarinin etiyolojik bir ajan
olarak kabul edilmekte olan MS, yiiksek miktarlarda laktik asit {iiretebilmekte
(asidojenik) ve tolere edebilmektedirler (asidiirik). LB’nin ise ozellikle ¢iiriik
lezyonlarinin ilerlemesinde rol oynadiklar: bilinmektedir (47,48). MS ve LB’nin, ¢iiriikk
prevalansi ve ¢iiriik artis1 ile pozitif korelasyon gosterdigi ve tiikiiriik ile ¢iiriik olusumu
arasinda bir iligki oldugu bildirilmistir (43,49,50).

Tiikiiriik igerisinde ayrica bakterisid etkiye sahip histatinler, defensinler ve tek
insan katelisidini olan LL-37’ler gibi bazi peptidler tanimlanmistir (Tablo 1). Tiim bu
proteinler ve peptidler genis spektrumlu bir antimikrobiyal etkiye sahiptir ve birbiri ile

uyum i¢inde c¢alismaktadirlar. Bu durum da agiz hastaliklarina yatkinligin tek bir



bilesenin konsantrasyonu ile iliskili olmadigr gozlemini aciklamaktadir (51). Agiz
boslugunun yaklasik 700 farkli tiir mikroorganizma igerdigi goz Oniinde
bulunduruldugunda, bu antimikrobiyal faktorlerin normal flora {iyelerini ortadan
kaldirmak i¢in yeterli konsantrasyonda olmadigi bildirilmistir (13). Bununla birlikte,
tikiiriikte bulunan antimikrobiyal faktorlerin oral florayi, sistemik enfeksiyon
olusumunu en aza indirecek kadar diisiik seviyelerde tutabildigi, ayni zamanda bazi
patojenik mikroorganizmalarin da agiz boslugunda hi¢ kolonize olamamasini sagladigi

bilinmektedir (17,52-54).
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Tablo 1. Tikiiriik bezlerinden salgilanan antimikrobiyal proteinler (13)

Tiikiiriik - Oran ..

(gliko)proteinleri Kaynak aldigi doku (%) Etkisi

MUCS5B (miisin biitiin mukdz tiikiiriik 520 pelikilda proton difiizyon

MGI) bezleri bariyeri

. biitiin mukoz tiikiiriik
MUCT7 (miisin MG2) bezleri 5-20  agregasyon
Immunoglobulinler B lenfositleri: biitin 5-15 bZi(itrirlllfsinz/: Htz hale
g mukdz tlikiiriik bezleri g
agregasyonu

Prolinden zengin arotis bezi .10 bili ] o

alikoprotein p Z1 - ilinmeyen: agregasyon?

Sistatinler s ndibuldgs 10 proteaz inhibitorii
sublingual

Histatinler parotis ve submandibular 5 gen‘l‘susp?ktrumlu bakteri
bezler oldiiriicti
Submandibular ve e

EP-GP sublingual bezler 1-2 bilinmeyen

.. Parotis > submandibular > .

Agglutinin sublingual 1-2 bakteri agregasyonu

Lizozim Subhngugl ~ . 1-2 oldiiriicii
submandibular, parotis

. Tum tiikriik bezleri; e e

Laktoferrin mukéz > serdz 1-2 bliylime inhibisyonu

Laktoperoksidaz Parotis > submandibular <1 biiyiime inhibisyonu

Kathelisidin T}lkuruk bezleri, <1 z.c?’en.l.susp“ektrumlu bakteri
notrofiller oldiiriicii

Defansinler T}lkuruk bezleri, <1 geq{$.§p§ktmmlu bakteri
nétrofiller oldiiriicii
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2.1.5.1. Lizozim

Lizozim, hemen hemen tim canli organizmalarin ve virlislerin hiicrelerinden,
salgilarindan ve dokularindan saflastirilmis hidrolitik bir enzimdir. Bakteriyel bliylimeyi
engelleyen, bilinen en giiclii dogal faktdrlerden biridir. Ayrica, antifungal ve antiviral
etki de gosterdigi bildirilmistir (55). 1922 yilinda Alexander Fleming tarafindan
tesadiifen kesfedilmistir (56). Fleming labarotuvarda calisirken burun akintisi kazara
bakteri kiiltiiriiniin  bulundugu petri kabinin i¢ine diismiis ve Micrococcus
lysodeikticus’u oldirdiiginii gérmiis, bdylece antimikrobiyal etkisini arastirmaya
baslamistir. Daha sonra ¢esitli bitki, hayvan, bakteri, viriis ve mantardan saflastirilmistir
(57-59). 1965 yilinda kristalografi ile yapis1 ¢oziimlenmis olup yapisi ¢oziimlenen ilk
enzim niteligi tastmaktadir (60,61).

Lizozimler kaynak aldiklar1 yer ve lizozim molekiillerinin antijenik, kimyasal ve

enzimatik 6zellikleri arasindaki farkliliklara bagli olarak 6 alt gruba ayrilmistir.

1. Geleneksel/tavuk tipi lizozim (¢ — lizozim): Bircok omurgali ve bocekte mevcut
olan ve iizerinde en ¢ok ¢alisilan lizozim tipidir; prototip olarak evcil tavuklarin
(Gallus gallus) yumurta beyazindan elde edilmistir (62,63). Her ne kadar, tipik
olarak kuslarin yumurta beyazinda bulunsa da, siit, tiikiiriikk, gozyasi, idrar,
solunum ve servikal sekresyonlar dahil olmak iizere memelilerin ¢esitli doku ve
sekresyonlarindan da elde edilmistir (57,59,64).

2. Kaz tipi lizozim (g — lizozim): Memeliler, kuslar ve baliklar dahil olmak tizere
omurgalilarda bulunan lizozim tipidir. Prototip olarak evcil kazlarin (Anser
anser) yumurta beyazindan elde edilmistir (65).

3. Omurgasiz tipi lizozim (i — lizozim): Omurgasizlarda bulunan lizozim tipidir
(58,66,67).

4. Bitkisel lizozim (h — lizozim): Bitkilerde bulunan lizozim tipidir (68).

5. Bakteriyel lizozim (b — lizozim): Bakterilerde bulunan lizozim tipidir (69).

6. Viral lizozim (v — lizozim): Viriislerde bulunan lizozim tipidir (70).

Mukopolisakkarit yapisinda olan ve miiramidaz olarak da bilinen lizozimin;
tiikkiiriik, gozyasi, ter, mukus, gastrointestinal kanal duvarindaki pek c¢ok salgida ve

diseti olugu sivisinda bulundugu, ancak idrar ve beyin omurilik sivisinda bulunmadigi
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belirtilmistir (71). Kaynagin tiikiiriik bezlerinden, diseti olugu sivisindan ve tiikiiriik
l6kositlerinden almaktadir (56). Ticari olarak kullanim alanina sahip olan tek

antimikrobiyal enzim niteligini tasimaktadir.

Lizozimin, hiicre duvar1 polisakaritlerinin hidrolizini katalize ederek bakteriler
tizerinde litik etkisi oldugu belirtilmistir. Kuvvetli bir sekilde katyonik olan lizozimin
bakteri hiicre duvarmin peptidoglikan tabakasinda N-asetilmuramik asit ve N-
asetilglukozamin arasindaki [(1-4) bagin1 hidrolize ederek bakteri hiicre duvarlarina
zarar verdigi bildirilmistir (72). Bu sekilde bakterileri tiikriikteki hipo-ozmotik kosullara
veya diger antimikrobiyal bilesenlere karsi daha savunmasiz bir hale getirmektedir.
Boylece gram pozitif bakteriler bir protoplast, gram negatif bakteriler ise steroplast
haline doniismekte ve bakterilerin bu defektif formlarmma L-formlar1 ad1 verilmektedir.
Lizozimler ile bakteriler agiz florasinda daima birlikte bulunduklarindan, herhangi bir
zamanda agiz florasindan bakterilerin L-formlarini elde etmek miimkiindiir. Bakterilerin
L-formlari, 6zellikle mikrobiyal dental plagin tiikiiriik ile temas eden dis yiizeyinde,
clirik kavitelerinde bulunmaktadir. Ancak, L-formlar diseti enfeksiyonu veya dis
clriigliniin birincil etkeni degildir. Yapilan bir calismada insanlarin %83 iinlin agzinda
L-formunda bakterilerin bulundugu gosterilmistir. Ciiriik, ¢ekilmis, dolgulu dis (DMFT)
indeksi azaldik¢a agiz florasindaki bakterilerin L-formlarinin sayisi artmaktadir. Bu
durum tiikiirtikteki lizozimlerin antibakteriyel etkisini dogrulasa da bunun pasif bir etki

oldugu kabul edilmektedir (73).

Lizozimin sadece gram pozitif bakterilerin hiicrelerine karsi etkili oldugu
bilinmektedir. Gram negatif bakteriler ve mayalar ise bu enzime kars1 direng
gostermektedir.  Veillonella ve Aggregatibacter actinomycetemcomitans  (A.
actinomycetemcomitans) hedef bakterilerden olmakla birlikte, 6zellikle MS’ye karsi
etkili oldugu bildirilmistir. Klebsiella, Micrococcus’lar, Mycobacterium, Neisseria,
Sarcinia, Staphylococcus ve Streptococcus’lara karst da etkili olmasma ragmen
Corynebacterium, Eubacterium, Prevotella oralis, Prevotella melaninogenicus,
Peptostreptococcus, Streptococcus mitis (S. mitis), Streptococcus salivarius (S.
salivarius), Treponeme microdentium, Veillonella alcalescens ve Vibrio sputorum’lara

kars1 etkisiz oldugu bildirilmistir (73).
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Lizozimin antimikrobiyal etkisinin miiramidaz aktivitesine bagli oldugu
bilinmektedir. Gram negatif bakterilerin, dis lipopolisakkarit tabakasinin koruyucu
fonksiyonu sayesinde lizozime kars1 daha direncli oldugu kabul edilmektedir. Costerton
ve ark. (1974), gram pozitif bakterilerde, gram-negatif bakterilerin aksine hiicre dis zari
bulunmadigini, lizozimin hiicrenin peptidoglikan katmanina serbest erisime sahip
oldugunu ve bu nedenle lizozimin gram-pozitif bakterilere kars1 daha etkili oldugunu
bildirmislerdir (74). Masschalck ve Michiels (2003), gram pozitif bakterilerin hiicre
zarinin %90’1 murien sakkulus iken, bu oranin gram negatif bakteriler icin %10
oldugunu ve hiicre zar yapilart arasindaki bu farkin gram pozitif bakterilerin genel

olarak lizozime kars1 daha duyarli olmalarina neden oldugunu bildirmistir (57).

Gram-negatif bakterilerin dis zarinin etilendiamin tetraasetik asit (EDTA),
antikorlar ya da 1s1 ile tahrip edilmesi ve peptidoglikan katmanin lizozime maruz
birakilmas: ile lizozimin litik etkisine karst duyarli hale getirilebildigi ¢esitli

calismalarla gosterilmistir (75-78).

Lizozimin antibakteriyel aktivitesinin, bazi gram pozitif bakterileri etkileyen
katyonik Ozellikleri ile gii¢lii bir sekilde iliskili oldugu yoniinde de goriisler
bulunmaktadir (79-81). Bu 6zellik sayesinde bakteriyel otolizi aktive ederek bakteri
hiicre duvarlarinin parcalanmasina neden olmaktadir. Muhtemelen katyonik ozelligi
araciligr ile, lizozim 1siyla inaktive olsa bile, bakterisidal etki gdstermeye devam
etmektedir. Bu, hiicre duvarinin ilk enzimatik bdliinmesi, ardindan bakteri hiicre zarinin
fiziksel-kimyasal yapisinin kendi lizozimi ya da diger antibakteriyel sistemler tarafindan
bozulmasindan dolayr bakterinin Oldiiriilmesini iceren iki asamali bir c¢alisma

mekanizmasinin gostergesidir (13).

Enzimlerin aktivitelerinin pH ve sicaklik degisikliklerinden etkilendigi ve her

enzimin kendi 6zel pH ve sicaklik degerinde etki gosterdigi bilinmektedir (82).
Yeni doganlarda tiikiiriik lizozim seviyesinin yetigkinlerle benzer diizeyde

oldugu ve bu sayede, antimikrobiyal etkilerinin disler heniiz siirmeden agiga

cikabilecegi belirtilmistir (83).
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MS’lere karst etkinligi bilinen lizozimin tiikiiriikteki seviyesinin ¢iiriik risk
grubunu belirlemede bir kriter olabilecegi diisiiniilmiis ve bu konuda ¢esitli caligsmalar

yapilmustir.

Stuchell ve Mandel (1983); dis ¢iiriigii olan ve olmayan gruplarda lizozim
seviyelerini karsilagtirmig ve iki grubun lizozim seviyeleri arasinda anlamli bir fark
olmadigimi ve tiikiirlik lizozim konsantrasyonunun ¢iiriige kars1 direng veya duyarliligin

kritik bir belirleyicisi olamayacagini vurgulamistir (84).

Bai ve ark. (2007), dis ¢iiriigii olmayan 94 ve erken ¢ocukluk ¢agi ¢iiriigii (ECC)
olan 98 ¢ocugun uyarilmis ve uyarilmamais tiikiiriiklerindeki, immunoglobulin A (IgA),
laktat dehidrojenaz ve lizozim konsantrasyonlarin1 karsilagtirdiklar1 ¢alismanin
sonucunda, ECC’li grupta IgA, laktat dehidrojenaz ve lizozim konsantrasyonlarinin
cliriigli olmayan gruba gore anlamli derecede yiiksek oldugu bildirmistir. ECC
varliginin, uyarilmamis ve uyarilmis tlikiiriikte IgA, laktat dehidrojenaz ve lizozim

artistyla iliskilendirilebilecegi diisliniilmiistiir. (85).

Tandon ve ark. (2010), 50 ciiriiksiiz, 50 ECC’li gocugun tiikiiriik orneklerini
degerlendirdikleri ¢aligmanin sonucunda, DMFT degerinin lizozim konsantrasyonu
arttikga azaldigini raporlamis, lizozimin koruyucu ve antimikrobiyal etki sagladigini ve
ag1iz boslugunda yiiksek konsantrasyonda lizozim bulunmasinin dis ¢iirigiiniin

onlenmesinde dnemli bir rolii olabilecegini ileri stirmiistiir (86).

Lizozimin  bakterilerin yan1 siwra, hiicre zarlarinda peptidoglikanin
bulunmamasina ragmen viriisleri (87,88) ve parazitler (89) ve mantarlar (90-92) dahil
olmak iizere Okaryotik mikroorganizmalar1 da inhibe ettigi bildirilmistir. Bu durum
hiicre ¢eperinin 6nemli bir bileseni olan kitin varligi ile agiklanmis ve lizozimin ayrica

kitinaz aktivitesine sahip oldugu belirtilmistir (93,94).

Tiikiirik savunma sistemlerinin fizyolojik kosullar altinda birlikte yarattiklar
etki lizerine yapilan ¢aligmalar az olmakla birlikte, farkli etki mekanizmalarina sahip
olan proteinlerin eszamanli etkisinin agiz savunmasinin  gliciinii  arttirdigy

distiniilmektedir.
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2.1.5.2. Laktoferrin

Laktoferrin, siitiin bilesiminde bulunan énemli bir demir baglayici proteindir ve
adimi bu oOzelliginden almistir. Geg¢miste laktotransferrin olarak da adlandirilan
laktoferrin, ilk olarak 1939'da Serensen ve Serensen tarafindan sigir siitiinde (95)
tanimlanmis, ardindan 1960 yilinda es zamanli olarak iic bagimsiz laboratuvar
tarafindan insan siitinden izole edilmistir (96-98). Geg¢miste sadece siitte
bakteriyostatik demir tagiyic1 bir protein olarak goriilmiistiir, ancak bu goriis devam
eden arastirma bulgulart ile degismistir. Laktoferrinin, safra, pankreas sivisi ve ince
bagirsak salgilar1 gibi diger ekzokrin salgilarda ve bazi 6zel notrofillerin graniillerinde
bulunan ve enzimatik olmayan, antimikrobiyal, énemli bir demir baglayici protein
oldugu gosterilmistir. Hem insanda hem de inek, domuz, kisrak, keg¢i, fare gibi bir¢cok

memeli tiirlinlin ¢esitli dokularinda saptanmistir (99).

Laktoferrinin biiyiikliigii ve yapisi, diger demir baglayict proteinler ve
transferrinler ile yakindan iliskilidir. Diger sivilarla karsilastirildiginda siitte daha
yiiksek seviyede laktoferrin bulundugu goriilmektedir. Ancak laktoferrin seviyesi siit
tiirleri arasinda da biiyiik farkliliklar gosterebilmektedir. Insan, domuz ve fare gibi
memelilerin siitiinde laktoferrin konsantrasyonu yiiksek seviyede oldugu, inek ve diger
gevis getiren hayvanlarin siitiinde ise daha diisiik seviyede bulundugu bildirilmistir
(100,101). Laktoferrinin endiistriyel liretiminde yagsiz siit veya peyniralti suyu tozu
kullanilmaktadir (102). inek ve insan siitiinden elde edilen laktoferrinler farkl: tiirlerde
olmakla birlikte benzer 6zellikler gostermektedir. Bu laktoferrin tiirleri, demir baglama
kapasiteleri ve aminoasit bilesimi agisindan biiylik bir benzerlik gosterirler. Yapilan
hayvan c¢alismalariyla biyoaktivitelerinin de olduk¢a benzer oldugu tespit edilmistir
(103).

Transferrin ailesinin demir baglayict glikoproteinlerinlerinden biri olan
laktoferrin, metal iyonu baglayict ajan olarak gdérev yapmaktadir. Laktoferrin, agirlikli
olarak major ve mindr tikiirik bezlerinin ser6z hiicrelerinden salgilanan ve
antibakteriyel, antimikotik, antiviral, antineoplastik ve antienflamatuvar etkiye sahip
demir baglayict bir glikoproteindir. Graniilasyon sonucu, nétrofiller kan plazmasinda
laktoferrinin temel kaynag1 haline gelmektedir. Lokositler yiiksek miktarda laktoferrin

icermekte ve diseti olugu sivisina da laktoferrin salmaktadirlar (104).
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Laktoferrinin agiz dis sagligmin korunmasindaki rolii hala tartisilmaktadir.
Bununla birlikte, tiikiiriikte bulunan mevcut demirin baglanmasinin, bakteriyel
yapismanin onlenmesi ve bakteriyel metabolizmanin degistirilmesiyle, kolonizasyonun
ve S. mutans agliitinasyonunun engellenmesinde 6nemli bir rol oynadig1 goriilmektedir.
Laktoferrinin tek basina veya lizozim ile kombinasyon halinde, mikroorganizmalarin
bliylimesini tahrip eden veya inhibe eden ¢esitli aktiviteler ortaya c¢ikardigi
belirtilmektedir. Bununla birlikte, ¢esitli tiikiiriik antimikrobiyal ajanlarmin, 6zellikle
laktoferrinin seviyelerinin ¢liriik duyarliligr ile iligkili olup olmadigi yoniinde farkli

goriigler vardir (104,105).

Ben-Aryeh ve ark. (1993), insiilin bagimli ve insiilin bagimsiz diyabet hastalari
ile saglikli bireylerin tiikiiriikk ve agiz sagliklarini inceledikleri ¢alismalarinda, ¢iiriikk
sayilar1 ile tiikiirik protein (amilaz, laktoferrin ve lizozim) miktarlar1 arasinda bir

korelasyon bulunmadigini rapor etmislerdir (106).

Kirstili ve ark. (1998), 12 yasindaki bir grup ¢ocuktan, iki y1l boyunca, alt1 ay
araliklarla uyarilmig tiikiiriik 6rnekleri toplamis ve yaptiklar ¢aligmalar sonucunda, S.
mutans ve LB’nin baglangictaki cliriikler ve artan ¢iiriik miktari ile pozitif korelasyon
gosterdigini, ancak laktoferrin ve lizozimin 6nemli dl¢iide azaldigini bildirmislerdir.
Buna ragmen, laktoferrinin dis ¢iirligli yatkinliginin bir belirteci olacak giicte bir kriter

olmadigini vurgulamislardir (107).

