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OZET

Ug yasin altindaki ¢ocuklarda, gelismekte olan siirekli dislerde fluorozis riski
olusturmasi nedeniyle fluoridli dis macunu ve uzun siire kullanimindaki yan etkileri ve
sitotoksisitesi nedeniyle klorheksidinin  kullanimi  Onerilmemektedir.  Tikiiriik
proteinlerinden Lizozim ve Laktoferrin igeren bir preparatin kii¢iik ¢ocuklarda dis
ciiriiklerinin 6nlenmesi igin bir ¢6ziim getirebilecegi diisiiniilmiis, poloksamer tasiyici
sistemler kullanilarak gelistirilen yeni bir formulasyonun topikal uygulamalarinin agiz

hastaliklarinin tedavisinde etkili oldugu goriilmiistiir.

Bu nedenle, Lizozim, Laktoferrin ve tasiyici sistem olarak Pluronic F-127 isimli
Poloksamer kullanilan, dis ¢iirigiine neden oldugu bilinen Streptococcus sobrinus,
Streptococcus mutans ve Lactobacillus acidophilus bakteri suslar1 iizerindeki
antibakteriyel etkileri kanitlanmis farkli formulasyonlar gelistirilmistir. Bu ¢alismanin
amaci, yeni gelistirilmis bu formulasyonlarin biyouyumluluklarinin klorheksidin jel ile

karsilagtirmali olarak in vitro kosullarda degerlendirilmesidir.

Calismamizda kullanilan formulasyonlar: (1) pH:5.0 Sorensen’s Tampon
Cozeltisi, (2) %20 a/h Poloksamer 407 jel, (3) %10 a/h Poloksamer 407 jel, (4) Lizozim
ve Laktoferrinin %20 konsantrasyondaki poloksamer 407 ile birlestirilmesiyle, (5) 4.
grubun MIK degeri olacak sekilde Lizozim ve Laktoferrinin %10 konsantrasyondaki
poloksamer 407 ile birlestirilmesiyle, (6) Sorensen’s Cozeltisi (pH:7.0) negatif kontrol
olarak, (7) Lizozim ve Laktoferrin tamponda (Sorensen’s Cozeltisi pH:5.0)
cozdiiriilerek yedi grup olarak hazirlanmistir. Kontrol grubu olarak % 0.2°lik
klorheksidin gargara kullanilmistir. Mukozal membran iritasyonunun degerlendirildigi
birinci boliimde, HET-CAM yontemi kullanilarak tavuk embriyosu i¢eren yumurtalar
iizerinde formulasyonlarin iritasyon skorlar1 belirlenmistir. Ikinci béliimde ise, MTT
test yontemi kullanilarak formulasyonlarmm L 929 hiicre kiiltiirii lizerine sitotoksik

etkileri degerlendirilmistir.

Mukozal iritasyon testi iki farkli deney seklinde yiiriitiilmiis, her iki deneyde de

gruplar zayif ve orta derecede iritasyon gostermis, gruplarin hi¢ birinde mukoza iizerine



ciddi derecede iritasyon gozlenmemistir. Kontrol grubu olan klorheksidin gargaranin
iritasyon seviyesi ile diger gruplar arasinda istatistiksel olarak anlamli bir farka

rastlanmamustir.

Sitotoksisite deneyinde ise, klorheksidin gargara en diisiik hiicre canlilik
oranlariin goriildiigii grup olarak saptanmistir. pH degeri 7.0 olan Sorensen’s Cozeltisi
en disiik sitotoksisite degerlerini gdsteren, biyouyumluluk seviyesi en yiiksek grup
olarak belirlenirken, diger gruplar arasinda istatistiksel olarak anlamli bir farka

rastlanmamuistir.

Bu c¢aligmada, deney gruplarindan hi¢ biri ciddi derecede sitotoksisite veya
mukozal iritasyon gostermemistir. Ancak, maddelerin daha uzun siireli etkilerinin
anlasilabilmesi i¢in, ileriki calismalarda bu maddelerin etkinliginin kinetik olarak

degerlendirilmesi ve hayvan deneylerinin yapilmasi gerektigi diisiiniilmektedir.

Anahtar Kelimeler: Lizozim, Laktoferrin, Poloksamer 407, HET-CAM,
sitotoksisite



SUMMARY

In children that under three years old are not suggested to use fluoridated
toothpaste because of the risk of fluorosis in developing permanent teeth or
chlorhexidine for a long period resulting adverse effects and cytotoxicity. New
formulations containing saliva proteins such as lysozyme and lactoferrin might be
effective on preventing tooth decay in younger children. Topical application of
antimicrobial agents with the drug delivery system poloxamer is thought to be effective
in the treatment of oral diseases.

Therefore, formulations containing lysozyme, lactoferrin and drug delivery
system poloxamer 407 with the trade name of Pluronic F-127 were produced and it has
been proven that these formulations are effective on cariogenic bacteria such as
Streptococcus sobrinus, Streptococcus mutans and Lactobacillus acidophilus. The aim
of this study was to determine the biocompatibility of these new formulations in

comparison with 0.2 % chlorhexidine in vitro conditions.

Formulations for our study were prepared and divided into seven different
groups as follows: (1) Sorensen’s solution (pH: 5.0) as buffer, (2) %20 gel formulation
containing only poloxamer 407, (3) %10 gel formulation containing only poloxamer
407, (4) Lysozyme and Lactoferrin with %20 concentration of poloxamer 407, (5)
Lysozyme and Lactoferrin with %10 concentration of poloxamer 407 as MIC value of
group 4, (6) Sorensen’s Solution (pH:7.0) as negative control group and (7) dissolved
Lysozyme and Lactoferrin in buffer (Sorensen’s Solution pH:5.0). %0.2 chlorhexidine
mouthwash was used as the control group. In mucosal irritation study, irritation levels
of formulations were identified using HET-CAM test method on eggs containing
chicken embriyos. In the cytotoxicity test, the MTT test method was used on L 929 cell

culture in order to access the cytotoxic effects of the formulations.

Mucosal irritation test was performed as two different experiments. Both test

groups showed low and moderate irritation levels, none of them showed serious



irritation levels. There was no statistical significance between the chlorhexidine control
group and other groups.

The cytotoxicitiy experiment (MTT), chlorhexidine mouthwash showed lowest
cell viability rates. Sorensen’s Solution pH:7.0 group showed lowest cytotoxicitiy and
highest biocompatibility levels. There is no statistical significance between other

groups.

In this study, none of the experimental groups showed severe cytotoxicitiy or
mucosal irritation. However, more in vitro studies should be carried out to test these

materials’ kinetic efficiency and also animal studies should be conducted.

Keywords: Lysozyme, Lactoferrin, Poloxamer 407, HET-CAM, cytotoxicitiy



TESEKKUR

Tiim dmriim boyunca mesleki disiplinini 6rnek alacagim, sevgisini ve destegini
her zaman hissettigim, pedodonti egitimimde ¢ok biiyiik emegi olan degerli danisman
hocam Yeditepe Universitesi Dis Hekimligi Fakiiltesi Pedodonti Anabilim Dali Baskan1
Sayin Prof. Dr. Niiket SANDALLI’ya,

Boylesine genis imkanlar1 olan bir fakiiltede bize ¢alisma imkani sunan degerli

hocam, dekanimiz Sayin Prof. Dr. Tiirker SANDALLI’ya,

Tezimizdeki formulasyonlarin hazirlanmasinda yardimlarindan ve katkilarindan
dolayr Yeditepe Universitesi Eczacilik Fakiiltesi Farmasdtik Teknoloji  ve

Farmakognozi Anabilim Dal1 6gretim {iyesi Saymn Yrd. Do¢. Dr. Giilengiil DUMAN'3,

Tezimizin mukozal iritasyon deneyleri kisminda goriis, Oneri ve sonsuz
yardimlarim esirgemeyen Yeditepe Universitesi Rektdr Yardimcisi Sayin Prof. Dr.
Ahmet Aydin ve Yeditepe Universitesi Eczacilik Fakiiltesi Farmasotik Toksikoloji
Anabilim Dal1 &gretim iiyesi Sayin Yrd. Dog. Dr. Hande SIPAHI' ye,

Tezimizin sitotoksisite deneyleri boliimiinde aldigi egitimini, zamanini ve
ilgisini esirgemeksizin calismamiza katkida bulunan Yeditepe Universitesi Genetik ve

Biyomiihendislik Anabilim Dali doktora 6grencisi Sayin Ezgi BOYLU" ya,

Tezimdeki ve pedodonti egitimimdeki degerli yardimlar: ve katkilarindan dolay1

Sayin hocam Doc. Dr. Senem SELVi KUVVETLI ye,

Egitimim boyunca bilgilerini benimle paylasan ve desteklerini yanimda
hissettigim degerli hocalarim Dog¢. Dr. Didem OZDEMIR OZENEN ve Yrd. Dog.
Dr. Elif SUNGURTEKIN EKCi'ye,

Iki yildir aramizda bulunmasa da manevi destegini eksik etmeyen, tiim bilgi ve
deneyimlerini benimle paylasan Saymn hocalarim Do¢. Dr. Ozgiir Onder KUSCU ve
Doc. Dr. N. Esber CAGLAR’a,
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Beraber klinikte calismay1 keyifli hale getirdigimiz, hastane igerisinde ve

disarisinda giizel paylasimlarimiz olan tiim asistan arkadaslarima,

Dogdugum giinden beri sevgi, destek ve anlayislarini her an hissettigim, aldigim
biitiin kararlarda arkamda olan ve bugiinlere gelmemi saglayan annem Serap SENOZ

ve babam Uzm. Dr. Ali ihsan SENOZ ¢,
Canim kardesim Dilara SENOZ e,

Doktora egitimim boyunca her tiirlii sikintim1 paylasan ve destegini hi¢ eksik

etmeyen nisanlim Dt. Ozgiir ARICAN’a,

En icten tesekkiirlerimi sunarim.

Vil



ICINDEKILER

IO KAPAK ..ottt ettt ettt ettt ettt ettt ettt ettt ettt |
OZET ..ottt ree 1
SUMMARY ettt st b et et ner e e v
TESEKKUR .....cocooiiiiieteeeeeeee ettt ene st en sttt st ne st s taneees Vi
ICINDEKILER ........oooiieeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeteeet ettt ettt ettt ettt ettt VIl
KISALTMALAR ettt nnne s Xl
TABLOLAR LISTESI ....oooiiiiiiiiiiiiceesiesie s XVII
GRAFIKLER LISTESI .....oooiiiiiiiiiiiiie s XX
SEMA VE SEKILLER LISTEST .........ccoooviiiiiieeeeeeeeeee e, XXI
RESIMLER LISTEST ....cooovviiiiiiiiiiie s XXII
1. GIRIS VE AMAGC ..ottt en s 1
2. GENEL BILGILER ........ccccociniiiiiiiiiiss s 5
2.1 TUKUITK ..ottt st e e b e 5
2.1.1. TUKUrigin FizyolojiSi.....ccoiiiiiieiiiiiiiciicce e 5

2.1.2. TUKUGITOZUN GOTEVIETT...eiiiiiiiiiie ittt 7
2.1.2.1. Sindirimdeki 106T.......ccouiiiiiiiiii 8

2.1.2.2. Lokmanin olusmasina etKiSi...........ccurirvieiiiiieiiiieniiee e 8

2.1.2.3. Tat almadaki 10]l.........ccoviiiiiiiiie e 8

2.1.2.4. Konusmaya yardimet @tKiSI........cueiuieririiiiiie e 9

2.1.2.5. Su regiilasyonunda rolii...........ccceviiiiiiiiiieiii s 9

2.1.2.6. Oral flora ve disler Gzering etkiSi..........cvcveviuveeiieeeiiieeiiee e sieessieee s 9

2.1.2.7. Tikiiriigiin koruyucu fonksiyonlart..........ccoceoiiieiiiiiiiciiiicie 10
2.1.2.7. 1. LAKEOTEITIN....cuiiiiieie i 12
2.1.2.7.2. LIZOZIM ..ottt 14

2.2. Agiz Saghigt ve Antimikrobiyal AJanlar...........cccoiviiiiiiieieee 15

Vil



2.2.1. AntimiKrobiyal AJanIar...........cooiiiiiiiii e 16

2.2. 1.0 FIUOTIO. i 16
2.2.1.2. Esansiyel Yag Gargaralari...........cccccoovveiiiiiiiiiieiiseeseee e 19
2.2.1.3. THKIOSAN. ... 20
2.2.1.4. POVIAON TYOIN.....cucuiveieieecicieeeee et 21
2.2.1.5. KITOSAN.....ccuiiiiiiiiii e 22
2.2.1.6. KIOTNEKSIAIN.......ooviiiiiiiiicc 23
2.2.1.6.1. Klorheksidinin antimikrobiyal etkiSi.............ccccocvivivieiiieieiieieene, 24
2.2.1.6.2. Piyasada bulunan klorheksidin preparatlart............ccccoccevvrernnnns 26
2.2.1.6.3. Klorheksidinin givenilitligi.........cccooviiiieiiniinicic e 27
2.3. 118G TASIYICT SISTEMIET. .....vvveveverescceeteee ettt eeesesee st es et es s seseneees 28
2.3.1. Oral Bélgeye Uygulanan flag Sistemleri.........ccooeeveeeverererreeererecreeneenans 29
2.3.1.1. Adeziv Olmayan SiStemIer..........ccccccevveiiiiiieeie e 29
2.3.1.2. AdEZIV SISEMIET.......coiiiiiiiiicic e 30
2.3.1.2.1. Adeziv tabletler...........ccoiiiiiiiiiiic 32
2.3.1.2.2. Adeziv filmler ve yamalar ..............cccccocviviiiiiicccecce e 32
2.3.1.2.3. Adeziv yar1 kat1 preparatlar (merhemler — jeller)...........ccccceeenen. 33
2.3.1.2.3.1. Poloxamer (PIUFONIC) .......ccoovvieiiiriinieiiiesee e 33
2.3.0.2.4. TOZIAT ... s 35
2.4, BIYOUYUMIUIUK........oiiiiiiiiiieiee e 36
2.4.1. SHOtOKSISIEE. ...ttt 42
2.4.1.1. Sitotoksisite Degerlendirmelerinde Kullanilan Test Ydntemleri....... 42
2.4.1.1.1. Direkt temas ve ekstrat teSti...........cocevvrviiiiiiiniiicce 43
2.4.1.1.2. Agar diflizyon teStl.......ccvvviiiiiiiiiiici e 44
2.4.1.1.3. Filtre diflizyon teSti.......ccviiiiiiiiiieiiiicece e 44
2.4.1.1.4. Dentin DAriyer teSth........ccoviiireiieieieie s 44
2.4.1.1.5. Dis kesit MOd@Ii........cciiuiiiiiiiiiiieiic e 45
2.4.1.2. Sitotoksisite Testlerinin Degerlendirme Yontemleri..........cccocvennenene. 46
2.4.1.2.1. Canlilik degerlendirme testleri .........occveviieiiiiiiiiie e 46
2.4.1.2.2. Yagsam degerlendirme testleri.........ccoovriiiiiiiiiiiiiiiciiiicneee 47
2.4.1.2.3. Proliferasyon degerlendirme testleri..........ccovvvvriviiiniiniicninicnenn, 48



2.4.1.2.4. Metabolizma degerlendirme testleri..........cc.coovviiieiinencicneninne 49

2.4.2. GlUTALYON TESPILI.....eivieiieiieieieec e 51

2.4.3. MULAJENITE TESEIET....eiuiiiieiiiieecee e 51

2.4.4, HAYVAN TESHIEIT....c.eiiiiiieic e 52

2.4.5. Kullanim Testlerl......ccuiviiiiiiiiiiiiiiii s 53

2.4.6. Mukoza Irritasyon Testleri (HET-CAM)......ccoeeeeereeeeererereeereeereesesenens 54
2.4.6.1. HET-CAM ProSediirli.........cccoerriiiriiiiieieicnsesesee e 56

3. GEREC VE YONTEM ........cocovviiiiieceieeeeeeee e enes s tsn s 61
3.1. Calismada kullanilacak formulasyonlarin hazirlanmast...........cccccoeviiiiiieennn, 61

3.1.1. Sorensen's fosfat ¢ozeltisinin hazirlanmasi (Fosfat ile sodyum tuzlari karigimi)..62

3.1.2. Pluronic® F-127 (Poloksamer) hazirlanmast.............cccooevvniiiveninicnnenn, 63

3.1.3. Lizozim ve laktoferrinin Pluronic® F-127 ile hazirlanmast...............c....... 64

3.2. Mukozal iritasyonun degerlendirilmesi...........ccoovriiiieiiiiieiiieieec e 65

3.2.1. Kullanilan materyaller..........ccccooviiiiiiiii e 68

3.2.2. KoNtrol Gruplari.......cccoiiiiiiiiiiciiii e 68

3.2.3. Yumurtalarin hazirlanmasi...........ccoooiiiiiiiiiiiiic e 69

3.2.4, HET-CAM ESHi. ...ttt 70

3.3. Sitotoksisite degerlendirmesi.........ccciiiveiiiiiiiiiiii e 72

3.3.1. Hiicre kiiltiiriinlin hazirlanmasi............occoveiiiiiiiiicii e 74

3.3.2. MTT testinin UygUIANMAST......cccevvieieerieiieenii e 75

3.4. Istatistiksel Deerlendirme. ...........ccccvvvereveuereriiicieiereiee et 79

4. BULGULAR. ..ottt ne s 80

4.1. HET-CAM deneyinin bulgulari..........cccooiiiiiiiiiiiiiiiicscece e 80

4.2. Sitotoksisite deneyinin bulgulari............c.ocoooveiiiieiiee 84

S. TARTISMA . ...ttt 92

5.1. Etken maddelerin (Laktoferrin ve Lizozimin) antibakteriyel etki ve

biyouyumluluklarinin

degerlendirilmesi.........cccoovieriiiiieii e 94

5.2. Klorheksidinin antibakteriyel etki ve biyouyumlulugunun degerlendirilmesi....96

5.3. Poloksamer 407 tasiyict sistemlerinin tartisiimast.........cccovcveviveeiiiensniee e 98



5.4. Biyouyumluluk testlerinin tartigiimast..........c.ccoovveiiiiiiiiiinicice e 100
5.4.1. HET-CAM YONEMI....ceiviiuiiiiiiirieiisiee st 100

542 MTT YONEEIML...vveuviiiiiiiieiiiie st 102

5.5. Iritasyon deneyi bulgularinin tartiSImast...........c.ceveeerercreriererereseesseeeseseenns 105
5.6. Sitotoksisite deneyi bulgulariin tartisimasi.........ccocceevvieiiiienienee e, 107

B. SONUGCLAR.... ..ot 109
7. KAYNAKLAR. ..o 111
8. OZGECMIS........ooieeeeeeeee ettt 130

Xl



ng

3T3

AD

APF

ark.

ASTM

atm

BHK21

Ca

CAM

CHO

CHX

Cl

cm?

Cco?

KISALTMALAR

- mikrogram

: Santigrat derece

: fibroblast (fare)

: Anabilim Dali

: Asidule fosfatfluorid

: Arkadaslari

: American Society for Testing and Materials

: Atmosfer

: Fibroblast (hamster)
: Kalsiyum

: Chorioallantoic Membran

: Over (hamster)

: Klorheksidin

: Klor

: Santimetrekare

: Karbondioksit

Xl



COS

CPP-ACP

DLD

DMEM

DNA

DOTAP

DT40

El14,1

EDTA

ELISA

EPS

FDA

Fe's

g/l

gr

GRAS

H1, HO

: Bobrek (maymun)

: Kazein fosfopeptit amorfoz kalsiyum fosfat

: Dondurularak kurutulan lipozomal DOTAP

: Dulbecco’s Modified Eagle’s Medium

: Deoksiriboniikleikasit

: 1,2-dioleoyl-3-trimethylammonium-propane

: Lenfoma hiicresi (civciv)

: Embriyonik kok hiicreler (fare)

: Etilen diamin tetra asetik asit

: Enzyme-linked immunosorbent assay

. Ekstraselliiler polisakkarit sentezi

: Food and Drug Administration

: Demir iyonu

: Gram/litre

: Gram

: Generally Recognised as Safe

: Embryonik kok hiicreler (insan)

X



HEK293

Hela

HepG2

HET-CAM

HGF

HL60

IgA

19G

IgM

ISO

IPS

Lps

L 929

L. acidophilus

L6

: Bobrek epitel hiicresi (insan)

: Epitel hiicresi (insan)

: Karaciger epitel hiicresi (insan)

: Hen’s Egg Test-Chorioallantoic Membran

: Human primer gingival fibroblast

: Losemi hiicresi (insan)

: immunoglobulin A

: Immunoglobulin G

: Immunoglobulin M

. International Organization for Standardization

 Intraselliiler polisakkarit sentezi

: Potasyum

- Kilogram

. Lipopolisakkarit

: Fibroblast (fare)

: Lactobcillus acidophilus

: Myoblast (sican)

XV



LD50 : Lethal Dose 50

M : Mol

MDCK . Epitel hiicresi (kopek)

MDP : Mikrobiyal Dental Plak

Mg : Magnezyum

mg : Miligram

MIK : Minimum Inhibitér Konsantrasyonu
ml . Mililitre

mm : Milimetre

MTA : Mineral Trioksit Aggregate

MTT - (3-(4,5-dimetihylthiazolyl-2)-2, 5-diphenyltetrazolyumbromide) testi
MS : Mutans Streptokoklari

N : Normal

Na : Sodyum

NaCl : Sodyum kloriir

NaOH : Sodyum hidroksit

nm : Nanometre

XV



P : Fosfor

PEO : Polyoxyethylene-A

pH : Power of hydrogen

ppm : Parts per million

PPO : Polyoxyprophylene-B

PtK1 . Epitel hiicresi (sican)

PVP-I : Povidon-iyodin

Qs . Herhangi bir en yiiksek degerin belirlenemedigi, ancak istenen

etkinin saglanabildigi en kiiciik miktar.

R1 : Embriyonik kok hiicre (fare)
RNA : Ribonukleikasit

ROS : Reaktif oksijen tirtinleri

rpm : Revolutions per minute

S. mutans : Streptococcus mutans

S. sobrinus . Streptococcus sobrinus

sa : Saat

SDS : Sodyum dodesil stilfat
SH-SY5Y : Noroblastoma hiicresi (insan)

XVI



sn - Saniye

SP2 : Plazma hiicresi (fare)

T24 : Mesane epitel hiicresi (insan)

Xvii



TABLOLAR LISTESI

Tablo 1. Tiikiiriigiin baslica organik ve inorganik bilesenleri...........c.ccoevevviiviieeinenenne. 6
Tablo 2. Tiikiirtigiin fonksiyonlar1 ve igerigindeki maddeler ile ilisKiSi.........cccooverveenene. 7
Tablo 3. Gram pozitif bakteriler iizerine etkili klorheksidin MIK degerleri.................. 24
Tablo 4. Gram negatif bakteriler iizerine etkili klorheksidin MIK degerleri.................. 25
Tablo 5. Mantarlar {izerine etkili klorheksidin MIK degerleri..........ccccccvrvvrrrrrererennnnnne, 26
Tablo 6. Biyouyumluluk test yontemlerinin avantaj ve dezavantajlari....................... 38
Tablo 7. Hiicre serileri Ve KOKENIETL........oiviiviiviiiiiiiiieiieiie s 41
Tablo 8. HET-CAM yontemi ile iritasyon testi skorlama degerleri.........ccccccovrvrvnnnne. 58
Tablo 9. HET-CAM yontemi ile iritasyon testi degerlendirme............ccocveeriiciinnnnns 59

Tablo 10. Formulasyonda yer alan materyallerin miktarlari, fonksiyonlar1 ve iiretici

B 00 0T:] V:) o FURUTTT TR 62

Tablo 11. Calismada biyouyumlulugu degerlendirilecek formulasyonlar, icerikleri ve
KOAIATT. .1 66

Tablo 12. Her grup ig¢in ii¢ farkli tavuk yumurtast kullanilan HET-CAM deneyinin

ortalama 1ritasyon SKOTIATT.........ccoooviiiiiiiiiii 81

Tablo 13. Her grup icin bes farkli tavuk yumurtasi kullanilan HET-CAM deneyinin

ortalama 1ritasyon SKOTIATT.........ccoooviiiiiiiiiii 83

Tablo 14. Deney gruplarimin tiim giinlerde gézlenen % canlilik degerleri..................... 85

XVl



Tablo 15. Giinler arasi hiicre canlilik degerleri istatistiksel olarak anlamli bulunan

(DPO.05) GIUPIAT.....eiieieieie ettt b e bbb e e naeesneas 87

Tablo 16. Tim giinler i¢in deney gruplarmin ikiserli olarak karsilastirilarak canlilik

yiizdelerinin degerlendirilmesi........cuiiiieiiiiiiiiiie i 89

XIX



GRAFIKLER LiSTESI

Grafik 1. Her grup igin ti¢ farkli tavuk yumurtasi kullanilan HET-CAM deneyinin

ortalama iritasyon skorlarmin dagilimi..........cccccoooviiiiiiiiiii s 82

Grafik 2. Her grup icin bes farkli tavuk yumurtasi kullanilan HET-CAM deneyinin

ortalama iritasyon skorlarmin dagilimi...........ccccooviiiiiiiiiii 84

Grafik 3. Sitotoksisite deneyi gruplar arasi hiicre canlilik yiizdelerinin tiim giinler igin

deGerleNAITTIMESI. .. ..vviiiiieciece s 86

XX



SEMA VE SEKILLER LiSTESI

Sekil 1. Laktoferrinin biyoaktif ve fonksiyonel 6zellikleri

Sekil 2. Klorheksidinin yapisal formiilii (1-1 Hexamethylenebis [5-(4-chlorophenyl)

DIQUANTAE]) . e 23
Sekil 3. PEO-PPO-PEO (poloKSamer) YapiSi.......c.cccverieriirienieeiinieseesiesee e 33
Sema 1. Calismanin Akis Semast (HET-CAM deneyi)........cccccevveveiiieieene i, 67
Sema 2. Calismanin Akis Semast (MTT deneyi)......cccocvereeiiieiiiiniiieiieseeseee e 73

XXI



RESIMLER LISTESI

Resim 1. Dollenmis tavuk yumurtast eliSimi.......coivververeiieeiieeriesieseese e e eee e, 55

Resim 2. A: 0.1 M sodyum hidroksit (NaOH) soliisyonu (pozitif kontrol); B: %0.9 salin
soliisyonu (negatif KONIOI).........cooiiiiiiiiiiie e 57

Resim 3. Pluronic® F-127 (SIGMA®- ALDRICH, BASF Corp, USA).......cccccocvvvenren. 63

Resim 4. Tavuk yumurtasindan elde edilen Lizozim (L6876-1G, SIGMA®- ALDRICH,
USA) ve insan siitinden elde edilen Laktoferrin (L0520-100 MG, SIGMA®-

ALDRICH, USA). ..ttt bbbttt ettt sbe s 64
Resim 5. Cozeltilerin vortekslenmesi (yellowling TTS 2)......cccovvviiiiiiiiininiiiiins 65
Resim 6. HET-CAM testinde kullanilan negatif ve pozitif kontrol gruplari.................. 69
Resim 7. Eforstar dijital 1s1 ve nem sistemi ile kulugka makinesi...........cccoccervverurrennnen, 70

Resim 8. Hava bosluklar1 isaretlenmis yumurtalarin tur motoru ve separe ile

KESTIMIBS ... 71

Resim 9. Solda embriyo gelisimi devam etmekte olan déllenmis yumurta, sag tarafta

calisma dis1 birakilan ve damar gelisimi izlenemeyen yumurta...........cccoooveriienenineenn. 72

Resim 10. %5 CO,, %95 hava igeren inkiibasyon makinesi (NuAire AutoFlow NU-
8700 Dual Chamber Water Jacket CO, INCUbALOr)..........ccovevvieiiiiicie e 74

Resim 11. Calismada kullanilan Tripsin-EDTA, DMEM ve DPBS soliisyonlart.......... 75

Resim 12. Santrifiij cihazi (Sigma, UK).......cccoiiiiiiiiiiiieceeee e 76

Resim 13. Santrifiijden sonra tiipiin dibine ¢okmiis olan hiicreler............cccccevvveriernenne. 77

XXII



Resim 14. MTT testinde kullanilan plate

Resim 15. Otomatik petri okuyucu (Thermo Scientific Multiskan® Spectrum).............

XX



1. GIRIS VE AMAC

Ag1z boslugu, organizmanin en kompleks, en yogun ve en ¢esitli mikroorganizma
popiilasyonunu i¢inde barindiran ve kendine 6zgii ekosisteme sahip organidir. Agiz florasi
basta bakteriler olmak lizere ¢ok sayida mantar, protozoa ve viriis igermektedir (1,2). Buna
ek olarak agiz florasi, farkli bireylerin ayni agiz bolgelerinde degistigi gibi, bir bireyin
farkli dislerinden alinan plak Orneklerinde de sayisal ve niteliksel degisiklikler
gostermektedir (3).  Tikiiriik bezlerinden salgilanan tiikiiriigiin agiz mikroflorasi {izerine
etkisi biiyiiktiir. Sindirim, tat alma, su regiilasyonu, agiz boslugunda bulunan maddeleri
sulandirma ve tiim agiz bosluguna dagilmasini saglama gibi sayisiz islevinin yaninda
bir¢ok fonksiyonel immiin madde icermekte, agiz mukozas: ve disler iizerinde koruyucu
etkisi bulunmaktadir (4). Agiz boslugunu Orten mukoza {iizerinde ilag uygulamasi
farmasotik teknoloji alaninda ilgi ¢eken bir konudur. Adeziv tabletlerde biyoadezyon,
sentetik ya da dogal makromolekiiliin istenen siire boyunca biyolojik dokuya tutunmasini
saglamaktadir. Tutunulan doku mukoza ise biyoadeziv sistem mukus tabakasiyla temas
etmekte ve bu nedenle bu sistem mukoadeziv sistem olarak tanimlanmaktadir. Cesitli
ilaclarin daha uzun siire ag1z igerisinde kalmasini saglayarak etki siiresini uzatmaya yonelik
caligmalarin artmasiyla adeziv sistemler de gelistirilmis ve bu konuda arastirmalar
yayginlasmistir. Cila, merhem, film, sakiz, pastil, tablet ve jel kullanim1 gibi bir¢ok secenek
ortaya ¢ikmistir. Dogal veya sentetik biyoadeziv polimerler kullanilarak farkli ilag tasiyici

sistemler hazirlanmistir (5,6).

Dogada mikroorganizmalarin, tibbi aletler, dis minesi, kalp kapakc¢igi, akciger ve
orta kulak gibi canli/cansiz yiizeylere yapisip, orada biiyiiyerek yasadiklari bilinmektedir.
Yapigarak biiyliyen hiicrelerin olusturdugu bu yapi, genel olarak biofilm olarak
isimlendirilmektedir (7). Biyofilmin giincel tanimi ise, 'mikroorganizmalar tarafindan
olusturulan, mikroorganizmalarin herhangi bir yiizeye, ara yiizeye veya birbirlerine

yapismalarin1 saglayan ve biiyiime oranlari ile gen transkripsiyonuna bagl olarak farkli



fenotip gosterebilen ve olusturan, mikroorganizmalarin i¢inde gémiilii olarak bulundugu

ekstraselliiler polimerik maddeden olugsmus matriks' olarak yapilmaktadir (8).

Mikrobiyal dental plak (MDP), agizda sert ve yumusak dokular iizerinde birgok
mikroorganizma tarafindan olusturulmus bir biyofilmdir. Mikroorganizma topluluklar1 bu
yap1 ile savunma mekanizmalarindan, kuruluktan, antimikrobiyal ajanlardan korunmakta ve
bu ortamda besin maddelerinin  yogunlugu artmaktadir. MDP'nin, minenin
demineralizasyonu ile baglayan ciiriik ve klinik olarak dis etlerinde kirmizi renk, kanama,

6dem ve biiylime ile karakterize gingivitis olusumuna neden oldugu bilinmektedir (9).

MDP'nin etkin bir sekilde uzaklastirilmasi agiz saglhiginin siirdiiriilmesinde ve beyaz
nokta lezyonlarinin Onlenmesinde temel yontem olarak kabul edilmektedir. Diyetin
diizenlenmesi, fluorid igerikli dis macunlar ile giinliik dis firgalama ve dis ipi kullanimi1
supragingival plagr uzaklastirmada en sik Onerilen yontemdir (10). Bu yoOnteme
antibakteriyel agiz gargaralar1 eklendiginde agiz hijyeninin 6nemli derecede iyilestigi
gosterilmistir (11,12). Kazein fosfopeptit amorfoz kalsiyum fosfat (CPP-ACP) uygulamalari
ve sistemik ve/veya yerel fluorid uygulamalar1 gibi yontemlerle de ¢iirlik insidans1 ve diseti

hastaliklarinin azaltilabildigi belirtilmektedir (13,14).

Ozellikle son yillarda MDP eliminasyonunda yaygin olarak kullanilan fluorid ve
klorheksidine alternatif olabilecek uygulamalar iizerine yapilan arastirmalar yogunluk
kazanmistir. Remineralizasyon ajanlart ile ilgili son donem c¢alismalar kazein fosfopeptit-
amorfoz kalsiyum fosfat, sodyum kalsiyumfosfosilikat (biyoaktif cam), ksilitol, nano
hidroksiapatit gibi ajanlar ile birlikte antimikrobiyal etkisi kanitlanmis tiikiiriik proteinlerini

On plana ¢ikarmaktadir (15-17).

Konu ile ilgili yapilmis giincel ¢alismalardan biri, Yeditepe Universitesi Dis
Hekimligi Fakiiltesi Pedodonti Anabilim Dali'nda 2012 yilinda tamamlanmis 'Lizozim ve
Laktoferrin Iceren Yeni Formiilasyonlarin Gelistirilmesi ve Mutans Streptokoklar: ile

Laktobasiller Uzerindeki Antibakteriyel Etkilerinin in vitro Kosullarda Degerlendirilmesi'



konulu doktora tezidir. Calismanin sonucunda lizozim (tavuk yumurtasindan elde edilen),
laktoferrin (insan siitinden elde edilen) ve tasiyici sistem olarak poloxamer ve/veya
fosfolipid DOTAP (1,2-dioleoyl-3-trimethylammonium-propane) kullanilan
formiilasyonlarin S. sobrinus, S. mutans ve L. acidophilus suslarina karsi farkli oranlarda
antibakteriyel etki gosterdigi belirtilmistir. Bununla birlikte, formiilasyonlarin uzun dénem

kullaniminin biyolojik uyumluluk acisindan degerlendirilmesi gerektigi bildirilmistir (18).

Biyouyumluluk, bir materyalin uygulandigi bolgede uygun biyolojik cevabi
Olusturabilmesi olarak tanimlanmaktadir (19). Dis hekimliginde kullanilan antimikrobiyal
ajanlarin, mukoza hiicrelerine olas1 toksik ve/veya iritan etkileri, materyallerin
biyouyumluluk c¢alismalarinin 6nemini artirmaktadir. Antimikrobiyal ajanlar, klinikte
uygulanmaya baslanmadan Once bu materyallerin agiz dokular iizerindeki olasi1 zararl
etkileri in vitro testler ile incelenmeli, ardindan hayvan g¢alismalarindan elde edilecek
bulgular goz oniinde bulundurularak materyalin toksisite derecesi ve/veya iritasyon etkisi
hakkinda fikir sahibi olunmali, bu ¢aligmalarin sonuglarina bagli olarak klinik kullanimlari
onerilmeli ya da gerekli diizenlemeler yapilmalidir (20). Bu nedenle dis hekimliginde
kullanilan materyallerin biyouyumluluklari in vitro testlerin ardindan, hayvan deneyleri ve
klinik ¢aligmalar ile degerlendirilmektedir (21). Birinci fazda uygulanan in vitro
biyouyumluluk testlerinin amaci, viicut dokular1 iizerine veya icine yerlestirildiklerinde,
materyallere karsi olusacak biyolojik reaksiyonun test ortaminda olusturulmasidir (22).
Materyal ve bilesenlerinin, hiicrelerle molekiiler diizeyde gozlenen etkilesimininin,
inflamasyon, nekroz, immiinolojik degisiklikler, genotoksisite ve apoptozis gibi doku
reaksiyonlarindan sorumlu oldugu bildirilmektedir. Bir materyalin sitotoksisitesi, bu
materyal ya da ekstraktinin hiicre kiltirii {izerindeki toksikolojik riski olarak
tanimlanmaktadir (21). Sitotoksisite testleri, test materyallerinin uygun hiicre kiiltiiriindeki
hiicre biiylime oran1 ve morfolojik ozellikleri iizerine etkisinin kontrol gruplari ile

karsilastirmali olarak degerlendirildigi in vitro testlerdir (23).



Her yeni gelistirilmis maddenin veya formulasyonun, kisa ve uzun doénemde
biyolojik uyumunun ne oldugu, yani temasta oldugu dokulara gosterdigi tepki, bu tepkinin

derecesi ve dokularin buna kars1 gosterdikleri yanitin ne oldugu belirlenmelidir (23).

Dis hekimligi literatiiriinde Lizozim ve/veya Laktoferrin iceren, dis macunlari
disinda farkli tasiyict sistemlerin antimikrobiyal etkisinin karsilastirildigir ilk calisma
'Lizozim ve Laktoferrin Igeren Yeni Formiilasyonlarm Gelistirilmesi ve Mutans
Streptokoklar1 ile Laktobasiller Uzerindeki Antibakteriyel Etkilerinin in vitro Kosullarda
Degerlendirilmesi' konulu doktora tezidir. Calismanin sonucunda yeni gelistirilmis Lizozim
ve Laktoferrin iceren formulasyonlarin, agizdaki plakta bulunan ve ¢liriik olusumunda etkili
oldugu bilinen S. sobrinus, S. mutans ve L. acidophilus suslari iizerinde etkili oldugu
gbzlenmis, antimikrobiyal/antiplak ajan olarak 1ila¢ piyasasinda yer alabilecegi

diistinilmiistiir. Bunun igin ilk asama ise biyouyumluluk testlerinin yapilmasidir (18).

Bu calismanin amaci, Lizozim ve Laktoferrin iceren ve tasiyici sistem olarak
Pluronic F-127 isimli Poloksamer 407 polimeri igeren antibakteriyel etkileri kanitlanmig
farkli formulasyonlarin ve tasiyici sistemlerin biyouyumluluklarinin %0.2'lik klorheksidin

gargara ile karsilastirmali olarak in vitro kosullarda degerlendirilmesidir.



2. GENEL BILGILER

2.1. Tiikiiriik

Tikiiriik; parotis, submandibular ve sublingual gibi 3 c¢ift major ve agiz
mukozasinin dudaklar, yanaklar ve sert damak gibi degisik yerlerine yerlesmis pek ¢ok
mindr tiikiirik bezi tarafindan salgilanan karisik bir sekresyondur. Major tiikiiriikk bezleri
tikiiriik tretiminde ana role sahiptir. Agiz igerisinde, solunum ve sindirim sisteminin {ist
kisminda, trakea ve paranazal siniislere yerlesik yaklasik 600-1000 kadar minér tiikiiriik

bezinin de tiikiiriik tiretimine katkis1 vardir (24).
2.1.1. Tiikiiriigiin Fizyolojisi

Tiikiirtik, renksiz, kokusuz, tatsiz, hafif bulanik ve yogunlugu az bir sividir. 1003-
1010 6zgil agirhgindadir. Donma noktasi -0.2-0.4°C arasindadir. Tikiiriik ¢ok spesifik
olmayan bir savunma sistemine sahiptir. Bu dogal savunma sistemi; lizozim, laktoferrin,
peroksidaz sistemleri, histatinler, miisinler ve diger basit ¢evresel zincirli polipeptitleri
icermektedir. Bu savunma sisteminin bazi proteinleri, oral bakterilerin kiimelenmesini
saglayarak agiz icinden temizlenebilirliklerini artiran bir takim bakteriostatik ve

bakterisidal etkilere sahiptir (25).

Tiikiirik sivisina, tiikiiriik bezlerinin salgilar1 disinda oral mukoza transuda
hiicreleri, bakteriler, viriisler, iist solunum yolu sekresyonlari, gastrointestinal reflii sivisi,
ektraselliiler s1v1 ve diseti olugu s1vis1 da katilmaktadir. Tiikiirlikte besin kalintilari, kandan
aktif veya pasif olarak gecen proteinler, eritrositler, mukozal lezyonlar veya enfeksiyon
varhiginda goriilen 16kositler gibi bilesenler de mevcuttur. Organik bilesenlerin biiyiik

¢ogunlugunu proteinler, glikoproteinler, enzimler, aminoasitler, karbonhitratlar, hormonlar



ve lipitler olusturmaktadir. Inorganik bilesenler ise; kalsiyum (Ca), fosfor (P), sodyum
(Na), potasyum (K), magnezyum (Mg), klor (CI) ve tiosiyanattir (Tablo 1) (26-28).

Tablo 1. Tikiiriigiin baslica organik ve inorganik bilesenleri (29).

Organik bilesenler inorganik bilesenler

Proteinler Kiiciik organik Elektrolitler
molekiiller

Albumin Kreatin Amonyak

Amilaz Glukoz Bikarbonat

B-glukronidaz Lipidler Kalsiyum

Sistatinler Azot Kloriir

Epidermal biiyiime faktorii Sialik asit Floriir

Esterazlar Ure Iyodiir

Fibronektin Urik asit Magnezyum

Gustin Fosfatlar

Histatinler Potasyum

IgA, IgM, 1gG Sodyum

Kallikrein Siilfatlar

Laktoferrin Tiyosiyanatlar

Lipaz

Laktatdehidrogenaz

Lizozim

Musinler

Sinir biiyiime faktorii

Peptidazlar

Fosfatazlar

Prolince zengin proteinler

Riboniikleazlar

Tiikiirtik peroksidazlari

Salgisal komponent

Salgisal IgA

Serum proteinleri (eser)

Tiroince zengin proteinler

Vitamin baglayici proteinler




2.1.2. Tiikiiriigiin gorevleri

Tiikiiriik insan organizmasinda énemli bir¢ok gorevi tistlenmistir (Tablo 2).

Tablo 2. Tiikiirigiin fonksiyonlari ve igerigindeki maddeler ile iliskisi (30).

Prolmden zengm
protemler Miisinler
S_I';te-.an o Mitsmler
Kzlzivumfos fzt Lizozim
Lzktoferrin
RN TR mepelizasve Laktoperokstdaz
Reminerzlizzsyon Demineralizasyon Histemm
Agglutimin
Prolmden zengin Ststztmler
glikoprotamler WVEGh
Mitsmler
Disler
Fonksivonlar:
Tzmponlzmz
Bikarbonzt )
Fosfat Yivecekler Mikroplar Anti-flngal
Protemler
Amilaz L Inmmume globulinler
DNA'Z, Anti-viral Miisinler
R—_\“'\" z Histatinler
Lipaz
Proteaz
MMisinler
Immunoglobulinler
Misinler Sistatinler




2.1.2.1. Sindirimdeki rolii

Sindirim islemi agizda baslamaktadir. Tukiriigiin ana gorevi yiyeceklerin
sindirilmesine yardim etmek ve sindirim kanalinin giris bolgesini korumaktir. Gidalarin
ufalanmas1 ve kimyasal parcalanmasinda, lokmanin 6zofagusa taginmasinda yardimcidir.
Kuru yiyecekler tiikiiriik yardimi ile sulandirilarak hem agiz mukozasinin 1slatilmasi ile
c¢igneme hem de yutma islemi kolaylastirilmis olmaktadir. Tiikiiriik yapisinda bulunan
pityalin veya a-amilaz, karbonhidrat sindiriminde 6nemli rol oynamaktadir. Insan
tikiiriigliniin amilolitik aktivitesi a-amilaza baglidir. Amilolitik aktivite karbonhidrattan
zengin diyet ile belirgin oranda artmaktadir. Dilin posterior kismindaki von-Ebner
bezlerinden salgilanan lipaz da trigliseritlerin par¢alanmasinda gorev almaktadir. Fazla
miktarda alinacak yagli diyet sonrasi pankreatik lipaz ile birlikte salgi miktarinda artis

goriilmektedir (31-33).

2.1.2.2. Lokmanin olusmasina etkisi

Agizda ¢ignenerek ufalmis besinler tiikiirtik musini yardimi ile yumusak kivaml
bir kitle sekline donligmektedirler. Tiikiiriik miisinleri diisiik erime, yiiksek viskozite ve
elastisite gibi 6zelliklere sahiptir. Agiz mukoza yiizeylerinde bol miktarda bulunmakta ve
dokularin su kaybini onleyici bir bariyer gérevi yapmaktadir. Miisinler sayesinde gidalar
sulandirihp kaygan hale geldiklerinden yutma islemi de kolaylasmis olmaktadir.
Tikiiriikteki musin, ufalanan parcalar1 birbirine yapistirarak yutulabilir hale getirmektedir.

Ag1z kurulugu olan kisilerde yutmanin zorlastig1 bilinmektedir (31-33).

2.1.2.3. Tat almadaki rolii

Tat alma hissi, beslenmenin ilk evresinde aktive olup yiyecegin temel besin
Ogelerinin ve zararli ya da toksik olabilecek karisimlarin tanimlanmasina izin vermektedir.
Tat, tiikiiriik formasyonu i¢in ana stimiilan faktordiir. Diger yandan, agiz i¢inde tiikiiriik

varligi, tat hissinin olusmasi i¢in zorunludur. Lingual papilladaki tat tomurcuklarinin



icindeki tat reseptor hiicrelerinin stimiile edilebilmeleri i¢in yemek pargalarinin bir
soliisyon i¢inde olmalar1 gerekmektedir. Ayrica, tat hassasiyeti tiikiiriik igerigi kadar agiz
i¢i stvilarla temas eden reseptdr hiicreler ile de ilgilidir. Ormegin tuzlu tat dilin arka
tarafinda bulunan uyum saglamis tat hiicrelerinin stimiile edilmemis tiikiiriik i¢indeki tuz
konsantrasyonunu tespit etmeleri ile olugsmaktadir. Tikiiriik hem yiyeceklerin eritilmesinde
hem de tat cisimciklerine taginmasinda gorev almaktadir. Ayrica dildeki tat cisimcikleri

tikiiriikle temizlenerek yeni uyaranlara hazir duruma getirilir (31-33).

2.1.2.4. Konusmaya yardimei etKisi

Tiikiirliglin - organizmanin su gereksiniminin saglanmasinda Onemli etkileri
mevcuttur. Agiz ve bogaz mukozasinin kurumasi susuzluk hissine neden olmakta ve su
icilmesini saglamaktadir. Saglikli organizmada bu durum gegerlidir. Bukkal ve faringeal
mukozanin yeterince 1slatilmasi koruyucu yoniiniin yaninda konusma agisindan da

gereklidir. (31-34).

2.1.2.5. Su regiilasyonunda rolii

Tiikiiriik organizmada termoregiilatdr rol oynamaktadir. Ter, poliiiri, hemoraji gibi
nedenler ile fazla su kaybedilmesi gibi organizmanin suya ihtiya¢ duydugu durumlarda
afferent sinirler uyarilmakta ve tiikiiriik miktar1 azalmaktadir. Bol su igmekle susuzluk hissi
giderilerek tiikiiriik salgis1 fazlalagmakta, suya gereksinme azalmaktadir. Korku, heyecan,
sicak ve kuru hava ve dehidratasyon agiz kurulugu yaparak su alma ihtiyacin

dogurmaktadir (4).
2.1.2.6. Oral flora ve disler iizerine etkisi
Tiikiirtik, agiz temizligi ve dis saghginda onemli rol oynamaktadir. Agiz

boslugunda optimum diizeyde tiikiiriik salgis1 olmalidir. Tikiiriik bakteriler {izerine

bakteriostatik ve bakterisidal etki gosterdiginden agiz kokusuna neden olan bakterilerin



tiremesini engellemektedir. Tikiirlik, disler arasindaki yemek kirmtilarinin erimesini ve
uzaklagsmasini kolaylastirarak agiz temizligine katki saglamaktadir. Tikiirik ve dis

curiikleri arasindaki iliski uzun yillardir bilinmektedir.

Tiikiirik salgilanma hizinin dis yiizeylerinin mekanik olarak temizlenmesindeki
pay1 biiytiktiir. Tiikiiriik yapisindaki glikoproteinler disin mine tabakasi iizerinde bir ag
olusturmaktadir. Ciiriik yapici mikroorganizmalar karbonhidratlar1 fermante ederek asit ve
dekstranlar1 ortaya cikarir, asitler mine tabakasinda demineralizasyona neden olarak dis
clrliginii baglatirlar. Dekstran, bakteriler icin besin kaynagidir. Agizda asidik pH
olugmasinda diyet, tamponlama kapasitesi, amonyak ve {lire miktarlari rol oynamaktadir.
Tiikiirtikle salgilanan bikarbonat tamponlama gorevi ile ¢iiriik olusumunu engellemektedir.
Tiikiiriikteki karbonik asit-bikarbonat sistemi ve fosfat ile proteinler tamponlama
gorevlerini saglamaktadir. Tikiiriikteki amonyak ve {irenin de c¢iiriikk olusumunda etkisi
oldugu bilinmektedir. Tikiriik kalsiyuamunun yiiksek diizeylerde bulunmasi dis ¢iiriiklerini
engellemektedir. Inorganik fosfat ise, ¢iiriik orani fazla olan bireylerde daha yiiksek
bulunmustur. Tiikiiriikte Ca/P oraninin diglerin remineralizasyonunda dolayisiyla ciirigiin

onlenmesinde 6nemli bir rol oynadigt ileri stirilmistiir (31,32,35).

2.1.2.7. Tikiirugiin Koruyucu Fonksiyonlar:

Fiziksel, kimyasal ve antibakteriyel 6zellikleri sayesinde tiikiirigiin agiz sagligi
tizerine koruyucu etkisi vardir. Fiziksel etkileri esas olarak tiikiiriik akis hiz1 ve sulu igerigi
ile iliskilidir. Tukiirtk, disleri ve oral mukozay1 yikayarak; temizleyici bir soliisyon, iyon
kaynagi, tampon ve bir bariyer olarak gorev yapmaktadir. Tikiirik dis ylizeyinde
bulundugunda tamponlama kapasitesiyle plak asitlerinin demineralizasyona sebep olmasina
engel olmaktadir. Ayrica, tiikiiriik viicudumuza yiyecek, icecek veya inhalasyon yoluyla
giren yabanci maddelerin karsilastigi ilk biyolojik ajandir (36). Yutkunmadan sonra bile

tiikiirtigiin gastrointestinal yol boyunca mukozayi koruyucu etkisi vardir (37).
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Tiikiirtik, yumusak doku tamirinde etkili olan bircok biyokimyasal sistem ve
antibakteriyel bilesik i¢cermektedir. Tiikiiriik proteinleri plazmanin yaklagik %3’t kadardir

ve ¢ogunun antibakteriyel 6zelligi vardir (26).

Tiikiirik yapisinda mikroorganizmalarin ¢ogalmasint engelleyen ve mukozayi
enfeksiyondan koruyan bir¢ok madde yer almaktadir. Bunlardan birisi, asiner hiicrelerden
salgilanan peroksidaz ve duktal sistemden salgilanan iyodittir. Tiikirtikteki diger
antibakteriyel protein, lizozimdir. Lizozim, bakteriyel hiicre membraninin polisakkaritlerini
hidrolize ederek etki gosterir. Bir¢ok mikroorganizmanin destrilkksiyonunda ve

inhibisyonunda onemli goreve sahiptir (33,38).

Diger bir savunma elemam tiikiirik immunoglobulinleridir. Bezlerin
stromasindaki bag dokusunda yer alan plazma hiicrelerinden salgilanan IgA mukozanin dis
yiizeylerini mikroorganizmalara karst korumaktadir. Tikirikte IgG ve IgM

immunoglobulinleri de goriilmektedir (33).

Tiikiirikte bulunan bir diger koruyucu ajan olan laktoferrin, demire bagli bir
protein olup antibakleriyel 6zellik gostermektedir. Parotis ve submandibuler bezlerin ser6z
hiicrelerinde immunofloresan yontemlerle lokalize edilebilmistir. Spesifik antikor
varliginda demirle satiire olmayan laktoferrin mikroorganizmalara inhibitor etki

gostermektedir (33,38).

Tiikiirtik proteinleri; sekretuvar antikorlar -ozellikle IgA-, lizozim, laktoferrin,
peroksidaz, prolinden zengin proteinler, histatin, musin gibi non-immunoglobulinlerden
olusmaktadir. Tiikiirlikte total protein konsantrasyonu degiskenlik gostermektedir. Parotis
bezinin protein konsantrasyonu submandibular beze gore daha yliksektir. Bu proteinler
ndtralizasyon, yiyeceklerin sindirimi ve oral floranin diizenlenmesi gibi tiikiiriigiin bir ¢ok

fonksiyonuna eslik etmektedirler (37,39).
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2.1.2.7.1. Laktoferrin

Laktoferrin inek, insan, kisrak, ke¢i, fare gibi birgok memeli tiiriiniin siitiinde
bulunan ve demir baglayan bir glikoproteindir. Laktoferrin ayn1 zamanda gdzyasi, tikiirik,
burun salgisi, polimorfoniikleer 16kositler, bronsiyal bezlerin epitel hiicreleri, seminal

vasikiiller, nétrofil graniilleri ve eklem sivisinda da bulunmaktadir (10,11).

Diger sivilarla karsilastirildiginda siitte daha yiliksek oranda laktoferrin
bulunmaktadir. Ancak laktoferrin diizeyi siit tiirleri arasinda da biiyiik farkliliklar
gostermektedir. insan, domuz ve fare gibi canlilarin siitiinde laktoferrin seviyesi yiiksek
olmasina karsin, inek ve diger gevis getiren hayvanlarin siitinde daha disiiktir (12,40).
Laktoferrin endiistriyel olarak yagsiz siitten veya peyniraltt suyu tozundan iiretilmektedir
(41). Inek ve insan siitiinden elde edilen laktoferrinler birbirlerine ¢ok benzemektedir. Her
iki siit tiirtindeki laktoferrinler, demiri baglama kapasiteleri ve aminoasit bilesimi agisindan
biiyiik bir farklilik géstermezler. Yapilan hayvan ¢alismalarinda biyoaktivitelerinin oldukg¢a

benzer oldugu saptanmistir (42).

Laktoferrin dogal bagisiklikta rol oynadig: gibi antibakteriyel, antifungal, antiviral,
antiprotozoal, antioksidan, antikanserojen, kemik sagligini iyilestirici, bagirsakta demir
absorpsiyonunu diizenleyici, antienflamatuar, immiinomodulasyon ve hiicre gelisiminin
kontrolii 6zelliklerine de sahiptir. Ayrica lipopolisakkarit ve glikozaminoglukan gibi bazi
biyoaktif bilesikleri baglama ve inhibe etme de dahil olmak iizere olduk¢a fazla ve cesitli

biyolojik aktivite gostermektedir (43-45).
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Sekil 1. Laktoferrinin biyoaktif ve fonksiyonel dzellikleri (46).

Laktoferrin gida katki maddesi olarak giivenli kabul edilmektedir. Insanlar
yiizyillardir siit ve peynir gibi iiriinleri tiikketerek laktoferrini (insan siitii i¢in yaklasik
2mg/ml, inek siitii i¢in yaklasik 0.lmg/ml) dogal yollardan almaktadirlar (47). Ayrica
AMES, kromozom anormalite ve mikronukleus testleri sonucunda peyniralt1 suyundan elde

edilen saf laktoferrinin herhangi bir mutasyona neden olmadigi belirlenmistir (48).

Dort-on ti¢ hafta siiresince tek doz seklinde ve maksimum 2 mg/kg/giin olacak
seklide farelere uygulanan oral doz toksisite testi sonucunda da herhangi bir olumsuzluga
rastlanmamustir (24). Insanlarda yapilan ¢alismalarda da 1 haftadan 1 yila kadar degisen
stirelerde 100mg/giin-3.6g/giin aralifinda degisen dozlarda uygulamalar yapilmis ve
herhangi bir yan etkiye rastlanmamistir. Hamile kadinlar {izerinde yapilan en yiiksek dozda
calismada 90 giin siiresince 200 mg/giin inek siitiinden elde edilmis laktoferrin kullanilmig
ve sonug olarak laktoferrinin giivenli oldugu kabul edilmistir. Inek siitii laktoferrininin gida
katkis1 olarak kullaniminin giivenli (GRAS) oldugu Amerika Birlesik Devletleri Gida ve
[lag Dairesi (United States Food and Drug Administration- FDA) tarafindan da kabul
edilmektedir (47).
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2.1.2.7.2. Lizozim

Lizozim, viriisler ve biitiin canli organizmalarin dokularindan, salgilarindan ve
hiicrelerinden saflastirilarak elde edilen hidrolitik bir enzimdir. Siitteki ¢Oziiniir lizozim
konsantrasyonu mevsim, hayvanin cinsi, meme sagligi, beslenme, dogum, laktasyon evresi
gibi ¢esitli degiskenlere bagli olarak ayni tiir i¢erisinde ve bir tiirden digerine biiyiik dlclide
degisiklik gostermektedir (49).

Lizozimin 3 temel fonksiyonu vardir.

1) Gram pozitif bakterilerde bakteriyal hiicre peptidoglikanlarin1  ve

polisakkaritleri par¢alayan direkt enzimatik etki,

2) Peptidoglikan muramildipeptide ayrilip ve immiin uyarisi yaratildiginda indirekt

bir enzimatik etki,

3) Pozitif yiiklii lizozim bakteriyel hiicre membranlarindaki negatif ytiklii gruplar

notralize etme etkisidir (50).