Ailesel disotonomi sendromu bulunan (ADS) cocuklarda, artmis major tiikiiriik
bezi aktivitesi ve buna bagl diisiik ¢liriik riski bildirilmistir. Mass ve ark. (2002), ADS
bulunan c¢ocuklarda ciiriik riskinin diisiik olmasinin, artmuis tiikiiriik hizina ek olarak
tilkiirik bilesenlerindeki degisikliklerle de aciklanabilecegini diisiinmiis ve ADS,
sistemik olarak saglikli ve dis ¢lirigli olmayan, sistemik olarak saglikli ve ¢iiriigii olan
cocuklarin tiikiiriiklerini degerlendirmistir. ADS grubunun tiikiiriik akis hizinin diger
gruplara oranla ¢ok yiiksek oldugu, MS, klorid ve IgA konsantrasyonlarinin ise anlamli
derecede diisiik oldugu tespit edilmistir. ADS grubunda IgA ve lizozim oram
artmadigindan, diisik MS seviyeleri antibakteriyel aktivite ile degil, yiiksek tiikiiriik
akis hiz1 ile iligkilendirilmistir. Sistemik olarak saglikli ve ¢iiriikli gruptan alinan
orneklerin diger gruplara oranla istatistiksel olarak anlamli derecede diisiik potasyum

(K) ve Ca, yiiksek MS, LB ve lizozim igerdigi rapor edilmistir. Ciiriiklii grupta
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lizozimin fazla goriilmesi, ¢iiriikk aktivitesine karsi koruma amaciyla agiz bosluguna

lizozim salinmasini saglayan bir mekanizma olabilecegi belirtilmistir (108).

Hoa ve Lin (2009), ise 80 ¢ocuk tizerinde yiiriittiikleri ¢alismada ¢ocuklar1 dis
cliriigii olan (DMFT>5) ve olmayan (DMFT=0) olarak gruplandirmislar, tiikiiriik
proteinlerinin konsantrasyonlarini belirlemisler ve laktoferrin oraninin dis ¢iiriigii olan
cocuklarda, dis ¢iirigii olmayanlara gore daha yiiksek oldugunu, ancak iki grup arasinda
lizozim i¢in anlamli bir fark olmadigini rapor etmis, laktoferrinin c¢liriik olusum

stirecinde 6nemli bir rolii olabilecegini bildirmislerdir (109).

Felizardo ve ark. (2010), 80 gocuk iizerinde yaptiklari ¢alismada ¢ocuklar dis
cliriigii olan — olmayan ve aktif ¢liriiklii (mevcut ¢liriigli ve restorasyonlar1 olan) —
inaktif  ¢lirtikli  (mevcut ¢iirigi  olmayip  restorasyonlart  olan)  olarak
gruplandirmislardir. Cocuklardan alinan uyarilmis tiikiirlik 6rneklerinde lizozim ve
laktoferrin konsantrasyonlari belirlenmis ve lizozim konsantrasyonu ile DMFT arasinda
zay1f bir korelasyon izlenirken, laktoferrinin hem DMFT hem de restore edilmis disler

ile pozitif korelasyon gosterdigi belirtilmistir (110).

Andrade ve ark. (2014), laktoferrin ve lizozimin antimikrobiyal aktivitesini
inceledikleri in vitro ¢alismada, ¢iiriik olusumunda etkili S. mutans ve Lactobacillus
casei’nin (L. casei) sadece lizozim tarafindan inhibe edildigini, laktoferrin veya her iki

proteinin sinerjik kullanimindan etkilenmedigini gostermislerdir (111).

Moslemi ve ark (2015), tamami sistemik olarak saglikli, 21 ECC’li ve 21
cliriiksiiz ¢ocugun uyarilmamais tiikiiriiklerinden alinan 6rneklerin lizozim ve laktoferrin
konsantrasyonlarini, enzim bagli immunosorbent test (ELISA) yontemi ile belirlemis,
ECC’li ¢ocuklarin dis tedavileri tamamlandiktan sonra Ol¢iimii tekrarlamistir. Ciirliksiiz
grubun lizozim miktarinin ECC’li gruptan istatistiksel olarak anlamli derecede yiiksek
oldugu bildirilmistir. ECC’1i grupta laktoferrin miktar1 daha fazla bulunmasina ragmen
istatistiksel olarak anlamli bir fark bulunamamustir. Dis ¢iiriiklerinin tedavisinden sonra,
ortalama lizozim ve laktoferrin konsantrasyonlarinin, tedavi 6ncesine gore anlamli bir

degisiklik gostermedigi raporlanmistir (112).
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Laktoferrinin bakteriyostatik etkisi demir baglama 6zelligine dayandirilmistir.
Molekiil basina iki demir iyonu (Fe™) baglayarak, karyojenik streptokoklar gibi
bakterilerin canli kalmalar1 i¢in temel element olan demiri kullanmalarina engel

olmaktadir. Laktoferrinin biyolojik fonksiyonu Fe®*’

e yiksek affinite gOstermesi ve
bunun sonucu olarak, patojen mikroorganizmalari bu iyondan yoksun birakmasi ile
ortaya c¢ikmaktadir. Laktoferrinler bu sekilde genis bir mikroorganizma grubunun
bliylimesini ve viriilans faktorlerinin agiga ¢ikmasini inhibe ederek bakteriostatik etki
gostermektedir. Bakterilerin hayati besinler agisindan yasadiklar1 bu yoksunluk siireci

beslenme bagisikligi olarak tanimlanmistir (32).

Laktoferrinin bakterisidal etkisi demir baglanma 6zelliginden bagimsiz olarak
bakteriyel yiizeylerle dogrudan etkilesimi ile iligskilendirilmistir (Sekil 2). Demirden
bagimsiz oldugu durum apo-laktoferrin olarak adlandirilmistir. MS gibi bazi bakteri
gruplar1 iizerinde geri doniislimsiiz, bakterisidal etki gostermektedir. Apo-laktoferrin 47
amino asitten olusan N-terminal bolgesinin kuyruk ucu boyunca etkilesimler yoluyla
dogrudan bakterilere baglanabilmektedir. Bakteri hiicre zar1 gecirgenligini etkilemeden,
DNA (Deoksiriboniikleik asit) ve mitokondri gibi bazi hiicre i¢i yapilariyla etkilesime
girerek, dogrudan bakterinin 6liimiine sebep olmaktadir. Bu 6zellik sayesinde S. mutans
ile agliitine olabildikleri ve bdylece, tiikiiriigiin de mekanik etkisiyle, agliitine edilmis
bakterilerin agiz boslugundan uzaklastirilmasina yardimci olduklari belirtilmigtir

(112,113).

Laktoferrinin hedef mikroorganizmalarindan birinin de periopatojenik bakteri A.
actinomycetemcomitans oldugu bilinmektedir. A. actinomycetemcomitans tasiyan
periodontitis hastalarinda, subgingival A. actinomycetemcomitans sayisi ile tiikiiriikteki
laktoferrin konsantrasyonu arasinda negatif bir iliski oldugu bildirilmistir (114). Ek
olarak, in vitro kiiltiir sisteminde Helicobacter pylori'nin (H. pylori)ve in vivo fare

modelinde Helicobacter felis'in (H. felis)biiylimesini de 6nledigi gosterilmistir (115).

Insan tiikiiriigiinde laktoferrinin demire doymus ve demirden bagimsiz formlar
es zamanli bulunabilmektedir. Laktoferrin genis spektrumlu bakterisidal etki gosteren
katyonik bir peptittir ve lizozim ile sinerjistik ve bakterisid etkileri oldugu bildirilmistir

(116).
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Sekil 2. Laktoferrinin bakterisidal etki mekanizmasi.

(A) Gram-pozitif bakteri: Laktoferrin, hiicre zarmin lipotekhoik asit gibi negatif yiiklii molekiillerine
baglanarir, hiicre zarini ndtralize eder ve lizozim gibi diger antibakteriyel bilesiklerin etkisine izin verir.
(B) Gram-negatif bakteri: Laktoferrin, lipopolisakkaritin A lipidine baglanarak, bu lipitin serbest

kalmasina neden olur ve bunun sonucunda hiicre zar1 zarar goriir (113).

2.2. Agiz Dis Saghg1 ve Antimikrobiyal Ajanlar

Mikrobiyal dental plagin etkin bir sekilde uzaklastirilmasimnin baslica yolu,
mekanik temizlik yani giinde iki defa dislerin firgalanmasidir. Van der Weijden ve Slot
(2015), yaptiklar1 meta derlemenin sonucunda, hem manuel hem de elektrikli dis
fircalarinin mikrobiyal dental plagi uzaklastirmada etkili oldugunu, ancak mekanik
temizlik sonrasinda plagin tamamen yok olmadigmi, plak seviyesinin %42-46’ya
diistiiglinii bildirmislerdir (117). Plak olusumunu tamamen engelleyemediginden tek
basina mekanik temizligin gingivitis olusumunu Onlemede yeterli olmadig
diisiiniilmektedir. Bu goriis calismalarla (118) ve bir sistemik derlemeyle (119)
desteklenmektedir. Mekanik temizlikle plagi yeterince uzaklastiramayan kisilerin ek
olarak antimikrobiyal ajanlardan faydalanmalar1 6nerilmektedir, bu sekilde biyofilmin

hem miktar1 azaltilmakta hem de yapis1 bozulabilmektedir (120).
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2.2.1. Fluorid

Fluorid, hem ekonomik hem de etkili bir antimikrobiyal ajan olmasi nedeniyle
elli yildan uzun bir siiredir dis ¢lirtigiiniin 6nlenmesinde yaygin olarak kullanilmaktadir.
Tiikiiriik ve plakta fluorid varligi minenin demineralizasyonunu dnlemektedir. Kalsiyum
(Ca) ve fosfat ile birlikte demineralize mine yapisina katilan fluorid, mine kristal
yapisinin bakteriyel asit ataklarina karsi daha direngli olmasini saglamaktadir (121).
Hamilton (1990), fluoridin biyokimyasal etkilerini arastirdig1 ¢alismasinda, bakteriyel
metabolizmay1 inhibe ederek asit iiretimini ve bakteriyel polisakkarid yapiminm

engelledigini gostermistir (122).

Ortamda yiiksek konsantrasyonda fluorid bulunmasi patojen plak bakterileri
iizerinde bakterisid etki gostermektedir. Ozellikle yerel fluorid uygulamalarinin bu
bakteriler tlizerindeki spesifik etkileri agiz ve dis sagligin1 da olumlu etkilemektedir

(123).

Hidroksiapatit kristallerinin yiizeyine proteinlerin yapigmasinin mikrobiyal
dental plak olusumunda etkili oldugu diisiiniilmektedir. Yiizeyde bulunan pozitif yiiklii
kalsiyum ve negatif yiiklii fosfat gruplari proteinlerle etkilesime girerek proteinleri
tutmaktadir. Fluoridin kalsiyuma olan yiiksek affinitesi bu baglanmay1 engellemektedir.
Ayrica, fluorid dis yilizeyinin nemliligini etkileyerek serbest yiizey enerjisini

azaltmaktadir. Yiizeyin nemlenmesi ile plagin yapigsmasi da zorlasmaktadir (124).

Agiz boslugundaki mevcut bakteriler, diyet ile alindan karbonhidrat miktar:
fazla oldugunda intraselliiler polisakkarid (IPS) ve ekstraselliiler polisakkarid (EPS)
sentezi yapmaktadirlar. IPS, glikojene benzer yapidadir ve bakteriler tarafindan dis
kaynakli enerji kaynagi bulunmadigi durumlarda kullanilmaktadir. Fluorid, glukoz-6-
fosfat olusumunu engelleyerek IPS yapimini inhibe etmektedir (122).

Fluoridin antimikrobiyal etkisini arttirmak i¢in ¢esitli fluorid tuzlar1 ve bakir,
kalay, aluminyum, titanyum gibi katyonlarla beraber kullanimi1 6nerilmektedir. Metal
iyonu igeren katyonik fluorid bilesikleri katyon sayesinde kisa donemde plak

olusumunu azaltabilmektedir (123).
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2.2.2. Klorheksidin

Klorheksidin ¢ok sayida uygulama alanina sahip, katyonik bisbiguanid grubu bir
antibakteriyel ajandir. Diisiik toksisiteli olup genis spektrumlu antibakteriyel aktiviteye
sahiptir. Temel saglik hizmetlerinde ihtiya¢ duyulan en 6nemli ilaglar listesi olan ve
1977°den beri 2 yilda bir giincellenen 20. Diinya Saghk Orgiiti Temel Ilaglar
Listesi’nde yer alan ilaglardan biridir (125).

Klorheksidin ilk olarak, 1940°l1 yillarda Ingiltere’de Imperial Chemical
Industries firmasi tarafindan gelistirilmistir. 1950 yilinda genel bir antiseptik olarak
pazarlanmistir. 1957 yilinda Britanya'da insan kullanimina uygun cilt antiseptigi olarak
piyasaya sunulmustur. Daha sonra tipta ve cerrahide yaygin olarak kullanilmaya
baslamistir. Plak inhibisyonu ilk kez 1969'da Schroeder tarafindan incelenmistir (126).
Loe ve Schiott (1972), yaptiklar1 ¢alisma ile klorheksidinin mikrobiyal dental plak
olusumunu engelleme etkisi ile ¢iiriik olusumunu da inhibe edebildigini gostermislerdir

(127).

Klorheksidin, ¢iiriik olusumunu engellemesi ve antifungal - antibakteriyel
etkilerinden dolay1 uzun yillardir dis hekimligi alaninda gesitli hastaliklarin tedavisinde
ya da profilaktik olarak yaygin bir sekilde kullanilmaktadir. Agiz boslugunda
kullaniminin en 6nemli etkilerinden biri mikrobiyal dental plak birikimini kontrol altina

almak olan klorheksidinin molekiil formiilii C22H30ClaN1o’dir (Sekil 3) (128).

Cl
R N NP

MNH NH

Cl

Sekil 3. Klorheksidinin molekiil formiilii (128)
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Klorheksidin iizerinde en fazla ¢alisma yapilmis ve toksikolojisi tizerine en fazla
bilgi sahibi olunan organik molekiildiir. Klorheksidin antiplak ve antigingivitis ajanlar
arasinda altin standart olarak kabul edilmektedir. Molekiiliin 6zelliklerinin ve
sinirlamalarinin  bilinmesi, ajanin etkinliginin en iist diizeye ¢ikarilmasini ve yan
etkilerin en aza indirilmesini saglamistir. Bu sayede uzun yillardir altin standart olarak
kalmaya devam etmistir. Klorheksidin ila¢ endiistrisi tarafindan da, alternatif antiplak

ajanlarin etkinliginin dl¢iilmesinde pozitif kontrol olarak edilmistir (129).

Klorheksidin suda az miktarda ¢oziinebilirken organik ¢oziiciilerde ¢ok miktarda
coziinebilmektedir. Suda c¢oziinememesi nedeniyle bir glukuronik asit tuzu olan
klorheksidin glukonat formu gelisitirilmistir ve bu formu yaygin olarak kullanilmaktadir

(128).

Uzun yillardir, antimikrobiyal etkisinin yiiksek olmasi, deri ve mukozayla
birlesebilmesi ve insan hiicrelerine karsi toksik etkisinin az olmasi nedeniyle topikal
antimikrobiyal ajanlar arasinda en sik tercih edilenlerden biri olmustur. 5,5-7 pH aralig1
klorheksidin glukonatin en fazla antimikrobiyal etkiye sahip oldugu araliktir ve bu
aralik, klorheksidin glukonatin siklikla kullanilacagi insan dokularinin normal pH

degerine karsilik gelmektedir (130).

2.2.2.1. Klorheksidinin stabilitesi

Klorheksidin soliisyonunun konsantrasyonu %1’den daha diisiik olacak sekilde
seyreltildigi durumlarda 1siya olduk¢a dayanikli oldugu bildirilmistir. 123°C’lik
otoklavda yapist bozulmadan 15 dakika kadar sterilize edilebilmektedir.
Konsantrasyonun %1’den fazla oldugu durumlarda ise ¢6ziinmemis halde ¢okelmeler

meydana geldigi gosterilmistir (131).

Klorheksidinin sulu ¢ozeltileri 5-8 pH araliginda en 1yi etkiyi gosterirken, pH
degerinin 8’den yiiksek oldugu durumlarda klorheksidin ¢okelmekte, 5’ten diisiik
oldugu durumlarda ise kademeli olarak bakterilerin yikimma ve bakteri sayisinda

azalmaya neden olarak antibakteriyel etkisi ortaya ¢cikmaktadir (131).
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2.2.2.2. Klorheksidinin antimikrobiyal etkisi

Klorheksidin bakteri, mantar, zarfli viriisler ve protozoalar gibi patojenlere karsi
antimikrobiyal etki gdstermektedir. Gram pozitif bakterilerin ¢oguna kars1 etkili
olmakla birlikte, gram negatif bakterilere kars1 daha az etki gosterdigi bildirilmistir.
Diisiik konsantrasyonda hiicre zar1 enzimlerini inhibe ederek ve hiicre zarindaki yag ve
proteinler arasindaki baglantinin bozulmasina neden olarak bakteri hiicrelerinin
iiremesini Oonlemekte, bakteriostatik etki gdstermektedir. Yiiksek konsantrasyonda ise
bakteri sitoplazmasinin ¢okelmesini saglayarak bakteri hiicrelerini 6ldiirmekte ve
bakterisidal etki gostermektedir. Mantarlar iizerine de benzer sekilde etki
gostermektedir. Yiiksek konsantrasyonda, viriislerin zarfi ile etkilesime girerek bu

zarfin bozulmasina neden olmaktadir (131).

Mikrobiyal dental plak olusumunun kontrol altina alinmasi agiz dis sagliginin
temelini olusturmaktadir. Klorheksidin molekiillerinin katyonik kisimlar1 dis pelikilina
baglanirken diger uclar1 bakterilerin dis yiizeyinde kolonilesmesini engelleyecek
bicimde serbest kalmaktadir. Bu sayede klorheksidin dis yiizeyine tutunarak bakterilerin
baglanmasin1 engellemekte ve mikrobiyal dental plak olusumunu inhibe etmektedir

(132).

Klorheksidin molekiilleri ayni zamanda bakteri hiicre duvarint bozup
gecirgenligini  arttirmak ve hiicrenin parcalanmasina neden olmak suretiyle
antimikrobiyal etki gostermektedir (132). Bu oOzellikleri nedeniyle hem giiriik
olusumunu engellemede profilaktik olarak hem de gingivitis tedavisinde etkin bir

sekilde kullanilmaktadir (133).

Katyonik 6zelligi sayesinde dis minesine, pelikila, plak bakterisine, plaktaki
ekstraselliiler matrikse ve miik6z membrana baglanabilen klorheksidin, 12-24 saat
sireyle aktif formlar salgilamaya devam etmektedir (130). Klorheksidinin agiz
icerisinde yumusak ve sert dokular tarafindan emilmesi ve yavas saliniminin baslamasi
substantivite (etkilesime girme) olarak bilinmektedir ve bu 6zellik klorheksidin i¢in ilk

kez 1970 yilinda tanimlanmistir (134).
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Substantivite, ilag konsantrasyonundan, pH’dan, sicakliktan ve c¢dzeltinin
dokulara temas siiresinden etkilenmektedir. Bu 6zellik ile klorheksidin molekiillerinin
agiz dokular tarafindan emildikten sonra uzun bir siire daha etkin konsantrasyonda

kaldig1 ve antibakteriyel etkinlik gostermeye devam ettigi bildirilmistir (134).

Klorheksidinin etkisinin disetinin {izerindeki bolgelerle smirli  oldugu
belirtilmistir. Periodontal cep igerisine penetre olamadigindan, diizenli klorheksidin
kullanimi1 ya da cebin klorheksidin ile yikanmasi buradaki floraya sadece kisa siireli bir

etki gosterebilmektedir (135).

Klorheksidin ¢ogunlukla gargara formunda bulunmaktadir ve ¢esitli yiizeylerden
emilebilmesi ve genis pH araliginda antibakteriyel etki gdsterebilmesi nedeniyle

mekanik temizlige ek olarak kullanilmasi dnerilmektedir (5).

Tiim bu olumlu etkilere ragmen, disleri boyamasi, tat alma bozukluklar1 ve dis
tasi birikiminde artisa neden olmasi gibi dezavantajlari bulunmaktadir ve bu nedenle

klorheksidinin uzun siireli kullanimi 6nerilmemektedir (129).