Ticari olarak kullanim alanina sahip olan tek antimikrobiyal enzim olan lizozim,
hiicre zarinin en 6nemli yapist olan peptidoglikan tabakadaki B-1,4 glikozidik baglari
hidrolize etmesi sebebiyle Ozellikle gram pozitif bakterilere karst ¢ok etkilidir. Hiicre
zarmin hidrolize olmasi, hiicre zarimin yapisal biitiinliigiiniin bozulmas1 ve dolayisiyla
bakteri hiicresinin zarar gormesine neden olmaktadir (51). Lizozim gram pozitif
bakterilerin yani sira termofilik spor olusturan bakterilere karsi da kullanilabilmektedir
(52).
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Lizozimin genel olarak Clostridium botulinum, Clostridium
thermosaccharolyticum, Clostridium tyrobutyricum, Bacillus stearothermophilus, Bacillus
cereus, Micrococcus lysodeikticus, Listeria monocytogenes gibi gram pozitif bakteriler
tizerinde etkili oldugu, ancak kalin peptidoglikan dis zara sahip gram negatif bakteriler
tizerinde etkili olmadig1 bilinmektedir (53). Yapilan ¢aligmalarda EDTA, aprotinin, organik
asitler gibi bilesikler ile birlikte veya karbonhidratlara bagli olarak kullanildiginda

lizozimin gram negatif bakteriler iizerinde de etkili olabildigi gézlemlenmistir (54).

Lizozim, siit ve yumurta gibi gidalarla uzun yillardir bolca tiiketildiginden
toksikolojik agidan tehlikesiz kabul edilmektedir. insan siitiindeki lizozim seviyeleri
0.03g/l- 3.0g/l arasinda degismektedir. Tavuk yumurtasindaki lizozim de insan siitiindeki
ile ayn1 enzimatik 6zellikler ve benzer aminoasit dizilimine sahiptir. Insan siitiinden elde
edilen lizozimden daha kolay ulasilabilir ve daha ucuz olmasi nedeniyle ¢alismalarda

genelde tavuk yumurtasindan elde edilen lizozim kullanilmaktadir (55).

2.2. Agiz Sagh@ ve antimikrobiyal ajanlar

Dis cilirigli, dis sert dokularinin yikimiyla karakterize bir hastaliktir.
Mikroorganizmalar, diyetle alinan karbonhidratlar ve dis yapis1 arasinda zamanla meydana

gelen etkilesimler gibi birgok nedene bagl olarak olusabilmektedir (13,14).

Agizda bulunan mikroorganizmalarin ¢ogu, biyofilm olarak adlandirilan yiizeye
yapisik mikroorganizma topluluklarina aittir. Mikroorganizma topluluklar1 bu yap1 ile
savunma mekanizmalarindan, kuruluktan, antimikrobiyal ajanlardan korunur ve bu ortamda
besin maddelerinin yogunlugu artar. Giiniimiizde periodontal hastaliklarin ve dis ¢iiriigiiniin

as1l sebebi mikrobiyal dental plak olarak kabul edilmektedir (56).

Diyet seklinin degistirilmesi, yerel veya sistemik fluorid ve kazein fosfopeptit

uygulamalari, dental plagin mikroorganizma bileseninin kimyasal ajanlar kullanilarak
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elimine edilmesi gibi yontemlerle ¢liriik prevalanst ve diseti hastaliklarinin azaltilabildigi

belirtilmektedir (13,14).

Ozellikle son yillarda plak eliminasyonunda yaygin olarak kullanilan fluorid ve
klorheksidine alternatif olabilecek materyaller iizerine yapilan aragtirmalar yogunluk
kazanmistir. Remineralizasyon ajanlar1 iizerine yapilan son ¢alismalar kazein fosfopeptit-
amorfoz kalsiyum fosfat, sodyum kalsiyumfosfosilikat (biyoaktif cam), ksilitol, nano
hidroksiapatit gibi ajanlar ile birlikte antimikrobiyal etkisi kanitlanmus tiikiiriik proteinlerini

on plana ¢ikarmaktadir (15-17).

Konu ile ilgili yapilmis giincel ¢alismalardan biri, 2012 yilinda tamamlanmig
'Lizozim ve Laktoferrin Igeren Yeni Formiilasyonlarm Gelistirilmesi ve Mutans
Streptokoklar1 ile Laktobasiller Uzerindeki Antibakteriyel Etkilerinin in vitro Kosullarda
Degerlendirilmesi' konulu doktora tezidir. Calisma sonucunda tavuk yumurtasindan elde
edilen lizozim, insan siitiinden elde edilen laktoferrin ve tasiyici sistem olarak poloxamer
ve/lveya fosfolipid DOTAP (1,2-dioleoyl-3-trimethylammonium-propane) kullanilan
formiilasyonlarin S. sobrinus, S. mutans ve L. acidophilus suslarina kars1 farkli oranlarda
antibakteriyel etki gosterdigi belirtilmistir. Bununla birlikte, formiilasyonlarin uzun dénem

kullaniminin biyolojik uyumluluk agisindan degerlendirilmesi gerektigi bildirilmistir (18).

2.2.1. Antimikrobiyal ajanlar

2.2.1.1. Fluorid

Fluorid, hem ekonomik hem de etkili bir antimikrobiyal ajan olmasi nedeniyle elli
yildan uzun bir siiredir dis ¢lirigiiniin 6nlenmesinde yaygin olarak kullanilmaktadir (57).
Tikiirik ve plakta konsantre olmus fluorid minenin demineralizasyonunu 6nlemektedir.
Demineralize mine tarafindan kalsiyum ve fosfatla birlikte alinan fluorid mine kristal

yapisinin bakteriyel asit Uretimine karst daha direngli olmasimi saglamaktadir (58).
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Fluoridin bakteriyel metabolizmay1 inhibe ederek asit liretimini ve bakteriyel polisakkarid

yapimini engelledigi gosterilmistir (59).

Fluoridler yiliksek konsantrasyonda patojen plak bakterileri iizerinde bakterisid etki
meydana getirirler. Ozellikle yerel fluorid uygulamalarinin bu bakteriler iizerindeki spesifik

etkileri digeti sagligin1 da olumlu etkilemektedir (60).

Mikrobiyal dental plak olusumunda hidroksiapatit kristallerinin yiizeyine
proteinlerin yapismasinin etkili oldugu goriisii giderek agirlik kazanmaktadir. Yiizeyde
bulunan pozitif yiikli kalsiyumlar ve negatif yiiklii fosfat gruplar proteinlerle etkileserek
onlar tutarlar. Proteinlerin karboksilik gruplar1 kalsiyumla, amino gruplar ise fosfatlarla
elektrostatik baglar yaparak hidrokstapatite yapisirlar. Fluorid bu baglanmayi kalsiyuma
olan affinitesi nedeni ile engeller. Fluorid, bunun disinda dis yiizeyinin nemliligini etkiler
ve serbest ylizey enerjisini azaltir. Nemlenen yilizeye plak tabakalarinin yapigmasi da

zorlasmaktadir (61,62).

Fluorid; streptokok, ¢omak ve Neisseria suslarinda peptidoglikan olusumunu
azaltarak hiicre igerisinde bu makromolekiil miktarinin azalmasina neden olmaktadir. Bu
durum basil ve Neisseria gibi aktif otolitik sisteme sahip olan bakterilerde hiicre yikimina

neden olmaktadir (63).

Agiz bakterileri, diyet karbonhidrati fazla oldugunda intraselliiler (IPS) ve
ekstraselliiler polisakkarid (EPS) sentezi yaparlar. IPS, glikojene benzer yapida olup,
bakteriler tarafindan dis kaynakli enerji kaynagi olmadig1 zaman kullanilmaktadir. Fluorid,

IPS yapimu iizerine etkiyi glukoz-6-P olusumunu engelleyerek saglamaktadir (64).

Ulukapi ve ark. (1994), APF jelinin yerel uygulamasindan sonra tiikiiriikk ve plak
mikroorganizma koloni sayilarinda belirgin bir farklilik goriilmemesine karsilik plak
indekslerindeki diislisiin  nedeninin mine yiizey enerjisindeki degisim oldugunu

belirtmislerdir (65).
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Fluorid, cesitli fluorid tuzlar1 ve bakir, kalay, aluminyum, titanyum gibi
katyonlarla beraber kullanildig1 zaman antimikrobiyal etkisinde artis gézlenmektedir. Metal
iyonlari i¢eren katyonik fluorid bilesikleri kisa donemde plak olusumunu azaltabilmektedir.

Bu etki fluoridden ¢ok katyona baglidir (66).

Optimal dozlarda uzun siireli fluorid alimi, viicutta sistemik herhangi bir zarara yol
agmazken, tek seferde ve yiiksek dozda fluorid alimu ile 'akut fluorid toksisitesi' ve optimal
dozdan biraz daha yiiksek fakat uzun siire boyunca fluorid alinmasi ile de, 'kronik fluorid

toksisitesi' tablolar1 ortaya ¢ikmaktadir (67).

Akut fluorid toksisitesi nadir rastlanan ve Kkarmn agrisi, kusma, diyare,
hipersalivasyon, hipokalsemi, pupiller dilatasyon, kas spazmlar1 ve konviilsiyonlarla
karakterize agir bir tablodur. Solunum felci, ventrikiiler fibrilasyon ve kardiyak areste yol
acarak, genellikle 6liime sebebiyet verebilmektedir. Tedavisi, Ca, Mg veya Al tuzlarinin
uygulanmasi ve gastrik lavaj seklindedir. Kronik fluorid toksisitesi ise fluoridin optimum
giinlik dozun iizerinde, degisik dozlarda uzun siire alinmasi ile ortaya c¢ikmaktadir.
Fluoridin esas kronik toksik etkileri; dental fluorozis ve iskeletsel fluorozis seklinde

gozlenmektedir (68).

Varner (1998), siganlar iizerinde yaptigi ¢alismada, kronik olarak 1 ppm fluorid
iceren su tilketen hayvanlarda nikotinik asit reseptorlerinde ve lipid igeriginde azalma,
antioksidan savunma sisteminde zayiflama, hipokampus ve purkinje hiicrelerinde hasar,
aliminyum emiliminde artis, beta amiloid plak sekillenmesi (Alzheimer hastaliginin temel
beyin bulgusu), iyot eksikligi ile tetiklenen lezyonlar, pineal glandda fluorid birikimi

belirlemistir (69).
Endemik bir fluorozis bdlgesinde, abortus sonucu incelenen 5-8 aylik on bes fetus,

endemik olmayan bolgeler ile kiyaslandiginda, farklilasmamis noroblast sayisinda artig

gozlendigi, ortalama noron hacmi ve mitokondri yogunlugunda azalma oldugu

18



saptanmistir. Sonuglar, kronik fluorozisin intrauterin fetal donemde, fetusun beyin gelisimi

tizerine zararl etkileri olabilecegini gostermektedir (70).

Olgar ve ark. (2008), cocuklarda siiregelen fluorozisin kalp {izerine etkilerini
inceledikleri ¢aligmada, Tiirkiye'de endemik fluorozis bolgelerinden biri olan Isparta'da,
dislerinde fluorozis belirlenen 35 ¢ocukta, agir fluorozisli grupta daha belirgin olmak iizere,
hipokalsemi, hipernatremi, diisiik T, diizeyi, elektrokardiyografide uzamis QT degerleri

belirlenmistir (71).
2.2.1.2. Esansiyel yag gargaralari

Fenoller ve esansiyel yaglar, gargaralar ve pastillerde uzun yillardir
kullanilmaktadir. Yapilan kisa ve uzun siireli ¢aligmalarda, klorheksidin kadar olmasa da
antiplak ajan olarak yiiksek etkinlik gosterdikleri saptanmistir. Bakteriyel enzimleri inhibe
ederek, hiicre membran lipitlerine baglanarak ve transmembran transportta degisiklik
yaparak fonksiyon gosterirler. Prostoglandin ve I6kotrien olusumunu Onleyerek
antienflamatuvar etki gosterirler. Kisa donem calismalar plak ve gingivitisi %35 oraninda,
uzun donem ¢aligmalar ise plagi %13.8-56.3 arasinda, gingivitisi ise %14-35.9 arasinda

azalttigin1 gostermistir. Yan etkileri, yanma hissi, aci tat ve dislerde renklesmedir (72).

Esensiyel yaglar gram-pozitif ve gram-negatif bakteriler ile mayalar etkileyecek
sekilde genis bir antimikrobiyal spektruma sahiptirler. Esensiyal yaglar gram potizif
bakteriler tizerinde bakteriostatik etki gosterir, gram negatif patojenlerden gelen
endotoksinleri ise ortamdan uzaklastirir. Esensiyel yaglarin bakteriyel mekanizmasi, hiicre

duvarinda yirtilmalara ve enzimatik aktivitede diisiislere sebep olmaktadir (73).

Oyanagi ve ark. (2012), piyasada bulunan agiz gargalarinin karyojenik bakteriler

ve biyofilm {izerindeki etkilerini ve devaminda ciiriik inhibisyon potansiyellerini
karsilastirmislardir. Klorheksidin glukonat (%0.0005), benzethonium klorid (%0.01), bir
esansiyel yag (Listerin®) ve povidon-iyodin (PVP-1) (%0.035) gargalar: karyojenik bakteri,
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biyofilmler ve ex-vivo ciiriik modelleri {izerinde test edilmistir. Karyojenik bakteri ve
biyofilm i¢ine gdmiilii bakteriler iizerine oldukca etkili olan Listerin® ve PVP-1 ile tedavi
sonras1 neredeyse hi¢ bakteriyal kolonizasyon izlenmemistir. Bu ¢alisma, yerinde ve dogru
kullanildiginda Listerin”'in ¢iirik ve ikincil ¢iiriiklerin énlenmesinde kullanislt oldugunu

ispatlamistir (74).

Park ve ark. (2014), klorheksidin ve esansiyel yag iceren (Listerin®) agiz
gargaralarimin kok hiicre Kkiiltiirleri tizerinde sitotoksik etkilerini incelemisler, her iki
antimikrobiyal ajanin da 30 sn'den itibaren hiicrelerin canlilik oranlarini diisiirdiiklerini

bildirmislerdir (75).
2.2.1.3. Triklosan

Triklosan (2,2,4’trihidrokloro-2’-kidroksidifenileter), sentetik, iyonize olmayan,
genis spektrumlu, 40 yildan uzun siiredir kullanimda olan, bakterilerin sitoplazmik
membranlar1 lizerine etki eden bir antimikrobiyal ajandir. Ancak; suda ¢oziiniirliigiiniin
diisiik olmasi ve agiz boslugunda retansiyonunun zayif olmasi gibi dezavantajlari, dis
ciiriklerinin tedavisi ile onlenmesinde etkinligini ve uygulanmasini sinirlamaktadir. Bu
sebeple; triklosanin dis ve agiz yumusak dokularmin ylizeyinde tutunabilmesi icin
kopolimerler kullanilmigtir. Plak ve tiikiiriikte en yiiksek triklosan salinimi, kopolimer
eklenmis triklosan igeren dis macunlari ile Ol¢lilmiistiir. Triklosanin en biiyiik avantaji,
klorheksidin gibi diger kimyasal ajanlarin aksine dis ylizeylerinde igsel renklesme, tat
almada bozukluk ya da yanak epitelinde deskuamasyon gibi yan etkiler ortaya

cikartmamasidir (76).

Triklosan, saglik triinleri i¢inde ilk olarak mikrobiyal dental plak birikimini
azaltmak i¢in dental {iriinlerin i¢inde ve cerrahi alan boyamasinda kullanilmistir. Triklosan
bugiin el sabunlari, cerrahi alan temizligi, dus jeli, deodorant, saglik bakim personeli el
temizligi, el losyonu, el kremleri, dis macunlar1 i¢inde bulunmaktadir. FDA trikolsanin

insan sagligi iizerinde bilinen zararli bir etkisi olmadig1 seklinde goris bildirmistir (77,78).
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Triklosan bakterinin sitoplazmik membran, RNA, lipid ve protein sentezini
engelleyerek etki eder. Viicuttan uzaklastirilmasi ise idrar ve gayta ile konjuge edilerek
olur. Triklosan kullanimi sonrasi yapilan akut toksisite ¢alismalarinda LD50 degerleri
2000-5000mg/kg olarak saptanmis ve toksik olmadigir sonucuna varilmistir. Subkronik
toksisite serilerinde giivenlik araliginda kalarak goreceli toksik olmayan grupta yer almistir.

Kronik toksisite ¢calismalarinda ise kanser ile sonuglanan bir ¢alisma bildirilmemistir (77).

Barbolt (2002), tarafindan yapilan bir ¢alismada sutur materyalini kaplamakta
kullanilan triklosanin toksik, iritan, sitotoksik ya da pirojen olmadig1 ve viicutta birikim
oranlarinin da gida sektoriinde kullanilan herhangi bir antimikrobiyal maddeden fazla

olmadig1 belirtilmektedir (79).

2.2.1.4. Povidon Iyodin

Povidon-iyodin (PVP-I) en giiglii ve en genis kullanim alanina sahip antiseptiktir.
Cok hizli bakterisidal etkiye sahiptir. Tipta, deri dezenfektani ve yaralarin iyilesmesinde
siklikla  kullanilmaktadir. Agiz i¢i topikal uygulamalarda %10'luk soliisyonu
kullanilmaktadir ve in vitro olarak periodontal patojenler iizerine etkili oldugu
gosterilmigtir. PVP-I ayn1 zamanda bakteriyel direng gelisimine de izin vermez; diisiik
sistemik toksisiteye ve diisiik maliyete sahiptir. PVP-I kronik periodontitisin tedavisinde

umut verici sonuglart ile yardimer olarak kullanilmaktadir.

Hoang ve ark. (2003), her bir yarim g¢enede en az bir adet >6mm derinliginde
periodontal cep olan 60 yetiskin hasta lizerinde yaptiklar1 ¢alismada kiiretaj ve kok yiizeyi
diizlestirme islemlerine ek olarak %10'luk PVP-I ve kontrol grubunda steril salin soliisyonu
kullanmislar, molar supgingival PVP-1 irigasyonunun geleneksel mekanik terapilere oranla

patojen sayisinda ¢ok daha yiiksek oranda azalma sagladigini ispatlamislardir (80).

Cep irrigasyonunda %0.005'lik povidon iyodinin, %0.2'lik klorheksidine gore daha
uzun siire antimikrobiyal etki gosterdigi rapor edilmistir (81). PVP-I'nin yiiksek
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antimikrobiyal etki gdstermesine karsin, ¢iiriik onleyici etkileri lizerinde ortak bir karar
olmayis1 ve deri iritasyonu ve ciddi alerjik reaksiyonlara yol acabildigi gibi nedenler ile

kullanimina sinirlama getirilmistir (82).

2.2.1.5. Kitosan

Kitosan; yengeg, karides, 1stakoz gibi eklembacaklilarin kabuklarinda, baz1 bakteri
ve mantarlarin hiicre duvarlarinda bulunan ve dogada seliilozdan sonra en yaygin olarak
bulunan polimer olan kitinin ($-(1-4)-poli-N-asetil-D-glukozamin) alkali deasetilasyonu ile
elde edilen bir polimerdir (83).

Ikinci ve ark. (2002), kitosanin klorheksidin (%0.1 ve %0.2'lik) igeren/igermeyen
jel ve film formulasyonlarin1 hazirlayarak biyoadeziv 6zelliklerini ve periodontal patojen
Porphyromonas gingivalis’e karsi antimikrobiyal etkilerini incelemislerdir. Hem
biyoadeziv 6zelligi hem de antimikrobiyal etkisi nedeniyle kitosan igeren formiillerin
periodontal hastaliklarin lokal tedavisinde gelecek vaadeden sistemler oldugu, klorheksidin
varligindan  bagimsiz olarak bakteriler ilizerine etkili bulundugu ve klorheksidinin

antimikrobiyal etkisini azaltmadigi gosterilmistir (84).

Senel ve ark. (2000), kitosanin klorheksidin iceren/igermeyen jel ve film
formulasyonlarint hazirlayarak Candida albicans’a karsi antifungal aktivitesini ve
klorheksidinin in vitro salinimini incelemislerdir. En yiiksek antifungal aktivitenin % 0.1
klorheksidin glukonat iceren % 2 konsantrasyona sahip kitosan jel ile elde edildigi
bildirilmigtir. In vitro salinim ¢alismalar1 klorheksidin glukonatin film formiilasyonundan

daha yavas ve daha uzun siire salindigin1 gostermistir (85).

Ata¢ ve ark. (2005), klorheksidin iceren ve icermeyen kitosan film
formiilasyonlar1 gelistirmis, yalnizca kitosan i¢eren film ve klorheksidin ile birlikte kitosan
iceren filmi antimikrobiyal o6zellikleri agisindan karsilastirmiglardir. Kitosan film

formulasyonlarinin antimikrobiyal ajanlar i¢in 1yi bir tastyic1 olmasinin yani sira tek basina
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da cerrahi operasyonlar sonrasi agiz yaralarinin iyilesmesinde kullanilabilecegi sonucuna

vartlmistir (86).

Yapilan ¢alismalarda farkli hiicre kiiltiirleri iizerinde kitosanin doza ve maruz
kalma siiresine bagli olarak artan seviyelerde sitotoksik etki gosterdigi bildirilmistir
(87,88).

2.2.1.6. Klorheksidin

Katyonik, bis-biguanide biyosit olup, birgok mikroorganizmaya karsi etkilidir.
Diisiik toksisitesiye ve genis spektrumlu antibakteriyel aktiviteye sahiptir (89).

Cl—@—m (HCN)2H(CH2)6N(HFN)2|—F©—CI
NH NH

Sekil 2. Klorheksidinin yapisal formiilii (1-1 Hexamethylenebis [5-(4-chlorophenyl) biguanide])

Klorheksidin, 50 yili askin siiredir bilinen ve iizerinde en c¢ok c¢alisilan
antimikrobiktir. %0.2'lik konsantrasyonu en c¢ok incelenmis, en etkili antiplak ve
antigingivit ajandir. Agiz gargaralarinda genellikle %0.12'lik  konsantrasyonu
kullanilmaktadir. Sivi formunda mikroorganizmalar1 yaklasik 30 sn ve daha kisa siirede
Oldiirtirken, jel formunda bu siire 22 sn (%2'lik jel) ile 2 sa (%0.2'lik jel) arasinda
degismektedir (90,91).
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2.2.1.6.1. Klorheksidinin antimikrobiyal etkisi

Bu katyonik bilesik, gram pozitif bakterilerin negatif yiiklii ylizeylerine baglanarak
hiicre membranini pargalayarak etki etmektedir. Pelikila baglanarak uzun siire yavas yavas
salinmasi etkisini artirmaktadir. Klorheksidin giiglii bir baziktir ve en stabil hali tuz
formunda, 5-8 arasinda degisen pH seviyelerindedir. Klorheksidinin antimikrobiyal
etkinligi pH'ya baghdir, viicut yiizeyi ve doku pH's1 klorheksidinin optimum pH araligi olan
55 ile 7.0 arasinda degismektedir (89). Bir katyonik bisguanidin olan klorheksidin
bakterilerin hiicre duvarini1 yikar ve sitoplazmada presipitasyona yol agar. Antimikrobiyal

spektrumu genistir.

Gram pozitif bakteriler: Klorheksidin, bu siniftaki ¢cogu bakterilere kars: etkilidir.
Etki gosterdigi ortalama Minimum inhibitér konsantrasyon (MIK) degeri 1-10 pg/ml
arasindadir. Tipik MIK degerleri:

Tablo 3. Gram pozitif bakteriler iizerine etkili klorheksidin MiK degerleri

Mikroorganizma MIK (pg/ml)
Bacillus spp. 1.0-3
Clostridium spp. 1.8-70
Corynebacterium spp. 5.0-10
Staphylococcus spp. 0.5-6
Streptococcus spp. 0.1-7
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Gram negatif bakteriler: Klorheksidin, gram (+) bakterilere nazaran gram (-)
bakterilere kars1 daha az aktiftir. Yaklasik MIK degeri 1-15 pg/ml degerleri arasindadir.
Fakat Psecudomonas grubu 6zellikle de Pseudomonas aeruginosa daha direnglidir. Tipik

MIK degerleri asagida verilmistir:

Tablo 4. Gram negatif bakteriler iizerine etkili klorheksidin MiK degerleri

Mikroorganizma MIK (pg/ml)
Escherichia coli 2.5-7.5
Klebsiella spp. 1.5-12.5
Proteus spp. 3-100
Pseudomonas spp. 3-60
Serratia marcescens 3-75
Salmonella spp. 1.6-15

Mantarlar: Klorheksidin tuzlart kiife ve mantara karsi yavas etkilidirler. Bazi

mantarlar icin MIK degerleri asagida verilmistir:
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Tablo 5. Mantarlar iizerine etkili klorheksidin MIK degerleri

Mikroorganizma MIK (pg/ml)
Aspergillus spp. 75-500
Candida albicans 7-15
Microsporum spp. 12-18
Penicillium spp. 150-200
Saccharomyces spp. 50-125
Trichophyton spp. 2.5-14

Sporlar: Normal oda sicakliginda klorheksidin tuzlart bakteri sporlarina karsi
etkisizdirler. 98-100°C sicaklikta mezofilik sporlara kars1 hafif aktivitesi vardir (92).

2.2.1.6.2. Piyasada bulunan klorheksidin preparatlar:

e Agiz gargaralari: %0.2 ve %0.12 olmak {iizere iki farkli konsantrasyonda, alkol iceren

ve icermeyen gargara formlar1 olarak bulunmaktadir.

o Jel: %1’lik formu bulunmaktadir. Ancak son zamanlarda %0.2 ve %.0.12’lik

konsantrasyonlari da piyasada mevcuttur.

e Spreyler: %0.1 ve %0.2 olmak tizere iki farkli konsantrasyonu mevcuttur.

e Dis macunlari: Fluorid igeren ve igcermeyen %]1°lik konsantrasyonda klorhekdisinli dig
macunlar1 piyasada mevcuttur. Bu dis macunlarinin, plak olusumunun 6nlenmesi ve 6 ay

siiresince gingivitisin kontrol altina alinmasinda etkili oldugu saptanmastir.
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e Verniler: Cogunlukla kok ciiriiklerinin onlenmesinde ve dis ¢iliriigli agisindan yiiksek

risk grubunda bulunan ¢ocuklarda fluorid uygulamalari ile birlikte uygulanmaktadir.

e Yavas salinim aygitlari: Kiiretaj ve kok yiizeyi temizligine destek olmak amaciyla digeti

cebine yerlestirilmek iizere tiretilmis klorheksidin apareyleridir (93).

2.2.1.6.3. Klorheksidinin Giivenilirligi

Klorheksidinin en 6nemli yan etkileri, dislerde ve restorasyonlarda renklenmeye
ve tat alma duyusunda degisikliklere yol agmasidir (94). Klorheksidinin, boyama etkisinin
pelikil proteinlerinin denaturasyonuyla metalik siilfitlerin olugsmasina bagli oldugunu
savunan aragtirmacilar vardir (95). Bunun yani sira ¢gogu arastirmaciya gore renklenmenin
asil nedeni diyetle alinan kromojenlerle absorbe edilmis klorheksidin arasindaki
reaksiyondur. In-vitro ortamda pelikil yoklugunda kloheksidin ve diyet kromojenleri ile
renklenmenin olusturulmasi bu diisiincelerini desteklemektedir. Klorheksidinin tek basina
kullanim1 sonrasi renklenme goriilmezken, klorheksidinin ¢ay ile beraber kullanimi sonrasi

en fazla renklenme saptanmistir (96).

Hayvan deneylerinde saptanan, gastrointestinal bélgeden ¢ok az ya da hig absorbe
olmamasi 6zelligiyle akut oral toksisitesi ¢ok diisiiktiir. Klorheksidinin, insanlarda bir hafta
boyunca oral yolla giinde 2 gr alinmasi belirgin semptomlara neden olmasa da, oral yolla
alinan ilaglarin formiilasyonlarina genel olarak katilan bir madde degildir. Klorheksidinin
oral yolla alimindan sonra birtakim semptomlarin goriilebilecegini bildirmislerdir (97).
Benzer sekilde klorheksidin ve tuzlariin perkiitanoz olarak uygulanmasiyla, klorheksidinin
absorbe edildigi ancak emilen miktarin sistemik etki yaratacak kadar biiyiik olmadigi
bildirilmistir. Klorheksidinin topikal uygulamalarindan sonra anaflaktik soku da igerecek
sekilde hipersensitif reaksiyonlar goriilebilecegi bildirilmistir. Bu reaksiyonlar genis
kullanim alani bulan bu iirlin i¢in ¢ok kii¢iik miktarda kalmaktadir. Klorheksidinin orta
kulaga direkt olarak yiliklenmesi ototoksisiteye neden olur. Klorheksidinin beyin ya da

meninkslere direkt uygulanmasi ¢ok sakincali olabilmektedir (98).
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Giannelli ve ark. (2007), osteoblastik, endotelyal ve fibroblastik hiicre dizilerini
farkl1 konsantrasyonlarda ve farkli siireler boyunca klorheksidine maruz birakmis ve
klorheksidinin sitotoksisitesinin yiiksek seviyede oldugunu ve kullanimi konusunda dikkatli

olunmasi gerektigini bildirmislerdir (99).

Flemingson ve ark. (2008), ti¢ farkli gargaranin (Klorheksidin, Listerin, Povidon
iyodin) insan diseti fibroblast hiicreleri tizerindeki etkilerini in vitro olarak incelemis, her
lic gargaranin da fibroblast hiicrelerinin ¢ogalmasini doza bagli olarak farkli seviyelerde

baskiladigini gézlemlemislerdir (100).

Ghabanchi ve ark. (2012), yaptiklar1 in vitro ¢alismada Klorheksidin, Persica
(misvak, civanper¢cemi ve nane igeren Salvadora persica Oziitiinden elde edilen) , Irsha
(alkolsiliz ag1z gargarasi) gargaralarinin epitel hiicreleri {izerine etkilerini incelemisler, her
lic gargaranin da doza bagl sitotoksisite gosterdigini, i¢lerinden en etkili olanin Irsha

oldugunu ve gargaralarin klinik kullaniminin kisitlanmasi gerektigini belirtmislerdir (101).

Lee ve ark. (2010), insan osteoblast hiicrelerinden olusmus kiiltiir iizerinde
yaptiklar ¢aligmada klorheksidinin hiicre biiylimesi, hiicre cogalmasi ve kollajen sentezini

doza bagli olarak baskiladigini bildirmislerdir (102).

2.3. Tla¢ Tasiyic1 Sistemler

llag tasiyict sistemler 'bir bilesenin bir baska kimyasal ile, bir ilag uygulama
cithaziyla veya ila¢ uygulama zaman ile salim hizini, dokulara salimi1 veya her ikisini de
kontrol eden sistemler' olarak tanimlanmaktadirlar. Geleneksel iirlinlerin veya yeni
molekiillerin giivenlik ve etkinligini artirmak i¢in, yan ve istenmeyen etkileri azaltip,
biyoyararlanim ve terapotik indeksi artirarak, daha iyi bir hasta uyumu elde etmek, ilag
tasiyici sistemler iizerinde ¢alismalar yapilmasiin en énemli nedenlerindendir. Giinlimiize
kadar pek c¢ok ilag tasiyici sistem gelistirilmistir. Lipozomlar, niozomlar, sfingozomlar,

miseller, mikrokapsiiller, mikrokiireler, nanopartikiiller, kati-lipit nanopartikiiller,
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mikrosiingerler iizerlerinde en fazla ¢aligma yapilan ila¢ tasiyict sistemler arasinda yer
almaktadir. Bu yaklasimlar, mikro/nanopartikiiler (hareketli tasiyicilar) ve viicudun belirli

bolgelerine yerlestiren polimerik sistemler (statik sistemler) olarak siniflandirilmaktadir
(103).

Ilaglarn in vivo davranislar, tasiyici sistemlerle birlestirmek siiretiyle
degistirebilmektedir. ilaglarin tasiyic1 sistemlerdeki enkapsiilasyonu ile dokudaki dagilimi,
metabolizmasi, kinetik parametreleri kismen veya tamamen degisebilmektedir. Ilac tasiyic
sistemlerin uygulanmasinda tasiyicilarin, ilgili hiicre ve organ sistemleri ile iliskisinin
detayl1 bir sekilde bilinmesi gerekmektedir. Tlag tastyic sistemler, partikiil biiyiikliiklerine
gore degisik doku veya organlara hedeflendirilmektedirler. Bu sayede yan etki ve

istenmeyen reaksiyonlarin azaltilmasi bu sistemlerin en biiyiik avantajidir (103).

2.3.1. Oral Bolgeye Uygulanan ilag¢ Sistemleri

Oral bolgeye uygulanan ilaglar adeziv olanlar ve olmayanlar olmak tizere iki gruba

ayrilmaktadir.

2.3.1.1. Adeziv olmayan sistemler

Adeziv olmayan sistemlerde ilag¢ agiz boslugu igerisinde serbest olarak

bulunmakta, sistemden salinan ilag ag1z mukozasi ile temas etmektedir (104).
A. Hizh ¢oziinen dozaj sekilleri: En basit yontemdir. Agizda kalis siirelerinin ¢ok
az olmas1 ve biyoyararlanim farkinin hem birey i¢i hem de bireylerarasi ¢ok yiiksek olmasi

etkinligi azaltan bir nedendir (104).

B. Sakizlar: Temel absorbsiyon bolgesi dilalti mukozasidir. Formiilasyonunda

temel madde selilloz ve akrilik tiirevi polimerlerdir. Piyasada nikotin igeren sakizlar
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mevcuttur. Salimi, ¢igneme hizi ve siddeti ile kontrol edilir. Yapilan aragtirmalar nikotin

iceren sakizlarin sigaray1 birakmada etkili oldugunu gostermistir (105).

C. Pastiller: Emilerek kullanilan ve etken maddenin agiz i¢inde ya da farinkste

tutulmasini 6ngoren bir sistemdir (104).

D. Mikroporoz bos fiberler: Agiz icine uzun siireli ilag salimi saglamak i¢in
gbzenekli polimer yapi igine ilaglarin hapsedilmesi ile hazirlanan sistemlerdir. Periodontal
hastaliklarin tedavisinde antibiyotik uygulanmasi i¢in periodontal cep icine yerlestirilmek

tizere hazirlanmis sistemler mevcuttur (104).

E. Cozeltiler: Agizdaki gesitli rahatsizliklar i¢in pek ¢ok antibakteriyel madde
gargara olarak denenmistir. Bu amagla en ¢ok %0.2 konsantrasyonunda klorheksidin
diglukonat kullanilmis ve pek c¢ok arastirma yapilmistir. Tetrasiklin ¢ozeltisi ile yapilan
periodontal cep irrigasyonuyla elde edilen etki siiresi, sistemik uygulama ile beklenenden
daha uzun bulunmustur. Bu yikama sikligi, ilacin hemen antibakteriyel etki gostermesi
veya dis ve yumusak dokulara baglanarak zamanla aktif forma geg¢mesi ile aciklanmistir
(106).

2.3.1.2. Adeziv sistemler

llacin daha uzun siire agiz icerisinde tutularak uzun siireli etki elde etmeye
yonelik ¢alismalarin artmasiyla adeziv sistemler bulunmus ve arastirmalar yaygimlagmistir.
Ilag tasiyici sistemin sabitlenmesi ve kontrollii salimin saglanmasi adeziv sistemin en

onemli konularidir (5).

Adezyon iki farkli yiizeyin ara ylizey kuvvetleriyle bir arada tutulmasidir. Bu iki
yiizeyden biri biyolojik bir yapiysa olusan adezyon, biyoadezyon olarak tanimlanmaktadir.
Biyoadeziv madde ise biyolojik yiizeyle uygun siire boyunca adezyon yapabilen maddedir.

Adeziv tabletlerde, biyoadezyon sentetik ya da dogal makromolekiiliin istenen siire
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boyunca biyolojik dokuya tutunmasini saglar. Tutunan doku mukoza ise biyoadeziv sistem

mukus tabakasiyla temas eder. Bu sistem mukoadeziv sistem olarak tanimlanmaktadir (5).

Kontrollii salinim yapabilen bir ilag sistemi olusturulurken en ¢ok hidrofilik ve
termoplastik polimerler ve hidrojeller kullanilmaktadir. Hidrofilik polimerler suda
¢oziinebilen polimerlerdir ve su ile temasla su emerek sisme ve bozulma gosterirler.
Metilseliiloz, hidroksietil seliilloz ve kitosan ornek olarak verilebilir. Hidrojeller de su
emme yetenegine sahiptir. Capraz bagli polimer eklendiginde ise su emme kapasitesi
sinirlanmaktadir. Poliakrilik asit, bu asitin kopolimerleri ve sodyum aljinat hidrojellere
ornektir. Termoplastik polimerler bozunmayan dogal polistiren ve yar1 kristal
biyobozunumlu polimerleri igerirler. Polivinil alkol, poliamidler, polikarbonatlar,
polimetakrilik asitler sentetik polimerlere 6rnektir. Biyouyumlu polimerlere 6rnek olarak
seliiloz tabanli polimerler, polivinil asetat gosterilebilir. Biyobozunumlu polimere 6rnek
olarak ise polilaktikler, polikaprolaktonlar, polianhidratlardir. Biitliin bu polimerler arasinda
en ¢ok kullanilan adeziv polimerler karbomerler, sodyum karboksimetilseliiloz, sodyum
aljinat, maleik anhidrit kopolimerleri, hidroksimetilseliiloz, sodyum aljinat, maleik anhidrit
kopolimerleri, hidroksipropil metil selilloz, hidroksipropil seliilloz, metilseliiloz,

polietilenoksit, polivinil alkol, nisasta, kitosan ve dietilaminoetil dekstrandir (107,108).

Agiz boslugunda bukkal sulkusa uygulanacak adeziv ila¢ sistemi, yanak
hareketlerini kisitlamamak igin yeterince esnek olmalidir. Istenen siire boyunca mukozaya
tutunmay1 saglamali ancak mukozaya zarar vermemelidir. Biyolojik olarak uyumlu olmali
ve iritasyona neden olmamalidir. Ag1z igine hem lokal hem de sistemik uygulama i¢in
gelistirilen biyoadeziv dozaj formundaki ila¢ salimi sisteminde tek veya cift yonlii salim
olabilmektedir. Biyoadeziv sistemin, mukoza ile dozaj formu arasinda siki baglanti
saglanmasi, absorbsiyon yiizeyinde uzun siireli yiiksek ilag¢ kosantrasyonu saglamasi, dozaj
seklinin mukozanin herhangi bir yerine tutturulabilmesi ve tastyici sistemin ilact enzimatik

degradasyon veya hidroliz gibi c¢evresel etkenlerden koruyabilmesi gibi avantajlar1 vardir

(6).
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2.3.1.2.1. Adeziv tabletler

Adeziv tabletler monolitik, kismen kapli veya tabakali matriksler seklinde olabilir.
Sistemik tedavi istendiginde tabletten tek yonlii ilag salimi saglamak ve mukoza ile temas
etmeyen yiizeyi korumak i¢in kismi kaplama yapilmaktadir. Tek yonlii salinim igin ilag
adeziv tabaka i¢ine konulmakta ve mukoza ile temasi saglanmaktadir. Agiz bosluguna
bakan inert tabaka sayesinde tiikiiriik ve enzimlerden korunabilmektedir. Agiz igi
lezyonlarin tedavisinde oldugu gibi, agiz boslogunun i¢ine salimim istendiginde de ilag
istteki adeziv olmayan tabaka i¢ine hapsedilebilir. Bukkoadeziv tabletler kullanilarak oral
bolgeye antiseptik ve antibiyotiklerin  salinimimin  degerlendirildigi  c¢alismalar

bulunmaktadir (109,110).

Adeziv tabletler, igme ve konusmay1 engelleyecek derecede giicliik yaratmamakta,
ancak mukoza ile temas ettikleri alanin kiigiik olmasi, sistemin esnek olmamasi, bazi ilaglar
icin gerekli hizli ilag saliminin elde edilmesinin gii¢ olmasi, kronik uygulamada bukkal
veya sublingual mukozada kalis siiresi ve uygulama sikligina bagh olarak iritasyon riskinin

olmasi sakincalari arasinda sayilabilmektedir (6).

2.3.1.2.2. Adeziv filmler ve yamalar

Ozellikle oral tabletler seklinde verilemeyen veya verilisinde fazla miktarda
kayiplar yaganan etkin maddelerin verilisi amaciyla gelistirilen sistemlerdir. Bu sistemlerin
en Onemli avantajlar1 arasinda uzun siireli etki elde edilmesi ve etki veya yan etkinin
istendigi anda sonlandirilabilmesi yer almaktadir Adeziv tabletlerin sakincalarini ortadan
kaldirmak icin esnek ve yiizey alan1 genis adeziv film ve yamalar gelistirilmistir. Yama

sistemleri agiz mukozasina yapistirilarak ilaglarin taginmasini saglamaktadir (111).

Ince serit halinde dizayn edilmis polimerik filmler, 20 mg kadar ilag

yiiklenebilmekte ve 30 sn'den daha kisa bir zaman i¢inde dil {izerinde ¢oziinebilmektedir.
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Bu ilaglar dogrudan kan dolasimina gecerek hizli tedavi gerektiren durumlarda etkili
olmaktadirlar (112).

2.3.1.2.3. Adeziv yari kati preparatlar (merhemler-jeller)

Krem veya merhemlerle medikament uygulandiginda mukoza yiizeyine yeterince
baglanamaz ve ilacin etki gostermeden tiikiiriikle yikanma sonucu yutularak uzaklasma
olasilig1 yiiksektir. Polimerlerle hazirlanan adeziv merhem ve jeller sayesinde ilacin agiz
boslugunda kalis siiresi uzatilarak etkinligi artirilmistir. Mukoza iilserlerinin tedavisinde

steroidler siklikla uygulanmaktadir (108).
2.3.1.2.3.1. Poloksamer (Pluronic® F-127)

Poloksamerler (piyasada bulunan ismiyle Pluronics®), 30 cesitten fazla farkli non
iyonik yiizey aktif ajanlardan olugmaktadir. Bu polimerler, PEO (polyoxyethylene-A) ve
PPO (polyoxypropylene -B) tinitelerinden olusan ABA tipi tiglii blok kopolimerlerdir. Bu
polimerler i¢inde en sik kullanilani, molekiiler agirligi 12500 olan, agirhik olarak 2:1

oraninda PEO/PPO igeren Poloksamer 407- piyasada bulunan ismiyle Pluronic F127*"dir.

CH,
HO(CH,CH,O)» (CH,CHO) . (CH,CH,O), H

Sekil 3. PEO-PPO-PEO (poloksamer) yapisi

Poloksamerlerin konsantre sulu cozeltileri termoreversible (1s1 ile doniisebilen)
jelleri olusturur. Poloksamerlerin jellesme mekanizmalar1 detayli sekilde arastirilmasina
ragmen halen tartismahdir. Poloksamer 407 (Pluronic F127%) %20’lik konsantrasyonda
25°C’de jel halinde bulunmaktadir. %15-50 konsantrasyonlarinda ilag¢ tasiyici sistem olarak
yaygin bir sekilde kullanilirlar. Soliisyon, oda sicakliginda (25°C) akiskan yogun bir sivi

iken, viicut sicakhiginda (37°C) yar1 kat1 (jel), transparan bir jel halini almaktadir. On
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toksikoloji ¢aligsmalari, bu kopolimerin iyi tolere edilebilir oldugunu géstermektedir (113).
Bu sonuglar ele alindiginda poloksamer 407 medikal, farmasotik ve kozmetik alanlarda
kullanim i¢in oldukga uygun bir materyal olarak goriilmektedir. Poloksamer, uzun yillardir
yanik tedavilerinde, topikal antikanser ajanlarda ve parenteral ilag uygulamalarinda
kontrollii salinim i¢in kullanilmaktadir (114,115). Dis macunu ve agiz gargaralarinin

biiyiik gogunlugu tasiyici olarak farkli konsantrasyonlarda poloksamer icermektedir (116).

Parenteral enjeksiyon sonrasi poloksamer jeller, ila¢ salinim siiresini soliisyon
formundaki tastyicilardan daha fazla uzatabilmektedir. Ancak salinim siiresi nadiren birkag
giini gegmektedir. Bu 06zellik, poloksamer jelleri agr1 kontrolii, enfeksiyon tedavisi ve

dogum kontrolii gibi alanlarda 6ne ¢ikarmaktadir (117).

Poloksamer 407 genellikle non-toksik kabul edilmektedir. Tavsanlara
intramuskuler enjeksiyon sonrasi Poloksamer 238 ve 407, salin soliisyonu gibi geleneksel
tastyicilarla benzer sckilde kas iritasyonu/toksisite gostermistir (118). Ancak, bazi

calismalar sistemik yan etkiler rapor etmistir.

Blonder ve ark. (1999), klinikte etkili olabilecek en diisiik dozlarda bile
poloksamer 407’nin tavsanlarda hiperlipidemiye neden olabilecegini bildirmistir. Yiiksek
dozda (137.5 mg/kg) uygulanan poloksamer 407, cinsiyet farki gozetmeksizin hem disi
hem de erkek tavsanlarda serum trigliserit ve kolesterol seviyelerini anlamli derecede
artirmig, en yliksek degerler enjeksiyondan iki giin sonra gdzlenmistir. Diisiik doz
uygulamalar (5.5-27.5 mg/kg) ise serum lipid degerlerinde herhangi bir degisiklige neden
olmamistir (119). Bunun yaninda, poloksamer 407 oncelikli olarak bobrek yerine
karacigerden emilime ugramaktadir ve uzun siire ortamda kalmaktadir. Bu durum, lipid

metabolizmasindaki degisiklikleri aciklamaktadir ve poloksamer biyouyumlu kabul

edilmektedir (120).
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2.3.1.2.4. Tozlar

Yaygin agiz iilserlerinin tedavisinde hidroksipropil seliilloz ile beklametazon
dipropiyonat igeren mukoadeziv toz formiilasyonu hazirlanmistir. Elde edilen toz 6zel bir
spreyle enfekte bolgeye piskiirtiilmiistiir. Mukoadeziv 6zelligi nedeniyle ¢ozeltiye oranla
tozun mukoza {lizerinde kalis siliresinin uzadigi, beklametazonun oral mukozaya
penetrasyonunun arttigi ve tozun infekte bolgenin iizerini kaplayarak fiziksel koruma

sagladig1 saptanmustir (121).

Diger uygulamalar: Agiz bosluguna lokal uygulamalarla yiiksek ve sabit diizeyde
fluorid konsantrasyonu saglayacak kontrollii salim saglayan sistemler gelistirilmistir. Bu
sistemlerden bir tanesi, dislere tutturulan ve dogrudan tiikiiriik igine istenen diizeyde
salinim yapan camdan olusan bir depo aygittir. Aygit 30 giin boyunca 0.5 mg/giin salim
yapacak sekilde tasarlanmistir. Sistemin uygulanmasi ile tiikiirik fluorid diizeyinin
yiikseldigi ve 5 haftalik tedavi siiresi boyunca ayni dozda fluoridin topikal uygulanmasina

gore daha basarili oldugu gorilmiistiir (122).

Bu yontemlerin yanisira, dis iplerine fluorid emdirilmesi ile agiz hijyeninin daha
etkili sekilde gerceklestirilebilecegi disiintilmistir (123). Bir baska yontemde ise;
ortodontik plak %10 NaF iceren etanol ve etilseliloz karisimi iginde bekletilerek
kaplanmistir. Bu sistemle 4 gilin boyunca tiikiirik fluorid konsantrasyonunda artig

saglanmig ve besinci giinden itibaren azalma gorilmistiir (124).

Adeziv olmayan sistemlerde ilacin tiikiiriik i¢ine salinarak yutma sonucu oral agiz
boslugundan hizla uzaklasmasi, ilag konsantrasyonunun stirekli olarak salinan tiikiiriikle
seyrelerek azalmasi, ilacin fizyolojik ¢evreden korunamamasi gibi dezavantajlari vardir.
Sakiz seklindeki formiilasyonlarda ila¢ saliminin hastanin ¢igneme ve emme hareketinden
onemli derecede etkilenmesi, sistem agiz boslugunda bulundugu siirece igme, yeme ve
konusmada gii¢liik yaratmasi gibi zorluklar1 vardir. Bu nedenle uzun siireli kontrollii salim

istendigi durumlarda adeziv sistemler daha {istiin goriinmektedir (104).
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2.4. Biyouyumluluk

Dis hekimliginde kullanilacak her malzeme bir biyolojik degerlendirme
programina tabi tutulmaktadir. Bir materyalin agiz ortaminda uzun siireli kullanilmasi igin
biyolojik olarak uyumlu olmasi gerekmektedir. Biyouyumlu, yani ‘viicutla uyusabilir’ bir
biyomateryal, kendisini ¢evreleyen dokularin normal degisimlerine engel olmayan ve
dokuda istenmeyen tepkiler (iltihaplanma, piht1 olusumu, vb.) meydana getirmeyen

malzeme olarak tanimlanmaktadir (23,125).

Biyolojik cevabi Ol¢erken gozoniinde bulundurulmasi gereken bir ¢ok faktor
vardir. Ilk olarak, materyalin lokasyonu, biyolojik cevabin tiimii iizerinde etkilidir.
Materyalin yumusak veya mineralize dokuya yerlestirilmesi, oral epitele dogrudan veya
dental implantlar gibi kisitli temasta olmasi, kemik, doku sivilari, kan ve tiikiiriik ile
dogrudan ya da dentin ve mine bariyeri gibi herhangi bir bariyer yoluyla temasta olmasi
gibi bir ¢ok faktdr, materyale karsi gelisen biyolojik cevapta etkin rol oynamaktadir.
Materyalin viicutta kalma siiresi de biyolojik cevabi yakindan etkilemektedir. Olgii
maddeleri gibi agizda kisa siire kalan materyallerin biyolojik etkileri, agizda ¢cok daha uzun
kalan materyallere gore farklilik gdstermektedir. Olgii maddeleri, agizda kaldiklari kisa siire
icinde alerjik reaksiyonlara neden olabilmektedir. Oysa bu kisa siire, toksik ve mutajenik
etkilerin goriilmesi i¢in yeterli degildir. Kullanim siiresi ayn1 zamanda viicutla materyal
arasindaki karsilikli etkilesimlerin ortaya c¢ikmasmi da dogrudan etkilemektedir. Uzun
kullanim stireleri, karmasik yollarla materyalin viicudu etkilemesi icin gerekli zamam

saglamaktadir (126).

Oral ve maksillofasiyal bolge karmasik ve de§isken bir yapiya sahiptir. Protetik
materyaller, doku igine yerlestirilen materyallerden farkli olarak tiikiiriik, yiyecek,
bakteriler ile cevresel elemanlar arasinda gelisen reaksiyon {irlinleriyle de etkilesim
halindedir. Bu etkilesimlerin tiimii, materyal ve/veya protez iizerinde ciddi etkilere sahiptir.
Agizdan farkli viicut bolgelerine yerlestirilen biyomateryaller, uygun sicaklik ve sabit

kimyasal yapida kaldig1 halde agiz ortami, asir1 sicaklik ve pH degismeleri ile ve farkli
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kimyasal yapidaki besinlere maruz kalmaktadir. Dis ciirii§iine neden olan bakterilerin
cevresindeki ortamda, pH degeri 2.2'ye kadar diisebilmektedir. Gastrik salgilarin pH degeri,
1.0-3.5, mide asitlerininki ise 0.8’dir. Agiz ortaminda kullanilacak materyallerin, reflii ve
kusma gibi rahatsizliklar sonucu gastrik i¢erige maruz kalmasi, rutin fizyolojik kosullarda

olmayan 6zel biyouyumluluk yaklagimini gerekli kilmaktadir (127).

Dis ciiriigiinlin uzaklastirilmasiyla ortaya c¢ikan kavite, dental materyallerin
kimyasal bilesenlerinin veya aginma iiriinlerinin, pulpa odasina migrasyonu ig¢in bir yol
haline gelmektedir. Bu durum materyalin kan, kapiller damarlar ve noronlar {izerindeki ve
diger agiz dokulart ile ilgili muhtemel toksik etkisilerinin olusmasiyla iligkilidir. Eger belli
materyallerin pulpa odast ile temas etmesinde sakinca varsa bu durumda materyal
uygulanmadan Once liner gibi restorasyon materyalini izole edecek Onlemler alinmalidir

(127).

Yaygin klinik kullanima ge¢ilmeden Once materyallerin ve/veya igeriginin agiz
dokular1 iizerindeki potansiyel =zararli etkilerinin degerlendirilmesi gerekmektedir.

Biyouyumluluk testleri genel olarak {i¢ sinifta incelenmektedir:

1.Baslangig testleri (sitotoksisite, hemoliz, sistemik toksisite, karsinogenesiz ve

teratojeniteyi arastiran bir dizi test)

2. Ikincil testler (Test edilecek materyal, fare, sigan, koyun, kedi, kdpek ve domuz

gibi bazi deney hayvanlarina implante edilmektedir)

3. Kullanim testleri (Hayvan veya insanlar {izerinde yapilabilmektedir) (46-48).

Materyallerin biyolojik 6zelliklerinin test edilmesine ilk olarak hiicre kiiltiirlerinin
kullanildig1 in vitro test yontemleri ile baslanilmaktadir. Degerlendirmelere daha pahali ve
uzun zaman gerektiren hayvan testleri ile devam edilir. Bu testlerden istenilen sonuglar elde

edildiginde kullanim testleri (in vivo degerlendirme) gibi daha kapsamli g¢alismalar
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yapilmaktadir (128). Uygulanan testlerin avantaj ve dezavantajlart Tablo 6' da

gosterilmektedir.

Tablo 6. Biyouyumluluk test yontemlerinin avantaj ve dezavantajlar1 (129).

genis kapsamli ve daha
gercekeidir

Test Avantaj Dezavantaj
e Hizli uygulama
e Ucuz e Invivo ortamla iliskisi
. o ers tartismalidir
e Standardize edilebilir
In vitro e Deney ortaminin kontrolii
kolaydir
e QGenis bir skalada
degerlendirme yapilir
e Kaullanilan materyalle
o Karmagik sistemik iligkisi tartigmalidir
etkilesimler tespit edilebilir e Pahali
Hayvan testleri e Invitro testlere gore daha e Etik agidan tartigmalidir

e Kontroli zor

e Sonuglarin
degerlendirilmesi zordur

Kullanim testleri

o Kullanilan materyalin
dokularla iligkisi belirlenir

e (Cok pahalidir

e Daha fazla zaman
gerektirir

e FEtik acidan daha fazla
tartismalidir

e Kontrolu zor olabilir

e Sonuglarin
degerlendirilmesi zordur
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Biyolojik uyumlulugun degerlendirilmesi i¢in uygulanan in vitro testler bir test
tiipii iginde, hiicre kiiltiirliniin bulundugu bir kap icinde ve canli organizmanin disinda
yapilmaktadir. Memeli hiireleri, organeller, dokular, bakteri veya bazi enzim tiirleri,
biyolojik sistem olarak kullanilabilmektedir. Bu testler degerlendirilecek materyalin
bilesenlerinin bir hiicre, enzim ya da diger izole edilmis biyolojik sistemlerle temas
ettirilmesini gerektirir. Bu test yonteminde, arada herhangi bir bariyer olmaksizin materyal
hiicre ile temas ettirilerek direkt olarak uygulanabildigi gibi, materyal ile hiicre arasinda
kiiglik bir bariyer yerlestirilerek indirekt bir sekilde de uygulanabilmektedir. Bu tiir in vitro
testlerde materyallere temas ettirilen hiicrelerin sayica canlilik orani, biliylime orani,
metabolik fonksiyonlari ya da diger hiicresel fonksiyonlari Glgililerek materyalin etkisi

saptanmaktadir (130).

Dis hekimliginde kullanilan materyallerin in vitro olarak sitotoksisitesini belirlemede
en yaygin kullanilan sistemler hiicre kiltiirleridir. Hiicre kiiltiirii yonteminin temel ilkesi,
canli dokulardan alinan pargalarin in vitro kosullarda yasama ve {iremelerini saglamaktir.
Canli dokular, tiip, sise gibi laboratuvar gereglerinde uygun besleyici sivilarin iginde
uiretilerek kullanilmaktadir. Bu amagla once ¢esitli canlilarin (insan, maymun, fare, tavsan
gibi) ¢esitli dokular1 (bobrek, akciger, tiimor, amniyon zarlari) parcalanarak tek tek
hiicrelere ayrilmaktadir. Bu hiicreler ¢esitli tuzlar, tampon maddeleri, amino asitler,
vitaminler, dana serum igeren besleyici sivilarda siispanse ederek steril tiip veya siselere
konulmaktadir. Bu hiicre siispansiyonu 36 °C’de bekletildiginde hiicreler kabin ceperine
yapisarak tiremekte ve iireme sonucunda olusan yapiya hiicre kiiltiri denilmektedir

(131,132).