2.2.2.3. Klorheksidinin etki mekanizmasi

Klorheksidinin  birincil etki mekanizmasi, hiicre zarinin bozulmasini
icermektedir ve konsantrasyona bagli olarak, bakteri hiicresinin biiylimesini inhibe
etmekte ya da oOliimiine neden olmaktadir. Bakteri hiicre zar1 fosfat gruplari igerir ve
negatif yiikke sahiptir. Pozitif yiiklii klorheksidin molekiilii, negatif yiiklii bakteri
yiizeylerine elektrostatik olarak c¢ekilmektedir. Klorheksidinin hiicre dis zarina
cekilmesi, hiicre zarinin gecirgenligini arttirmakta ve buna bagli olarak potasyum gibi
kii¢iik molekiillerin sizmasina neden olmaktadir. Bu etkilesimin sonucunda ise bakteri
hiicre zarinin fiziksel biitlinliigii zarar gérmektedir. Bu asamada, klorheksidinin etkisi
bakteriostatiktir ve geri doniisiimliidiir. Bu etkinin diisiik konsantrasyonlarda izlendigi
bilinmektedir. Daha yiiksek konsantrasyonlarda, klorheksidin bakteri hiicre zar1 i¢indeki
sitoplazmik proteinleri ¢okeltmekte ve etki, bakteriyosidal hale gelimektedir. Bu
asamada bakteri hiicresi oOldiigiinden, etki geri dondiiriilemezdir. Klorheksidinin
uygulandigr konsantrasyonda gosterecegi bakteriostatik veya bakterisit etkinin,

incelenen bakteri tiirlerine gore degisiklik gosterdigi bilinmektedir (136).
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2.2.2.4. Piyasada bulunan klorheksidin preparatlari

a. Agiz gargaralart: %0,2 ve %0,12 olmak iizere iki farkli konsantrasyonda

bulunmaktadir. Alkol i¢eren ve icermeyen formlari mevcuttur.

b. Jel: %1, %0,2 ve %0,12 olmak f{izere {ii¢c farkli konsantrasyonda

bulunmaktadir.

c. Spreyler: %0,1 ve %0,2 olmak fzere iki farkli konsantrasyonda

bulunmaktadir.

d. Dis macunu: %1 konsantrasyonda, fluoridli veya fluoridsiz olarak piyasayada
bulunmaktadir. Plak olusumunun &nlenmesi ve gingivitisin kontol altina alinmasinda

etkili oldugu goriilmiistiir.

e. Verniler: Genellikle kok yiizeyinde c¢iiriik olusumuna kars1 profilaktik olarak
ve yiiksek ciiriik risk grubundaki cocuklarda fluorid uygulamalarina ek olarak

uygulanmaktadir.

f. Yavas salinim apareyleri: Kiiretaj ve dis kok ylizeyi temizligini takiben diseti
cebine yerlestirilmek ve tedaviyi desteklemek {izere iiretilmis klorheksidin apareyleridir

(137).

Loe & Schiott (1970), yaptiklar1 klinik ¢alismanin sonucunda giinde iki kez, bir
dakika boyunca klorheksidin glukonat ile gargara yapmanin, plak olusumu ve gingivitisi
tamamen engelledigini gostermistir. Klorheksidin kullaniminin birakilmas: ile plak
olusumunun normal degerlere dondiiglinii ve gargaranin 24 saatlik bir siireden sonra

etkinliginin kalmadigini1 vurgulamistir (138).

Klorheksidin, fiziksel ve antibakteriyel Ozelliklerinin gelistirilmesi amaciyla
farkli maddelerle kombine edilmis ve yeni {lrilinler piyasaya siiriilmiistiir. %]1’°lik
klorheksidin diasetatin %1 timol ile birlesiminden Cervitec® Plus, %0,2’lik klorheksidin
diglukonatin  %0,09 sodyum fluorid (NaF) ile birlesiminden ise Cervitec® Jel
gelistirilmistir. Cervitec Plus’un igeriginde bulunan timoliin, hiicre zarmin
gecirgenligini degistirdigi ve bakterinin pH ve inorganik iyon dengesini bozarak

antibakteriyel oOzellik gosterdigi bildirilmistir. Klorheksidinin fluorid ile birlikte
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uygulanmasinin ise S. mutans ve LB iizerinde daha etkili oldugu ¢esitli arastirmalar ile

gosterilmistir (139-141).

Kocatag-Ersin ve ark. (2008), siit dislerinde giiriikleri olup tedavileri
tamamlanmis (DMFT=0), tiikiirik S. mutans seviyesi yiiksek ve yiiksek ciiriik risk
grubunda olan c¢ocuklar iizerinde yaptiklart c¢alismada, bir gruba {i¢ ayda bir
klorheksidin jel (Cervitec Plus, Vivadent, %1 klorheksidin diasetat ve %1 timol), bir
gruba alt1 ayda bir NaF jel (%2,0 NaF, Sultan Dental Products; 4,500 ppm fluoride ion)
uygulamis, kontrol grubuna herhangi bir uygulama yapmayip li¢ ayda bir agiz dis
saglig1 egitimi vermistir. Iki yillik takip sonucunda gruplar arasinda ¢iiriik sayisinda
istatistiksel olarak anlamli bir artis gézlemlenmemistir. Yalniz agiz dis sagligi egitimi
verilen grubun tikiiriikk, S. mutans seviyesi diger gruplara oranla istatistiksel olarak
anlamli derecede artmistir. Tiim gruplarin plak indeksi altinci ayda istatistiksel olarak
anlamli derecede diiserken, ikinci yilin sonunda anlamli bir fark izlenmedigi

belirtilmistir (142).

Sajjan ve ark. (2013), klorheksidin (Cervitec® Plus) ve fluorid jel (Duraphat®,
%35 NaF) uygulamalarinin mikrobiyal dental plakta bulunan S. mutans seviyelerine
etkisini karsilastirdiklar1 {i¢ aylik calismalarinda, S. mutans seviyesini diisiirmede

klorheksidin jelin anlamli derecede daha etkili olugunu belirtmislerdir (143).

Baygin ve ark. (2014), genel anestezi altinda dis tedavileri tamamlanmis 90
engelli ¢ocuk tizerinde yaptiklar1 ¢alismada, gocuklari randomize olarak 3 gruba ayirmis
ve birinci gruba fluor protector (0,01 fluorid) uygulayip 12 ay Colgate total original ile
dis fircalama &nermis, ikinci gruba Cervitec® Plus (%] klorheksidin ve %1 timol)
uygulayip 12 ay Cervitec® Jel (%0,2 klorheksidin diglukonat ve %0,09 NaF) ile
firgcalama 6nermis, {iglincli gruba ise klinik uygulama yapmamis ve sadece Colgate total
original ile fircalama Onermistir. Grup 1 ve 2’nin birinci ve altinci ay kontrollerinde
plak indeksi, gingival indeksi, tiikiiriik MS ve LB seviyeleri anlamli derecede diiserken,

12. ay konrollerinde anlaml1 bir fark izlenmedigi rapor edilmistir (144).
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2.2.2.5. Klorheksidinin giivenilirligi

Yapilan hayvan caligmalarinda klorheksidinin gastrointestinal bolgeden absorbe
olmadig1 ya da ¢ok az absorbe oldugu gosterilmistir. Akut oral toksisitesinin ¢ok diisiik
olmasmin bu o6zelligi ile iliskili oldugu diistiniilmektedir. Uygun sekilde kullanimi
genellikle giivenlidir ve toksik etki yaratmamaktadir. Klorheksidin ile yapilan hayvan
caligmalarinda klorheksidinin yarilanma O6mriiniin 4 giin oldugu ve birincil atilim

yolunun disk1 oldugu gostermistir (145).

Agiz yoluyla almmasinin sistemik toksisite, mikrobiyal diren¢ ya da
siiperenfeksiyona neden olmadigr belirtilmistir.  Ancak, dilde, dislerde ve
restorasyonlarda kahverengi renklenmeler, tat alma bozuklugu, oOzellikle epitel
deskuamasyonu, yumusak doku laserasyonlari, parotis bezinde sisme ve supragingival

dis tast olusumunun artmasi gibi bir¢ok yerel yan etkisi bulunmaktadir (129).

Klorheksidinin boyama etkisi ile ilgili 2 farkli goriis vardir. Baz1 arastirmacilar
renklesmenin pelikil proteinlerinin denaturasyonuyla metalik siilfitlerin olugmasina
bagli oldugunu savunmaktadir (146). Renklesmenin diyet ile alinan kromojenler ve
absorbe edilmis klorheksidin arasindaki reaksiyona bagli oldugu goriisii ise daha
yaygindir. In vitro kosullarda ortamda pelikil yokken klorheksidin ve diyet kromojenleri
ile renklesme olusturulabilmesi bu goriisii desteklemektedir. Klorheksidinin tek basina
kullanildiginda renklesme yapmadig1 ancak ozellikle cay ile beraber kullanildiginda
yiiksek derecede renklesmeye neden oldugu gosterilmistir (147).

2.2.3. Esansiyel Yag i¢cerikli Gargaralar

Daha 6nce yayinlanmis calismalarda, klorheksidin ve amin floriir/kalay floriir
preparatlarinin antiplak ve antibakteriyel etkinligi gosterilmistir (148—154). Ancak son
yillarda dogal {irlinlerin antiplak ve antibakteriyel ajan olarak kullanimi konusunda
yapilan ¢aligmalar dikkat cekmektedir. Esansiyel yaglarin ve bitki 6zlerinin antiplak ve

antibakteriyel etkilerini gdsteren ¢aligmalar yapilmistir (155).

Ugucu yaglar olarak da adlandirilan esansiyel yaglar, bitkilerin; ¢icek, tomurcuk,

yaprak, meyve, ince dallar, kabuk, tohum, odun, regine ve kok gibi béliimlerinden elde
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edilen aromatik yagli sivilardir. Esansiyel yaglar oOziitleme, fermantasyon veya
ekspresyon yoluyla elde edilebilir, ancak buhar damitma en yaygin kullanilan
yontemdir. Esansiyel yaglar farkli konsantrasyonlarda yaklagsik 20-60 bilesen igeren ¢ok
karmasik dogal karisimlardir (156).

Eser miktarda bulunan diger bilesenlere kiyasla oldukca yiiksek
konsantrasyonlarda (%20-70) iki veya {i¢ ana bilesenle karakterize edilmistir. Bununla
birlikte, kii¢iik bilesenlerin esansiyel yaglarin antimikrobiyal 6zelliginde kritik bir rol

oynadigi ve diger bilesiklerle sinerjik etkiler gosterdigi saptanmistir (156).

Ana kimyasal grup, diisiikk molekiil agirlikli olan terpen ve terpenoidlerden ve
diger aromatik ve alifatik bilesenlerden olusmaktadir. Esansiyel yaglarin dogal
aromasinin ve antimikrobiyal aktivitesinin, bilesenlerin kimyasal konfigiirasyonlari,
konsantrasyonlar1 ve aralarindaki etkilesim ve biyoaktif 6zellikleri gibi faktorlerle ilgili
oldugu belirtilmistir (157). Esansiyel yaglarin bilesenlerinin karmasik igerigi goz
oniinde bulunduruldugunda, antimikrobiyal etkisinin belirli bir mekanizma ile
iliskilendirilmesinin zor oldugu goriilmektedir. Esansiyel yaglarin, ¢esitli mekanizmalar
ile hiicre duvarinin bozulmasina, hiicre zarinin hasar gérmesine, zar proteinlerinin hasar
gormesine, hiicre igeriginin sizmasina, sitoplazmanin pithtilagmasina, temel enzimlerin
etkisizlesmesine ve genetik materyelin islevinin bozulmasina neden olabilecegi

diistiniilmektedir (137,158).

Ucgucu yaglarda bulunan fenolik bilesikler normalde bir karbon yan zincirine
sahiptir; timol, 6jenol ve karvaroliin bu gruba dahil oldugu bildirilmistir. Bu bilesenlerin
yiiksek seviyede antiseptik, antibakteriyel ve dezenfektan etkiye, ayrica Onemli
derecede uyarici, terapdtik ozelliklere sahip oldugu bildirilmistir. Yapilan caligmalarla
fenoliin hedef bakterilerde ileri derecede hiicre i¢i bilesen kaybina neden oldugu, daha
yiiksek konsantrasyonlarda ise hiicre i¢i pithtilagmaya sebep olarak bakteriyel hiicre zar

hasarina yol actig1 gosterilmistir (159).

Fenolik bilesiklerin mikroorganizamalara karsi toksik etkisinin; muhtemelen
siilthidril gruplan ile tepkimeye girerek oksitlenmesi ve enzim inhibisyonuna yol
acmasi ile ya da proteinlerle spesifik olmayan etkilesimler yoluyla meydana geldigi

diistiniilmektedir. Fenol bilesiklerinin hidroksilasyonunun artmastyla
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mikroorganizmalara kars1 toksik etkisinin de arttig1 gosterilmistir. Bu nedenle fenolik
bilesiklerin hidroksil gruplarinin konumu ve sayisinin mikroorganizmalara kars1 gelisen
toksik etkide 6nemli rol oynagi diisiiniilmektedir (160). Fenollerin dogas1 geregi, fenol
icerigi yiksek olan esansiyel yaglar uzun donem kullanildiginda toksik etki
yaratabilmektedir, bu nedenle fenol igerikli ajanlarin diisiik konsantrasyonlarda ve kisa
siireli kullanimi1 Onerilmistir. Fenol bilesikleri i¢cin baglica bitki kaynaklari anason,
tar¢in, karanfil, rezene, muskat, maydanoz, sassafralar, yildiz anason, tarhun otu ve bazi

botanik aileleridir (161).

Antimikrobiyal etkilerinin farkedilmesiyle birlikte fenoller ve bazi esansiyel
yaglar pastil ve gargaralarin bilesiminde antiplak ajan olarak kullanilmaya baglamistir.
Yapilan c¢aligmalarla, bu bilesiklerin bakteri enzimlerini inhibe edip, hiicre zari
lipitlerine baglandig1 ve transmembran transportta degisiklik yaptigi, bu sayede antiplak
ajan olarak yiiksek bir etkinlik gosterdigi saptanmistir. Klorheksidin ile etkilerinin
karsilastirildigi uzun ve kisa siireli calismalarda, esansiyel yaglarin antiplak ajan olarak
etkinliginin klorheksidin kadar yiliksek olmamakla birlikte yeterli oldugu belirtilmistir
(149,152,153,162).

Fenoller, prostoglandin ve lokotrien olusumunu Onleyerek antienflamatuvar

etki gostermekterdirler. Fenol igerikli bir gargara olan Listerine®

ve onun jenerik
versiyonlari, supragingival plak birikimini ve diseti iltihabin1 6nlemek ve azaltmak i¢in
Amerikan Dishekimleri Birligi (ADA) onay damgasina sahip tek fenol bilesikleridir
(163). Yapilan kisa donem c¢aligmalar bu ajanin plak ve gingivitisi %35 oraninda
azalttigini, uzun donem ¢alismalar ise plagt %13,8-56,3 arasinda (164), gingivitisi ise
%14-35,9 arasinda azalttigimi (165,166) gostermistir. Literatiirde bildirilen olasi yan

etkiler arasinda yanma hissi, aci tat ve dislerin lekelenmesi bulunmaktadir (167).

Esensiyel yaglar gram pozitif ve gram negatif bakteriler ile mayalari
etkileyecek derecede genis bir antimikrobiyal etkiye sahiptir. Gram potizif bakteriler
tizerinde bakteriostatik etki gosterirlerken, gram negatif patojenlerden gelen
endotoksinleri ise ortamdan uzaklastirirlar. Esensiyel yaglarin antimikrobiyal etki
mekanizmasi, hiicre duvarinin bozulmasina, hiicre zarinin hasar gormesine, zar

proteinlerinin  hasar  gOrmesine, hiicre igeriginin sizmasina, sitoplazmanin
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pihtilagsmasina, enzimatik aktivitenin azalmasina ve genetik materyelin islevinin

bozulmasina neden olmaktadir (137,158).

Quintas ve ark. (2015), %0,2’lik klorheksidin digluokonat igeren Oraldin

Perio ve esansiyel yag iceren Listerine®

’in mikrobiyal dental plak iizerine etkilerini
karsilagtirmis ve bu iki ajanin bakteri canliligini ve biyofilm kalinligin1 azaltmada steril
suya oranla belirgin bir sekilde daha etkili oldugunu, bununla birlikte klorheksidin ve
esansiyel yagin bakteri canliligini azatmada istatistiksel olarak anlamli bir fark
yaratmadigmi  (%13,2-%14,7), biyofilm kalmiligin1 azaltmada ise %0,2’lik
klorheksidinin esansiyel yaglara oranla istatistiksel olarak anlamli derecede daha etkili

oldugunu (6,5 pm — 10,0 pm) gostermislerdir (168).

2.2.4. Povidon Iyodin (PVP-1)

En giiclii ve en genis kullanim alanina sahip antiseptik olan PVP-I ¢ok hizl1 bir
sekilde bakterisidal etki gostermektedir. Saghk alaninda, cilt dezenfektan1 olarak ve
yara iyilesmesinde siklikla kullanilmaktadir. Agiz i¢i topikal uygulamalarda %10'Tuk
soliisyonu tercih edilmekte olan PVP-I’nin periodontal patojenler iizerine etkili oldugu
in vitro ¢alismalarla gosterilmistir. Bakteriyel direng gelisimesine neden olmayan PVP-
I’'nin, sistemik toksisitesi ve maliyeti de diisiliktiir. Kronik periodontitis tedavisinde de
olumlu etkileri kanitlanmis olan PVP-I tedavide yardimci olarak siklikla dnerilmektedir

(169,170)

Periodontal cep irrigasyonunda antiseptik ajan olarak kullanilan %0,005°lik
PVP-I'nin %0,2'lik klorheksidine kiyasla daha uzun siire antimikrobiyal etki gosterdigi
belirtilmistir (171).

Hoang ve ark. (2013), her yarim g¢enesinde >6 mm derinliginde en az bir
periodontal cep tespit edilen 60 hasta iizerinde yaptiklar1 g¢alismada, baslangi¢
periodontal tedavi, kiiretaj ve kok yiizeyi diizlestirme islemlerine ek olarak caligsma
grubunda %10'luk PVP-I ve kontrol grubunda steril salin soliisyonu ile cep irrigasyonu
yapmis ve PVP-I irigasyonunun geleneksel mekanik tedavilere gore patojen sayisinda

cok daha yiiksek oranda azalma sagladigini rapor etmislerdir (172).
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PVP-I'min yiiksek diizeyde antimikrobiyal etki gostermesine karsin, ¢iiriik
Onleyici etkileri lizerinde ortak bir karar bulunmamaktadir, bu nedenle yaygin olarak dis

curiiklerinin 6nlenmesinde degil periodontitis tedavisinde tercih edilmektedir (173).

2.2.5. Kitosan

Kitin (B-(1-4)-poli-N-asetil-D-glukozamin), ilk olarak 1884’de tanimlanmis olan
onemli bir polisakkarittir. Bu biyopolimer ¢ok sayida canli tarafindan
sentezlenmektedir; yengec, karides, 1stakoz gibi eklembacaklilarin dis iskeletinde, bazi
bakteri, mantar ve mayalarin hiicre duvarinda olugmaktadir. Yillik tiretim miktarlarina
bakildiginda diinyada seliillozdan sonra en yaygin bulunan polimerdir. Kitinin
deasetilasyon derecesi (polimerin kdkenine bagli olarak) yaklasik %50'ye ulastiginda,
sulu asidik ortamlarda ¢oziiniir hale gelmekte ve bu formu kitosan olarak
adlandirilmaktadir. Kitosan, tek psddonatural katyonik polimer olarak tanimlanmaktadir

(174).

Ikinci ve ark. (2002), klorheksidin iceren ve icermeyen, jel ve film sekilde
kitosan formiilasyonlar1 gelistirmis ve biyoadeziv dzellikleri ile periodontal patojenlere
kars1 antimikrobiyal etkilerini arastirmiglardir. Arastirmanin sonucunda, biyoadeziv
ozelligi ve antimikrobiyal etkisi ile kitosan igeren bu formiilasyonlarin periodontal
hastaliklarin tedavisinde kullanilabilecegi, klorheksidin igermeyen formiilasyonlarin da
bakteriler {izerine etkili olduklari, klorheksidinin antimikrobiyal etkisini ise

degistirmedikleri belirtilmistir (175).

Ata¢ ve ark. (2005), kitosanin klorheksidin igeren ve igermeyen film
formiilasyonlarin1 hazirlamis, ve bu yeni formiilasyonlarin antimikrobiyal 6zelliklerini
karsilagtirmiglardir. Antimikrobiyal ajanlar i¢in iyi bir tasiyici oldugu belirtilen kitosan
film formiilasyonlarimin ayni zamanda cerrahi islemler sonrasi agiz yaralarmin

tyilesmesinde tek basina da kullanilabilecegi rapor edilmistir (176).