Hiicre kiiltiirii calismalarinda iki tip hiicre kullanilmaktadir. Bunlar primer hiicreler
ve devamli hiicre hatlaridir. Primer hiicre kiiltiirleri doku ve organlardan alinan hiicrelerin
24 saatten daha uzun siire kiiltiir edilmesiyle elde edilmektedir. Dis eti ve pulpa
fibroblastlari, primer kiiltiir hiicrelerine Ornektir. Primer hiicre kiiltiirlerinde ¢ogalan
hiicreler buradan alinip bagka kiiltiirlere ekilebilir ve ¢ogaltilabilir. Bu sekilde elde edilen

ilk alt kiiltiirlere sekonder hiicre kiiltiirleri denilmekte ve bir seri kiiltiir isleminden sonra
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hiicre hatlar1 elde edilmektedir. Primer hiicrelerin insandan izole edilmesi ve kiiltiiriiniin
yapilmasi olduk¢a zordur. Primer kiiltlirler farkli bireylerden alindigi i¢in fonksiyonel
olarak farkli etkiler gozlenebilmektedir. Devamli hiicre hatlar1 siiresiz ¢ogalabilme
Ozelligine sahip transformasyona ugramis primer hiicrelerdir ve daha stabil bir fenotipe
sahiptirler. Devamli hiicreler meydana gelen transformasyondan dolayr in Vvivo
Ozelliklerinin tiimiinii koruyamazlar. Devamli hiicre hatlar1 kolaylikla ¢ogaltilabilmektedir.
Calismalarda siklikla kullanilan devamli hiicre hatlar1 fare fibroblastlar1 (L-929, 3T3) veya
insan epitel hiicreleridir (HeLa). Ayrica ¢alismalarda insan ve hayvan pulpa hiicreleri, insan
THP-1 monositleri ile immortalize fare odontoblast hiicre hatlari da kullanilmaktadir
(128,129,131,133). Yaygin olarak kullanilmakta olan hiicre serileri ve koken aldiklari

dokular Tablo 7°de gosterilmistir.
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Tablo 7. Hiicre serileri ve kdkenleri (134)

Hiicre Serisi

Hiicre tipi ve kokeni

L 929
3T3
BHK21
MDCK
HelLa
PtK1

L6

SP2
COS
DT40
R1
HepG2
HEK?293
HL60
SH-SY5Y
H1, H9
CHO
El14,1

T24
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fibroblast (fare)

fibroblast (fare)

fibroblast (hamster)

epitel hiicresi (kopek)

epitel hiicresi (insan)

epitel hiicresi (si¢an)

myoblast (sican)

plazma hiicresi (fare)

bobrek (maymun)

lenfoma hiicresi (civciv)
embriyonik kok hiicre (fare)
karaciger epitel hiicresi (insan)
bobrek epitel hiicresi (insan)
16semi hiicresi (insan)
noroblastoma hiicresi (insan)
embryonik kok hiicreler (insan)
over (hamster)

embriyonik kok hiicreler (fare)

mesane epitel hiicresi (insan)




2.4.1. Sitotoksisite

Biyouyumlulugu belirleyici etken, uygulanan materyalin hiicre yasamina olan
etkisidir. Sitotoksisite molekiiler olaylar sonucu ¢esitli makromolekiilerin sentezlenmesinin
engellenmesi ve buna bagli olarak hiicrenin fonksiyonlarinda ve yapisinda belirgin hasarlar

meydana gelmesi olarak tanimlanmaktadir (135).

Sitotoksisite testlerinde hiicre kiiltiirleri kullanilarak olasi toksikolojik reaksiyonlar
in-vitro olarak degerlendirilmektedir. Test edilecek materyalin fiziksel 6zelligi ve hiicreler
ile temas yontemi 6nemlidir. Hiicre ile materyalin temasi direkt, indirekt veya ekstrakt yolu

ile gerceklesebilmektedir (136).

Testlerin belirli standartlara uygun olarak yapilabilmesi i¢in ISO, bazi kriterler
belirlemistir. ISO 7405, dis hekimliginde kullanilan medikal materyallerin klinik 6ncesi

biyouyumluluk degerlendirmesi i¢in onerilen test protokollerinden bir tanesidir (23).

2.4.1.1. Sitotoksisite degerlendirmelerinde kullanmilan test yontemleri

In vitro sitotoksisite degerlendirmelerinde ISO standartlarinda gecen test

yontemleri sunlardir:

1) Direkt temas ve ekstrakt testleri
2) Agar difiizyon testi
3) Filtre diflizyon testi
4) Dentin bariyer testi

5) Dis kesiti modeli (23).
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2.4.1.1.1. Direkt temas testi ve ekstrakt testi

Direkt temas testi, dental materyal veya bilesenlerinin dogrudan kiiltiir igerisindeki
hiicrelerin iizerine (> 24 saat) uygulanmasidir. Materyal hiicreler ile veya kiiltiir medyumu
ile fiziksel bir temas halindedir. Suda c¢oziinebilen materyaller medyum igerisinde
¢oOziinebilir ve boylece daha iyi bir materyal-hiicre temasi saglanir. Suda ¢oziinmeyen

materyallerde ise birkag yolla hiicreler ile direkt temas saglanabilir. Bu temas:

1. Test 6rneginin hiicrelere miimkiin oldugunca yakin yerlestirilmesi ile,
2. Test 0rneginin kullanilan hiicrelerin tam tizerine uygulanmasi ile,

3. Test Orneginin hiicre kiiltlir kabinin tabanma yerlestirilmesi ve hiicre

slispansiyonunun 6rnek {izerine uygulanmasi ile,

4. Hicrelerin direkt olarak oOrnekler iizerine yerlestirilerek kiiltir edilmesi

yontemleri ile kullanilmaktadir (137).

Ekstrakt yolu ile temas testinde bir sivi ¢oziicli i¢erisinde materyalden ¢oziinen
bilesenlerin hiicreler ile temas ettirilerek sitotoksisitesi incelenmektedir. Ekstraktsiyon
stvist olarak adlandirilan bu sivi ¢oziiciiler serum igeren medyum, serum igermeyen
medyum, fizyolojik tuz solusyonu veya diger uygun ¢oziiciilerden biri olabilmektedir.
Ekstraksiyon ortami, materyalin toksikolojik riskinin dogru belirlenebilmesi igin
materyalin klinik kullanim ortamimi taklit etmesi ve bu ortamin materyalin kimyasal
yapisinda onemli degisiklikler yapmamast gerekmektedir. Ekstrakt i¢inde maddelerin
konsantrasyonu ve hiicrelere temas edecek materyalden salinacak bilesenlerin orani
ekstrakti aliman materyalin; yiizey alanina, ektraksiyon sivisinin hacmine, materyalin
pH’sina, kimyasal ¢oziilebilirligine, difiizyon oranina, osmolaritesine, 1siya, zamana ve

diger faktorlere baglidir (138).
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2.4.1.1.2. Agar Difiizyon Testi

Agar diflizyon testi, toksisite deneylerinde en uzun siiredir kullanilan bariyer test
yontemidir. Bu yontem ile fare fibroblast (L929) hiicrelerinin  iizerini Orten agar
besiyerinden diflize olan test materyalleri bilesenlerinin toksisitesi incelenmektedir. 24
saatlik inkiibasyon siiresi sonucu noétral kirmizi boyanin, hiicre membranindaki
gecirgenligine bagli olarak, lizozomlarda birikme miktarina gore hiicre aktivitesini
degerlendiren bir test yontemidir. Hiicrelerdeki dekolorizasyon ve liziz degerlendirilerek
materyallere kars1 gelisen yanitlar incelenir. Basit ve ucuz bir yontem olmasina ragmen
agarda c¢oziinemeyen veya difiize olamayan test materyali veya bilesenleri hiicreler

tizerinde herhangi bir etki gosterememektedir (135,138).

2.4.1.1.3. Filtre Difiizyon Testi

Filtre difiizyon test yonteminde filtre olarak seliiloz asetat kullanilmaktadir.
Filtrenin bir tarafina primer hiicreler yerlestirilirken diger tarafina test materyali
yerlestirilir. Hiicrelerde meydana gelen hasarlar dekolorizasyon alaninin 6l¢iilmesi ile veya
boyanma yogunlugunun incelenmesi ile tespit edilir. Test materyallerin, hiicre {izerinde
sitotoksik etki gostermesi i¢in test materyalinden salinan bilesenlerin 0.45 pum filtreden

difuze olmalar1 gerekmektedir (138,139).

2.4.1.1.4. Dentin Bariyer Testi

Sitotoksisite testlerinde bariyer olarak farkli materyaller kullanilmistir. Dentin
bariyer test yontemi, restoratif materyallerin pulpa iizerindeki sitotoksik etkilerinin
arastirtlmasinda kullanilmaktadir (138).

Outhwaite ve ark. (1974), gelistirdikleri boliimlii oda (split chamber) aleti ile

dentinin gecirgenlik 6zelligini incelemisler ve materyallerin biyolojik uyumluluklarinin

degerlendirilmesinde dentinin gegcirgenlik o6zelliginden yararlanilmast fikrini ortaya
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atmiglardir. Kullanilan dentin diski insan veya sigir dislerinden kesilerek hazirlanmis farkli
kalinliklardaki dentin disklerinden olusabilmektedir. Bu dentin diskinin pulpaya bakan
tarafi asitle daglanmistir. Dentin diski boliimlii odaya biyolojik olarak uyumlu paslanmaz
celik bir tutucu ile yerlestirilmektedir. Boylece bu oda dentin diski ile iki boliime ayrilir.
Hiicreler dentin diskinin asitle daglanmis tarafinda iiretilir ve hiicrelerin iiretildigi bu kisim
pulpa tarafi (alt oda) olarak tanimlanir. Uygulanacak test materyali silikon bir tiip i¢inde
dentin diskinin iist kismina uygulanir. Materyalin uygulandigr bu kisim kavite boliimii
olarak tanimlanir. Cihazin pulpa béliimii bir taraftan medyum sisesine bagli diger tarafi ise
peristaltik pompa ve atik medyumun toplandigi siseye baglidir. Calismacilar bu yontem ile
dentinin gegirgenlik 6zelligini kullanarak dis modelinin taklit edilebilecegini bildirmistir

(140).

Ulker ve ark. (2013), yaptiklar1 ¢alismada kendinden baglanabilen yeni bir akiskan
kompozitin (Vertise Flow) sitotoksisitesini, sigir disi pulpasindan elde edilmis hiicrelerin
tic-boyutlu kiiltlirlerinin kullanildig1 bir dentin bariyer test diizenegi ile degerlendirmis,
materyalin negatif kontrol grubuna benzer sonuglar gosterdigini, toksik bulunmadigini

bildirmislerdir (141).

2.4.1.1.5. Dis kesiti modeli

Dis kesiti modeli, direkt hiicre kiiltiirii test yontemlerine gore klinik duruma daha
benzer fizyolojik bir ortam saglamaktadir. Bu test yontemi i¢in kullanilacak dentin kesitleri

cliriksiiz, yeni c¢ekilmis insan az1 digleri veya sigir kesici diglerinden elde edilebilmektedir
(20,138).

Saw ve ark. (2005), dis kesiti modeli ile direkt hiicre kiiltiirii test yontemlerinin

dental materyallerin sitotoksik 6zelliklerinin belirlenmesinde kullanimini karsilastirmis, dis

kesiti modelinin en giivenilir toksikolojik sonuglart verdigini bildirmislerdir (20).
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2.4.1.2. Sitotoksisite testlerinin degerlendirme yontemleri

Sitotoksisite testlerinin degerlendirme yontemleri ise dort bashik altinda

incelenebilmektedir. Bunlar:

1. Canlilik (viability) degerlendirme testleri: kisa donemde olusan toksik

reaksiyonlarin etkileri incelenir.

2. Yasam (survival) degerlendirme testleri: uzun donemde olusan toksik

reaksiyonlarin etkileri incelenir.
3. Hiicre proliferasyonu degerlendirme testleri

4. Metabolik sitotoksisite degerlendirme testlerdir (131).

2.4.1.2.1. Canlilik degerlendirme testleri

Canlilik testleri, toksik etki sonucu Kkiiltirde canli kalan hiicre oraninin
belirlenmesidir. Bu testler, membran biitiinliigi bozuldugunda hiicrelerin igine penetre olan
tripan mavisi, eritrosin, naftalin siyahi1 gibi boyalar ile veya membran biitiinliigii
bozulmamis canli saglam hiicrelerin igerisine alinan diasetil floresan ve notral kirmizi gibi

boyalarin kullanilmasi ile yapilmaktadir (131).

Nétral kirmuzi testi: Notral kirmizi canli hiicrelerin igerisinde birikir ve bu sayede
yasayan hiicrelerin tespitinde kullanilmaktadir. Boyama isleminden sonra hiicre
siispansiyonu hemositometre adi verilen boliimlenmis cam iizerine yerlestirilir. Daha sonra

optik mikroskop altinda hemositometredeki canli hiicrelerin yiizde orani tespit edilir (131).
dos Santos ve ark. (2013), farkli polimerizasyon (1sikla polimerizasyon/kimyasal

polimerizasyon) ve cila (mekanik cila, kimyasal cila, hi¢ cila yapilmadan) islemlerinin

akrilik rezin materyalleri {izerine sitotoksik etkilerini degerlendirmek i¢in fare fibroblast (L-
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929) hiicre kiiltiirii ve ndtral kirmizi canlilik degerlendirme ydntemini kullanmislar,
kimyasal cilalama ve 1gikla polimerizasyon yontemlerinin diger alternatiflere oranla daha

toksik etkiler gosterdigini bildirmislerdir (142).

Tripan mavisi testi: Tripan mavisi membran biitinligii bozulmus, canli olmayan
hiicrelerde biriken bir boyadir. Hemositometre yardimi ile tripan mavisi ile boyanmis

hiicrelerin orani tespit edilebilmektedir (129).

Floresan metodu: Diasetil floresan canli hiicre igerisine girebilen bir boyadir.
Propidium iodide boyasi ise membran biitiinliigii bozulmus hiicre icerisine girerek ve DNA
ile RNA’ y1 da etkilemektedir. Floresan boyalar ile boyanmis hiicreler flow sitometri veya
151k kaynag1 ve filtrelere sahip floresan mikroskobu ile degerlendirilirler. Bu degerlendirme

yonteminde floresan goriintii veren hiicreler 6lii hiicre anlamina gelmektedir (131).

Frese ve ark. (2013), bes farkli fiberle giiglendirilmis kompozit igindeki rezinle
doyurulmus ve doyurulmamis materyallerin sitotoksisitesini karsilastirmislardir. Insan
primer gingival fibroblast (HGF) hiicrelerinin canlilig1 ve biiyiimesi MTT ve LIVE/DEAD
floresan boyasi kullanilarak degerlendirilmis, rezinle doyurulmasindan bagimsiz olarak tiim
fiberle giiclendirilmis kompozit materyallerinin mindr sitotoksik potansiyel gosterdigi

bildirilmistir (143).

2.4.1.2.2. Yasam Degerlendirme Testleri

Hiicre yasami (survival) seyreltilmis tek tip hiicre siispansiyonundan hiicrelerin
ayrt ayrt koloni olusturabilme kabiliyeti olarak tanimlanmaktadir. Diisiikk hiicre

yogunlugunda koloni olusturma diizeyi hiicre yasaminin belirlenmesinde kullanilan

yontemdir (131).
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2.4.1.2.3. Proliferasyon Degerlendirme Testleri

Kiiltiir igerisindeki hiicrelerin bir ka¢ glin sonraki sayimi materyalin cesitli
bilesenlerinin hiicre proliferasyonuna etkisinin belirlenmesinde kullanilmaktadir. Ancak
test siiresi i¢inde belirli bir anda yapilan hiicre sayimi belirgin bir sonu¢ vermediginden
testin erken asamalarinda bir biiyiime egrisinin elde edilmesi gereklidir. Hiicre sayiminda
bliylime egrisi analizleri az sayida ornek varsa kullanilabilir ancak say1 artarsa bu analizler
cok kullanigh degildir. Birgok 6rnegin incelendigi durumlarda belirli bir anda hiicre sayimi
(3 glinden 5 giine kadar etkiye maruz kalan hiicrelerin sayis1) yapilarak bu analiz uygulanir.
Biiytime egrisinde kontrol hiicrelerinin log faz1 (iireme faz1) tercihen de mid-log fazi i¢inde
yer aldig1 an secilmelidir. Herhangi anlamli bir etki sonucu elde edilen gelisme egrisinin
ikinci bir gelisme egrisi ile desteklenmesi gerekir ya da diger degerlendirme yontemleri

kullanilmalidir (131). Bu testte kullanilan yontemler sunlardir:

*H-timidin testi: Hiicre proliferasyonunun degerlendirilmesinde kullanilan bir
yontemdir. Bir radyoizotop olan *H-timidin proliferasyon sirasinda maddenin radyoaktivite

Olctimii ile yeni DNA sentezi tespit edilirek proliferasyon iizerindeki etkisi dlgiilmektedir
(131).

Bromodeoksiuridin immunohistokimyasal teknik: Immunohistokimya ydntemi
ile isaretlenmis antikorlar kullanilarak hiicre ve doku antijenlerinin gosterilmesini saglayan
bir yontemdir. BrdU (5-bromo-2’-deoxyuridine); DNA sentezini tayin etmek igin kullanilan
timidin testine esdeger bir yontemdir. BrdU timidin benzeri bir maddedir ve DNA i¢ine
girer. BrdU uygulanan proliferasyon evresindeki canli hiicreler Anti- BrdU monoklonal
antikor ile boyanarak sayimlar1 yapilabilir veya degerlendirmede ELISA (enzyme-linked

immunosorbent assay) kiti de kullanilabilmektedir (137).
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2.4.1.2.4. Metabolizma Degerlendirme Testleri

Omek sayis1 fazla oldugu durumlarda yasam belirleme testlerinin hazirlik
asamalar1 ile analizleri zaman alic1 ve zahmetlidir. Ayrica bazi diisiik yogunlukta hiicre
hatlarinin 6zellikle yeni izole edilmis hiicrelerin koloni olusturabilme yetenekleri zayiftir.
Bu nedenle yiiksek yogunluga sahip hiicrelerin degerlendirilmesi igin bazi alternatif test
yontemleri gelistirilmistir. Bu testler ile dogrudan hiicre yasam (survival) degerlendirilmesi
yapilamamaktadir. Ancak yapilan bu testlerde hiicre sayisindaki net artis, total protein

miktart veya DNA artis1 belirlenebilmektedir (131).

Metabolizma testleri ve protein igerik testleri kisa donem toksisiteden ¢ok uzun
donemde olusacak zarar1 anlamak i¢in hiicrelerin metabolik veya proliferatif kapasitelerini
Olgerler. Metabolizma testlerinde hiicrelerin  canliliklar1  mikroplaka okuyuculu
spektrofotometre yardimi ile tespit edilmektedir. Ucuz ve hizli bir yontemdir. Bu gruba

giren testler:

MTT  testi: Kolorimetrik ~ MTT  (3-(4,5-dimethylthiazolyl-2)-2,  5-
diphenyltetrazolium bromide) testi, dental materyallerin sitotoksisite degerlendirmelerinde
olduk¢a sik kullanilmaktadir. Bu test MTT’yi ¢Oziinmeyen mavi formazan bilesigine

dontistiirebilen dehidrogenaz enzim aktivitesini dlgmektedir (137).

MTT yontemi ile hiicre toplulugundaki canli hiicrelerin orani kolorimetrik
yontemle kantitatif olarak saptanabilmektedir. Bu yontem saglam hiicrelerde mitokondrinin
MTT boyasinin tetrazolium halkasini parcgalayabilmesi ilkesine dayanmaktadir. Bu
reaksiyon frajil bir mitokondrial enzim olan siiksinat dehidrogenaz enziminin aktivitesine
bagimlidir. Tetrazolium halkasinin parcalanmasi sonucu soluk sar1 renkli MTT boyas1 koyu
mavi-mor formazan iiriiniine donlismektedir. Sonug olarak canli ve mitokondri fonksiyonu
bozulmamis hiicreler mor renkte boyanmakta, 6lii ya da mitokondri fonksiyonu bozulmus
hiicreler boyanmamaktadir. Bu yontem hiicrelerin MTT boyasi ile inkiibasyonu, presipite

reaksiyon {riiniiniin ¢oziiniir hale getirilmesi ve reaksiyon {riiniiniin kolorimetrik olarak

49



Ol¢iimii basamaklarindan olugsmaktadir. Optik yogunluk o6lgiilerek formazan olusumu
saptanabilmektedir. Alternatif olarak test ornegi ¢evresindeki formazan 1s1k veya elektron

mikroskobu ile belirlenebilmektedir (131,144).

Attik ve ark. (2014), insan osteosarkom hiicrelerinden elde edilmis MG63-
osteoblast benzeri hiicreler tizerinde MTT boyast ile hiicre canlilig1 ve Bradford boyasi ile
de protein degerlendirme yontemi kullanarak, bir trikalsiyum silikat simani olan
Biodentine™ ile mineral trioksit aggregatin (MTA-White ProRoot) biyouyumlulugunu
degerlendirmisglerdir. Calismanin sonucunda, Biodentin"™'in kemik hiicreleri iizerine MTA

ile benzer etki gosterdigini ve her iki materyalin de biyouyumlu oldugunu bildirmislerdir
(145).

Hashemipour ve ark. (2012), yaptiklari ¢alismada, Irsha, Oral B, Biotene, PVP-I,
Benzidamin ve papatya igerikli agiz gargaralarinin antimikrobiyal etkinlik ve
sitotoksisitelerini incelemislerdir. Irsha, PVP-I ve Benzidamin antifungal etki gostermemis,
antimikrobiyal ozellikler agisindan en basarili gargaranin kontrol grubu olan klorheksidin
oldugu, tiim hiicre kiiltiirii dizileri degerlendirildiginde, klorheksidinin en diisiik sitotoksik

etki gosteren gargara olarak saptandigi bildirilmistir (146).

Alamar mavisi testi: Alamar mavisi boyas: ile metabolik aktivitenin belirlendigi
dolayisiyla hiicre canliligt ve proliferasyonunun degerlendirildigi florometrik (floresan
Olctimii ile)/kolorimetrik bir test yontemidir. MTT testine gore daha pahali bir yontemdir
ancak renk degisiklikleri bu yontemde hem florometrik hem de spekrofotometrik olarak
tespit edilmektedir. Ayrica bu boya toksik olmadigindan hiicre canlilig1

degerlendirmelerinde birden fazla boyama imkani saglamaktadir (137).

LDH testi: Kolorimetrik sitotoksisite degerlendirme yontemi olan laktat
dehidrogenaz (LDH) test yoOnteminde ise, hiicrede membran hasar1 veya sitolizis
durumunda agiga cikan sitolizik bir enzim olan laktat dehidrogenazin 6l¢iimii yapilirak

sitotoksisite belirlenmektedir (147).

50



2.4.2. Glutatyon Tespiti

Glutatyon (y-glutamilsistein glisin), organizmada tiyol grubu igeren, diisiik
molekiil agirlikli 6nemli bir tripeptiddir. Glutatyonun, DNA ve protein sentezi, enzim
aktivitelerinin diizenlenmesi, hiicre i¢i ve dis1 transportlar gibi hiicresel fonksiyonlari
disinda antioksidan olarak hiicre savunmasinda da 6nemli rolii vardir. indirgenmis
glutatyon (GSH) igerdigi tiyol grubu araciligi ile hiicre ig¢inde redoks potansiyeli yiiksek bir
ortam saglayarak, hiicreyi oksidatif hasarlara karsi korumaktadir. Glutatyon peroksidaz
(GPx) isimli enzimin kofaktorliiglinii yaparak, hidrojen peroksidi metabolize eder. Reaktif
Oksijen Uriinleri'nin (ROS) olusturdugu oksidatif hasar oksidan stres olarak
tanimlanmaktadir. Oksidan stres ile GSH diizeylerinin azaldig bilinmektedir. Baz1 floresan
ajanlar intraseliiler GSH ile reaksiyona girerek glutatyonun hiicresel miktarmin tespitine
olanak saglamaktadir. Hiicrede glutatyon diizeyinin belirlenmesine olanak saglayan
floresan  Ozellikli maddeler hiicre igerisindeki GSH ile reaksiyona girerler.
Monobromobimane insan hiicrelerinde GSH’in Olgiimii i¢in kullanilan maddelere bir

Srnektir (148-150).

2.4.3. Mutajenite Testleri

Biyomateryallerin  hiicre genetik materyalinde degisiklikler olusturmasi
genotoksisite olarak tanimlanmaktadir. Hiicreler sahip olduklari bazi mekanizmalarla
meydana gelen genotoksik hasar1 onarabilirler. Hiicrelerde genetik hasarin bir sonraki nesle
aktarilmasi programlanmis hiicre 6liimleri ile engellenebilmektedir. Ancak genetik hasar bir
sonraki nesle aktarilirsa bu etkiye mutajenite denir. Bir materyalin bakteri veya memeli
hiicre DNA’sina olan etkisi bazi test yontemleri ile incelenmektedir. AMES testi en sik
kullanilan test yontemidir. Genetik yapisi degistirilmis bakteriler AMES test yonteminde
kullanilmaktadir. Bu bakterilerin 6zel agar kiiltiiriinde c¢ogalmadiklar1 ve koloni
olusturmadiklari, ancak mutajenik bir etken ile karsilasirlarsa cogaldiklar1 bildirilmektedir.
Bu nedenle, olusan koloni sayisinin mutajenite i¢in bir gosterge oldugu bildirilmektedir
(128).
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2.4.4. Hayvan Testleri

Genellikle memeli hayvanlarin kullanildigi bu tiir biyouyumluluk testlerinde test
materyali fare, sigan, kopek, kedi, koyun, ke¢i veya maymun gibi hayvanlara implante
edilmektedir. Hayvan deneylerinde degiskenleri kontrol etmek zordur, etik agidan tartigmali

olan bu testlerin uzun siirmeleri ve pahali olmalari da diger dezavantajlaridir (130).

Hayvan testlerinde biyolojik uyumlulugu test edilecek materyalin piyasaya
stirilmeden 6nceki deneysel formu kullanilmaktadir. Bu nedenle hayvan testleri kullanim
testlerinden (bazi testlerde hayvanlar da kullanilmaktadir) farklidir (129,130). Dental
materyallerin spesifik olmayan lokal toksik etkilerinin incelenebilmesi i¢in bu materyaller

laboratuvar hayvanlarinin dokularinin igerisine yerlestirilebilmektedir (151).

Implantasyon testlerinde test materyalleri deney hayvanlarinin deri alt1, kas ici
veya kemik igine yerlestirilmektedir. Materyallerin dokulara farkli periyodlarda
implantasyonundan (1 hafta ile bir kag¢ ay arasi) sonra dokular makroskobik ve mikroskobik
olarak incelenmektedir. Muk6z membran iritasyon testinde test edilecek materyalin
mukozada veya asindirilmis deri iizerinde meydana getirdigi enfeksiyon degerlendirilir.
Deney hayvani olarak sik kullanilan tiirler fare, sican, tavsan, kopek, kedi, domuz ve

koyundur (152).

Fare: En yaygin olarak kullanilan ev faresi ya da laboratuvar faresi olarak da
adlandirilan Mus muscullus'tur. Ugiincii az1 disleri hem alt hem de iist ¢enede kiigiik
sekillidir. Kesici disler siirekli biiyiir, ¢ignemeyle asinirlar. Kesici dislerin dudaga bakan

yiizleri kalin bir dis minesi ile kaplanmustir (153).

Sican: Farelerden sonra arastirmalarda en ¢ok kullanilan omurgali hayvanlardir.
Dis hekimligi caligmalarinda iyi bir deney modeli olusturdugundan onemli bir yer
tutmaktadirlar. Dis hekimligi arastirmalarinda kullanilan beyaz sican (rattus norvegicus)

yabani boz si¢anin degisik bir tipidir. Dis hekimligi ¢aligmalarinda 250 gr agirligindaki
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siganlar tercih edilir. Genel anatomik 6zellikleri farelere benzemektedir (154). Sicanlarla
calisirken arastiricinin, leptospiralar, streptobasillus moniliformis kaynakli enfeksiyonlara

kars1 koruyucu tiim 6nlemleri almasi gerekmektedir (155).

Tavsan: Laboratuvar hayvani olarak Beyaz Yeni Zellanda soyu “Oryctolagus
cuniculus” tercih edilir. Biyomedikal arastirmalarda kullanilan tavsan sayisi fare ve
siganlara kiyasla oldukc¢a diisliktiir. Tavsanlar; toksisite, antiserum iiretimi, biyolojik
etkinligi olan maddelerin 6l¢iimlendirilmesi, goz ve deri iritasyon testleri ve damar sertligi

ile ilgili ¢alismalarda kullanilmaktadir (152).

Kdpek: Iskelet ve kas yapisi genellikle insaninkine benzer. Dogumun 3. haftasinda
baslayip 5. haftasina kadar siirmeye devam eden 28 adet siit disi vardir. Siit disleri kiigiik
fakat ¢ok keskindir. Tiim disler mine ile kaplidir, orta kesici disler bas basa kapanisa

gelirler, kaninler ve kiiglik azilar arasinda diastemalar mevcuttur (156).

Koyun da genis deneysel ¢alisma alanina sahipken giiniimiizde maymun, domuz

ve kedi hayvan modellerini kullanarak yapilan ¢aligmalar kisithidir (154).