2.2.6. Lizozim, Laktoferrin, Laktoperoksidaz

Tiikiiriigiin lizozim, laktoferrin, laktoperoksidaz gibi antimikrobiyal protein ve

enzimler icerdigi bilinmektedir. Etkin bir mekanik temizlik sonrasinda ortamda bu
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antimikrobiyal bilesenlerin bulunmasinin mikroorganizma sayisini diislirdiigi ve bu

sayede agiz hijyenine katkida bulundugu diisiiniilmektedir (177).

Lizozim, laktoferrin gibi antimikrobiyal proteinler basit yontemlerle dis macunu
ve agiz calkalama sular1 gibi agiz bakim iiriinlerinin bilesimine eklenebilmektedir. Bu
antimikrobiyal proteinler diisiik maliyetle sigir kolestrumundan saflastirilabilmekte ve
sigir lizozim ve laktoferrini iceren ticari iiriinler olusturulabilmektedir. Biotene®,
Oralbalance®, BioXtra® ve Zendium Saliva® lizozim ve laktoferrin iceren ticari
tirtinlerdendir. Son ikisi “peynir alt1 suyu ekstresi” veya “kolostrum” ve dolayisiyla s1gir
immiinoglobulinleri de icermektedir, bununla birlikte iiretici firma tarafindan insan agiz

ici patojenlerine karsi etkili olup olmadiklar1 bildirilmemistir (178).

Insan laktoferrini yakin zamanda Aspergillus niger fermantasyonu ile
klonlanmistir (179). Gelecekte, sigir siitiinden elde edilen laktoferrinin yerine, insanda
klinik kullanim i¢in etkili ve giivenli oldugu bildirilen rekombinant insan laktoferrinin
kullanilmast 6ngoriilmektedir. Agiz bakim {iriinlerine eklenen demir icermeyen ve
demir bagli laktoferrinin etkileri arasinda bir fark olup olmadigi heniiz bilinmemektedir

(179).

Tiikiirtik peroksidaz sistemlerinin taklit edilmesinin, lizozim veya laktoferrine
kiyasla daha karmasik oldugu bildirilmistir. Peroksidaz insan tiikiirtigiinden ve polimorf
niiveli 16kositlerden saflastirilmis ancak sadece arastirma i¢in kullanilmistir.
Peroksidazin ticari {iriinler i¢in yiiksek miktarda saflastirilmasinin hem zor hem de ¢ok
maliyetli olacagi belirtilmistir. Bu nedenle insan tiikiiriik peroksidazina yapisal ve
katalitik olarak en yakin enzim olan laktoperoksidaz, ticari kullanim i¢in s18ir siitiinden
veya kolostrumundan saflastirilmistir (180). Laktoperoksidaz sistemi, Biotene®,
BioXtra®, Zendium Saliva® ve Oralbalance® gibi ticari iiriinlere dahil edilmistir. Bu
tiriinlerin bir¢ogu sadece dis macunu formunda degil, ayn1 zamanda alkolsiiz agiz
calkalama suyu, ksilitol aromali sakiz, agiz kurulugu olan hastalarin kullanimi i¢in
nemlendirici jel veya protez yapistiricisi olarak da iretilmektedir. Laktoperoksidaz
sistemi antibakteriyel aktivitesini 1 - 2 yil boyunca korurken, lizozim veya laktoferrin

fonksiyonlarinda olas1 degisiklige iliskin veri henliz bulunmamaktadir (181).
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Kirstili ve ark. (1994), normal tiikriik akis hizina sahip 20 goniillii ile yaptiklar
¢ift korlii calismada, Biotene® dis macunu kullaniminin plak pH’sin1, asidojeniteyi veya
laktik asit tiretimini etkilemedigini, mikrobiyal dental plak birikimi ve plak pH’sinda
degisiklik olmadigini, ayrica tiikiiriik veya mikrobiyal dental plaktaki MS’lere, toplam
streptokoklara, LB’ye veya toplam anaerobik floraya karsi Biotene® kaynakli hicbir
antibakteriyel etki gelismedigini rapor etmislerdir (182).

Jyoti ve ark. (2009), 3-5 yas grubu ¢ocuklar iizerinde yaptiklar1 in vivo
calismada, laktoferrin, lizozim ve laktoperoksidaz iceren Biotene® ve sodyum
monoflorofosfat igeren Colgate Active dis macunlarinin, ECC saptanan ¢ocuklardaki
karyojenik bakteriler iizerine, etkisini degerlendirmislerdir. Biotene® kullanan grupta
tikiirik MS ve LB sayilarinin baslangica gore istatistiksel olarak anlamli derecede
azaldigr goriilmiis; ancak iki {irtin karsilastirildiginda aralarinda istatistiksel olarak

anlamli bir fark izlenmemistir (183).

Hatti ve ark. (2007), laktoferrin, lizozim ve laktoperoksidaz iceren BioXtra® ve
fluoridli ~ Colgate-Palmolive® dis macunlarinin  plak olusumu ve a@izdaki
mikroorganizma sayilar1 lizerindeki etkilerini karsilagtirmak amaciyla 18 yas ve tizeri
hastalar iizerinde randomize kontrollii ¢ift korli bir klinik calisma yapmislardir. Dis
macunlarinin 4 giinliik kullanim1 sonunda iki grubun plak skorlar1 karsilastirildiginda
BioXtra® kullanan grubun plak skorunun istatistiksel olarak daha diisiik oldugu,
mikroorganizma sayilari karsilastirildiginda ise yine BioXtra® kullanan grubun tiikiiriik
mikroorganizma sayilarinin istatistiksel olarak anlamli bir sekilde azaldig bildirilmistir

(184).

Gudipaneni ve ark. (2014), ECC’li 30 ¢ocuk {iizerinde yaptiklari c¢alismada,
fluorid igeren, fluorid icermeyen ve lizozim, laktoferrin ve laktoperoksidaz igeren
(BioXtra®) dis macunlarmin antibakteriyel etkilerini karsilastirnistir. Macunlarin bir
haftalik kullanimlar1 sonrasinda, BioXtra® kullanan grubun hem S. mutans hem de L.
acidophilus sayilarinda olduk¢a anlamli derecede azalma izlenirken, fluoridli dis
macunu kullanan grubun S. mutans sayisinda oldukga anlamli, L. acidophilus sayisinda
ise anlamli derecede azalma izlenmistir. Fluoridsiz dis macunu kullanan grupta ise S.
mutans sayisinda anlamli azalma olurken L. acidophilus sayisinda anlamli bir degisiklik

goriilmedigi bildirilmistir (185).
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Tongucg-Altn ve ark. (2015), yeni gelistirilmis lizozim ve laktoferrin igeren
formiilasyonlarin MS ve LB iizerindeki antibakteriyel etkilerini incelemis ve mikrobiyal
dental plakta bulunan ve ¢iiriikk olusumunda etkili oldugu bilinen S. sobrinus, S. mutans

ve L. acidophilus suslari iizerinde etkili oldugunu belirtmislerdir (10).

Bunun takiben yapilan ‘Lizozim, Laktoferrin ve Tasiyict Olarak Poloksamer 407
Iceren  Yeni Formiilasyonlarm  Biyouyumluluklarmm in  vitro  Kosullarda
Degerlendirilmesi’ adli doktora tezinde; kontrol grubu olan klorheksidinin sitotoksik
etkisi ¢aligma gruplarina gore anlamli derecede yiiksek bulunmustur. Hiicre canlilik
orani klorheksidin grubunda %25’den az, poloksamer 407 grubunda ise %50-75

arasinda bulunmustur (11).

2.3. llag Tasiyic1 Sistemler

Ilag tasinmasi, insanlarda veya hayvanlarda terapotik bir etki elde etmek icin
farmasotik bilesiklerin, proteinlerin veya niikleik asitlerin uygulanmasi islemidir. Ilag
tagima sistemleri; bir bilesenin bir baska kimyasal ile, bir ila¢ uygulama cihazi ya da
zamant ile ilacin salim hizini, doku ve organlara salim1 veya her ikisini de kontrol eden
sistemlerdir. Bu sistemler, etken maddenin viicuda kolayca alinmasini ve hedef organ
veya dokuya ulagmasmi saglamaktadirlar. Etken maddeye uygun olarak segilen ilag
tastyict sistemler, ilacin kontrollii saliverilmesinde, hedef bolgeye ulasip istenilen etkiyi
gosterebilmesinde, istenilen kan konsantrasyonuna ulasip bu konsantrasyonun istenilen
siire boyunca devam ettirilmesinde énemli bir yere sahiptir. Iki tiir ilag tasima sistemi
bulunmaktadir. Biri, bdlgenin diizenlendigi “hedefli salinim”, digeri ise materyalin
zamana bagli olarak diizenlendigi “kontrollii salinim” olarak adlandirilmaktadir (Sekil

4 (192,193).

Ilag tasima sistemleri giiniimiizde farmasétik teknoloji alaninda iizerine en ¢ok
calisma yapilan konulardan biridir. Bu konudaki ¢alismalarin temel amacinin;
geleneksel veya yeni etken maddelerinin gilivenilirlik ve etkinligini arttirmak, terapotik
indeksini arttirmak, istenmeyen yan etkilerini azaltmak ve bu sayede daha iyi bir hasta

uyumu elde etmek oldugu bildirilmistir (194).
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Glinlimiizde ilag tagiyici olarak kullanilmak tizere pek ¢ok sistem gelistirilmistir.
flag tasiyic1 sistemler hareketli tasiyicilar (mikro/nanopartikiiller) ve statik tasiyici
sistemler (viicudun belirli boélgelerine yerlestiren polimerik sistemler) olarak
siniflandirilmaktadir. Uzerlerinde en ¢ok ¢alisma yapilan ilag tasiyict sistemler;
lipozomlar, niozomlar, sfingozomlar, miseller, mikrokapsiiller, mikrokiireler,
nanopartikiiller, kati-lipit nanopartikiiller, mikroslingerler olarak siralanmaktadir

(192,195).

Ilaglarin in vivo kosullarda tespit edilen davranislari, uygulamaya hazir hale
getirilmek amaci ile ilag tagiyici sistemlerle birlestirildiginde degisebilmektedir. Benzer
sekilde tastyici sistemler i¢cinde enkapsiile halde bulunan ilaglarin dokudaki dagilima,
metabolizmasi, kinetik parametreleri de kismen veya tamamen degisiklik
gosterebilmektedir. Bu sistemlerin uygulanmasinda oncelikle kullanilacak sistemin
hedef doku ve organ sistemleri ile iliskisi tam olarak bilinmelidir. Ila¢ tasiyici
sistemlerin en biiylik avantaji, partikiil biiyiikliiklerine gore belirli doku ve organlara
hedeflendirilebilmeleri ve bu sayede yan etki ve istenmeyen reaksiyonlarin en aza

indirilebilmesidir (196).
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Sekil 4. Uzamsal-zamansal kontrollii ila¢ salim1: ilacin hedefe ulasmasi, etkili kan
konsantrasyonuna ulagmasi ve bu konsantrasyonun istenilen siire boyunca korunmasi (192).

2.3.1. Agiz Bolgesinde Kullanilan ila¢ Tasiyic1 Sistemler

llaglarin, agiz iginde mukoza tarafindan emilebildigi ilk olarak 1847 yilinda
Sobrero tarafindan tespit edilmistir. Nitrogliserinin kesfi ve agiz boslugunda emiliminin
sistematik c¢alismalar ilk kez 1935 ve 1944'te Walton tarafindan rapor edilmistir
(197,198). Bu ¢alismalarin 1s181nda, sistemik etki saglama amaciyla gelistirilen mukozal
ilag tasima sistemlerine ek olarak agiz hastaliklarinin (dis ciirtikleri, dis eti hastaliklar
ve oral mukoza enfeksiyonlar1) tedavisinde lokal etkili ila¢ uygulamalari iizerine de ¢cok

sayida aragtirma yapilmistir (199).
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2.3.1.1. Adeziv olmayan sistemler

A8z boslugu igerisinde serbest halde bulunan ilag, tasiyici sistemden

salindiginda agiz mukozasi ile temas etmektedir (200).

2.3.1.1.a. Hizh ¢oziinen dozaj sekilleri

En basit uygulama yontemidir. Agiz ortaminda kisa siire kalabilmesi ve bireyler
arasinda etkin maddenin absorbe edilme ve hedefe ulagsma hiz ve derecesinin

(biyoyararlanim) farklilik gostermesi etkinligi azaltan etkenlerdir (200).

2.4.1.1.h. Sakizlar

Temel absorbsiyon bolgesi dilaltt mukozasi olan sakizlarin formiilasyonunda ana
madde olarak seliiloz ve akrilik tiirevi polimerler kullanilmaktadir. flacin sistemden

salinimi, sakizin ¢igneme hizi ve siddeti ile kontrol edilmektedir (201).

2.4.1.1.c. Pastiller

Emilerek kullanilan pastillerin temel hedefi etken maddenin agiz i¢i ya da

farinkste uzun siire tutulmasidir (202).

2.4.1.1.d. Cozeltiler

Antibakteriyel etken maddelerin tasiyict sistemler igerisinde ¢oziilmesi ile
olusturulan gargaralar O6zellikle agizdaki c¢esitli rahatsizliklarin 6nlenmesinde ve
tedavisinde tercih edilen c¢ozelti formundaki preparatlardir. Antibakteriyel ¢ozelti
sistemlerinden en sik tercih edilen ve iizerine en c¢ok c¢alisma yapilan %0,2

konsantrasyonundaki klorheksidin diglukonattir (203).
2.4.1.1.e. Mikroporoz bos fiberler
Mlaglarin gdzenekli polimer yapi igerisine hapsedilmesi ile gelistirilmis olan bu

sistemler agiz i¢ine uzun siireli ila¢ salim1 yapapilmektedir. Periodontal tedavilerde cep
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icerisine yerlestirilmek {lizere bu sistemle gelistirilmis antibiyotikler bulunmaktadir

(194).

2.4.1.2. Adeziv sistemler

Etken maddenin agiz igerisinde daha uzun siire tutulmasi ve bu sayede daha
uzun stireli etki elde etmeye yonelik calismalarin yogunlagmasi ile adeziv sistemler
gelistirilmistir. Adeziv sistemlerin en Onemli o6zelligi, ilag tasiyict sistemin

sabitlenebilmesi ve kontrollii salimin saglanabilmesidir (204).

Farkli yiizeylerin aralarinda ara yiizey kuvvetleriyle bir arada tutulmasi adezyon
olarak adlandirilmakadir. Adezyonun olustugu yiizeylerden biri biyolojik bir yap1 ise
biyoadezyon olarak ifade edilirken, biyolojik ylizeyle uygun siire boyunca adezyon
yapabilen maddeler ise biyoadeziv madde olarak tanimlanmaktadir. Biyoadezyon
adeziv tabletlerin bilesimindeki yapay veya dogal molekiillerin istenilen siire boyunca
biyolojik dokuya tutunabilmesini saglamaktadir. Adezyon saglanan biyolojik yapinin
mukoza olmast durumunda biyoadeziv sistem mukus tabakasi ile temas etmekte ve bu

sistem mukoadeziv sistem olarak ifade edilmektedir (205).

Ag1z boslugunda kullanilacak adeziv ilag¢ tasiyic1 sistemlerin, istenen siire
boyunca mukozaya tutunabilmesi, mukozaya zarar vermemesi, biyouyumlu olmas1 ve
irritasyona yol agmamasi, ayrica dudak ve yanak hareketlerini kisitlamamasi igin

yeterince esnek olmasi beklenmektedir (206).

Agiz icerisinde lokal ya da sistemik uygulamalar i¢in gelistirilmis olan

biyoadeziv ilag tasiyici sistemler tek veya ¢ift yonlii ilag salim1 yapabilmektedir (206).

2.4.1.2.a. Adeziv tabletler

Adeziv tablet sistemlerin monolitik, kismen kapli ya da tabakali matriksler
olmak iizere 3 farkli formu bulunmaktadir. Sistemik tedavi hedeflendiginde, mukoza ile
temas etmeyen yiizeyi koruyabilmek amaci ile tek yonlii ilag salimi1 yapabilen kismen
kapli formlar1 kullanilmaktadir. Tek yonli salinim saglamak amaciyla iiretilen adeziv

tabletlerin bir tabakasina etken madde yerlestirilip mukoza ile temas1 saglanirken, agiz
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bosluguna bakan tabaka inert Ozellikte, adeziv tabakay: tiikiirik ve enzimlerden
koruyacak sekilde hazirlanmaktadir. Ilacin direkt agiz bosluguna salmimi
hedeflendiginde, etken madde adeziv olmayan tabakaya yerlestirmektedir. Antibiyotik
ve antiseptiklerin agiz i¢cine mukoadeziv tablet sistemleri ile uygulandigir calismalar

yapilmistir (207,208)

Adeziv tabletlerin, yeme, igme ve konusmay1 kisitlamamakla birlikte yeterince
esnek olmadiklar1 bildirilmistir. Ayrica temas yiizeyinin kiiclik olmasi, hizli ilag
saliminin saglanamamasi, kronik uygulamalarda mukozada bulunma siiresinin ve
uygulama sikliginin artmasi nedeniyle mukoza iritasyon riskinin olmasi gibi

dezavantajlar1 bulunmaktadir (206).

2.4.1.2.b. Adeziv filmler ve yamalar

Adeziv tabeletlerin dezavantajlarin1 ortadan kaldirmak amaciyla yapilan
calismalar sonucu gelistirilmis olan adeziv filmler ve yamalar, esnek ve genis yiizey
alanli sistemlerdir. Bu sistemler, 6zellikle adeziv tablet formunda verilemeyen ya da
verilmesi halinde yiiksek miktarda kayip yasanan etken maddelerin uygulanmasi
amaciyla gelistirilmistir. Uygulandiginda uzun siireli etki elde edilmesi ile etki veya yan
etkisinin istenildigi noktada sonlandirilabilmesi sistemin en onemli avantajlart olarak

bildirilmektedir (206).

Adeziv yama sistemleri agiz mukozasina yapistirilarak uygulanmaktadir. 20 mg
kadar etken madde eklenebilen adeziv filmler ince seritler halinde tasarlanmis olup dil
tizerinde 30 sn'den daha kisa bir siirede dil lizerinde ¢oziinebilmektedir. Bu uygulama
ile etken madde dogrudan kan dolasimina gegebildiginden bu sistemlerin 6zellikle hizl

tedavi gerektiren durumlarda kullanildig: bildirilmektedir (209).

2.4.1.2.c. Adeziv yar1 kati preparatlar (merhemler-jeller)

Etken madde krem ya da merhemler yoluyla uygulandigi takdirde mukoza
ylizeyine yeterince baglanamamakta ve ilacin bir miktar1 tiikiiriik ile birlikte yutularak
ortamdan uzaklagmaktadir. Polimerler ile hazirlanan adeziv merhem ve jellerin ise

ilacin ortamda kalabilme siiresini, dolayisiyla etkinligini arttirdig1 bilinmektedir (210).
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Poloksamer

Polioksietilen ve polioksipropilen’in polimerleri olan ve 30 ¢esitten fazla non
iyonik yiizey aktif ajanlardan olusan poloksamerler piyasada Pluronics® ticari ismiyle
bulunmaktadir. Bu polimerler biyouyumlu olup uzun yillardir ilag tasiyict sistem olarak
siklikla tercih edilmektedir. Poloksamerler, ABA tipi tiglii blok kopolimerlerdir ve
poloksietilen oksit (PEO) ve poloksipropilen oksitin (PPO) yogunlastirilmasiyla
iretilmektedir (211).

Poloksamer 407, poloksamer ABA blok kopolimer serilerinden en sik
kullanilanidir. Molekiiler agirligi 12500, PEO/PPO igerigi 2:1 oraninda olan poloksamer
407, piyasada Pluronic® F-127 ticari ismiyle bulunmaktadir (BASF Laboratories,
Wyandoote, USA) (212). Poloksamer 407’ nin kimyasal formiilasyonu asagidaki gibidir
(Sekil 5).

H(O-CH,-CH,),(0-CH-CH,),(0-CH,-CH,),OH
CH,

Sekil 5. Poloksamer 407’ nin kimyasal formiilasyonu (212)

Poloksamerler soguk suda daha fazla c¢iliziinmektedir. Bu durum diisiik

sicakliklarda artan ¢oziinme ve hidrojen baglanmasi ile agiklanmistir (211).

Poloksamerlerin olusturdugu konsantre sulu ¢ozeltiler termoreversible (1s1 ile
doniigebilen), adeziv yar1 kati (jel) sistemleri olusturmaktadir. Poloksamer 407’nin
agirhik/agirlik (a/a) olarak %20-30 konsantrasyonundaki sulu ¢ozeltileri, ilging bir ters

termal jellesme karakaterine sahiptir, buzdolabinda (4-5 °C) siv1 iken, oda sicakliginda
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(25 °C) akigkan yogun bir s1vi, viicut sicakligina ulastiginda ise (37 °C) transparan yar1
kat1 (jel) bir form almaktadir. Sogutma ile tekrar sivi hale gecertiklerinden ve 1s1 ile geri

dontisebilen jeller olarak siniflandirilmaktadirlar (213).