2.4.5. Kullanim Testleri

Kullanim testleri hayvanlar ve goniillii insanlar iizerinde yapilmaktadir. Kullanim
testleri materyalin klinik kullanimini her agidan taklit etmelidir. Hayvanlarin kullanildig:
kullanim testlerinde kdpek ve maymun gibi biiyiik hayvanlar kullanilmaktadir. Insanlar
tizerinde  kullanim  testlerinin  yapilmasi  test materyalinin  biyouyumluluk
degerlendirmesinde klinik deney asamasidir (129). Pulpa iritasyon testleri, ortodontik
amagla ¢ekilecek insan dislerinde veya maymun ya da diger uygun hayvanlarin saglam,
clirlikstiz dislerinde agilan smif V kavitelere test materyalinin uygulanmasi ile
yapilmaktadir. Test materyali 1 hafta ile birkag ay aras1 dislerde bekletilir ve dislerin ¢cekimi
yapilir. Daha sonra bu disler histolojik inceleme i¢in hazirlanir ve pulpada meyda gelen

akut veya kronik iltihap ve odontoblast reaksiyonlart degerlendirilmektedir (128,129).
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Dis hekimliginde kullanilan bazi materyaller mukoza ve diseti ile siirekli bir temas
halindedir. Bu nedenle gingival mukoza testinde diseti altina uzanan kavitelere test
materyalleri uygulanir, 7 ile 30 giin arasinda meydana gelen reaksiyonlar tespit edilir.
Ancak bakteri plag1 varligi, yapilan restorasyon yilizeyinin diizglin olmamasi veya taskin
olmasi gibi nedenlerle diseti bolgesinde olusan iltihap test edilen materyalin olusturdugu
etkiyi degistirebilmektedir (129). Endodontik materyal kullanim ve periapikal doku hasari
testleri ise deney hayvanlarinda yapilmaktadir. Bu yontemde test materyalleri kanal tedavisi
icin hazirlanmis dis kok kanallarinin igerisine yerlestirilir ve daha sonra histolojik
degerlendirme yapilir. Deri hassasiyet testi ile test edilecek materyallerin klinik Oncesi
alerjik ozellikleri de deney hayvanlarinda saptanir. Maksimizasyon testi ve Buhler testi

alerjik ozelliklerin belirlenmesinde kullanilan test yontemleridir (128).

2.5.6. Mukoza irrtitasyon Testleri- HET-CAM

“Hen’s Egg Test on Chorioallantoic Membrane” in kisaltmas1 “Het-Cam” testi,
aynt zamanda tavuk yumurtast testi olarak da bilinen ve kimyasallarin zararsizligini
aragtirmakta, hayvan deneylerine alternatif ve giivenilir bir yol olarak kabul edilen test
yontemidir. Bu test, materyalin embriyo zarindaki etkilerini 6lgerek, doku {izerindeki

potansiyel iritasyon derecesini tanimlamakta kullanilmaktadir (157).

HET-CAM, Luepke tarafindan 1985 yilinda, embriyolu tavuk yumurtalarinin
membranlar {izerinde kati ya da likit test materyallerinin dogrudan etkilerini ve iritasyon
potansiyellerini tahlil etmeye ve kayit altina almaya izin veren bir c¢alisma olarak

tanimlanmistir (158). Bu yontemin uluslararast gegerlilige sahip oldugu bildirilmistir (159).

Korioallantoik membran (Chorioallantoic membran (CAM)) arterler, venler ve
kilcal damarlar iceren tam bir dokudur. Tavuk CAM' ekstraembriyonik dokunun bir
parcasidir, kuluckanin baslamasindan 7 giin sonra korion ve allantoisin fiizyonu ile
olugmaktadir. Olgun bir tavuk CAM'i (20-100 um) kalinlik olarak insan retinasina (yaklasik
100-300 um) benzerdir (160). Teknik olarak CAM iizerinde ¢alisilmast kolaydir. CAM,
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yaralanmalara, tipki tavsan konjuktivasinda oldugu gibi (Draize Testi), enflamatuvar bir
stire¢ ile cevap vermektedir. Bu iyi gelismis vaskiilarizasyon, gozle goriilebilir iritasyon

caligmalar i¢in ideal bir model saglamaktadir (161).

Yontemin esasinin, déllenmis yumurtanin Korioallantoik membran (gelisiminin 9.-
10. giinlerinde) igindeki test materyali (0.3g kat1 ve 0.1-0.3ml sivi) ve iritasyonun tipine
gore (liziz, kanama, koagiilasyon) degerlendirilen sonuglara dayali oldugu bildirilmektedir
(159).

Resim 1. D6llenmis tavuk yumurtast geligimi (162).

Dollenmis tavuk yumurtast gelisiminde (Resim 1): 1. giin: doku gelisimi; 2. giin:
doku gelisimi belirgin, kan damarlar1 belirmeye baslar; 3. giin: Kan damarlar1 goriiniir
halde, kalp atis1; 4. giin: Allontoik kesenin olusumu: Kalsiyumun kan dolagimina karigsmasi,
solunum ve atiklarin depolanmasinda ana rolii oynar; 5. giin: Embriyo ‘C’ seklini alir: bas
kuyruk kismina yakinlagir. Uzuvlar biiylimeye baglar; 6. giin: Gaga olusumu, istemli
hareketler goriilmeye baglar; 7. giin: Beyin kademeli olarak kendisi i¢in ayrilmis bdliime

girmeye baslar; 8. giin: alt ve {ist gaga esit uzunluga gelir, dis isitme kanali agilmaya baslar;
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9. giin: Allantoisin biiylir ve yumurta sarisindaki damarlagma artar; 10. giin: Tiiy folikiilleri
alt kisimdaki uzuvlar1 kaplamistir; 11. giin: Embriyo civeiv goriiniimiine sahiptir; 12. giin:
Ty folikiilleri kulak kanalim1 sarmis iist géz kapagimi kaplamistir; 13. gilin: Allantois
kiigtilerek Korioallantoik membran (chorioallantoic membrane) halini almaya baglar; 14.
giin: Yumusak tiiyler neredeyse tiim viicudu kaplamistir; 15 ve 16. giin: Kademeli olarak
yumurta aki kaybolmaktadir. Bas, kabugu delme pozisyonuna dogru hareket eder ve sag
kanatin altindadir; 17. giin: Amniyotik s1v1 azalir, bobrek sistemi ¢alismaya baglar; 18. giin:
Embriyonun gelisimi neredeyse tamamlanir; 19. giin: Yumurta sarist viicut bosluguna
dogru ¢ekilir, amniyotik sivi tamamen bitmistir; 20. giin: Kabuk delinmeye baglar. Civciv
yumurtadan ¢ikmaya hazirdir. 21. giinde civeiv yoniinii bulmak i¢in kanatlarini, etrafinda

donmek i¢in ise bacaklarin1 kullanmaktadir. Yumurta kabugunu deler.

2.5.6.1. HET-CAM Prosediirii

HET-CAM test prosediirii, 5 asamadan olusmaktadir:

e Yumurtanin hazirlanmasi

e Ornek, negatif ve pozitif kontrol ¢dzeltilerinin hazirlanmasi
e Deney prosediirii

e Yumurtalarin degerlendirilmesi

e Degerlerin olusan iritasyona gore hesaplanmasi (163).
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1. Asamada dollenmis tavuk yumurtalart (0 giinliik) hasar kontrolii yapildiktan
sonra deneye dahil edilmektedir. Nem ve 1s1 kontrollii (37 £ 1°C) bir kulucka makinesine

yerlestirilir.

2. Asamada Sodyum Dodenyl Siilfat (SLS) 0.01M suda seyreltilerek pozitif
kontrol olarak kullanilmaktadir. Deneyin ideal kosullarda gergeklestirildigini ve deney
sonucunun c¢evresel etkenlerden etkilenmedigini gézlemlemek amaciyla negatif kontrol

olarak %0.9'luk NaCl kullanilmaktadir (163).

Resim 2. A: 0.1 M sodyum hidroksit (NaOH) soliisyonu (pozitif kontrol); 2.B: %0.9 salin soliisyonu (negatif
control) (164).

3. Asamada dokuz giinliik yumurtalar kulucka makinesinden ¢ikarilir, el feneri ile
deneyin yapilabilecegi alan tespiti ve damarsal hasar i¢in incelenir. Bu hasar; liziz, kanama
ya da koagiilasyon olabilir. Yumurtalar, hasarin siddetini 6lgebilmek igin 1- 5 dakika kadar
izlenir. Her gruptaki her bir yumurta i¢in gozlenen tiim etkiler kayit edilir. Herhangi bir

damarsal degisiklik gozlenir ise, sonuglar pozitif olarak kabul edilir.
4. Asamada damarsal etkiler siniflandirilir. Lizis, kanama ve koagiilasyon

kriterlerinde zamana bagli olusan iritasyon degerlerini saptamak igin sayisal olarak

maksimum deger 21 olacak sekilde skorlar verilmistir.
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Kanama Zamani: Kanamanin goriildiigi ilk saniye
Lizis Zamani: Damar lizisinin goriildigi ilk saniye

Koagiilasyon Zamani: Protein koagiilasyonunun goriildiigii ilk saniye

Tablo 8. HET-CAM yontemi ile iritasyon testi skorlama degerleri (163).

Etki Skor

0.5 dk 2 dk 5 dk
Lizis 5 3 1
Kanama 7 5 3
Koagiilasyon 9 7 5

5. Asamada, iritasyon degerleri asagidaki tablo kullanilarak hesaplanir (Tablo 9)
(157,159):

Tablo 9. HET-CAM yéntemi ile iritasyon testi degerlendirme (157)

HET-CAM Skorlarn [rritasyon Kategorisi

0-09 [rritan Degil ya da Pratikte Irritasyon Yok.
1-49 Zayif ya da Onemsiz Irritasyon

5-8.9 Orta Seviye Irritasyon

9-21 Giiclii ya da Ciddi Irritasyon
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Dahl 1999 yilinda yaptig1 ¢alismada HET-CAM yontemi ile farkli dental adeziv
sistemlerin mukozal iritasyon seviyesini incelemis, 35 grup icinde sadece ii¢ bonding

sisteminin mukozal iritasyona neden olmadigini bildirmistir. (165).

Ardlin ve ark. (2005), metal destekli seramik sabit protezlerde kullanilan metal
elementlerden 6 tanesini (Co*?, Ce™, Cu*?, Zn*?, Fe*2 Ti**) HET-CAM yéntemi kullanarak
incelemisler, elementlerden sadece kobaltin mukoza {izerine hafif derece iritan oldugunu

belirtmislerdir (166).

Dahl ve ark. (2006), 11 farkli protez besleme materyalinin sitotoksisite ve
iritasyon derecelerini inceledikleri ¢alismalarinda, filtre difiizyon test yontemi ile 6, MTT
yontemi ile 9 materyalin sitotoksik ozellik gosterdigini, HET-CAM yontemi ile ise 3
materyalin mukoza {izerine iritan etki gosterdigini bildirmisler, yontemler arasinda goriilen
farkin MTT testinde hiicrelerle direk temas mevcutken, filtre diflizyon test yonteminde
arada filtre bariyeri olmasindan kaynaklandigini, iritasyon test yontemi ile aralarindaki
farkin ise materyallere maruz kalim siiresinden (sitotoksisite yontemleri i¢in 24 saat, HET-

CAM igin 5 dakika) kaynaklandigini belirtmislerdir (167).

Dahl 2007 yilinda yaptigi c¢alismada HET-CAM yontemi ile dental adeziv
sistemlerin mukoza {izerine iritan etkilerini incelemis, 36 farkli adeziv iiriiniin 34 tanesinin
farkli seviyelerde iritasyon gosterdigini, oral mukoza ile temas sonucu dental adeziv
sistemlerin iritasyona neden olabilecegini ve bu konuda dikkatli olunmasi gerektigini

bildirmistir (168).

Hjortsjé ve ark. (2009), HET-CAM yontemi ile ve fareler iizerinde hidroflorik asit
igeren fluorid bilesiklerinin mukoza {izerine etkilerini arastirmis, in vitro ve in vivo olarak
yiiriitiilen her iki deneyin sonucunda da asidik fluorid bilesiklerinin doza bagli olarak
degisen derecelerde mukozal iritasyona sebep oldugunu, %0.2'den daha yiiksek oranlarda
hidroflorik asit iceren fluorid bilesiklerinin yumusak dokularda hasara neden olabilecegini

bildirmislerdir (169).

59



Hao ve ark. (2014), tasiyici olarak poloksamer 407 ve poloksamer 118
polimeri igeren yeni gelistirilmis bir géz damlasinin mukoza iizerine iritasyon degerlerini
HET-CAM yontemi kullanarak ve hayvan deneyi (Yeni Zelanda albino tavsani) ile
incelemisler, iki ¢alismanin sonuglarini kombine ederek polimer sisteminin mukoza tizerine

iritan olmadigin1 bildirmislerdir (164).

Hjortsjo ve ark. (2005), bes farkli protez yapistirma materyalinin (toz, band ve ii¢
farkl1 krem formunda) iritasyon (HET-CAM) ve L1929 hiicre kiiltiirii {izerinde sitotoksik
potansiyellerini (filtre difiizyon, agar difiizyon ve MTT yontemleri ile) degerlendirdikleri
calismada materyallerden higbirinin HET-CAM yonteminde akut iritasyon ve filtre
difiizyon testinde sitotoksisite gostermedigini, ancak krem formlarindan bir tanesinin MTT
ve agar diflizyon testinde ciddi sitotoksik reaksiyon gdsterdigini bildirmislerdir. Bu
durumun MTT ve agar difiizyon yontemlerinde inkiibasyon siiresi 24 saatken filtre

diftizyon yonteminde 2 saat olmasindan kaynaklanabilecegini belirtmislerdir (170).
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3. GEREC VE YONTEM

3.1. Cahismada Kullanilacak Formulasyonlarin Hazirlanmasi

Calismada

biyouyumlulugu degerlendirilecek olan,

lizozim, laktoferrin ve

Poloksamer 407 igeren jel formulasyonlart Yeditepe Universitesi Eczacilik Fakiiltesi

Farmasotik ~ Teknoloji

ve Farmakognazi

ABD Laboratuvar'inda hazirlanmistir.

Formulasyonlarin igeriginde yer alan materyaller ve fliretici firma isimleri Tablo 10'da

goriilmektedir.

Tablo 10. Formulasyonda yer alan materyallerin miktarlari, fonksiyonlar: ve iiretici firmalari

MATERYAL TOPLAM | FONKSIYON URETICI FIRMA
MIKTAR

Lizozim 4 mg/2 ml Antibakteriyel SIGMA®-ALDRICH, USA

Laktoferrin 2mg/2 ml Antibakteriyel SIGMA®-ALDRICH, USA
NaH,PO, (SIGMA®)

Sorensen's Qs Tamponlayici ve NaH,PO; (SIGMA®)

Cozeltisi (pH 5.0) stabilize edici ajan

Pluronic F-127 20 a/h Tastyict ve ¢oziicii ajan | SIGMA®-ALDRICH, USA

(Poloksamer)
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3.1.1. Sorensen's Fosfat Cozeltisinin Hazirlanmasi

0.8 g/100 ml Sodyum Fosfat dibazik, Anhidroz (Na,HPO4xH,0) (SIGMA®, ACS
reagent grade, USA) ve 0.947 ¢/100 ml Sodyum Fosfat monobazik, Monohidrat
(NaH,PO4xH,0)  (SIGMA®, ACS reagent grade, USA) distile su ile ayr1 ayri
karistirildiktan sonra, 0.2 M pH's1 5.0 olan bu ¢ozelti sodyum kloriir (SIGMA®, ultra pure
grade, USA) ile birlestirilmistir. 100 ml pH 5.0 'da Sorensen's Fosfat Cozeltisi (tampon

coOzeltisi) elde edilmistir.

3.1.2. Pluronic® F-127 (Poloksamer 407) Jelin Hazirlanmasi

20 g Pluronic® F-127 (SIGMA®- ALDRICH, BASF Corp, USA) (Resim 3) ilk 6nce
20 ml tampon c¢ozeltisi ile ¢oziiliip +4°C'de birka¢ saat bekletildikten sonra geri kalan
tampon ¢ozeltisi ilave edilerek 100 ml'ye tamamlanmis ve %20 a/h Poloksamer polimeri

(Pluronic® F-127-Poloksamer) jel formiilasyonu elde edilmistir.
Formulasyonun MIK konsantrasyonu hazirlanirken, daha énceden hazirlanmis %20

Pluronic® F-127 (Poloksamer) jel formiilasyonu a/h oraninda Sorensen's Fosfat Cozeltisi

(tampon ¢ozeltisi) ile karistirilmis ve vortekslenmistir.
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Resim 3. Pluronic® F-127 (SIGMA®- ALDRICH, BASF Corp, USA)

3.1.3. Lizozim ve Laktoferrin i¢ceren Jel Formulasyonlarinin Hazirlanmasi

4 mg Lizozim (L6876-1G, SIGMA®™- ALDRICH, USA) ve 2 mg Laktoferrin
(L0520-100 MG, SIGMA®™- ALDRICH, USA), 2 ml tampon soliisyonu igerisinde
¢ozdiiriildiikten sonra % 20 a/h Poloksamer 407 polimeri (SIGMA®- ALDRICH, BASF
Corp, USA) ile karistirilarak hazirlanmig ve vortekslenmistir.

Formulasyonun MIK konsantrasyonu hazirlanirken, 2 mg Lizozim (L6876-1G,
SIGMA®- ALDRICH, USA) ve 1 mg Laktoferrin (L0520-100 MG, SIGMA®- ALDRICH,
USA), 2 ml tampon soliisyonu igerisinde ¢ozdiiriildiikten sonra % 10 a/h Poloksamer 407
polimeri (SIGMA®- ALDRICH, BASF Corp, USA) ile karistirilarak hazirlanmis ve

vortekslenmistir .
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Resim 4. Tavuk yumurtasindan elde edilen Lizozim (L6876-1G, SIGMA®- ALDRICH, USA) ve insan
siitiinden elde edilen Laktoferrin (L0520-100 MG, SIGMA®- ALDRICH, USA)

Resim 5. Cozeltilerin vortekslenmesinde kullanilan yellowline TTS 2 cihazi
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3.2. Mukozal Iritasyonun Degerledirilmesi

Hazirlanan formulasyonlarin mukoza tizerindeki iritasyon degerleri Has Tavuk Gida
Tarim Hayvancilik Sanayii ve Ticaret Anonim Sirketi/Sivrihisar Kertek Subesi'nden temin
edilen beyaz Leghorn cinsi déllenmis tavuk yumurtalari iizerinde HET-CAM test yontemi
kullanilarak Yeditepe Universitesi Eczacilik Fakiiltesi Farmasotik Toksikoloji Boliimii

Laboratuvari'nda degerlendirilmistir.

Mukozal iritasyon testinde kullanilacak formulasyonlarin tablosu asagidaki gibidir:
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Tablo 11. Calismada biyouyumlulugu degerlendirilecek formulasyonlar, igerikleri ve kodlar

KODLAR | FORMULASYONLAR ICERIKLERI
1. Grup pH:5.0 Sorensen's Tampon 0.8 g/100 mL NaH,PO,
Cozeltisi
0.947 g/100 mL Na;HPO4
2. Grup Pluronic®™ F-127 (Jel) %20 a/h Poloksamer 407 polimer tampon
sollisyonu igerisinde
(20 g polimer/ 100 mL a/h)
3. Grup Pluronic® F-127 (Jel) %10 a/h Poloksamer 407 polimer tampon
sollisyonu igerisinde
(10 g polimer/ 100 mL a/h)
4. Grup Lizozim+Laktoferrin+ Lizozim (4mg/2mL) + Laktoferrin (2mg/2
Pluronic® F-127 (Jel) mL) pH:5.0 Sorensen's tampon soliisyonu
igerisinde ¢ozdiiriliir.
Poloksamer 407 polimeri ile karistirilir
(%20 a/h)
5. Grup Lizozim+Laktoferrin+ Lizozim (2mg/2mL) + Laktoferrin (1mg/2
Pluronic® F-127 (Jel) mL) pH:5.0 Sorensen’'s tampon soliisyonu
igerisinde ¢ozdiiriiliir.
Poloksamer 407 polimeri ile karistirilir
(%10 a/h)
6. Grup Klorheksidin (CHX)
Gargara %0.2 klorheksidin glukonat
Kontrol Grubu
7. Grup pH:7.0 Sorensen's Tampon | 0.8 g/100 mL NaH,PQO,
Cozeltisi
0.947 g/100 mL Na;HPO4
8. Grup Lizozim+Laktoferrin+ Lizozim (4mg/2mL) + Laktoferrin (2mg/2

pH:5.0 Sorensen's Cozeltisi

mL) tampon soliisyonu igerisinde
¢ozdiriiliir.
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Sema 1. Calismanin Akis Semas1 (HET-CAM deneyi)

Calisma basamaklar1 agagidaki akis semasinda belirtilmistir (Sema 1)

Doéllenmis tavuk yumurtalarinin temini ve 9 giin kulugka
makinesinde inkiibasyonu

-

Sorensen's Tampon Cdzeltisinin (pH 5.0) hazirlanmasi

(4

Poloksamerin ~ (Pluronic® F-127) %20 ve %10 a/h
konsantrasyonlarinin Sorensen's Tampon Cozeltisi igerisinde
hazirlanmasi

(7

Sorensen's Tampon Cozeltisi igerisindeki formulasyonlarinin
hazirlanmasi

-

Isik kaynagi ile yumurtalarin hava bosluklarinin isaretlenmesi

-

Hava bosluklarinin kesilerek agilmasi, deney gruplarinin
CAM yiizeyi lizerine uygulanmasi

3y

Tim formulasyonlarin  mukozal iritasyon diizeylerinin
degerlendirilmesi

[ Laktoferrin ve lizozimin Poloksamer (Pluronic® F-127) ve }

67



3.2.1. Kullamilan Materyaller

e Otomatik ¢evirme tablast bulunan kulugka makinesi

e Isik kaynagi

e Tur motoru ve separe

e Presel

e (eker ocak

e Mikropipetler ve belirlenen hacimlerde tek kullanimlik uglar

¢ Kronometre

3.2.2. Kontrol Gruplar:

Standart HET-CAM prosediirii i¢in kullanilacak distile su ile hazirlanmis pozitif ve

negatif kontrol gruplari:

e Negatif kontrol grubu olarak, % 0.9'luk sodyum kloriir (NaCl)
e Pozitif kontrol grubu olarak, %1'lik sodyum dodesil siilfat (SDS)
e Pozitif kontrol grubu olarak, 1 N sodyum hidroksit (NaOH)'tir.

Calismamizda uygunsuz kosullar nedeniyle iritan yanit olusmayacaginin kontrolii
amaciyla negatif kontrol grubu olarak NaCl, uygun cevabin olusacagini dogrulamak
amaciyla da gbz ve mukoza iizerine iritan oldugu kesin olarak bilinen SDS ve NaOH

pozitif kontrol grubu olarak kullanilmistir (Resim 6).
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Resim 6. HET-CAM testinde kullanilan negatif ve pozitif kontrol gruplart

3.2.3. Yumurtalarin Hazirlanmasi

Taze (1-2 giinliik), 50-60 gr agirliginda beyaz Leghorn cinsi déllenmis tavuk
yumurtalart secilmis, kirik/catlak/hasar gormiis, sekil bozuklugu goriilen ve normalden
daha ince kabuklu yumurtalar calismaya dahil edilmemistir. Segilen yumurtalar

embriyolarin canlilik ve gelisimlerini etkilemeyecek sekilde tasinmustir.

Yumurtalar 37.8£0.3°C ve %58+2 nem oraninda otomatik
1sitma/cevirme/nemlendirme sistemi bulunan kulugka makinesine (Resim 7) yerlestirilmis,
8 giin siiresince inkiibe edilmistir. 8. giin yumurtalar kontrol edilmis, ancak yeterli gelisim

i¢in 9. giin beklenmistir.
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Resim 7. Eforstar dijital 1s1 ve nem sistemi ile kulucka makinesi

3.2.4. HET-CAM testi

9. glin yumurtalar kulucka makinesinden ¢ikarilarak karanlik bir odada 151k kaynagi
ile incelenmis, embriyo gelisimi gozlenmeyen veya hasar gormiis olan yumurtalar
calismaya dahil edilmemistir. Canlilik ve embriyo gelisimi agisindan sorun saptanmayan
yumurtalarin  hava bosluklar1 1s1k kaynagi altinda saptanarak isaretlenmistir. Isaretli
kisimlar, ¢eker ocak altinda bir tur motoru ve separe ile, korioallantoik membrana (CAM)

zarar verilmeden kesilmis ve presel ile tutularak agilmistir (Resim 8).
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Resim 8. Hava bosluklari isaretlenmis yumurtalarin tur motoru ve separe ile kesilmesi

Hava bosluklar1 agilan yumurtalarin embriyo gelisimleri tekrar kontrol edilmis

(Resim 9) ve gelisim saglanamayan yumurtalar ¢calismaya dahil edilmemistir.
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Resim 9. Solda embriyo gelisimi devam etmekte olan déllenmis yumurta, sag tarafta calisma disi birakilan ve

damar gelisimi izlenemeyen yumurta

Tim yumurtalar hazirlandiktan sonra CAM ylizeylerine mukozal iritasyonu
degerlendirilecek formiilasyonlarin her biri igin 0.3 ml uygulama yapilmistir. CAM yiizeyi
biiyliteg altinda bes dakika siiresince izlenmis ve 30. sn, 2. dk ve 5. dk'daki damarsal

degisiklikler Tablo 8'e gore skorlanmustir.

3.3. Sitotoksisite Degerlendirmesi

Hazirlanan formulasyonlarin [.-929 fare fibroblast hiicre kiiltiirii tizerindeki
sitotoksik etkileri MTT test yontemi kullanilarak Yeditepe Universitesi Genetik ve
Biyomiihendislik ABD Laboratuvari'nda incelenmistir.

Sitotoksisite testinde kullanilacak formulasyonlar Tablo 11 ile aym sekilde

hazirlanmistir. Ancak 3. Grup, formulasyonun MIK degeri oldugu, MTT test yonteminde

sitotoksisitesi degerlendirilecek formulasyonlar besi ortamlari ile esit oranda (a/a)
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karistirilarak seyreltilecegi ve bu oran MIK degerinin altina diiseceginden MTT testi icin

Grup 3'teki formulasyon ¢alismanin bu kismina dahil edilmemistir.

Sema 2.Calismanin Akis Semas1 (MTT deneyi)

Calisma basamaklar1 asagidaki akis semasinda belirtilmistir (Sema 2)

L929 hiicrelerinin temini ve hiicre kiltiiriniin hazirlanmasi

g

[ Sorensen's Tampon Cozeltisinin (pH 5.0) hazirlanmasi }

g

Poloksamerin ~ (Pluronic® F-127) %20 ve %10 alh
konsantrasyonlarinin Sorensen's Tampon Cozeltisi igerisinde

hazirlanmasi

[ Laktoferrin ve lizozimin Poloksamer (Pluronic® F-127) ve }

Sorensen's Tampon Cozeltisi igerisindeki formulasyonlarinin
hazirlanmasi

1

MTT testinin uygulanmasi ve hiicrelerin inkiibasyonu

U

[ Tiim formulasyonlarin sitotoksisite degerlerinin 6lgiilmesi }
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3.3.1. Hiicre Kiiltiiriiniin Hazirlanmasi

Calismada [-929 fare fibroblast (ATCC® CCL-1™-American Type Culture
Collection, CCL 1 fibroblast, NCTC clone 929) hiicre kiiltiirii kullanilmistir. L-929
hiicreleri saklama ortami olan -196°C'deki azot tankindan c¢ikartilarak 37°C'deki su
banyosunda ¢ozdiiriilmiistiir. Monolayer L-929 hiicre kiiltiirii, 25 cm® lik kiiltiir kabinda-
T-25 flasklarda (Costar, Cambridge, MA, USA /Cellstar Tissue Culture Flask, Grenier bio-
one, Austria), Dulbecco' s Modified Eagle' s Medium High Glucose (DMEM, Biochrom
KG, Germany) hiicre kiiltiir medyumu igerisinde % 10 oraninda fetal bovine serum (FBS,
Biochrom AG, Germany) ve % 1 oraninda antibiyotik soliisyonu (100 IU/MI penicillin, 100
ng/mL streptomisin ve amfoterisin, Biochrom, Germany) ilave edilerek 37°C' de 1 atm
basing altinda % 5 CO2, % 95 hava iceren % 80 bagil nemli ortamda inkiibe edilerek
retilmistir (Resim 10). Kiiltlir kaplarinin kapaklari inkiibatér havasinin girecegi sekilde
aralik birakilarak inkiibatore konulmustur. Hiicreler pasajlanmadan once kiiltiir kabi

yiizeyini kaplayip kaplamadiklar1 ve tiremeleri mikroskop ile kontrol edilmistir.

meme 37.0c M’;}
ce &l V7

o 80.3%

2014-04-10 04:37

Resim 10. %5 CO,, %95 hava iceren inkiibasyon makinesi (NuAire AutoFlow NU-8700 Dual Chamber
Water Jacket CO, Incubator)
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3.3.2. MTT testinin uygulanmasi

Hiicreler tek tabaka olarak tiretildikten ve kiiltlir kabinin tabaninda yeterli miktarda
cogaldiktan sonra (%80-85 yogunluk) kiiltiir kabindaki besi yeri aspire edilmistir. Kiiltiir
ortamindaki hiicresel atiklarin ve serum artiklarinin uzaklastirilmasi: amaciyla Dulbecco' s
phosphate buffer salin soliisyonu (PBS, PAN Biotech, Germany) ile hiicrelerin yiizeyi
yikanmustir. Trypsin-EDTA soliisyonu (Gibco®, USA) (Resim 11) kiiltiir kabina ilave
edilmis ve 37°C'de hiicreler zeminden ayrilincaya kadar kiiltiir kab1 bekletilmistir. Trypsin-
EDTA’ nin proteolitik etkisinin ortadan kaldirilmasi amaciyla kiiltiir kabina %10 serum
iceren ayni miktarda DMEM medyum ilave edilmistir. Mikroskop kullanilarak hiicrelerin
zeminden ve birbirlerinden ayrildiklarindan emin olunduktan sonra, hiicreler serolojik pipet
yardimiyla kiiltiir kaplarindan konik tabanli 15 ml hacimli steril plastik santrifiij tiiplerine
aktarilmigtir. Tiipler 1.000 rpm' de 5 dk santrifiij edilmistir (Sigma, UK) (Resim 12).