Poloksamerler, mekanizmasi halen tartismali olan bu jellesme Ozellikleri ile
mukozal ila¢ uygulamalarinda yaygin bir sekilde kullanilmaktadir; bunun nedeni ilacin
jellesmesi ile mukozada kalma siiresi ve mukoza ile temasinin ve buna bagh olarak da

ilacin biyoyararlaniminin artmasidir (212).

Liu ve Chu (2000), %50’den yiiksek a/a konsantrasyonda hazirlanan
poloksamerin daha visk6z bir yapida hatta kismen kati formda oldugunu ve sivi
formuna ¢6zlinmesinin daha uzun zaman aldigini bildirmislerdir. Ayrica poloksamer
407’nin %20-30 a/a konsantrasyonlarinda daha kolay hazirlanabilecegini belirtmislerdir

(214)

Yapilan toksikoloji ¢alismalar ile, poloksamer 407’nin iyi tolere edilebilir bir
kopolimer oldugunu gosterilmis; medikal, farmasotik ve kozmetik alanlarinda kullanim

i¢in olduk¢a uygun bir materyal oldugu rapor edilmistir (212).

Poloksamerlerin, lidokain (215) ve antikanser ajanlarin (216) topikal
uygulamalarinda ve yamk tedavilerinde (213,217) kullanimimin uygun oldugu
bildirilmistir. Viicut sicakliginda sividan jel forma ge¢meleri nedeniyle doku altina
enjekte edilebilen implantlar olarak da tercih edilmektedirler (218). Pek ¢ok dis macunu
ve agiz gargaralar1 bilesiminde tasiyici sistem olarak farkli konsantrasyonlarda

poloksamer bulunmaktadir (219).

Cogger ve ark. (2006), fareler iizerinde yaptiklari in vivo ¢alismada, poloksamer

407’nin intraperitoneal enjeksiyonunun hiperlipidemiye yol actigini gdstermislerdir

(220).

2.4. Tibbi Cihazlarin Biyolojik Olarak Degerlendirilmesi

Tibbi cihaz; {iretici tarafindan tek basina ya da kombinasyon halinde insanlar

tarafindan ya da insanlar ilizerinde kullanilmak {izere tasarlanmis, alet, aygit, cihaz,
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makine, implant, yazilim, malzeme gibi her tiirlii iiriine verilen genel bir isimdir. Tibbi

cihazlar bir ya da daha fazla amag i¢in kullanilabilirler:

- Hastaligin tanisi, 6nlenmesi, izlenmesi, tedavisi veya hafifletilmesi,

- Bir yaralanmanin tanisi, izlenmesi, tedavisi, hafifletilmesi veya telafi edilmesi,

- Anatomik veya fizyolojik bir bdlgenin arastirilmasi, modifiye edilmesi,
degistirilmesi veya desteklenmesi,

- Yasam desteklemek veya siirdiirmek,

- Gebelik kontrolii

- Dezenfeksiyon,

- Insan viicudundan elde edilen 6rneklerin in vitro kosullarda incelenmesi ve tibbi
amagclar i¢in bilgi saglanmasi,

- Insan viicudunda, farmakolojik, immiinolojik veya metabolik yollarla birincil
olarak amaclanan eylemini gerceklestiremeyen bdlgenin islevini saglamasina

yardimci olmak olunmasi (221).

Biyolojik degerlendirmenin temel amaci, insanlarin  tibbi  cihazlarin
kullanimindan kaynaklanan potansiyel biyolojik risklerden korunmasidir. Tibbi
cthazlarin biyolojik degerlendirmesiyle ilgili cok sayida uluslararas: ve ulusal standart
ve kilavuz bulunmaktadir. Her bir cihazin genel degerlendirmesi ve gelistirilmesinin bir
parcas1 olarak, risk yonetimi siirecinde tibbi cihazlarin biyolojik degerlendirilmesi i¢in
bir rehber dokiiman olmasi1 amaglanmis ve Uluslararasi Standardizasyon Orgiitii (ISO)
tarafindan mevcut kilavuzlarin  derlenmesi ile ‘Tibbi Cihazlarin Biyolojik
Degerlendirilmesi’ klavuzu yayimlanmistir (ISO 10993:1992). Klavuzun son revizyonu
2018 yilinda yapilmistir (ISO 10993:2018) (222). Bu kilavuz, tiim kaynaklardan gelen
mevcut verilerin degerlendirilmesini, gerektiginde ilave testlerin secilmesi ve
uygulanmasini birlestirmekte, boylece her tiirlii tibbi cihazin biyolojik cevaplarinin

eksiksiz bir sekilde degerlendirilmesini saglamaktadir (222).

Bu kilavuz, tibbi cihazlarin dokular tizerindeki etkilerinin, cihazlarin belirli 6zel
durumlarindan ziyade, ¢ogunlukla genel bir sekilde degerlendirilmesine yoneliktir. Bu
nedenle, tam bir biyolojik giivenlik degerlendirmesi i¢in, tibbi cihazlar, kullanim

sirasinda insan dokulariyla beklenen temaslarinin niteli§ine ve siiresine gore
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siiflandirilmigtir. Her secenek i¢in uygulanmasi gereken test yontemlerinin listelenmis
oldugu bu klavuz, biyolojik degerlendirmenin planlanacagi bir rehber niteligi

tasimaktadir (Tablo 2).

Biyolojik cevabin degerlendirilmesi, in vitro ve ex vivo test yontemlerine ve
hayvan modellerine dayanmaktadir. Bu nedenle, hayvanlarda bir tibbi cihaz kullanimi
sirasinda biyolojik bir yanit Ongoériiliitken bu reaksiyonun insan tliriinde de
izleneceginin kesin olarak gosterilemedigi dikkate alinmalidir. Ayrica, bireyler arasinda
aynit materyale verilen biyolojik cevaplar arasindaki farkliliklar, bazi hastalarin iyi

bilinen materyallere karsi bile olumsuz reaksiyon verebilecegini gdstermektedir (12).

Herhangi bir tibbi cihazin uzun siireli kullanilabilmesi i¢in biyolojik olarak
uyumlu olmasi gerektigi bilinmektedir. Biyouyumluluk, kendisini ¢evreleyen dokularin
normal degisimlerine engel olmayan ve dokuda istenmeyen tepkiler (iltthaplanma, pihti

olusumu, vb.) olusumasina yol agmamak olarak tanimlanmaktadir (223).

Biyolojik degerlendirme siirecinde dikkate alinmasi gereken bir c¢ok faktor
bulunmaktadir. Materyalin karakterizasyonu biyolojik degerlendirme siirecinde ¢ok
onemli bir ilk adim olarak belirtilmektedir. Gereken kimyasal karakterizasyonun
kapsaminin, var olan giivenilirlik ve toksikolojik veriler ile tibbi cihaz ile dokunun
temasinin niteligine ve siiresine bagli oldugu bildirilmektedir. Bununla birlikte,
karakterizasyonun en azindan, cihazi olusturan kimyasallar1 ve imalatinda kullanilan
katk1 maddelerini ele almasi gerektigi belitilmektedir. Kimyasal karakterizasyon
islemindeki her bir degerlendirmenin, biyolojik degerlendirmede karar asamalar ile

iligkili oldugu bildirilmektedir (Sekil 6).
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Tablo 2. Tibbi cihazin kategorizasyonuna gore gerekli biyolojik degerlendirme
testlerinin se¢imi (12)

Tibbi cihaz kategorizasyonu Biyolojik etkisi
viicut temasinin sekli . 2
Temas siiresi Zl o o S
s 25 2 s | g =
A-limiti | £ 2| 258 |20 F| 3 £
(<24 sa) 2| £ = Slegl =2 2|8 8
. S| 8| 8l xx|X£38 8| 5| €
Kategori Temas B - uzun 5| 2| 2 = = Sl 5§35 ¢ = 2
(24sa-30gin)| 5| 2| €5| & |22 8| & 2
) =< 0 o) o (S E
C - kalic1 § %) 32 £
(> 30 giin) £
A xXe | X X
Deri B X | X X
C X | X X
v A X | X X
ukoz
Yizey membran B x| X X
cihazi C X | X X X X
Kirilmig A X | X X
veya B X | X X
hasar
gormiis C X | X | X X | X
yizey
K | A X | X X X X
an yolu,
indirekt B XX X X X
C X | X X X X X
Harici Doku/ A X1 X X
) kemik/ B X | X X X X X | X
cihaz .
dentin C XX X | X | X | X |X
K A X | X X X X
an B X x| x | x | x | x[X]X
dolagimi
C X | X X X X X | X] X
Doku/ A X | X X
oxu B X x| x | x | x | X |X
) kemik
Implante C X | X| X X X X | X
cihaz A X | X]| X X X X | X
Kan B X | X X X X X | X] X
C X | X X X X X | X] X

a Carp1 isaretleri, biyolojik giivenlik degerlendirmesi igin gerekli olacak testleri

gostermektedir. Mevcut verilerin yeterli oldugu durumlarda ilave testler gerekli degildir.
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Materyalin uygulanacagi bolgenin biyolojik cevap iizerinde biiyiik bir etkisi
vardir. Materyalin mineralize ya da yumusak dokuya yerlestirilecek olmasi, mukoza ile
dogrudan ya da kisith temasta olmasi, kemik, kan, tiikiiriik ya da doku sivilar1 ile direkt
olarak ya da herhangi bir bariyer araciligi ile temasta olmasi gibi faktorler, materyale
kars1 gelisecek biyolojik cevapta etkin rol oynamaktadir. Viicutta kalma ve temas
streleri de benzer sekilde materyale kars1 gelisecek olan biyolojik cevabi
etkilemektedir. Ornegin dental uygulamalarda kullanilan herhangi bir &l¢ii maddesinin
agiz ortaminda bulundugu kisa siire icerisinde alerjik bir reaksiyona neden olabilecegi,
bununla birlikte, bu kisa siirede toksik ve mutajenik etkiler gostermesinin

beklenmeyecegi bildirilmektedir (224).

2.4.1. Tritasyon (Tahris) Deneyleri

Iritasyon, bir maddenin/materyalin tek, tekrarlanan veya siirekli uygulanmasina

kars1 6zgiil olmayan lokalize inflamatuar tepki olarak tanimlanmistir (225).

[ritasyon  deneyleri, tibbi cihazlarin, materyallerin ve/veya bunlarin
ekstraktlarinin iritasyon potansiyelini, tahmin etmek i¢in kullanilmaktadir. Bu sayede
kasinti, sislik ve yangi gibi meydana gelebilecek geri doniisebilir hasarin seviyesi
saptanabilmektedir. Bu deneyler bir modelin, cilt, g6z ve mukoza zar1 gibi uygulama
icin uygun bir bolgesinde gerceklestirilmektedir. Yapilacak testler, bolgeye (cilt, goz,

mukoza) ve maruz kalma siiresine uygun olarak planlanmaktadir (225).
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Intrakutanoz reaktivite testleri, dokunun tibbi cihaz ekstraktlarina lokalize
reaksiyonunu degerlendirmek i¢in kullanilmaktadir. Bu testler, dermal veya mukozal
testlerle iritasyonun belirlenmesinin uygun olmadig1 durumlarda (tibbi cihazin implante

edildigi ya da kan temas1 oldugu durumlar) uygulanabilmektedir (226).

Gelistirilmekte ve arastirilmakta olan bir tibbi cihazin icerisindeki bazi
malzemeler deneye tabi tutulmus ve cilt veya mukoza iritasyonu ile duyarlilik
potansiyeli dokiimante edilmis olabilir. Ancak diger materyaller ve kimyasal bilesenler
dokularla temas ettiklerinde ters etkilere neden olabilmektedir. Bu nedenle yeni bir tibbi
cihaz, piyasaya siiriilmeden 6nce igerigindeki her bir bilesenin potansiyel ters etkiler

yoniinden degerlendirilmesi gerektigi bilinmektedir (12).

Bilesimlerin detaylar1 ile ilgili verilerin mevcut olmadigr ya da sadece nitel
bilgilerin mevcut oldugu durumlarda, bunun yam sira iiretim sirasinda yeni ya da
bilinmeyen maddelerin gelistirilmesi planlandiginda materyalin analizinin yapilmasi
gerekmektedir. Arastirmadaki materyaller i¢cin uygun analitik yontemler kullanilmasi
gerektigi, tiim analitik tekniklerin dogrulanmasi, gecerli kilinmast ve rapor edilmesi
gerektigi bildirilmektedir. Calisilan materyalin pH degerinin bilinmedigi durumlarda
deneylerden once 6l¢iim yapilmasi gerekmektedir. Materyalin kimyasal analizi (nitel ve
nicel) yararli bilgi saglamaktadir. Bu sayede, materyal igerisinde bulunan bilesiklerin
iritasyon potansiyeli ile ilgili bilgi elde edilebilirken, materyalin kimyasal analizinin

iritasyon deneyini gereksiz kilan sonuclar verebilecegi de dikkate alinmalidir (227).

Deney numunesinin pH degerinin <2 veya >11,5 oldugu durumlarda materyal
iritan olarak beyan edilir ve daha fazla deney yapilmasi gerekmez. Bununla birlikte,
incelenen malzemenin asidik veya bazik olmasinin, ciddi hasar olusturma kapasitesiyle
iligkili olarak dikkate alinan tek faktor olmadigi ileri siiriilmektedir. Malzemenin
derisimi, temas siiresi ile diger bir¢ok fiziksel ve kimyasal 6zelliklerin de 6nemli oldugu
belirtilmektedir. Bunun yani sira, bir¢ok {iriin iritasyon potansiyeline ragmen yasamsal

yararlar1 veya 6ngoriilen biyolojik etkinliginden dolay1 kabul gormektedir (227).

Geleneksel olarak tibbi cihazlar insanlar {izerinde denenmeden 6nce biyolojik
cevabin tahmin edilebilmesi i¢in kii¢lik hayvan deneyleri yapilmaktadir. Yakin gecmiste

bu test yontemlerine alternatif olarak in vitro deneyler de ilave edilmistir. Bu yondeki
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ilerlemeye ve onemli ¢abaya ragmen bulgular, in vivo deney gereksiniminin tamamen
Online gegmek icin halihazirda tatmin edici bir in vitro yontemin gelistirilmedigini
gostermektedir. Uygun oldugunda, hayvan deneyinden 6nce goriintiileme amaglari i¢in

in vitro yontemlerin 6n kullaniminin tesvik edilmesi gerektigi bildirilmistir (227,228).

2.4.1.1. In vitro iritasyon deneyleri

Uluslararas1 organizasyonlar, alternatif yontemlerin arastirilmasina paralel
olarak, iritasyon deneyleri igin uygun in vitro yontemler gelistirmek ve gegerli kilmak

amactyla calismaya devam etmektedir.

In vitro deri iritasyon testleri igin valide edilmis {i¢ adet doku kiiltiirii yontemi

bulunmaktadir:

2.4.1.1.a. EpiSkin™ deri iritasyon testi

Normal insan Kkeratinositlerinden elde edilen in vitro olarak yeniden
yapilandirilmis bir insan epidermisidir. Bu modelin farkli gelisim evrelerini taklit
edecek formlar1 bulunmaktadir. Bu modelin histolojik olarak in vivo insan epidermisini

taklit ettigi bildirilmektedir.

Kimyasallar1 smiflandirmak ve tescillemek amaci ile tasarlanmis olan bu
yontem, Avrupa Alternatif Yontemlerin Validasyonu Merkezi’nin (ECVAM) akut deri
iritasyonuna yonelik in vitro testlerle ilgili uluslararasi validasyon caligmasinin bir
parcasi olarak onaylanmistir. Ayrica, EVCAM’nin bilimsel danisma komitesi (ESAC)
tarafindan bu yontemin taramasi yapilmis ve cilt iritasyon degerlendirmelerinde yasal
onaylarin alinmasi i¢in dikkate alinmasi tavsiye edilmistir. Ardindan bu test yontem,
Ekonomik Kalkinma ve Isbirligi Orgiiti (OECD) tarafindan, test rehberi olarak kabul
edilmistir (No 439) (229,230).

2.4.1.1.b. EpiDerm™ deri iritasyon testi

Genel olarak Yeniden Yapilandirilmis insan Epidermisi (RHE) olarak da bilinen

EpiDerm™, 6zel olarak hazirlanmis doku kiiltiirleri iizerinde kiiltiirlenmis normal, insan
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kaynakli epidermal keratinositlerden olusan kullanima hazir, 6zel bir ti¢ boyutlu (3D)
doku modelidir (231).

Bu yontem bir dizi validasyon calismasinda dogrulanmis olup, deri iritasyon
potansiyeli i¢in esdeger tiim in vivo test yontemlerinin yerini alabilecegi ECVAM ve
OECD tarafindan onaylanmaistir (229).

2.4.1.1.c. SkinEthic™ deri iritasyon testi:

Kimyasal bir ortamda, hava-sivi arayiiziindeki etkisiz bir polikarbonat filtre
tizerinde kiiltiirlenen normal, insan kaynakli keratinositlerinden in vitro olarak yeniden
yapilandirilmis bir insan epidermisidir. Bu modelin farkli gelisim evrelerini taklit

edecek formlar1 bulunmaktadir (232).

Bu yontem EVCAM ve OECD tarafindan onaylanmis olup yasal olarak in vivo

(tavsan) deri iritasyon deneylerinin yerini almistir (229).

In vitro deri iritasyon deney modellerine benzer olarak, okiiler, oral mukoza,
rektal, penil ve vajinal iritasyon deneyleri i¢in de doku kiiltiirleri iiretilmis olsa da heniiz
validasyonlar1 tamamlanmadigindan bu modeller hayvan deneylerinin yerini

alamamastir.

2.4.1.2. Oral mukoza iritasyon deneyleri

llaglarin  gelistirilmesinde oncelikli olarak uygulama alanindaki bdlgesel
toleransin degerlendirilmesi gerkmektedir. Oral mukoza, agiz yoluyla uygulanan tibbi
iirlinlerde bulunan etken maddelere veya ilaca uygun sekil ya da kivam kazandirmak
amactyla ilave edilen etkisiz ara maddelere (eksipiyan) dogrudan maruz kalmaktadir.
Bu nedenle, agiz boslugunda uygulanmasi planlanan iirlinlerin oral mukozaya karsi
iritasyon potansiyelini aragtirmak amaciyla klinik olmayan iritasyon deneylerinin

yapilmas1 gereklidir.

Oral mukoza iritasyon deneyleri, hamsterlarin yanak kesesi mukozasina

materyalin temas ettirilmesi veya uygulama cubuklar ile siirilmesi gibi yontemlerle
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yaygin bir sekilde yapilmistir (233-235). Gegmiste fareler (236,237), kobaylar
(236,238), kopekler (239) ve tavsanlar (240) gibi diger deney hayvanlar1 da oral
mukoza iritasyon deneylerinde kullanilmistir. Bununla birlikte, yakin ge¢mise kadar ilag
endiistrisinde oral mukoza iritasyon deneylerini tarif eden herhangi bir yasal diizenleme
yapilmamistir ve degerlendirme yontemi standartlagtirilmamistir. Dis macunu ve
gargara Uriinlerinin iritasyon potansiyelini degerlendirmek i¢in Amerika Birlesik
Devletleri (ABD) Kozmetik Ureticileri Dernegi (CTFA) tarafindan oral mukozal
iritasyon deneylerinin yapilmasi Onerilmis ve bir klavuz yayimlanmistir (CTFA
Giivenlik Test Klavuzu, 1981). Bu kilavuz, oral mukozal iritasyon deneylerininin
kopekler, siganlar veya kobaylar {izerindeki uygulama yontemlerini tarif etmektedir.
Uluslararas1 Standardizasyon Tegkilat1 (ISO) 1995 yilinda iritasyon ve gecikmis tip asir1
duyarlilik deneyleri i¢in bir standart yayimlamis, 2002 ve 2010 yillarinda revize edilmis
ve bugilin kabul edilen son halini almistir (ISO 10933-10:2010). Bu klavuz Tirk
Standartlar1 Enstitlisli tarafindan da kabul edilip yayimlanmistir (TS EN ISO 10993-
10:2010) (227).