Resim 11. Caligmada kullanilan Tripsin-EDTA, DMEM ve DPBS soliisyonlari
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Resim 12. Santrifiij cihaz1 (Sigma, UK)

Santrifiij sonrasi siipernatant atildiktan sonra tiipiin dibine ¢oken hiicrelerin (Resim
13) tlizerine 1 ml medyum ilave edilerek hiicreler silispansiyon haline getirilmistir.
Mililitresinde 75.000 hiicre olacak sekilde silispansiyon haline getirilen hiicreler 96
kuyucuklu hiicre iiretme kaplarina 100 pl/géz (kuyucuk) olacak sekilde (Resim 14)
eklenmis ve % 5 CO;' li inkiibatdrde 24 saat inkiibasyona birakilmistir. Bu siire sonunda 96
kuyucuklu hiicre iiretme kaplarindaki hiicreler inverted doku kiiltiirii mikroskobunda
(Olympus CK40, Japonya) iiremeleri ve ortamin sterilitesi kontrol edildikten sonra kiiltiir
ortamindaki DMEM besi ortami aspire edilerek uzaklastirilmis ve yerine taze olarak
hazirlanmig ve besi ortamlari ile esit oranda (a/a) karistirtlmis formulasyonlar mikropipet
ile kuyucuklara koyularak tekrar %5 CO;' li inkiibatorde 24-48-72 saat inkiibasyona

birakilmistir.
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Resim 13. Santrifiij sonrasi slipernatant ve tiipiin dibine ¢okmiis olan hiicreler

Resim 14. MTT testinde kullanilan plate
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Hiicreler ayni sartlarda %20 DMSO igeren besiyerine maruz birakilmigtir (pozitif
kontrol). Negatif kontrol olarak besiyeri kullamlmstir. Inkiibasyon siireleri bittiginde
kuyucuklardaki besiyeri uzaklastirilmis ve igerisine MTT soliisyonu (her 1 ml DMEM
tizerine 100 pl MTT) olacak sekilde 110 pl besiyeri bu kuyucuklara eklenmistir. MTT'ye
maruz birakilan hiicreler 2 s inkiibasyona birakilmis, inkiibasyon sonrasinda hiicre canlilig
490 nm'de otomatik petri okuyucu ile (Resim 15) odlgiilmiis ve ¢ikan degerler kontrol
gozleri ile karsilastirilmigtir. Materyallerin hazirlanigindan bu asamaya kadar, deneyler 3

kez tekrarlanmistir.

Resim 15. Otomatik petri okuyucu (Thermo Scientific Multiskan® Spectrum)
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3.4. Istatistiksel Degerlendirme

Bu calismada istatistiksel analizler NCSS (Number Cruncher Statistical System)
2007 Statistical Software (Utah, USA) paket programi ile yapilmustir.

Verilerin degerlendirilmesinde tanimlayici istatistiksel yontemlerin (ortalama,
standart sapma) yani1 sira ¢oklu gruplarin tekrarlayan 6l¢iimlerinde Friedman testi, gruplar
arasi karsilastirmalarda Kruskal Wallis testi, alt grup karsilastirmalarinda Dunn’s ¢oklu

karsilastirma testi kullanilmigtir.

Sonuglar, anlamlhilik p<0.05 diizeyinde olacak sekilde degerlendirilmistir.
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4. BULGULAR

4.1. HET-CAM deneyinin bulgulari

Calismanin birinci boliimiinde 7 farkli deney grubu ve CHX kontrol grubunun
iritasyon skorlarinin belirlenmesi amaciyla iki farkli deney yiirtitiilmiistiir. Birinci HET-
CAM deneyinde her bir grup icin 3 adet dollenmis beyaz Leghorn cinsi tavuk yumurtasi

kullanilirken ikinci deney i¢in 6rnek sayist 5 yumurta olarak belirlenmistir.
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Tablo 12. Her grup igin ¢ farkli tavuk yumurtasi kullanilan HET-CAM deneyinin ortalama iritasyon skorlar1

IS (iritasyon skoru) Toplam Skor

Ort£SS
Median

(3 Tekrar) (IQR)
Grup1
(Sorensen's Cozeltisi pH:5.0) 540 5 (5-5)
Grup 2
(%20 Pluronic® F-127) 6,33+1,16 7 (5-7)
Grup 3
(%10 Pluronic® F-127) 3,67+2,31 5 (1-5)
Grup 4
(2mg/ml Lizozim+1mg/ml Laktoferrin+
% 20 Pluronic® F-127) 5,67+1,16 5 (5-7)
Grup 5
(Lmg/ml Lizozim+0.5mg/ml Laktoferrin+
% 10 Pluronic® F-127) 3,5+1,92 4 (1,5-5)
Grup 6
(%0.2 klorheksidin glukonat) 540 5 (3,75-4,5)
Grup 7
(Sorensen's Cozeltisi pH:7.0 ) 3,67£2,31 5 (1-5)
Grup 8
(2mg/ml  Lizozim+1mg/ml Laktoferrin+
Sorensen's Cozeltisi) 6,33£1,16 7 (5-7)
p (KW) 0,106
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Tablo 12'de her grup igin 3 adet yumurta iizerinde yapilan HET-CAM deneyinin
sonucunda kontrol grubu olan klorheksidin ve deney gruplarinin 30 sn, 2 dk ve 5 dk sonra

elde edilen toplam skorlarin ortalama, standart sapma ve median degerleri goriilmektedir.

is
5
6 —3
5

Grupl Grup2 Grup3 Grup4 Grup5 Grup6 Grup7 Grup8

Grafik 1. Her grup i¢in ti¢ farkli tavuk yumurtasi kullanilan HET-CAM deneyinin ortalama iritasyon
skorlarinin dagilimi

En yiiksek IS ortalamast Grup 2 ve Grup 8'de gozlenirken, en diisiik skor
ortalamasmin Grup 5'de oldugu belirlenmistir. Tiim gruplarin toplam IS degerleri arasinda

istatistiksel olarak anlamli bir farklilik bulunmamistir (p=0.106).

5 adet dollenmis beyaz Leghorn cinsi tavuk yumurtasi kullanilarak yapilan HET-
CAM deneyinin sonuglari ise Tablo 13' de verilmektedir.
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Tablo 13. Her grup igin beg farkli tavuk yumurtasi kullanilan HET-CAM deneyinin ortalama iritasyon skorlari

IS Toplam Skor (5)

Ort£SS

(5 Tekrar) Median (IQR)
Grup1
(Sorensen's Cozeltisi pH:5.0 ) 342,74 5 (0-5)
Grup 2
(%20 Pluronic® F-127) 3,843,56 5 (0-7)
Grup 3
(%10 Pluronic® F-127) 2,242,59 1 (0-5)
Grup 4
(2mg/ml Lizozim+1mg/ml Laktoferrin+
% 20 Pluronic® F-127) 5,440,89 5 (5-6)
Grup 5
(Img/ml Lizozim+0.5mg/ml
Laktoferrin+
% 10 Pluronic® F-127) 3,67+1,63 4 (2,5-5)
Grup 6
(%0.2 klorheksidin glukonat) 4+1,16 4 (3-5)
Grup 7
(Sorensen's Cozeltisi pH:7.0 ) 342 3(1-5)
Grup 8
(2mg/ml Lizozim+1mg/ml Laktoferrin+
Sorensen's Cozeltisi) 542 5(3-7)
P (KW) 0,066
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En yiiksek ortalama iritasyon degerleri Grup 4'de gozlenirken, en diisiik iritasyon
degerleri Grup 3'de gdzlenmistir. Tiim yumurtalar degerlendirildiginde, Grup 1, Grup 2,
Grup 3, Grup 4, Grup 5, Grup 6, Grup 7 ve Grup 8'in IS Toplam Skor degerleri arasinda
istatistiksel olarak anlamli farklilik gézlenmemistir (p=0.066).

Is

Grupl Grup2 Grup3 Grup4 Grup5 Grup6 Grup7 Grup8

Grafik 2. Her grup i¢in bes farkli tavuk yumurtasi kullanilan HET-CAM deneyinin ortalama iritasyon
skorlarinin dagilimi

4.2. Sitotoksisite deneyinin bulgular:

Calismada kullandigimiz deney gruplarinin L 929 hiicreleri iizerine direkt temas test
metodu kullanilarak yapilan sitotoksik degerlendirmelerinde, MTT testi sonucu elde edilen
optik yogunluklara ait degerler (OD) iizerinden yola ¢ikilarak, uygulandiklar: hiicreler

iizerindeki canlilik oranlar1 % olarak asagidaki formiil ile hesaplanmustir.
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Incelenen Grup (0D) - Pozitif Kontrol Grubu (0D)
x100
Negatif Kontrol Grubu (0D) - Pozitif Kentrol Grubu (0D)

Canlilk (%) =

Hesaplanan degerler 1, 2 ve 3. giin i¢in degerlendirilmis ve Tablo 14'te

gosterilmistir.

Tablo 14. Deney gruplarinin tiim giinlerde gozlenen % canlilik degerleri

Canlilik (%) 1.Giin 2.Giin 3.Giin p (F)
Grup 1 37,159+4,109 14,893+1,566 11,712+2,052 0,0001**
Grup 2 39.421%10,457 43232+13,973  26,177+5,687 0,338
Grup 4 39,229+8,04 32,084+8,731 19,468+6,692 0,129
Grup 5 32,937+3,756 35,071+7,644 26,349+0,485 0,251
Grup 6 2,447+0,962 -0,468+0,692 -0,436=0,264 0,046%*
Grup 7 159,309+13,383  89,994+17,002  105,408+12,623  0,016**
Grup 8 37,85442,557 20,205+5,208 16,929+2.251 0,005**
p (KW) 0,035* 0,006* 0,007*

*  Kruskal Wallis Testi (p<0.05)

**  Friedman Testi (p<0.05)
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MTT testinde hiicre canlilik (%) degerleri incelendiginde tiim giinlerde en fazla
hiicre 6liimii Grup 6'da gozlenirken, en yiliksek canlilik oranlart Grup 7'de gozlenmistir.
Grup 2 (p=0.338), Grup 4 (p=0.129) ve Grup 5'in (p=0.251) 1. Giin, 2. Giin ve 3. Giin
canlilik degerleri karsilastirildiginda, giinler arasinda gruplarin canlilik oranlari acgisindan

istatistiksel olarak anlamli degisim gozlenmemistir.

Canhilik (%)

160

140

120

100

80

Grup 1 Grup 2 Grup 4 Grup 5 Grup 6 Grup 7 Grup 8

Grafik 3. Sitotoksisite deneyi gruplar arasi hiicre canlilik yilizdelerinin tiim giinler i¢in degerlendirilmesi

Giinler arasi hiicre canlilik degerleri arasindaki fark istatistiksel olarak anlamli
bulunan (p<0.05) gruplarin ikili karsilastirmalart Dunn's Coklu Karsilastirma Testi ile

incelenmis ve degerler Tablo 15'de verilmistir.

Tim gruplarin canlilik degerleri 1. (0.035), 2. (0.006) ve 3. (0.007) giinler icin

incelendiginde degerler arasinda istatistiksel olarak anlamli farklilik oldugu goriilmiistiir. 1,
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2, ve 3. giinler i¢in deney gruplar ikiserli olarak karsilagtirilip canlilik yiizdeleri Dunn's

coklu karsilastirma testine gore degerlendirilmis, veriler Tablo 15'de gosterilmistir.

Tablo 15. Giinler aras1 hiicre canlilik degerleri istatistiksel olarak anlamli bulunan (p<0.05) gruplar

Dunn’s Coklu Karsilastirma Testi Grupl Grup6 Grup7 Grup8

1.Giin / 2.Giin 0,015 0,045 0,025 0,042
1.Giin / 3.Gin 0,008 0,041 0,048 0,017
2.Giin / 3.Giin 0,267 0,910 0,407 0,232

Grup 1'in 1.Giin, 2.Giin ve 3.Giin canlilik degerleri arasinda istatistiksel olarak
anlamli degisim gozlenmistir (p=0.0001) (Tablo 14). 1. Giin canlilik degerleri 2. Giin ve 3.
Giin canlilik degerlerinden istatistiksel olarak anlamli derecede yiiksek bulunmus (p=0.015,
p=0.008), 2. Giin ve 3. Giin canlilik degerleri arasinda istatistiksel olarak anlaml1 farklilik
gozlenmemistir (p=0.267) (Tablo 15).

Grup 6'nin 1. Giin, 2. Giin ve 3. Giin canlilik degerleri arasinda istatistiksel olarak
anlamli degisim gozlenmistir (p=0.046) (Tablo 14). 1. Giin canlilik degerleri 2. Giin ve 3.
Giin canlilik degerlerinden istatistiksel olarak anlamli derecede diisiik bulunmus (p=0.045,
p=0.041), 2. Giin ve 3. Giin canlilik degerleri arasinda istatistiksel olarak anlamli farklilik
gozlenmemistir (p=0.910) (Tablo 15).

Grup 7'min 1. Giin, 2. Giin ve 3. Glin canlilik degerleri arasinda istatistiksel olarak

anlamli degisim gozlenmistir (p=0.016) (Tablo 14). 1. Giin canlilik degerleri 2. Giin ve 3.
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Giin canlilik degerlerinden istatistiksel olarak anlamli derecede yiiksek bulunmus (p=0.025,
p=0.048), 2. Giin ve 3. Glin canlilik degerleri arasinda istatistiksel olarak anlamli farklilik
gbzlenmemistir (p=0.407) (Tablo 15).

Grup 8'in 1. Giin, 2. Giin ve 3. Giin canlilik degerleri arasinda istatistiksel olarak
anlamli degisim gozlenmistir (p=0.005) (Tablo 14). 1. Giin canlilik degerleri 2. Giin ve 3.
Giin canlilik degerleri istatistiksel olarak anlamli derecede yiiksek bulunmus (p=0.042,
p=0.017), 2. Giin ve 3. Giin canlilik degerleri arasinda istatistiksel olarak anlamli farklilik

gozlenmemistir (p=0.232) (Tablo 15).
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degerlendirilmesi

Tablo 16. Tiim giinler i¢in deney gruplarinin ikigerli olarak karsilagtirilarak canlilik yiizdelerinin

Dunn’s Coklu Karsilastirma testi 1.Giin 2.Giin 3.Giin
Grup 1/Grup 2 0,998 0,036 0,105
Grup 1/ Grup 4 0,998 0,360 0,684
Grup 1/Grup5 0,991 0,208 0,099
Grup1l/Grup6 0,0001 0,481 0,227
Grup1/Grup7 0,0001 0,0001 0,0001
Grup1/Grup8 0,998 0,992 0,925
Grup 2/ Grup 4 0,998 0,784 0,801
Grup 2/ Grup5 0,929 0,936 0,998
Grup 2/Grup 6 0,0001 0,001 0,001
Grup2/Grup7 0,0001 0,001 0,0001
Grup2/Grup 8 0,998 0,116 0,505
Grup 4/Grup5 0,938 0,998 0,782
Grup 4/Grup 6 0,0001 0,013 0,014
Grup4/Grup7 0,0001 0,0001 0,0001
Grup 4/Grup 8 0,998 0,735 0,998
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Grup5/Grup 6 0,001 0,007 0,001

Grup 5/ Grup 7 0,000L 0,000  0,0001
Grup5/Grup 8 0,980 0,516 0,485
Grup 6/Grup 7 0,000L 0,000  0,0001
Grup 6/ Grup 8 0,000L 0,189 0,037
Grup 7/Grup 8 0,000L  0,0001  0,0001

1.glinde Grup 1, Grup 2, Grup 4, Grup 5, Grup 6, Grup 7 ve Grup 8'in canlilik
degerleri arasinda istatistiksel olarak anlamli farklilik goézlenmistir (p=0.035) (Tablo 14).
Grup 6'min canlilik degerleri Grup 1, Grup 2, Grup 4, Grup 5, Grup 7 ve Grup 8'in 1.Giin
canlilik degerlerinden istatistiksel olarak anlamli derecede diisiik bulunmus (p=0.0001,
p=0.001), Grup 7'nin canlilik degerleri Grup 1, Grup 2, Grup 4, Grup 5, Grup 6 ve Grup
8'in 1.Giin canlilik degerlerinden istatistiksel olarak anlamli derecede yiiksek bulunmusg
(p=0.0001), diger gruplar arasinda istatistiksel olarak anlamli farklilik goézlenmemistir

(p>0.05) (Tablo 16).

2. giinde Grup 1, Grup 2, Grup 4, Grup 5, Grup 6, Grup 7 ve Grup 8'in canlilik
degerleri arasinda istatistiksel olarak anlamli farklilik gézlenmistir (p=0.006) (Tablo 14).
Grup 6min canlhilik degerleri Grup 2, Grup 4, Grup 5, Grup 7'min 2.Gilin canhlik
degerlerinden istatistiksel olarak anlamli derecede diisiikk bulunmus (p=0.013, p=0.0001,
p=0.001, p=0.07), Grup 7'nin canlilik degerleri Grup 1, Grup 2, Grup 4, Grup 5, Grup 6 ve
Grup 8'in 1.Giin canlilik degerlerinden istatistiksel olarak anlamli derecede yiiksek
bulunmus (p=0.0001, p=0.001), Grup 1'in canlilik degerleri Grup 2'nin 2.Gilin canlilik
degerlerinden istatistiksel olarak anlamli derecede diisiik bulunmus (p=0.036), diger gruplar

arasinda istatistiksel olarak anlamli farklilik gézlenmemistir (p>0.05) (Tablo 16).
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3. glinde Grup 1, Grup 2, Grup 4, Grup 5, Grup 6, Grup 7 ve Grup 8' in canlilik
degerleri arasinda istatistiksel olarak anlamli farklilik gézlenmistir (p=0.007) (Tablo 14).
Grup 6'nin canlilik degerleri Grup 2, Grup 4, Grup 5, Grup 7'min 2.Giin canlilik
degerlerinden istatistiksel olarak anlamli derecede diisiik bulunmus (p=0.014, p=0.0001,
p=0.001), Grup 7'nin canlilik degerleri Grup 1, Grup 2, Grup 4, Grup 5, Grup 6 ve Grup
8'in 1.Giin canlilik degerlerinden istatistiksel olarak anlamli derecede yiiksek bulunmusg

(p=0.0001), diger gruplar arasinda istatistiksel olarak anlamli farklilik gozlenmemistir
(p>0.05) (Tablo 16).
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5. TARTISMA

Antibiyotikler ve antimikrobiyaller, giinlimiizde dis hekimligi uygulamalarinin
ayrilmaz bir pargasi haline gelmistir. Bu ilaglarin kullanimi konusunda dogru stratejilere ve
kurallara yiiksek diizeyde gereksinim duyulmaktadir. Giinlimiizde bu amagla kullanilmakta
olan antimikrobiyallerin plak formasyonunun yavaslamasi ve gerilemesi ile gingivitis ve dig
¢liriigiiniin 6nlenmesi lizerine olan etki ve aktiviteleri kapsamli olarak ¢alisilmistir (171—
174). Ayn1 zamanda subgingival floradaki Gram pozitif ve Gram negatif bakteriler iizerine

etkilerine dair de pek ¢ok ¢alisma yapilmistir (175,176).

Dis hekimliginde en sik kullanilan antimikrobiyallerden bir tanesi de fluorid igeren
preparatlardir. 3 yasin altindaki ¢ocuklarda yutma refleksinin gelismemis olmasi nedeniyle
fluoridli dis macunu kullanimi1 gelismekte olan siirekli dislerde fluorozis riskini dogurmakta
ve sistemik fluorid toksisitesine neden olabilmektedir (177). Diger taraftan, antimikrobiyal
etkinligi yapilan calismalarda goriilmiis olan CHX'in jel veya verni formu ¢ocuklarda
kullanilabilmektedir. Ancak, CHX'in uzun siire kullaniminin agiz mukozasinda lokal olarak
olumsuz yan etkiler birakmasi, dislerde renklesmeye neden olmasi ve sitotoksik etkileri
nedeniyle, ¢cocuklarda erken dénemde goriilen ciiriiklerin 6nlenmesinde etkili olabilecek ve
antibakteriyel etkiye sahip yeni driinlerin gelistirilmesi sonucunu ortaya c¢ikarmistir
(178,179). Bu nedenle, bu donemde antibakteriyel etkileri kanitlanmis tiikiiriik
proteinlerinden Lizozim ve Laktoferrin igeren bir preparat kullaniminin erken c¢ocukluk

donemi ¢iiriiklerinin Oniine gegilmesi igin bir ¢6ziim getirebilecegi diisiiniilmektedir (18).

Piyasada icerigine tiikiiriik proteinlerinin eklendigi cesitli ticari {riinler
bulunmaktadir. Lizozim ve Laktoferrin gibi antimikrobiyal proteinler, agiz ve dis sagligi
icin tiretilen dis macunlart ve agiz gargaralarina ilave edilmektedir. Giinlimiizde, bu
proteinlerin bulundugu baz ticari {iriinler piyasaya sunulmustur (Biotene®, BioXtra® ve

Zendium Saliva®). Ancak, bu iirlinlerin etkileri incelendiginde dis ¢iirtigiiniin olusumunda

92



rol oynayan temel patojen suslar {izerine etkilerinin yetersiz kaldig1 yapilan ¢aligmalarda
goriilmiis, bu nedenle daha ¢ok gelistirilmeleri gerektigi diistiniilmistiir (180). Son yillarda
yeni bir yaklasim olarak antimikrobiyal ajanlarin ilag tasiyici sistemler ile uygulanmasi
giindeme gelmistir (48). Bu konuda dis hekimligi literatiiriinde yayimlanmis ¢ok sayida
calisma olmamakla birlikte, yapilan baz1 ¢calismalarda topikal olarak uygulanan poloksamer
ve lipozom gibi tasiyici sistemlerin periodontal hastaliklarin ve agiz boslugunda goériilen
enfeksiyonlarin tedavisinde etkili oldugu goriilmiistiir. Bu sistemlerin en énemli avantaji,
biyoaktif ajan1 direkt olarak gerekli bolgeye tasimalar1 ve uzun siire o bolgede ihtiyag olan

konsantrasyonu koruyabilmeleri olarak bildirilmektedir (181).

Glinlimiizde, dis hekimligi literatiiriinde Lizozim ve/veya Laktoferrin igeren, dis
macunlart digsinda farkli tasiyicit sistemlerin antimikrobiyal etkisinin karsilagtirildigt
yayimlanmis bir ¢alisma bulunamamasi nedeniyle, 2012 yilinda Yeditepe Universitesi Dis
Hekimligi Fakiiltesi Pedodonti Anabilim Dali'nda Lizozim ve Laktoferrin igeren ve tasiyict
sistem olarak Pluronic F-127 isimli Poloksamer 407 polimeri ve/veya lipozomun (DLD)
kullanildig:r farkli formulasyonlarin, mikrobiyal dental plakta bulunan ve dis cliriigiine
neden oldugu bilinen S. sobrinus, S. mutans ve L. acidophilus bakteri suslari {izerindeki
antibakteriyel etkilerinin %0.2'lik klorheksidin jel/gargara ile karsilastirmali olarak in vitro

kosullarda degerlendirildigi bir doktora tezi sunulmustur (18).

Calisma sonucunda, S. sobrinus, S. mutans ve L. acidophilus bakteri suslar1 tizerine
%0.2'lik  klorheksidin  glukonat gargaranin  (Klorhex®, Drogsan) c¢ok diisiik
konsantrasyonlarda bile etkili oldugu, Sorensen's Cozeltisi ile hazirlanan tampon soliisyonu
ile Lizozim ve Laktoferrin igeren tampon soliisyonunun bakteri suslari {izerine etkili
olmadig1 goriilmistiir. Poloksamer 407 polimeri ile hazirlanan tim formulasyonlarin,
Lizozim ve Laktoferrin igeriginden bagimsiz olarak bakteri suslar1 iizerine inhibitor etki
gosterdigi, DLD' nin yalnizca Poloksamer 407 polimeri ile birlestiginde bakteri suslari
lizerine inhibisyon gosterdigi, tek basina veya Lizozim ve Laktoferrin ile birlikte

kullanildiginda inhibisyon goriilmedigi bildirilmistir (18).
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Calismada kullanilan Lizozim ve Laktoferrin iceren formulasyonlarin, agizdaki
MDP' de bulunan ve ¢iiriikk olusumunda etkili oldugu bilinen S. sobrinus, S. mutans ve L.
acidophilus bakteri suslar1 tizerinde etkinligi, piyasada bulunan klorheksidin preparati ile
karsilastirildiginda klorheksidinden daha iistiin olmamakla birlikte daha gilivenilir
olabilecegi, dis hekimliginde antimikrobiyal/antiplak ajan olarak klinikte etkin sekilde
kullanilabilecegi ve yeni bir formulasyon olarak ilag piyasasinda yer alabilecegi ileri
stiriilmiistiir. Glinlimiize kadar yapilmis olan caligmalar incelendiginde, agiz icerisinde
kullanilmasi planlanan bu formulasyonlarin biyouyumlulugunun degerlendirildigi bir
calismanin bulunmadig1 goriilmiistiir. Bu nedenle, ¢alismamizda Lizozim ve Laktoferrin
iceren formulasyonlarin biyouyumlulugu degerlendirilmis, DLD'nin antimikrobiyal
etkinligi artirmadigi bildirildiginden, tasiyici sistem olarak sadece Poloksamer 407
kullanilmigtir. Antimikrobiyal etkisi ve doza bagli sitotoksisite gosterdigi bilinen (75)
klorheksidin gargara (Klorhex®, Drogsan) pozitif kontrol, Sorensen's Cozeltisi ile

hazirlanan tampon soliisyonu ise negatif kontrol olarak degerlendirilmistir.

5.1. Etken maddelerin (Laktoferrin ve Lizozimin) antibakteriyel etki ve

biyouyumluluklarinin degerlendirilmesi

Gonzalez ve ark. (2009), Laktoferrinin bakteriyostatik fonksiyonunun,
mikroorganizmalarin iiremesini inhibe ederek ve enfeksiyon bolgesindeki bakteriler
tarafindan besin kullanimin1  siirlayarak Fe* iyonunu baglama yeteneginden
kaynaklandigini, LF’nin bakterisidal fonksiyonunun ise bakteri yiizeyleri ile direkt
etkilesimine dayandigini bildirmislerdir (182).

1988’de, LF’nin, lipopolisakkarit (Lps) ile etkilesim yoluyla gram negatif
bakterilerin dis membranini hasara ugrattigi kanitlanmistir (183). LF’nin pozitif yiikli N-
ucu, hiicre zarinin gegirgenligini artirip, hiicre duvarindan Lps’nin salinmasina sebep olarak
bakteriyel katyonlar (Ca*? ve Mg *?) ve Lps arasindaki etkilesimi 6nlemektedir. LF ve Lps
arasindaki interaksiyonun yiiksek konsantrasyonlarda mukozadan salgilanan lizozim gibi

dogal antibakteriyallerin etkisini de artirdig: bildirilmistir (182).
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In vitro ve in vivo calismalar, LF nin konak hiicreye bazi bakterilerin baglanmasini

onleme kabiliyetine de sahip oldugunu gostermistir (182).

Laktoferrinin, insan ve hayvanlarda goriilebilen RNA ve DNA viriislerinin
bircoguna karsi antiviral aktiviteye sahip oldugu bilinmektedir. Ayrica, adenoviriisler ve

enteroviriisler gibi kilifsiz viriislere kars1 da ayni etkiyi gostermektedir (182).