Oral mukoza iritasyon deneyleri, oral mukoza ile temas etmesi planlanan
materyaller icin, bu materyallerin giivenlik verileri diger yollarla elde edilemedigi
durumlarda kullanilmaktadir. Bu deney ile deneye tabi tutulan materyalin oral dokuda
iritasyon olusturma potansiyeli degerlendirilmektedir. Cilt veya g6z i¢in iritan oldugu
saptanan ya da pH degeri < 2 veya > 11,5 olan herhangi bir materyal deneye tabi

tutulmamal1 ve ag1z dokusu i¢in potansiyel iritan olarak kabul edilmelidir (227).

Insan oral mukozasinin iritasyon potansiyeline sahip bir madde ile temasi
karigisinda olusturacag tepkiyi belirlemek i¢in en uygun modelin Suriye hamsterlarinin
yanak kesesi oldugu  kabul edilmektedir (241,242). Tibbi cihazlarin biyolojik
degerlendirilmesi standardina (ISO 10993-10) gore oral mukoza iritasyon testlerinde,
deney malzemesini degerlendirmek i¢in, en az ii¢ adet, tek bir sustan akraba olmayan
her iki cinsiyette saglikli genc yetiskin Suriye hamsterlar1 kullanilmasi1 gerekmektedir.
Uygun sartlar saglanabildiginde, her bir hayvanin boynuna normal beslenmeye ve
solunuma izin verecek ancak, pamuk peleti ¢ikarmasimi onleyecek sekilde uygun bir

tasma takilmasi onerilmektedir (227).
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Deneylerin yiiriitilmesi ve iritasyon deneylerinden elde edilen verilerin
yorumlanmasinda tibbi cihazin yapisi, uygulama sikligi, siiresi ve doku ile temas sekli
dikkate almmmas1 gerektigi bildirilmistir. Iritasyon deneyleri igin kritik parametrelerden
birinin, deney malzemelerinin hazirlanmasi oldugu vurgulanmistir. Dokuya dogrudan
temas etmesi planlanan kati deney malzemelerinin, uygun fiziksel forma (6rnegin,
tabaka, film) sahip kat1 malzemeler hicbir degisiklik yapilmadan deneye tabi tutulmasi
onerilmektedir. Deney ve negatif kontrol grubu orneklerinin 0,5 cm’den daha biiyiik
kalinlikta olmayacak sekilde, 2,5 cm x 2,5 cm ebadinda, planlanan kullanima yakin bir
sekilde hazirlanmas1 gerekmektedir. Negatif kontrol grubu orneklerinin ise, fiziksel
olarak deney grubuna benzemesi ve iritan olmamasi gerektigi bildirilmektedir. Kati
deney malzemelerinin iritasyon deneyi i¢in dogrudan hayvanin i¢ yanaga yerlestirilmesi

gerektigi belirtilmistir (227).

Dokuya dogrudan temas etmesi planlanan sivi  deney malzemeleri,
seyreltilmeden veya dogrudan ¢oktiirme ile veya uygulanamaz ise uygun bir sivi ile
seyreltilerek deneye tabi tutulmalidir. Deney malzemesinin 6ziitlenmesi, seyreltilmesi
veya 1slatilmasi1 gerekiyorsa iritan olmayan uygun bir ¢oziicii tercih edilmelidir. Sivi
deney malzemeleri veya Oziitler i¢in pamuk bir pelet 6rnek icerisinde 1slatilir ve emilen
hacim kaydedilir. Pamuk peletlerin iritasyon deneyi i¢in dogrudan hayvanin i¢ yanaga

yerlestirilmesi gerekmektedir.

Maruz kalma siiresi malzemenin planlanan kullanim siiresini yansitmali, ancak 5
dakikadan daha kisa olmamalidir. Akut maruz kalma deneyleri i¢in bu islem 4 saat
boyunca her saat basinda tekrarlanmalidir. Tekrarlanan maruz kalma deneyleri i¢in ise
uygulamalarin sayisi, siiresi ve araligi, klinik planlanan maruz kalma siirelerine gore

belirlenmelidir (227).

2.4.1.2.a. Makroskopik degerlendirme

Uygulama yapilan i¢ yanak, diger i¢ yanak ve dahil edilmigse kontrol
grubundaki hayvanlarin i¢ yanaklari 151k kaynagi yardimi ile makroskopik olarak
degerlendirilir. Dokudaki degisiklikler, tibbi cihazlarin biyolojik degerlendirilmesi
standard1 (ISO 10993-10) referans alinarak sayisal olarak derecelendirilir (0: eritem

yok, 1: cok hafif eritem, 2: belirgin eritem, 3: orta derecede eritem, 4: ciddi eritem).
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Ortalama makroskopik degerlendirme derecesini tayin etmek amaciyla bu degerler

toplanip gbzlem sayisina boliiniir (227).

2.4.1.2.b. Histopatolojik degerlendirme

Son uygulamadan 24 saat sonra uygulama yapilan yanak dokular1 cerrahi olarak
cikarilir. Alinan dokular mikroskopik inceleme i¢in hazirlanir. Degisiklikler, tibbi
cihazlarin biyolojik degerlendirilmesi standardinda (ISO 10993-10) belirtilen,
mikroskopik degerlendirme prosediirleri referans alinarak; mukoza epiteli (0: normal, 1:
hiicre rejenerasyonu/yassilasmasi, 2: metaplazi, 3: fokal erozyon, 4: genel erozyon),
16kosit infiltrasyonu (0: yok, 1: en az, 2: hafif, 3: orta, 4: belirgin), vaskiiler konjesyon
(0: yok, 1: en az, 2: hafif, 3: orta, 4: belirgin) ve 6dem (0: yok, 1: en az, 2: hafif, 3: orta,
4: belirgin) acisindan degerlendirilerek sayisal olarak derecelendirilir. Ortalama
mikroskopik degerlendirme derecesini tayin etmek amaciyla bu degerler toplanip

gbzlem sayisina boliiniir.

Iritasyon indeksini belirlemek amaciyla kontrol grubu ortalamas: deney grubu

ortalamasindan ¢ikartilir ve ¢ikan sonuca gore tepki tanimi belirlenir (227).
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3. GEREC ve YONTEM

3.1. Calisma Dizayni

Bu ¢alisma, T1bbi Cihazlarin Biyolojik Degerlendirilmesi - Boliim 10: Tahris ve
Gecikmis Tip Asir1 Duyarlilik Deneyleri Klavuzu (ISO 10993-10: 2010) referans
alinarak planlanmis bir oral mukoza iritasyon deneyidir. Gelistirilen formiilasyonlarin
klinik ortamda belirli araliklarla uygulanmasi planlandigindan ve mukoza ile temas

sliresi 24 saatten az olacagindan, ¢alismada akut maruz kalma prosediirleri uygulandi.

Calisma Yeditepe Universitesi Deney Hayvanlar1 Etik Kurulu’ndan 27.07.2018
tarihinde alinan 677 etik kurul karar numaras1 onay1 (Ek-2) ile Yeditepe Universitesi,

Tip Fakiiltesi, Deneysel Arastirmalar Merkezi’nde (YUDETAM) vyiiriitiildii.

3.2. Deney Hayvanlari

Bu calisma, tek bir sustan akraba olmayan, saglikli, genc yetiskin, 8 haftalik,
ortalama 50 gram agirliginda 9 adet disi Suriye hamster1 lizerinde yiiriitiildii (Sekil 7).
Tim hamsterlar, 21 °C sicaklikta, %40-60 nem oraninda, siirekli 1lik ve temiz hava olan
bir odada, 12 saat aydinlik, 12 saat karanlik siklusta iigerli olarak metal kafeslerde
barmdirildi. Hamsterlarin beslenmesinde herhangi bir gida kisitlamasi uygulanmadi ve
kafeslerde siirekli ve siirsiz olarak su bulunduruldu. Hamsterlar rastgele secilerek ii¢

gruba ayrildi.

3.3. Lizozim, Laktoferrin ve Tasiyien Olarak Poloksamer 407 Iceren Yeni

Formiilasyonun Hazirlanmasi

Calismada in vivo iritasyon etkisi degerlendirilecek olan, lizozim, laktoferrin ve
poloksamer 407 iceren hidrojel formiilasyonlar1 Yeditepe Universitesi Eczacilik
Fakiiltesi Farmasotik Teknoloji ve Farmakognazi Anabilim Dali Laboratuvar'inda
hazirlandi. Formiilasyonlarda yer alan materyaller, markalar1 ve tretici firma isimleri

Tablo 3’de listelenmistir.
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Sekil 7. Suriye Hamster1
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3.3.1. Poloksamer 407 Hidrojelin Hazirlanmasi

10 g Pluronic® F-127 (Sigma®-Aldrich, BASF Corp, USA) (Sekil 8) basta 10 ml

saf su ile ¢oziiliip +4°C'de birkac saat bekletildikten sonra saf su ilave edilerek ¢ozelti

100 ml'ye tamamland1 ve %10 agirlik/hacim (a/h) poloksamer 407 polimerinin hidrojel

formiilasyonu elde edildi.

3.3.2. Lizozim ve Laktoferrin iceren Formiilasyonun Hazirlanmasi

Formiilasyon, 2 mg Lizozim (L6876, Sigma®-Aldrich, USA) ve 1 mg
Laktoferrin’in (L0520, Sigma®-Aldrich, USA) (Sekil 9), 2 ml %10’luk (a/h)

poloksamer 407 polimeri ile vorteks cihazi yardimiyla karistirilmasi ile hazirlandi

(Sekil 10).

Tablo 3. Formiilasyonda yer alan materyallerin miktarlari, fonksiyonlari, markalar1 ve tretici

firmalar1
MATERYAL My FONKSIYON MARKﬁﬁ’fh}?ETiCi
Lizozim 1 mg/ml Antibakteriyel Sigm§®6-fj1121;ilc}f USA
Laktoferrin 0,5 mg/ml Antibakteriyel Sigl;x?asé (1)6:1(11?1(():11\,/[ SS A
Poloksamer 407 %10 (a/h) Tastyic1 ve ¢oziicu Pluronic F-127

ajan

Sigma®-Aldrich, USA
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Sekil 8. Pluronic® F-127 (Sigma®-Aldrich, BASF Corp, USA)

Sekil 9. Tavuk yumurtasindan elde edilmis Lizozim (L6876-1g, Sigma®-Aldrich, USA) ve insan
siitiinden elde edilmis Laktoferrin (L0520-100 mg, Sigma®-Aldrich, USA)
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Sekil 10. Calismada kullanilan yellowline TTS 2 vorteks cihazi

3.4. Kontrol Gruplar

Bu ¢alismada uygunsuz kosullar nedeniyle iritasyon olusmayacagiin kontrolii
amactyla negatif kontrol grubu olarak steril apirojen distile su (Kogak Farma, istanbul,
Tiirkiye), referans iiriin olarak ise klorheksidin jel (Cervitec® Gel - Ivoclar Vivadent,

Schaan, Liechtenstein) kullanildr (Sekil 11).

Oral mukoza iritasyon deneyinde kullanilacak formiilasyonlar Tablo 4’de

gosterildi.
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r'

500 ml

Sekil 11. Calismada kullanilan steril distile su ve klorheksidin jel

Tablo 4. Oral mukoza iritasyon etkisi degerlendirilecek formiilasyonlar, i¢erikleri ve kodlar1

KODLAR |FORMULASYONLAR ICERIKLERI
Grup 1 Steril distile su Apirojen steril distile su
Cervitec® Gel - Ivoclar
Grup 2 Vivadent Klorheksidin diglukonat (%0,2)
Klorheksidin jel

Grup 3

Lizozim + Laktoferrin +
Pluronic® F-127
hidrojel

Lizozim (1 mg/ml) + Laktoferrin (0,5 mg/ml)
+
Poloksamer 407
(%10 a/h)
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3.5. Oral mukoza iritasyon deneyinin uygulanmasi

Oral mukoza iritasyon deneyi ISO 10993-10:2010 referans alinarak uygulandi.
Her bir deney grubu i¢in 3 Suriye hamster1 kullanildi. Uygulamadan 6nce hayvanlarin
agiz i¢ci ve yanak keseleri steril serum fizyolojik ile yikanip yemek artiklari

uzaklastirildi (Sekil 12) ve 151k kaynagi altinda mukoza incelendi (Sekil 13).

Deney malzemelerinin esit miktarda kullanimin1  saglayabilmek igin,
numunelerin emdirilecegi pamuk peletler hamsterlarinin yanak keslerine uygun olacak
biiyiikliik denenerek saptandi, buna gore esit biiyiikliikte peletler hazirlandi. Hazirlanan
peletlerin, pamuk disina tasma olmadan emebilecekleri maksimum numune miktar1 6n
denemeler ile 300 pl olarak tespit edildi. Bu sayede mikropipetler kullanilarak her
hayvana esit hacimde (300 pl) ilag uygulanabilmesi saglandi.

Standart boyutlarda hazirlanmis olan ii¢ pamuga 300’er pl, taze hazirlanmis,
lizozim, laktoferrin ve poloksamer 407 (%10) iceren hidrojel emdirildi ve hayvanlarin
sol yanak kesesine yerlestirildi (Sekil 14). Sag yanak kesesine uygulama yapilmada.
Pamuklar yerlestirildikten sonra hayvanlara tasma uygulandi ve el hareketi ile
pamuklar1 ¢ikarmalar1 engellendi (Sekil 15). 5 dakika boyunca mukoza ile direkt
temasta birakilan numune emdirilmis pamuklar 5 dakikanin sonunda ¢ikarildi ve
mukoza makroskopik olarak degerlendirilip degisiklikler Tablo 5’e gore skorlandi
(Sekil 16). Bu uygulama 4 saat boyunca her saat basi tekrarlandi. Makroskopik

degerlendirme her uygulama sonunda ve son uygulamadan 24 saat sonra tekrarlandu.
Calismada yardimci materyal olarak; 151k kaynag (illiiminator), pamuk peletler,
mikropipetler ve belirlenen hacimlerde tek kullanimlik uglar, presel, kronometre ve

tasma kullanildi (Sekil 17).

Calisma basamaklar1 akis semasinda belirtilmistir (Sema 1).
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Tablo 5. Oral mukoza iritasyon deneylerinde makroskopik degerlendirme i¢in derecelendirme

sistemi

Reaksiyon - Eritem ve skar olusumu Sayisal derecelendirme
Eritem yok 0

Cok hafif eritem (zorlukla farkedilebilir) 1

Belirgin eritem 2

Orta derecede eritem 3

Ciddi erit'er‘n (papcar gibi kirmizi) ile eritemin 4
derecelendirilmesini 6nleyen skar olusumu arasinda

Sekil 12. Ag1z icinin steril serum fizyolojik ile yikanip yemek artiklarinin uzaklagtirilmasi
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Sekil 13. Deney oncesi oral mukozanin makroskopik degerlendirmesi

Sekil 14. Hayvanlarin yanak kesesine numune emdirilmis pamuklarin yerlestirilmesi
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Sekil 15. Hayvanlara tasma uygulamasi

Sekil 16. Uygulama sonrasi oral mukozanin makroskopik incelemsi
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Sekil 17. Kullanilacak materyaller ve deney ortaminin hazirlanmasi

64



Sema 1. Calismanin Akis Semasi (oral mukoza iritasyon deneyi)

Suriye Hamster’lariin temini

U

Poloksamer 407 nin %10 a/h konsantrasyonda saf su
igerisinde hazirlanmasi

-

Poloksamer 407 igerisine lizozim ve laktoferrinin eklenmesi ile
formiilasyonun tamamlanmasi

-

Numune emdirilecek pamuk peletlerin esit hacimde hazirlanmasi

-

Uygulanacak numune hacminin pamuk peletlerden tasmayacak sekilde belirlenmesi

-

Hamsterlarin yanak keselerinin steril serum fizyolojik ile yikarak
temizlenmesi

-

Uygulama 6ncesi yanak mukozasinin 1g1k kaynagi altinda
makroskopik olarak degerlendirlmesi

-

Numune emdirilmis pamugun hamsterin sol yanak kesesine
yerlestirilmesi

-

Hamsterlara tasma uygulanmasi

-

5 dk sonra pamuk peletlerin ¢ikarilmasi

<

Makroskopik degerlendirme

-

Yanak kesesinin tekrar steril serum fizyolojik ile yikanmasi

U

4 saat boyunca her saat bas1 bu uygulamanin tekrarlanmasi
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-

Son uygulamadan 24 saat sonra makroskopik degerlendirme

-

Tiim deney hayvanlariin 6tenazi edilmesi

-

Hayvanlarin sag ve sol yanaklarinin cerrahi olarak ¢ikarilmasi

=

Orneklerin %10’luk fosfat tamponlu nétral formaldehit igerisinde 2
hafta bekletilip fikse edilmesi

V.

Histopatolojik inceleme

3.6. Histopatolojik Inceleme

Son uygulamadan 24 saat sonra makroskopik degerlendirme yapildi ve ardindan
tiim deney hayvanlar1 yiiksek doz anestezi ile 6tenazi edildi. Her bir hamsterin sag ve
sol yanagmin tiimii cerrahi olarak c¢ikarildi (Sekil 18) ve Ornekler histopatolojik
degerlendirme i¢in numaralandirilmis kaplardaki %10’luk fosfat tamponlu nétral
formaldehit (pH=7,4) icerisine konulup, dokularin fiksasyonunu saglamak amaci ile iki
hafta boyunca bu soliisyonda bekletildi (Sekil 19). Fiksasyonun ardindan rutin doku
takibinden gegirilen parcalardan parafin bloklar hazirlandi. Parafin bloklardan elde
edilen ii¢ mikron kalinligindaki kesitler Hematoksilen - Eozin (H&E) ile boyand1 ve 151k
mikroskobunda incelendi. Ornekler, ISO 10993-10’de (227) belirtilen mikroskopik
degerlendirme prosediirleri referans alinarak, mukoza epiteli (0: normal, 1: hiicre
rejenerasyonu/yassilasmasi, 2: metaplazi, 3: fokal erozyon, 4: genel erozyon), 16kosit
infiltrasyonu (0: yok, 1: en az, 2: hafif, 3: orta, 4: belirgin), vaskiiler konjesyon (0: yok,
l: en az, 2: hafif, 3: orta, 4: belirgin) ve 6dem (0:yok, 1: en az, 2: hafif, 3: orta, 4:
belirgin) agisindan degerlendirildi (Tablo 6). Histopatolojik inceleme Istanbul

Unversitesi Onkoloji Enstitiisii Tiimor Patolojisi Bilim Dali’nda yiiriitiildii.
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Tablo 6. Oral mukoza iritasyon deneylerinde mikroskopik degerlendirme i¢in derecelendirme
sistemi (227)

Reaksiyon Sayisal Derecelendime
Epitel
Normal, saglam 0
Hiicre dejenerasyonu veya yassilagmast 1
Metaplazi 2
Fokal erozyon 3
Genel erozyon 4
Lokosit Infiltrasyonu (her yiiksek niifuz alani icin)
yok 0
en az (25'den daha az) 1
hafif (26 - 50) 2
orta (51 - 100) 3
belirgin (100'den daha biiyiik) 4
Vaskiiler Konjesyon
yok 0
€n az 1
hafif 2
orta 3
belirgin, damarlarin yikimi ile birlikte 4
Odem
yok 0
en az 1
hafif 2
orta 3
belirgin 4
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Sekil 18. Cerrahi olarak ¢ikarilmis yanak dokulari;

a. distile su uygulanmis hayvanlarin yanak dokusu, b. klorheksidin jel uygulanmis hayvanlarin
yanak dokusu, c. lizozim, laktoferrin ve poloksamer igeren hidrojel uygulanmis hayvanlarin

yanak dokusu
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Sekil 19. Orneklerin %10°luk fosfat tamponlu nétral formaldehit igerisine fikse edilmesi

Her deney grubunun ortalama skorunun kontrol grubunun ortalama skorundan

cikarilmasi ile iritasyon indeksi hesaplanmis, ardindan ISO 10993-10’de (227) belirtilen

iritasyon indeksi ¢izelgesi referans alinarak tepki tanmimi belirlenmistir. Iritasyon

indekisinin 0 olarak hesaplanmasi iritasyon olusturmadigini, 1-4 hesaplanmasi en az, 5-

8 hesaplanmasi hafif, 9-11 hesaplanmas1 orta, 12-16 hesaplanmasi ciddi derecede

iritasyon olusturdugunu ifade etmektedir (Tablo 7).

Tablo 7. Iritasyon indeksi

Ortalama derece Tepki tanimi
0 Yok
1-4 En az
5-8 Hafif
9-11 Orta
12-16 Ciddi
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4. BULGULAR

Tablo 8’de her grup i¢in 3 adet Suriye hamster1 tizerinde yapilmis olan akut oral
mukoza iritasyon deneyinin sonucunda steril distile su, klorheksidin ve deney grubunun
birinci, ikinci, li¢iincii ve dordiincii uygulamalarindan hemen sonra ve son uygulamadan

24 saat sonra elde edilen makroskopik skorlar ve ortalama skorlar yer almaktadir.

Makroskopik degerlendirme sonucunda, uygulama yapilan her ii¢ grupta da

herhangi bir donemde eritem ya da skar olusumu izlenmemistir (Tablo 8).

Tablo 8: Makroskopik degerlendirme skorlari

Grup Grupl Grup 2 Grup 3

Steril distile su Klorheksidin jel Lizozim + Laktoferrin +

poloksamer 407 hidrojel

Hayvan numarast 1.1 1.2 1.3 21 22 23 3.1 3.2 33
1. uygulama 0 0 0 0 0 0 0 0 0
2. uygulama 0 0 0 0 0 0 0 0 0
3. uygulama 0 0 0 0 0 0 0 0 0
4. uygulama 0 0 0 0 0 0 0 0 0
Son uygulamadan 0 0 0 0 0 0 0 0
24 saat sonra
Ortalama skor 0 0 0 0 0 0 0 0 0

Yanak mukozasi, ISO 10993-10°de (227) belirtilen makroskopik degerlendirme prosediirleri
referans alinarak, eritem ve skar olusumu acisindan (0: eritem yok, 1: ¢ok hafif eritem, 2:
belirgin eritem, 3: orta derecede eritem, 4 ciddi derecede eritem) degerlendirilmistir.

Ortalama skor toplam skorun {ige boliinmesi ile hesaplanmigtir.

70



Steril distile su uygulanan grubun histopatolojik inceleme sonuglari Tablo 9’de
verilmistir. inceleme sonucunda, tiim rneklerin uygulama yapilmayan sag ve uygulama
yapilmis olan sol yanak dokularinda ylizeyde dogal yapida ketinize epitel, altinda
gevsek yapida bag dokusu ve bag dokusu icinde kolagen lifler izlenmistir. Epitel
hiicrelerinde yassilagma, metaplazi, fokal ya da genel erozyon gelisimi goriilmemistir.
Omneklerin higbirinde sag ve sol yanak dokusunda 18kosit infiltrasyonu, vaskiiler
konjesyon ya da ddem gozlemlenmemistir (Sekil 20). Uc ornegin aldigi skorlarin

toplanmasi ve hayvan sayisina boliinmesi ile ortalama skor 0 olarak bulunmustur.

Tablo 9: Steril distile su uygulanan grubun histopatolojik degerlendirme skorlari

Grup Grup 1

Steril distile su
Hayvan numarasi 1.1 1.2 13 | 1.1 1.2 1.3
Uygulama bolgesi Sag Sag Sag | Sol Sol Sol

Degerlendirme alan1 ~ Epitel
Lokosit infiltrasyonu
Vaskiiler konjesyon

0
0
0
Odem 0

0
0
0
0

S o o O

Toplam skor

0
0
0
0
0
0

oS oo o o O

Ortalama skor

Ornekler, ISO 10993-10°de (227) belirtilen mikroskopik degerlendirme prosediirleri referans
aliarak, mukoza epiteli (0: normal, 1: hiicre rejenerasyonu/yassilasmasi, 2: metaplazi, 3: fokal
erozyon, 4: genel erozyon), 16kosit infiltrasyonu (0: yok, 1: en az, 2: hafif, 3: orta, 4: belirgin),
vaskiiler konjesyon (0: yok, 1: en az, 2: hafif, 3: orta, 4: belirgin) ve 6dem (0: yok, 1: en az, 2:
hafif, 3: orta, 4: belirgin) agisindan skorlanmistir.

Ortalama skor, toplam skorun ti¢e boliinmesi ile hesaplanmistir.
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Sekil 20. Steril distile su uygulanan grubun histolojik gériintiisii

Yiizeyde dogal yapida ketinize ¢ok katl1 yasst1 epitel, altinda gevsek yapida bag dokusu ve bag
dokusu icinde kolagen lifler (H&E x 200).

Klorheksidin jel uygulanan grubun histopatolojik inceleme sonuglari Tablo
10°da verilmistir. inceleme sonucunda, tiim érneklerin uygulama yapilmayan sag yanak
dokularinda epitelin normal oldugu, epitel hiicrelerinde yassilasma, metaplazi, fokal ya
da genel erozyon gelismedigi goriilmiistiir. Orneklerin hig¢ birinde sag yanak dokusunda
16kosit infiltrasyonu, vaskiiler konjesyon ya da ddem gozlemlenmemistir. Birinci ve
ikinci hayvanin klorheksidin jel uygulanmis sol yanak dokusunda yiizeyde dogal yapida
keratinize ¢ok katli yassi epitel altinda bag doku icinde hafif derecede 16kosit
infiltrasyonu izlenmistir. Lokosit sayis1t 25’den az oldugundan 1 ile skorlanmistir. 3.
ornekte 16kosit infiltrasyonu izlenmemistir. Orneklerin hig birinde sol yanak dokusunda
vaskiiler konjesyon gozlemlenmemistir. Birinci ve ikinci 6rnegin bag dokusunda
interstisyel alanda 6dem olusumu izlenmistir, liglincli hayvanda ise 6dem gelismedigi
goriilmustiir (Sekil 21). Birinci hayvanda en az, ikinci hayvanda orta derecede 6dem
olustugundan siras1 ile 1 ve 3 ile skorlanmislardir. Ug &6rnegin aldigi skorlarm
toplanmas1 ve hayvan sayisina boliinmesi ile ortalama skor 2 olarak bulunmustur.
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Tablo 10: Klorheksidin jel uygulanan grubun histopatolojik degerlendirme skorlar1

Grup Grup 2
Klorheksidin jel

Hayvan numarasi 21 22 23 (21 22 23

Uygulama bolgesi Sag Sag Sag | Sol Sol Sol

Degerlandirme alan1  Epitel

0
Lokosit infiltrasyonu 0
Vaskiiler konjesyon 0

0

0
1
0
1

S O O O

Odem

0
0
0
0
Toplam skor 0
0

0
1
0
3
6
2

Ortalama skor

Ornekler, ISO 10993-10’de (227) belirtilen mikroskopik degerlendirme prosediirleri referans
almarak, mukoza epiteli (0: normal, 1: hiicre rejenerasyonu/yassilagsmasi, 2: metaplazi, 3: fokal
erozyon, 4: genel erozyon), l16kosit infiltrasyonu (0: yok, 1: en az, 2: hafif, 3: orta, 4: belirgin),
vaskdiler konjesyon (0: yok, 1: en az, 2: hafif, 3: orta, 4: belirgin) ve 6dem (0: yok, 1: en az, 2:
hafif, 3: orta, 4: belirgin) agisindan skorlanmistir.

Ortalama skor, toplam skorun iice bdliinmesiyle hesaplanmustir.

Sekil 21. Klorheksidin jel uygulanan grubun histolojik goriintiisii

Yiizeyde dogal yapida keratinize ¢ok katl1 yassi epitel altinda bag doku i¢inde hafif derecede
16kosit infiltrasyonu ve bag dokusunda interstisyel alanda 6dem (H&E x 200).
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Lizozim, laktoferrin ve tasiyici olarak poloksamer 407 igeren yeni
formiilasyonun uygulandigi grubun histopatolojik inceleme sonuglar1 Tablo 11°da
verilmistir. Inceleme sonucunda, tiim &rneklerin uygulama yapilmayan sag ve uygulama
yapilmis olan sol yanak dokularinda ylizeyde dogal yapida ketinize epitel, altinda
gevsek yapida bag dokusu ve bag dokusu icinde kolagen lifler izlenmistir. Epitel
hiicrelerinde yassilagsma, metaplazi, fokal ya da genel erozyon gelisimi goriilmemistir.
Orneklerin hi¢ birinde sag ve sol yanak dokusunda 18kosit infiltrasyonu, vaskiiler
konjesyon ya da ddem gozlemlenmemistir (Sekil 22). Uc ornegin aldigi skorlarin

toplanmasi ve hayvan sayisina boliinmesi ile ortalama skor 0 olarak bulumustur.

Tablo 11: Lizozim, laktoferrin ve poloksamer 407 uygulanan grubun histopatolojik incelemesi

Grup Grup 3
Lizozim + laktoferrin +
poloksamer 407
Hayvan numarasi 31 32 33 |31 32 33
Uygulama bolgesi Sag Sag Sag | Sol Sol Sol

Degerlendirme alan1  Epitel

0
Lokosit infiltrasyonu 0
Vaskiiler konjesyon 0

0

0
0
0
0

S O O O

Odem

0
0
0
0
Toplam skor 0
0

S oo o o O

Ortalama skor

Ornekler, ISO 10993-10°de (227) belirtilen mikroskopik degerlendirme prosediirleri referans
almarak, mukoza epiteli (0: normal, 1: hiicre rejenerasyonu/yassilasmasi, 2: metaplazi, 3: fokal
erozyon, 4: genel erozyon), l16kosit infiltrasyonu (0: yok, 1: en az, 2: hafif, 3: orta, 4: belirgin),
vaskiiler konjesyon (0: yok, 1: en az, 2: hafif, 3: orta, 4: belirgin) ve 6dem (0: yok, 1: en az, 2:
hafif, 3: orta, 4: belirgin) agisindan skorlanmistir.

Ortalama skor, toplam skorun ii¢e boliinmesiyle hesaplanmustir.
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Sekil 22. Lizozim, laktoferrin ve poloksamer 407 uygulanan grubun histolojik goriintiisii

Yiizeyde dogal yapida ketinize ¢ok katli yass1 epitel, altinda gevsek yapida bag dokusu ve bag
dokusu i¢inde kolagen lifler (H&E x 100)
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Steril distile su ile klorheksidin jel uygulamalar1 karsilastirildiginda klorheksidin
jelin iritasyon indeksi 2 olarak hesaplanmig ve steril distile suya gore daha iritan oldugu

ancak bu etkinin en az diizeyde oldugu belirlenmistir (Tablo 12).

Tablo 7. Steril distile su ve klorheksidin jel uygulamalarinin iritasyon etkilerinin
karsilagtiriimasi

Grup 1 Grup 2
Steril distile su Klorheksidin jel
Ortalama skor 0 )
[ritasyon indeksi - 2
Tepki tanumi - En az

[ritasyon indeksi, her deney grubunun ortalama skorunun kontrol grubundan g¢ikariimas ile
hesaplanmustir.
Tepki tanimi, ISO 10993-10’de belirtilen iritasyon indeksi ¢izelgesi referans alinarak

belirlenmigtir.

Steril distile su ve lizozim, laktoferrin ve poloksamer 407 igeren hidrojel
uygulamalarinin iritasyon etkileri karsilagtirildiginda yeni formiilasyonun iritasyon
indeksi 0 olarak hesaplanmistir. Yeni gelistirilmis hidrojel formiilasyonunun iritasyon

diizeyinin steril distile su ile esit oldugu goriilmiistiir (Tablo 13).
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Tablo 8. Steril distile su ve lizozim, laktoferrin ve poloksamer 407 hidrojel uygulamalarinin
iritasyon etkilerinin karsilastiriimasi

Grup 1 Grup 3

Lizozim + laktoferrin +

Steril distile su poloksamer 407 hidrojel

Ortalama skor 0 0

[ritasyon indeksi

Tepki tanimi . Yok

[ritasyon indeksi, her deney grubunun ortalama skorunun kontrol grubundan ¢ikariimas ile
hesaplanmustir.
Tepki tanimi, ISO 10993-10’de belirtilen iritasyon indeksi ¢izelgesi referans alinarak

belirlenmistir.

Lizozim, laktoferrin ve poloksamer 407 iceren hidrojel ile klorheksidin jel
uygulamalarinin iritasyon etkileri karsilagtirildiginda klorheksidin jelin iritasyon indeksi
2 olarak hesaplanmistir. Yeni gelistirilmis hidrojel formiilasyon iritasyon
olusturmazken, klorheksin jel uygulamasimin lizozim, laktoferrin ve poloksamer 407
iceren hidrojele gore daha iritan oldugu ancak bu etkinin en az diizeyde oldugu

belirlenmistir (Tablo 14).
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Tablo 9. Lizozim, laktoferrin ve poloksamer 407 hidrojel ve klorheksidin jel uygulamalarinin
iritasyon etkilerinin karsilastiriimasi

Grup 3 Grup 2
i W iiin o
Ortalama skor 0 )
[ritasyon indeksi - 2
Tepki taniimi - En az

[ritasyon indeksi, her deney grubunun ortalama skorunun kontrol grubundan g¢ikarilmas ile
hesaplanmustir.
Tepki tanimi, ISO 10993-10’de belirtilen iritasyon indeksi ¢izelgesi referans alinarak

belirlenmistir.
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5. TARTISMA

Glinlimiiz dis hekimliginde, antimikrobiyal ajanlarin kullanimi, ¢iiriik ve diseti
hastaliklarin 6nlenmesinde siklikla tercih edilen yontemlerdendir. Mekanik temizlige ek
olarak antimikrobiyal ajanlarin kullaniminin, mikrobiyal dental plagin hem miktarini
azalttigt hem de yapisim1 bozdugu ve bu sayede dis ¢liriigli ve gingivitisi onlemede

basarili etki gosterdigi ¢esitli calismalarla gosterilmistir (118,119,243,244).

Dis hekimliginde en sik tercih edilen antimikrobiyal ajanlar, fluorid ve
klorheksidin preparatlaridir. Fluoridin, bakterilerin metabolik faaliyetlerini inhibe
ederek asit liretimini ve EPS yapimini engelledigi gosterilmistir, ancak gelismekte olan
stirekli diglerde fluorozis olusturma ve sistemik toksisiteye neden olma gibi riskleri
nedeniyle yutma refleksi gelismemis olan, 3 yasin altindaki ¢ocuklarda kullaniminda,
kullanilan preparatin fluorid konsantrasyonu, verilis yolu ve miktar1 Onem
kazanmaktadir (104). Antimikrobiyal etkisi pek c¢ok caligma ile gosterilmis olan
klorheksidin, antiplak ve antigingivitis ajanlar arasinda altin standart olarak kabul
edilmektedir ve jel ile vernik formlarinin ¢ocuklarin kullanimi i¢in giivenli oldugu
bildirilmistir (125). Ancak klorheksidin preparatlarinin uzun stireli kullanimi oral
mukozada yan etkilere, dislerde renklesmeye, tat alma bozukluklarina ve dis tasi
birikiminde artisa, ayrica sitotoksik etkiye neden olabildiginden, uzun dénem kullanimi

da onerilmemektedir (125,129,245).

Bu nedenle son yillarda antimikrobiyal etkiye sahip, fluorid ve klorheksidin
prearatlarina alternatif yeni uygulamalarin gelistirilmesi fikri ortaya ¢ikmustir. Yakin
zamanda antibakteriyel etkileri ve biouyumluluklari in vitro deneylerle gosterilmis olan,
lizozim ve laktoferrin igeren yeni formiilasyonlarin kullaniminin ECC’nin Oniine

gecilmesi i¢in bir alternatif olusturabilecegi diistiniilmektedir (10,11).

Lizozim, laktoferrin gibi antimikrobiyal tiikiiriik proteinleri basit uygulamalarla
dis macunu ve agiz calkalama sular1 gibi agiz bakim {riinlerinin bilesimine
eklenebilmektedir. Bu antimikrobiyal proteinler diisiik maliyetle sigir kolestrumundan
saflagtirilabilmekte, bdylece sigir lizozim ve laktoferrini igeren ticari iiriinler

olusturulabilmektedir. Biotene®, Oralbalance®, BioXtra® ve Zendium Saliva® lizozim
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ve laktoferrin igeren ticari lirlinlerdendir (178). Ancak yapilan ¢aligmalar bu iirtinlerin
clirik olusumunda etkili olan temel patojenlere, dolayisiyla mikrobiyal dental plak
olusumunu  engellemeye karsi  etkisinin  yetersiz  oldugunu  gdstermistir

(182,190,191,246).

Bununla birlikte, birgok farkli antimikrobiyal proteinin de in vitro kosullarda
olumlu sonug verirken, in vivo testlerde siirli aktivite gosterdigi izlenmis ve klinik
uygulamalarinda genel bir basarisizlik olduguna dikkat ¢ekilmistir. Basarisiz sonuglarin
temel nedeninin, antimikrobiyal proteinlerin stabilitelerinin yetersizligi oldugu ve bu

ozelliklerinin gelistirilmesi gerektigi diistinilmustiir (247,248).

Antimikrobiyal ajanlardan olusan formiilasyonlarin stabilitelerini arttirmak ve
daha yiiksek fayda saglamak amaci ile, bilesimlerine ilag¢ tasiyici sistemlerin eklenmesi

son yillarda dikkat ¢eken giincel bir yaklasimdir (249).

Son yillarda dis hekimliginde ve oOzellikle de periodontal tedavilerde
metronidazol, klorheksidin, minosiklin, doksisiklin ve tetrasiklin gibi antimikrobial
ajanlarin etki ve etkinligini arttirmak amaciyla poloksamer ve lipozom gibi cesitli ilag
tastyici sistemler ile jel/hidrojel formiilasyonlarin gelistirildigi goriilmiistiir (250-258).
Ilag tasiyici sistemlerin kullaniminin en 6nemli avantajlarinin etken maddeyi direkt
olarak 1ilgili bolgeye tasimalar1 ve orada istenilen konsantrasyonu uzun siire

koruyabilmeleri oldugu bildirilmistir (249).

Tonguc-Altin ve ark (2015), antimikrobiyal protein igerikli ticari {riinlerin
istenilen sonucu vermemesi iizerine formiilasyonlarina ilag tasiyici sistemlerin
eklenmesi diislincesi ile antimikrobiyal tiikiiriik proteinlerinden lizozim ve laktoferrini,
farkli ilag tasiyict sistemler ile birlestirip (poloksamer 407 ve/veya dondurularak
kurutulan Lipozomal DOTAP (DLD)) yeni formiilasyonlar gelistirmislerdir. Yaptiklar
in vitro ¢alismada bu yeni formiilasyonlarin dis ¢iriigii olusumunda etkili olduklar
bilinen S. mutans, S. sobrinus ve L. acidophilus bakteri suslari tizerindeki antibakteriyel
etkilerini %0,2'lik klorheksidin glukonat gargara ve jel ile karsilastirmali olarak
degerlendirmislerdir. Calismada formiilasyonlarin minimal inhibitér konsantrasyonu
(MIK) degerleri belirlenmis, lizozim, laktoferrin ve poloksamer 407 igeren grubun, S.

sobrinus’a antibakteriyel etki gosterdigi en diisiik konsantrasyonun lizozim igin 0,5
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mg/ml, laktoferrin i¢in 0,25 mg/ml ve poloksamer 407 polimeri i¢in %5 g/ml oldugu
belirlenmistir. S. mutans ve L. acidophilus suslarina etki eden en disiik
konsantrasyonlarin ise lizozim i¢in 1 mg/ml, laktoferrin i¢in 0,5 mg/ml ve poloksamer

407 polimer i¢in %10 g/ml oldugu bildirilmistir. (10).

Bu calismanin sonucunda, tek basimna Sorensen’in ¢ozeltisi ile hazirlanmig
tampon soliisyonu ve lizozim-laktoferrin iceren tampon soliisyonunun, incelenen bakteri
suslar1 iizerinde etkili olmadigi, DLD’nin tek basina veya lizozim ve laktoferrin ile
birlestirildigi formda bakteri suslari lizerinde inhibisyon gostermedigi; bununla birlikte
poloksamer 407 polimerinin lizozim ve laktoferrin igeriginden bagimsiz olarak
eklendigi her formiilasyonda bakteri suslari iizerinde inhibisyon gosterdigi rapor
edilmistir. %0,2’lik klorheksidin gargaranin (Klorhex®, Drogsan) diger formiilasyonlara

oranla ¢ok diisiik konsantrasyonlarda etkili oldugu belirtilmistir (10).

Calismada ayn1 zamanda bu yeni formiilasyonlarin, hidroksiapatit diskler
tizerinde 24 saatlik S. sobrinus ve S. mutans biyofilm olusumunu 6nleme kapasiteleri
%0,2'lik klorheksidin glukonat jel (Cervitec® Gel, Ivoclar Vivadent, Schaan,
Liechtenstein) ile karsilastirmali olarak degerlendirilmis ve klorheksidin jelin biyofilm
olusumunu tam olarak 6nledigi, bunu takiben gruplar arasinda her iki sus iizerinde de en
yiiksek etkiyi lizozim, laktoferrin ve poloksamer 407 iceren grubun gosterdigi
belirtilmistir. Bu formiilasyonlarin klorheksinden daha giivenilir olabilecegi, bu nedenle
de dis hekimligi pratiginde antimikrobiyal ve antiplak ajan olarak tercih edilebilecegi ve
ilag piyasasinda yer alabilecegi ileri siiriilmiistiir. Bunun i¢in ise dncelikle sitotoksisite

caligmalarinin ve hayvan deneylerinin yapilmasi gerektigi vurgulanmistir (10).

Lizozim ve laktoferrin igerikli bu formiilasyonlarin antibakteriyel etkinliklerinin
gdsterilmesinin ardindan, 2015 yilinda Yeditepe Universitesi Dis Hekimligi Fakiiltesi
Cocuk Dis Hekimligi Anabilim Dali'nda, Sendz D. tarafindan, lizozim, laktoferrin ve
ilag tasiyici sistem olarak poloksamer 407 polimeri iceren farkli formiilasyonlarin ve
farkli konsantrasyolardaki poloksamer 407 polimerlerinin biyouyumluluklarinin
%0,2'lik  klorheksidin gargara ile in vitro kosullarda karsilastirmali olarak

degerlendirildigi bir doktora tezi yiiriitiilmustiir (11).
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Tonguc-Altin ve ark.’nin ¢alismasinda (10), DLD’nin antimikrobiyal etkinligi
arttirmadig1 gosterildiginden, galigmada tasiyict sistem olarak sadece poloksamer 407
polimerinin kullanildig1 belirtilmistir. Calismada mukozal iritasyon skorlarinin
belirlenmesi i¢in dollenmis beyaz Leghorn cinsi tavuk yumurtalari lizerinde Hen’s Egg
Test on Chorioallantoic Membrane (HET-CAM) testi yapilmis ve tiim formiilasyonlarin
zayif ve orta derecede iritasyon gosterdigi, gruplarin hi¢ birinde mukoza tizerine ciddi
derecede iritasyon gozlenmedigi bildirilmistir. Lizozim ve laktoferrinin %20
konsantrasyondaki poloksamer 407 ile birlestirilmesiyle olusturan grup orta derece
iritasyon gosterirken, aym grubun MIK degeri olacak sekilde lizozim ve laktoferrinin
%10 konsantrasyondaki poloksamer 407 ile birlestirilmesiyle olusturulan
formiilasyonun zayif iritasyon gosterdigi bildirilmistir. Klorheksidin gargaranin
iritasyon seviyesi ile diger gruplar arasinda istatistiksel olarak anlamli bir fark olmadigi

belirtilmistir (11).

Calismada, formiilasyonlarin sitotoksik etkilerini degerlendirmek i¢in metiltiazol
difenil tetrazolyum (MTT) test yontemi kullanilmis ve {i¢ glin sonunda hiicre canlilik
orani en disiik olan grubun klorheksidin gargara grubu oldugu rapor edilmistir.
Lizozim, laktoferrin ve %20’lik poloksamer 407 igeren grubun hiicre canlilik oraninin,
lizozim, laktoferrin ve %10’luk poloksamer 407 iceren gruba goére daha diisiik oldugu,
ancak gruplar arasinda istatistiksel olarak anlamli bir fark tespit edilmedigi
belirtilmistir. Maddelerin uzun siireli etkilerinin anlagilabilmesi igin, ileri ¢alismalarla
bu maddelerin etkinliginin kinetik olarak degerlendirilmesi ve hayvan deneylerinin

yapilmasi gerektigi vurgulanmistir (11).

Literatiirde bu formiilasyonlarin oral mukoza {izerindeki iritasyon etkilerinin
degerlendirildigi bir hayvan deneyi bulunmadigi goriilmiistir. Bu nedenle,
calismamizda lizozim, laktoferrin ve tasiyict sistem olarak poloksamer 407 igeren
formiilasyonun oral mukoza iizerindeki iritasyon etkileri in vivo kosullarda
degerlendirilmistir. Poloksamer 407’nin %20°lik konsantrasyonunun in vitro kosullarda
orta derecede iritasyon olusturdugu ve hiicre canlilik oraninin daha disiik oldugu
bilindiginden, MIK degeri olan ve zayif/onemsiz iritasyon olusturan %10’ luk

konsantrasyonu kullanilmstir.
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Bu c¢aligmada, yeni gelistirilmis formiilasyonlarin oral mukoza iritasyon indeksi,
alternatif antiplak ajanlarin etkinliginin Olg¢iilmesinde pozitif kontrol olarak kabul
edilmis olan ve altin standart olma Ozelligi tasiyan, ancak uzun siireli kullaniminda
sitotoksik etki gosterdigi ¢esitli caligmalarla kanitlanmis olan klorheksidin diglukonat

jel ile karsilastirilmistir.

Lizozimin dogal bir besin bileseni olarak uzun ve giivenli bir ge¢misi vardir. Bir
koruyucu olarak ilave aliminin, tiiketici sagligi icin bir tehlike olusturmadigi rapor
edilmistir. Bu nedenle, Diinya Saglik Orgiitii (WHO) ve Amerikan Gida ve ilag Dairesi
(FDA) tarafindan genel olarak giivenilir, zararsiz (GRAS) olarak kabul edilmektedir
(259). Avrupa Parlamentosunun, renklendiriciler ve tatlandiricilar disindaki gida katki
maddeleri ile ilgili 95/2/EC sayili tebligine gore olgunlasmis peynire ilave edilen
lizozim quantum satis (herhangi bir en yiliksek diizeyin belirtilmedigi, ancak istenilen
etkinin saglanabildigi en kiiglik miktar1) statiisiindedir. Ancak yumurta alerjisi olan

kisilerin lizozime duyarl olabilecegini belirten ¢alismalar da mevcuttur (260).

Laktoferrin kullaniminin en biiylik avantajlarindan birinin, dogal bir memeli
iriinii olmast ve bu nedenle mikrobiyal sekonder metabolitlerden veya sentetik
ilaglardan daha biyouyumlu olmasi oldugu belirtilmistir. Insan ve sigir laktoferrinleri
deneysel sistemlerde karsilastirilmig ve biyolojik aktivitelerinin benzerlik gosterdigi
bildirilmistir. Sigir laktoferrininin alerjik potansiyele sahip oldugu, bu olas1 yan etkinin
insan hastaliklarinin  tedavisinde rekombinant insan laktoferrini kullanimiyla
azaltilabilecegi vurgulanmistir (261). Alerjik potansiyeli ortadan kaldirmak amaci ile bu
calismada insan siitinden elde edilmis Laktoferrin (Sigma®-Aldrich, USA)

kullanilmastr.

Dis hekimligi pratiginde kullanilmas1 planlanan materyallerin biyouyumluluklar
in vitro testlerin ardindan, hayvan deneyleri ve klinik c¢alismalar ile
degerlendirilmektedir. Iritasyon testleri, ilaglarin in vitro ¢alismalar1 tamamlandiktan

sonra Onerilen ilk basamaktir (12).

Uluslararas1 organizasyonlar, iritasyon deneyleri i¢in hayvan kullanimina son
verecek uygun in vitro doku kiiltiirii testlerini gelistirmek ve gegerli kilmak amaciyla

calismaya devam etmektedir. Baz1 3D doku modelleri (EpiSkin™, Epiderm™ ve
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SkinEthic™), EVCAM ve OECD tarafindan onaylanmis ve yasal olarak in vivo (tavsan)
deri iritasyon deneylerinin yerini almistir. Benzer sekilde bukkal (EpiGingival™) ve
oral (EpiOral™) mukozay1 taklit eden doku modelleri gelistirilmis olsa da heniiz
validasyon caligmalar1 devam ettiginden hayvan deneylerinin yerini alamamistir. Bu

nedenle bu ¢aligmada doku kiiltiir testleri yerine hayvan deneyi tercih edilmistir.

Gegmiste oral mukoza iritasyon deneyleri i¢in; fare (236,237), kobay (236,238),
kopek (239) ve tavsan (240) gibi deney hayvanlar1 kullanilmis olsa da, son yillarda
hamsterlar da yaygin olarak kullanilmaktadir (233-235). Hamsterlarin yanak keseleri,
maddelerin mukoza iizerindeki iritasyon etkilerinin test edilmesi i¢in en uygun model

olarak kabul edilmektedir (241,242,262).

CTFA ve ISO’nun, materyallerin iritasyonunun degerlendirilmesinde izlenecek
yollar1 standart hale getirdigi klavuzlar bulunmaktadir. CTFA klavuzlar iritasyon
testinin sican, kobay veya kopekler iizerinde yapilmasini 6nerirken, ISO standartlarinda

Suriye hamsterlarinin kullanimi 6nerilmektedir (227,263).

Belirli bir materyalin o6zelliklerinin incelendigi farkli caligmalarda farkli
yontemlerin kullanilmasi sonuglarin karsilastirilmasinda problemlere yol agmaktadir.
Bu problemlerin ortadan kalkmasi i¢in c¢aligmalarin yayimlanmis standartlar rehber
alimarak planlanmasi 6nem tasimaktadir. Bu ¢alismada oral mukoza iritasyonunu
degerlendirme testleri, daha fazla kabul gérmiis ve 2010 yilinda giincellenmis olan ISO

(10933-10) standartlarina uygun olarak yiiriitiilmiistiir (227).

Daha dnce yayimlanmis oral mukoza iritasyon testleri incelendiginde, daha eski
bir kilavuz olmasina ragmen, CTFA klavuzunun da siklikla rehber alindig1 ve si¢an ya
da kobaylarin kullanildig1 goriilmiistiir (237,238,264,265). Bunun Suriye hamserlarinn

teminin giicliigiinden kaynaklanabilecegi diisiiniilmektedir.

ISO standardinda, test edilecek materyalin, 6ngdriillen maruz kalma siiresine
gore tercih edilebilecek akut ve kronik olmak {izere iki iritasyon testi yOntemi
belirtilmistir. Bu ¢alismada, gelistirilen formiilasyonun, hastanin ¢iiriik risk grubuna
gore 3-6 ay aralikla kullanimi planlandigindan, akut iritasyon test prosediirii referans

alinmustir.
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Yayimlanmis oral mukoza iritasyon ¢aligmalari incelendiginde, her deney grubu
icin kullanilan hayvan sayisi ii¢ ile bes arasinda degismektedir. Standartta en az iig
hayvan kullanilmas1 gerektigi belirtildiginden bu c¢alismada her deney grubu i¢in ii¢
hayvan kullanilmistir. Ayn1 standardin rehber alindigi ancak hayvan sayisi daha fazla

olan ¢aligmalar goriilmiistiir (266—-268).

Referans alinan standartta hayvanlarin cinsiyeti sinirlandirilmamastir, cinsiyetler
arasinda mukoza hassasiyeti degisiklik gosterebileceginden bu calismada tek cins

hayvan kullanilmas1 planlanmis ve disi hamsterlar tercih edilmistir.

Bu c¢alismada lizozim, laktoferrin ve tasiyici olarak poloksamer 407 igeren yeni
formiilasyonlarin ve kontrol grubu olarak %0,2’lik klorheksidin diglukonatin jelin oral

mukoza tizerindeki iritan etkileri in vivo kosullarda degerlendirilmistir.

Makroskopik degerlendirme sonucunda, uygulama yapilan her ii¢ grupta da
herhangi bir déonemde eritem ya da skar olusumu izlenmemistir. Caligmanin akut oral
mukoza iritasyon deneyi olmasindan dolayi, bir giinliilk uygulama sonrasindaki mukoza
degisiklikleri makroskopik olarak incelenmistir. Bu kisa uygulamanin da mukoza

tizerinde gozle goriiliir degisiklige neden olmayabilecegi diisiiniilmektedir.

Histopatolojik incelemede, Grup 1 (steril distile su) ve Grup 2 (1 mg/ml lizozim
+ 0,5 mg/ml laktoferrin + poloksamer 407) iritasyon olusturmazken, Grup 3’iin (%0,2
klorheksin diglukonat jel) lizozim, laktoferrin ve poloksamer 407 iceren hidrojele gore

en az diizeyde iritasyona neden oldugu goriilmiistiir.

Uygulamalarin tiimiinde epitelin normal oldugu ve vaskiiler konjesyon
olusmadig1 goriilmiistiir. Lokosit infiltrasyonu ve édem sadece klorheksidin grubunda

meydana gelmistir.

Yuca ve ark. (2006), fareler lizerinde yaptiklar1 in vivo calismada, fareleri
gruplara ayirmis (%0,12 klorheksidin glukonat + %0,15 benzidamin hidroklorid;
benzidamin hidroklorid; %0,2 klorheksidin glukonat; fusafungine) ve 10 giin boyunca
giinde iki kez farkli klorheksidin oral spreyleri uygulamistir. Calisma sonucunda

farelerin orofaringeal mukozasinda diistik dereceli displazi, fibroz, hiperplazi, tikaniklik
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ve ddem olustugu ancak patolojik lezyonlar arasinda istatistiksel olarak anlamli bir fark
olmadig1 bildirilmistir (269). Gurgan ve ark. (2006), yaptiklari ¢ift kor klinik
calismanin sonucunda, bir hafta boyunca %0,2 alkolsiiz klorheksidin ile gargara
yapmanin, oral mukozada iritasyon, yanma hissi ve tat algisi problemine yol agtigini,
ayrica dil ve dislerde renklesmeye neden oldugunu rapor etmistir (270). Bu ¢alismalarin

sonuclar1 bulgularimizi destekler niteliktedir.

Farkli antiseptiklerin doku toksisitesinin degerlendirildigi bir HET-CAM
testinde iritasyon skoru en yiiksek olan grubun klorheksidin (IS:20) oldugu belirtilmistir
(271). Benzer sekilde klorheksidin glukonatin (%0,5) in vitro deri iritasyon potansiyeli
3D doku modellerinde degerlendirilmis ve 30 dakikalik uygulama sonrasi hiicre canlilik
oraninin %35 oldugu gosterilmistir (272). Klorheksidin ile yapilmig in vitro iritasyon

testleri de sonu¢larimizi deteklemektedir.

Klorheksidinin, seyretilmis ¢ozelti formunda bile, fibroblastlar, osteoblastlar ve
kondrositler ve 6karyotik hiicreler iizerinde ciddi sitotoksik etkilere neden olabilecegini

gosteren ¢ok sayida calisma yayimlanmistir (273-275).

Klorheksidinin alveoler kemik ve dis eti epitel hiicrelerinin kiiltliri iizerinde
toksik etkilere sahip oldugu gosterilmistir (276—279). Bununla birlikte, klorheksidinin,
insan gingival fibroblast proliferasyonunun doza baglh azalmasini indiikleyebilecegi ve
hem kollajen hem de kollajen olmayan protein iiretimini azalttig1 bildirilmistir (280—

282).

Giliniimiize kadar yayimlanan ¢alismalar incelendiginde laktoferrinin tek bagina
ya da lizozim ile birlikte iritasyon potansiyelinin degerlendirildigi bir calismaya

rastlanmamuistir.

Lichtenberg ve ark. (2017), Acremonium alcalophilum kaynakli lizozim elde
etmis ve giivenilirligini gesitli yontemlerle degerlendirmistir. In vitro deri (EpiDerm ™)
ve goz (izole tavuk gozii) iritasyonu deneyleri uygulamis ve lizozimin iritasyon etkisi
gostermedigini  vurgulamislardir. Bu ¢alismada oral mukoza iritasyonu ayrica
degerlendirilmemis olsa da sonuglar1 ¢alismamizin bulgular1 ile benzerlik

gostermektedir (283).
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Bu calismanin sinirlamalari:

Deney hayvanlari, yeni lretilen formiilasyonlarin olumlu / olumsuz etkilerinin
degerlendirilmesinde kullanilmakla birlikte, insan organizmasi {izerinde elde
edilebilecek etkileri ve / veya klinik bulgular1 tam olarak yansitmamaktadir. Bu
nedenle bu ¢alismanin sonuglarinin lizozim, laktoferrin ve poloksamer 407 igeren
formiilasyonun kullanildig1 prospektif randomize klinik deneyler ile desteklenmesi

gerektigi diisiintilmektedir.
Yeni jel formiilasyonlarin devamli kullanimi diisiiniilmediginden akut iritasyon

prosediirleri izlenmistir. Uzun siireli kullanimmin etkilerini belirlemek amaciyla

kronik iritasyon ¢alismalarinin da yapilmasi gerektigi diisiiniilmektedir.
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6. SONUCLAR

Lizozim, laktoferrin ve ilag tasiyici sistem olarak poloksamer 407 igeren hidrojel
formiilasyonun oral mukoza iritasyon etkilerinin steril apirojen distile su ve %0,2’1ik

klorheksidin jel ile karsilastirildigi bu ¢calismada;

1. Makroskopik degerlendirme sonucunda, uygulama yapilan her ii¢ grupta da

herhangi bir donemde eritem ya da skar olusumu izlenmemistir.

2. Steril distile su uygulanan grubun histopatolojik inceleme sonucunda, tiim
orneklerin yanak dokularinda yiizeyde dogal yapida ketinize epitel, altinda
gevsek yapida bag dokusu ve bag dokusu i¢inde kolagen lifler izlenmistir.
Epitel hiicrelerinde yassilagma, metaplazi, fokal ya da genel erozyon gelisimi
goriilmemistir. Orneklerin higbirinde sag ve sol yanak dokusunda ldkosit

infiltrasyonu, vaskiiler konjesyon ya da 6dem gozlemlenmemistir.

3. Klorheksidin jel uygulanan grubun histopatolojik inceleme sonucunda, tiim
orneklerin yanak dokularinda epitelin normal oldugu, epitel hiicrelerinde
yassilasma, metaplazi, fokal ya da genel erozyon gelismedigi goriilmiistiir.
Iki hayvanm klorheksidin jel uygulanmis yanak dokusunda bag doku iginde
hafif derecede I8kosit infiltrasyonu izlenmistir. Orneklerin hig birinde yanak
dokusunda vaskiiler konjesyon gozlemlenmemistir. 1ki ©rnegin bag

dokusunda interstisyel alanda 6dem olusumu izlenmistir.

4. Lizozim, laktoferrin ve tasiyict olarak poloksamer 407 igeren yeni
formiilasyonun uygulandig1 grubun histopatolojik inceleme sonucunda, tim
orneklerin yanak dokularinda yiizeyde dogal yapida ketinize epitel, altinda
gevsek yapida bag dokusu ve bag dokusu i¢inde kolagen lifler izlenmistir.
Epitel hiicrelerinde yassilasma, metaplazi, fokal ya da genel erozyon geligimi
goriilmemistir. Orneklerin hig birinde yanak dokusunda 18kosit infiltrasyonu,

vaskiiler konjesyon ya da 6dem gozlemlenmemistir.
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5. Steril distile su ile klorheksidin jel uygulamalar1 karsilagtirildiginda
klorheksidin jelin iritasyon indeksi 2 olarak hesaplanmis ve steril distile suya
gore daha iritan oldugu ancak bu etkilerinin en az diizeyde oldugu

belirlenmistir.

6. Steril distile su ve lizozim, laktoferrin ve poloksamer 407 iceren hidrojel
uygulamalarinin iritasyon etkileri karsilastirildiginda yeni formiilasyonun
iritasyon indeksi O olarak hesaplanmistir. Yeni gelistirilmis hidrojel
formiilasyonunun iritasyon diizeyinin steril distile su ile esit oldugu

gorilmiustir.

7. Lizozim, laktoferrin ve poloksamer 407 iceren hidrojel ile klorheksidin jel
uygulamalarinin iritasyon etkileri karsilastirildiginda klorheksidin jelin
iritasyon indeksi 2 olarak hesaplanmistir. Yeni gelistirilmis hidrojel
formiilasyon iritasyon olusturmazken, klorheksin jel uygulamasinin lizozim,
laktoferrin ve poloksamer 407 igeren hidrojele gére daha iritan oldugu ancak

bu etkinin en az diizeyde oldugu belirlenmistir.

Sonug olarak, antibakteriyel etkisi ve biyouyumlulugu in vitro olarak gosterilmis
olan, lizozim, laktoferrin ve ilag tasiyici sistem olarak poloksamer 407 iceren
formiilasyonun, bu in vivo c¢alismanin kosullar1 altinda oral mukozada iritasyon
olusturmadig1 makroskopik ve histopatolojik olarak belirlenmistir. Bu formiilasyonun
daha uzun siireli etkilerinin anlagilabilmesi i¢in, kronik oral mukoza iritasyon testlerinin
ve gecikmis tip asirt duyarlilbik (hipersensitivite) deneylerinin de yapilmasi

gerekmektedir.
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