Laktoferrin, antimikrobiyal ve prebiyotik 6zelliklerinden dolayr ¢ok fonksiyonlu
gida katki maddesi olarak kabul edilmektedir. Laktoferrinin gidalarda, bebek mamalarinda,
sporcu beslenmesinde kullanilan gidalarda, sakizlarda ve agiz bakim irilinlerinde (dis
macunu, agiz yikama gargaralarinda ve kozmetikte) katki maddesi olarak kullanilmasi
onerilmektedir (184-186). Laktoferrinin et triinlerinde kullanilmasina Amerika Birlesik

Devletleri'nde izin verilmistir (187).

Severin ve ark. (2007), ticari olarak kullanim alanina sahip olan tek antimikrobiyal
enzim olan lizozimin, hiicre zarmin en 6nemli yapisi olan peptidoglikan tabakadaki B-1,4
glikozidik baglar1 hidrolize etmesi sebebiyle 6zellikle gram pozitiflere karsi ¢ok etkili
oldugunu bildirmislerdir. Hiicre zarinin hidrolize olmasi, hiicre zarinin yapisal
biitiinliigliniin bozulmas1 ve dolayisiyla bakteri hiicresinin zarar gormesine neden

olmaktadir (51).

Tiirk Gida Kodeksi Gida Katki Maddeleri Yonetmeligi (2011) Ek 12-Bélim C
(diger koruyucular) de E 1105 koduyla yer alan lizozimin maksimum kullanim limiti
sarapta 500 mg/l, olgunlastirilmis peynirlerde ise QS (herhangi bir en yiiksek diizeyin
belirtilmedigi, ancak istenilen etkinin saglanabildigi en kiigiik miktar) olarak belirlenmistir

(188).
Proteinler iizerinde yapilan biyouyumluluk c¢alismalarinin genellikle bir enzim

preparatina ait bir enzim pargasinin potansiyel toksisitesi ve allerjenitesi iizerine oldugu

goriilmektedir (189). Yumurta beyazi, tarih boyunca hicbir toksisite raporu olmaksizin
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insanlar tarafindan giivenle tiiketilmis oldugundan yumurta beyazindan elde edilen
proteinler toksisite endiselerini artirmamaktadir. Ancak, bir ¢ok benzer gida gibi, yumurta
beyazinin bazi bireylerde, Ozellike ¢ocuklarda, allerjik reaksiyonlar olusturduguna dair
raporlar bulundugundan, yumurta beyazindan elde edilen proteinler allerji endiselerini
yiikseltmektedir (190). Bu nedenle, FDA yumurta beyazinin lizozim komponentinin

alerjenik olup olmadig1 sorusunu degerlendirmektedir.

Bu konunun degerlendirilmesinde FDA, yumurta alerjisi oldugu bilinen hastalarin
serumundan alinan antikorlarin spesifik yumurta proteinlerine baglandigin1 gosteren in
vitro bir ¢alismay1 dikkate almaktadir. Bu rapor lizozimin yumurta beyazina karsi hassas
olan bazi katilimcilar i¢in alerjen oldugunu ortaya koymaktadir. Ayrica, Lizozim igeren
ticari iiriinler eser miktarda da olsa diger yumurta beyazi proteinlerini igerebilmektedir. Bu
nedenle FDA, yumurta beyazinda bulunan lizozime karsi duyarli olan insanlar

bilin¢lendirmek i¢in iiriinlere uyar etiketleri eklenmesini 6nermektedir (191).

5.2. Klorheksidinin  antibakteriyel etki ve  biyouyumlulugunun

degerlendirilmesi

Giiniimiizde pek ¢ok yeni iriin {izerinde yapilan in vitro ve in vivo g¢alismalarda
klorheksidin, pozitif kontrol ve hatta “altin standart” olarak kullanilmaktadir. Dis
yiizeyindeki klorheksidin konsantrasyonunun zamanla azalmasi bakteriyostatik etkisinin
yiiksek olmasina neden olmakta, bu uzun siireli bakteriyostatik etki ise klorheksidine altin
standart olma ozelligini vermektedir. Agizdaki farkli yiizeylere tutunabilme o6zelligi ve
genis bir pH araliginda yiiksek antimikrobiyal etki gostermesi nedeniyle CHX'in kullanimi
siklikla tercih edilmektedir (192).

Klorheksidinin yiiksek seviyedeki antiplak aktivitesi agiz boslugunda tutunma
Ozelligine, yani substantivitesine baglanmistir. Klorheksidin agiz i¢inde de farkl yiizeylere,
mukoza ve dislerin yani sira tiikrilk ve pelikila da baglanabildiginden, antibakteriyel

etkinligini saatlerce siirdiirebilmektedir (192).
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Cesitli in vivo ve in vitro ¢alismalar klorheksidin ile giinde 2 kez gargara yapmanin,
plak olusumunu inhibe ettigini, gingivitisi ve dis ciiriiklerini engellemede yardimci
oldugunu gostermistir (193-195). Yapilan ¢alismalarda, giinliik dis fircalama islemlerine ek
olarak klorheksidin gargara kullaniminin, tek basina fircalamaya gore daha yararli oldugu

gosterilmistir (196,197).

Aktag ve ark (2008), 20 goniillii denek tizerinde yaptiklari calismada 10 kisiye %0.2
Klorheksidin diglukonat gargara, 10 kisiye ise %0.9 izotonik sodyum kloriir i¢eren plasebo
gargaray1 ii¢ glin boyunca giinde iki sefer olmak iizere kullandirmis, deneklerden 4 giin
boyunca mikrobiyolojik o6rnek alinmistir. Sonu¢ olarak diizenli klorheksidin gargara
kullaniminin patojen bakteriler de dahil olmak tizere agizdaki bakteri oraninda azalma
sagladig, bu durumun da agiz boslugunda yara iyilesmesine katki saglayabilecegi

bildirilmistir (198).

Klorheksidinin agiz boslugundaki Mutans streptokoklarinin (MS) ortamdan
uzaklastirllmasinda etkili topikal antimikrobiyal bir ajan oldugu gosterilmistir. Yapilan
calismalarda, CHX'in MS sayilarinda azalmaya neden oldugu goriilse de, CHX gargara
kullaniminda 2 hafta i¢inde, jel uygulandiginda 4 hafta i¢inde, verni uygulandiginda ise 12
hafta i¢inde bu sayilarda baslangi¢ degerlerine geri doniis oldugu goriilmiistiir. Bu sonucun,
dental biyofilmdeki MS'lerin antimikrobiyal ajanlara diren¢ gdstermesinden kaynaklandigi
diistiniilmektedir (178). Ancak klorheksidin preparatlarinin en 6nemli dezavantajinin doza

bagli olarak artan sitotoksisite degerleri oldugu diistiniilmektedir (75).

Iz ve ark. (2012)' min yaptiklar1 galismada, 1.929 hiicreleri iizerine, ticari olarak
mevcut oldugu sekilde %0.2 konsantrasyonda CHX igeren, on kat seyreltilmis %0.02
konsantrasyonda ve yiiz kat seyreltilmis %0.002 konsantrasyonlarda CHX igeren
gargaralar1 1 saat, 3 saat ve 24 saat boyunca uygulanmis ve hiicre canliliklar1 MTT test
sistemi ile belirlenmistir. Hiicre canlilik sonuglarma gore, negatif kontrol grubundaki
hiicrelerin canliligi %100 kabul edildiginde %0.2 konsantrasyonda CHX igeren ve on kat

seyreltilmis %0.02 konsantrasyonda CHX iceren gruplarda hiicre canlilik orani %20
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civarinda iken yiiz kat seyreltilmis %0.002 konsantrasyonda CHX igeren gruplarda, hiicre
canlilik oranlart %50'nin tlizerinde bulunmustur. Sonug¢ olarak, CHX'in in vitro ortamda
hiicrelere sitotoksik etki gosterdigi, klinik kullanimda daha diisiik konsantrasyonlarda
CHX'in kullanilmas1 ve bu ajanin sitotoksik 6zelliklerinin canli dokularda da daha detaylh

bir sekilde belirlenmesi gerektigi bildirilmistir (199).

Bu ¢alismada da biyouyumlulugu degerlendirilecek formulasyonlarin sitotoksisitesi,
doz ve maruz kalinan siireye bagli olarak sitotoksisite degerlerinin arttigi kanitlanmig

klorheksidin glukonat gargara (Klorhex®, Drogsan) ile karsilastirilmistir.

5.3. Poloksamer 407 Tasiyic1 Polimer Sistemlerinin Tartisilmasi

Ilag tasiyici sistemlerin uygulanmasmnin kolay olmasi ve uygulandigi alanda iyi
tutunmasi istenmektedir. Cesitli ilaglarin kotrollii olarak viicuda verilmesinde ilacin
aktivitesinin korunmasi, organizma tarafindan iyi tolere edilmesi, uygulamanin kolay
olmasi gibi nedenlerle tasiyict sistem olarak termoreversible 6zellige sahip Poloxamer 407

polimerinin kullanilmasi 6nerilmektedir (200).

Jones ve ark. (2009), yaptiklari ¢aligmalarinda termoreversible Poloksamer 407
polimerinin viskoelastik, mekanik ve mukoadeziv ozelliklerini incelemisler, %20 a/a
konsantrasyondaki polimerin agiz boslugunda, viicut sicakliginda ilaglarin kontrollii olarak

verilmesi i¢in potansiyel olarak uygun oldugunu bildirmislerdir (201).

FDA kilavuzu Poloksamer 407 polimerinin preparatlarda (iv, inhalasyon, oral
soliisyon, siispansiyon, oftalmik veya topikal formulasyonlar gibi) kullanilabilecek 'inaktif
bir igerik oldugunu bildirmistir (202). Poloksamer 407 soliisyonlari, ilag formulasyonlarinin
optimizasyonunda onemli rol oynayan termoreversible 6zellik gostermektedir. ABD'de,
www.uspto.gov web sitesinde, Poloksamer 407 ile iliskili cok sayida patent tescil edildigi

goriilmektedir.
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Bu ¢alismada da Poloxamer 407 polimeri % 20 a/a konsantrasyonda kullanilmistir.
Bu oranda uygulanan Poloxamer 407 polimeri ¢alismamiz sirasinda, oda sicakliginda sol,
viicut sicakliginda (37°C’de) jel formuna (termoreversible) donlismiistiir. % 20 a/a
konsantrasyonundaki Poloxamer 407, 37°C’de deformasyona dayanikli bir haldedir. Yani

yiiksek elastisiteye sahiptir ve viskoelastik bir 6zellik gdstermesi beklenmektedir.

Nilse ve ark. (1999), sogukla aktive olan lizozim benzeri enzim yapisindaki
Chlamysin’in gram pozitif ve gram negatif bakteriler iizerindeki antibakteriyel etkisini
degerlendirdikleri ¢calismlarinda, bu enzimin diisiikk pH’da (4.5-6.2) ve diisiik sicaklikta (4-
35 °C’de) bakterileri inhibe ettigini gézlemlemislerdir (203).

Poloksamer 407'min, protein iceren ilaglarda stabilizasyonu destekledigi
bildirilmistir (204). Proteinlerin ii¢ boyutlu yapisi Poloksamer 407 varliginda daha basarili
bir sekilde korunabilmektedir (205).

Poloxamer 407 polimeri ile hazirlanan jel sistemine Lizozim ve LF entegre edilerek
hazirlanan jel formulasyonlari ¢alismamizda, agiz mukozasinin pH’smin 7.4 olmasina
karsin, etken maddelerden Lizozimin enzim yapisinda olmasi ve asidik pH’da daha yiiksek

etki gostermesi nedeniyle pH 5.0°da hazirlanmistir.

Poloksamer 407, oftalmik mukoza iizerine inert etki gostermektedir. Kwon ve ark.
(2005), Yeni Zelanda beyaz tavsanlar iizerinde yaptiklari calismada %25 Poloksamer 407
iceren enjekte edilebilir bir lens formulasyonu gelistirmisler, yeni gelistirilmis
formulasyonun konjuktiva, iris, camsi tabaka ve retina tabakalarmin hicbirinde

inflamatuvar cevap veya toksisiteye neden olmadigini bildirmislerdir (206).

Hokett ve ark. (2000), diisiik konsantrasyonlarda Poloksamer 188 ve Poloksamer
407'nin insan diseti fibroblast hiicrelerinin yapisma ve biiylimesinde artis sagladigini, bu

nedenle operasyon sonrasi erken yara iyilesmesini hizlandirabilecegini bildirmislerdir
(207).
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Yapilan hayvan ¢aligsmalarinda yliksek dozlarda Poloksamer 407 uygulamalarinin
serum trigliserit ve kolesterol seviyelerini artirdig1 gériilmekle birlikte, bu konuda heniiz bir
gorlis birligine varllamamistir. Bu metabolik degisimi aydinlatmak i¢in daha fazla

calismaya gereksinim oldugu bildirilmistir (119).

Johnson ve ark. (2001), fareler {izerinde yaptiklari ¢calismada, diisitk dozlarda uzun
donem (1 yi1l) Poloksamer 407 uygulamalarmin hepatik total kolesterol konsantrasyonu ve
alanin/aspartat aktivitesi tlizerine etkilerini incelemisler, sonu¢ olarak kontrol grubundaki

fareler ile anlamli bir fark goriilmedigini bildirmislerdir (208).

Abe ve ark. (1990), yiiksek dozlarda Poloksamer 407'ye (LD50 farelerde 1.7-5.0
g/kg viicut agirligl) maruz kalan fare ve tavsanlarda ciddi renal toksisite gozlendigini
bildirmistir (209). Ancak, Pec ve ark. (1992), intramuskular ve subkutan Poloksamer 407
enjekte edilmis insanlarda bdbrek fonksiyonlarinda ve protein metabolizmasinda bir

degisiklik goriilmedigini rapor etmislerdir (204).

5.4. Biyouyumluluk test yontemlerinin tartisiimasi

5.4.1. HET-CAM yontemi

Tavuk-embriyo modellemeleri virologlar tarafindan uzun siiredir embriyotoksisite
modelleri olarak kullanilmaktadirlar (158,210). CAM, iki ii¢ hiicre kalinliginda epitelden
olusan ektodermal tabaka, bag dokusu igeren mezodermal tabaka, ara madde ve kan
damarlar ile bir endodermal tabakadan meydana gelmektedir (211). CAM'in mezodermal
tabakasinda bulunan kan damarlari embriyo-allantoik arter ve venlerin dallaridir. Bu
damarlar digardan gelen stimuluslarin ardindan gelisen enflamatuvar yanita neden
olduklarina inanilan eritrosit ve lokositleri barindirmaktadirlar. Protein denatiirasyonu
(HET-CAM testinde koagiilasyon olarak goriilmektedir) CAM ig¢indeki epitel hiicleri
tizerindeki etkilerin bir belirtisi olarak kabul edilmektedir. Bu etkilerin, géz korneasi

tizerindeki olumsuz etkiler ile ayni oldugu bildirilmektedir. CAM {izerindeki kan
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damarlarinda olusan degisiklikler, genel toksisite ve gdzde konjuktival hasarin habercisi

olarak kabul edilmektedir (210).

HET-CAM test yonteminde, ergimis chorion ve bitisik allantois duvarindan olusan
vaskiilarize fetiis membran1 olan CAM kullanilmaktadir. Chorion embriyoyu tasiyan en dis
katmandir. Siklikla iist seviye vertebralarda ve tavuklarda amnion ve yumurta sivisini
saklamak i¢in bulunur. CAM f{i¢ tabakadan olusmaktadir. Yumurta kabugu a¢ildiginda ilk
goriilen tabaka, iki ii¢ hiicre kalinhginda olan ektodermal tabakadir. ikinci tabaka; kan
damarlari, bag dokusu ve ¢evre malzemesinden olusan mezodermal tabakadir. En igerdeki

tabaka; skuamoz hiicrelerden olusan endodermal tabakadir (210).

Allantois gelisimi inkiibasyonunun yaklasik 60. saatlerinde, kuyruk sokumunda bir
fazlalik olarak gorilmeye baglamakta, kulugkanin 4. veya 5. giinlerinde kuyruk
sokumundan disart dogru itilmektedir (212). Endoderm ve mezodermden meydana
gelmektedir. Allantois boyutlarini artirirken, kulugkanin 4. ve 10. giinleri arasinda, embriyo
etrafindan yirtilarak chorion ile kaynasarak CAM formunu alirlar (212). iki membranin
birlesmesi dig ortam ile embriyo arasinda serbest gaz gegisine izin verir (213). CAM
formasyonundan sonra, kuluckanin 9. giiniine kadar ylizey bolgesinde hizli bir biiyiime

goriiliir (212).

CAM i¢inde iritasyona olusan yanit, embriyonun immiin sisteminin gelismisligi ile
siirlidir (211). Calismalar tavuk embriyosunun az sayida heterofil (tavuklarda bulunan
notrofil) ve makrofaj igerdigini gostermistir. Buna ek olarak; embriyo i¢inde mevcut olan
makrofajlar, memelilerde oldugu gibi hasar goérmiis dokularda birikmemektedir. CAM
izerinde goriinen lezyonlarin test malzemesinin uygulandigi alandaki nekrozdan

kaynaklandig: bildirilmektedir (210).
HET-CAM yontemi, hayvan deneylerine bir alternatif olarak gelistirilmistir. Hizl1,

hassas ve ucuz bir yontemdir. HET-CAM yo6nteminin dezavantajlarindan bir tanesi, test

materyalinin iritasyonunun sadece kisa siireli incelenebilmesidir. Tedavi sonrasit materyalin
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iritasyon etkisinin izlenebilme siiresi 5 dakikadir. Bu nedenle ge¢ dénemde goriilebilecek
komplikasyonlar veya olusan etkinin geri doniisiimlii olabilecegi durumlar bu test yontemi
ile incelenememektedir. Hatali pozitif yanit gelismesi riskini doguracagindan islem

sirasinda CAM’ e hasar verilmediginden emin olunmalidir.

Bu ¢alisma, ‘Interagency Coordinating Committee on the Validation of Alternative
Methods (ICCVAM) Ocular Toxicity Working Group (OTWG) un 2010 yilinda yayinlanan
protokolleri rehber alinarak yapilmistir (163).

Yayinlanmis ¢alismalar incelendiginde, HET-CAM deneylerinin genellikle her
deney grubu i¢in ii¢ yumurta kullanilarak gerceklestirildigi goriilmektedir (168,214,215).
Bununla birlikte her deney grubu i¢in dort yumurta (164) ve bes yumurta (216) kullanan
caligmalar da bulunmaktadir. HET-CAM protokoliinde her bir deney grubu i¢in minimum
tic yumurta lizerinde tekrar Onerilmektedir (ICCVAM). Calismalar embriyo {izerinde
gerceklestirildiginden kullanilan yumurta sayist genellikle kisithi tutulmaktadir. Bu nedenle,
bu calismada da farkli giinlerde her deney grubu i¢in iicer ve beser adet yumurta olacak

sekilde iki farkli deney ylriitilmiistiir.

5.4.2. MTT yontemi

In vitro biyouyumluluk testlerinin amaci, materyaller viicut dokularinin i¢ine veya
tizerine uygulandiginda bu materyale karsi gelisebilecek biyolojik reaksiyonlarin taklit

edilerek sitotoksisitelerinin laboratuvar sartlarinda belirlenmesidir (217).

Giliniimiize kadar, biyomateryallerin sitotoksik 6zelliklerinin incelenmesi i¢in birgok
test yontemi gelistirilmistir. Materyalin bariyer olmadan, direkt hiicrelerle temas
edebilecegi direkt kontakt testleri (218,219), materyal ve hiicreler arasinda agar tabakasi,
milipor filtre veya dis dokusu gibi bir bariyerin bulundugu indirekt kontakt testleri (220),
kompozit materyalden salinan bazi maddelerin hiicrelerle ekspoze oldugu ekstrakt testleri

(221) bu testlerden bazilaridir.
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Kullanilan testleri standardize etmek i¢in dnemli ¢aligmalar yapilmistir. Bununla
birlikte teknoloji, standart olusturma isleminden daha hizli gelistigi icin standartlarin
gelistirilmesi zor ve devamlilik isteyen bir siire¢ haline gelmistir. Materyallerin test
edilmeleri sirasinda izlenecek yollar1 standart hale getirmeye ¢alisan American Society for
Testing and Materials (ASTM), International Organization for Standardisation (ISO),
Council on Dental Materials, Instruments and Equipment of the American Dental
Association gibi bazi kuruluslar bulunmaktadir. Bu ¢alismanin sitotoksisite degerlendirme
testleri gecerliligi daha fazla kabul gormiis olan ISO’nun 2008 yilinda belirledigi
standartlara uygun sekilde gerceklestirilmistir (23).

Dis hekimliginin pek cok dalinda, 6zellikle koruyucu dis hekimliginde, dental
materyallerin biyouyumluluk degerlendirmeleri yapilirken hiicre kiiltiirii kullanilmasi
giderek onem kazanmaktadir. Son yillarda yapilan in vitro sitotoksisite belirleme testlerinde

biyouyumluluk, hiicre kiiltiirii islemi yapilarak degerlendirilmektedir (222—-224).

In vitro kosullarda calismanin, deneye etki eden faktorleri daha kolay kontrol
edebilme gibi biiyiik bir avantaji bulunmaktadir. Bu yontemler basit, tekrarlanabilir, verimli

ve dis hekimliginde kullanilan materyallerin degerlendirilmesi igin uygundur (224).

In vitro ¢aligmalarla materyallerin biyouyumlulugu belirlenirken kullanilan test
yontemlerinin yani sira, lizerinde materyalin etkisinin incelenecegi hiicre tipi de 6nem
tasimaktadir.  Literatiirde dental materyallerin sitotoksisitelerinin ~ degerlendirildigi
caligmalarda fare fibroblast hiicreleri (L 929), pulpa fibroblastlari, 3T3, gingival
fibroblastlar, sigir dental papillasindan elde edilen immortalize hiicreleri ve fareden elde
edilen odontoblast benzeri hiicrelerin (MDPC-23) kullanildig1 ¢alismalar bulunmaktadir
(225-227) In vitro sartlarda gergeklestirilen ¢alismamizda kullandigimiz L 929 hiicreleri,
ISO standartlar1 (ISO) tarafindan Balb/3T3 ve WI38 gibi hiicre tipleriyle birlikte
kullanilmast onerilen hiicrelerden birisidir. L 929 hiicre tipleri homojen morfolojileri ve

biiyiime karakterleri nedeniyle in vitro sitotoksisite goriintiilenmesinde, tekrarlama imkani
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vermektedirler. Ayrica, kolay bulunabilmeleri ve in vitro hiicre kiiltiirii kosullarinda giiglii

tireme karakterleriyle de siklikla tercih edilen hiicrelerdir (21).

Dis hekimliginde kullanilan malzemelerin c¢esitli 6zelliklerinin arastirilmasinda
farkli yontemlerin kullanilmasiyla elde edilen bulgularin degerlendirilmesi ve birbiri ile
karsilastirilmasinda problemler ortaya ¢ikmaktadir. Dental malzemelerin 6zelliklerinin
incelendigi 6zel raporlar hazirlanmasi bu zorluklarin biiylik oranda ortadan kalkmasina
neden olmustur. Bu nedenle bu ¢alismanin sitotoksisite degerlendirme boliimiinde, 1SO
tarafindan 7405 no’lu protokoliin ‘Dis hekimliginde kullanilan tibbi materyallerin

biyouyumluluk degerlendirme yontemleri’ boliimii rehber alinmistir (23).

Kimyasal toksisitenin belirlenmesinde hayvan deneylerinin kullanimi, bir ya da
birka¢ denege pek ¢ok islemin bir arada uygulanmasini gerektirmektedir. Ancak bu testler
biyolojik etkilesimler nedeni ile anlamli sonuglar vermemektedir. Hayvan deneklerin
kullanimi, islem sayisinin azaltilabildigi durumlarda yararli olmaktadir. Son yillarda
bilimsel aragtirmalarda hayvan deneklerin kullanim1 toplumlar tarafindan sorgulanmaktadir.
Ayni sekilde bu asamada insan deneklerin kullanimi da belirgin etik sorunlar1 beraberinde
getirmektedir. Bu nedenlerle sitotoksisitenin  belirlenmesinde hiicre kiiltlir test

yontemlerinin kullanilmasi 6ncelik kazanmistir (217).

Bu calismada, L 929 hiicre serisi kullanilarak bu problemlerle karsilasma olasiligi
elimine edilmeye calisilmistir. Test edilecek materyallerin hiicreler lizerindeki sitotoksik
etkilerinin hiicre canliliklariyla degerlendirildigi ¢esitli yontemler kullanilmaktadir. Canli
kalan  hiicrelerin  sayilmasi, proliferasyon oranlarinin  hesaplanmasi, hiicresel
makromolekiillerin sentezi veya enzim aktivitesinin belirlenmesi bu yontemlerden

bazilaridir (228).
Tam bir risk degerlendirilmesi yapilabilmesi igin, in vitro test modeli klinik

kosullar1 miimkiin olabildigi kadariyla taklit edebilmelidir. Ilk olarak, komponentlerin

hiicreler iizerindeki etkileri doza bagl olarak incelenebilmeli ve in vivo sartlardaki olas1
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sitotoksik potansiyelleri tahmin edilebilmelidir. Siklikla kullanilan sitotoksisite testlerinde,
hiicre canliligi en 6nemli degerlendirme kriteri olarak goriilmektedir. Yapilmis ¢aligmalarin
bliyiik kisminda sitotoksisite, siiksinik dehidrogenaz (SDH) isimli mitokondriyal enzimin

aktivitesinin genellikle MTT testi kullanilarak olgiilmesiyle degerlendirilmistir (229,230).

Bean ve ark. (1995), aym1 anda ¢ok sayida Ornegin test edilebilmesi, hiicre igi
biyokimyasal degisiklikleri gostermesi ve tekrarlanabilir sonuglara ulasilmasi nedeniyle
sitotoksisite testlerinde MTT testinin tercih edilen yOntem olmas1 gerektigini

vurgulamislardir (231).

Hiicre canliligini belirlemeye yonelik MTT kolorimetrik testinin ayni anda ¢ok
sayida Ornegin degerlendirilmesine olanak taniyan iyi bir ayirict yontemi oldugu
bildirilmisgtir (232). MTT test yontemi, dental malzemelerin sitotoksik etkilerinin
belirlenmesinde  siklikla tercih edilmektedir (23). Bu nedenle sitotoksisitenin

degerlendirilmesinde bu ¢alismada MTT yonteminin kullanilmasi tercih edilmistir.
5.5. Iritasyon Deneyi Bulgularimin Tartisilmasi

Bu calismada yeni gelistirilmis yedi farkli deney grubu ve kontrol grubu olarak
degerlendirilen %0.2'lik klorheksidin glukonat gargaranin mukoza {izerindeki iritan etkileri
HET-CAM test yontemi kullanilarak degerlendirilmistir. Bu deney iki asamal1 yiiriitiilmiis,
ancak iki deney arasinda anlaml bir farkliliga rastlanmamustir. Ornek sayist her bir grup
icin 3 yumurta olan deneyde, Grup 1 (Sorensen's Cozeltisi pH:5.0), Grup 2 (%20 Pluronic”®
F-127), Grup 4 (2 mg/ml Lizozim+ 1mg/ml Laktoferrin+%20 Pluronic® F-127) , Grup 6
(9%0.2 klorheksidin glukonat), Grup 8 (2 mg/ml Lizozim+ 1mg/ml Laktoferrin+ Sorensen's
Cozeltisi pH: 5.0) orta dereceli iritasyon gosterirken, diger gruplar mukoza iizerine zayif
iritasyon gdstermistir. Ornek sayis1 her bir grup i¢in 5 yumurta olan deneyde ise Grup 4 (2
mg/ml Lizozim+ 1mg/ml Laktoferrin+%20 Pluronic® F-127) ve Grup 8 (2 mg/ml Lizozim+
Img/ml Laktoferrin+ Sorensen's Cozeltisi pH: 5.0) orta dereceli iritasyon gostermis, diger

gruplar mukoza {izerine zayif iritan bulunmustur. Her iki deneyde de deney gruplarin hig¢

105



birinin iritasyon skoru 9'dan yiiksek bulunmamis, yani mukoza iizerine ciddi

derecede iritasyon gozlenmemistir (Tablo 9).

Gruplar i¢inde pH degerleri daha yiiksek olan Grup 7 (Sorensen's Cozeltisi pH:7.0)
her iki deneyde de daha diisiik iritasyon skorlar1 gostermistir. A1z mukozasinin pH’sinin
7.4 olmasina karsin, etken maddelerden Lizozimin enzim yapisinda olmasi ve asidik pH’da
daha yiiksek etki gOstermesi nedeniyle calismada kullanilan formulasyonlar pH 5.0’da
hazirlanmistir.  Bu durumun da mukoza iizerinde olusan iritasyon seviyesini

etkileyebilecegi diisiiniilmektedir.

Her iki deney icin de koagiilasyona sadece birka¢ grupta c¢ok nadir sekilde
rastlanmistir. Siddetli koagiilasyon deneyin pozitif kontrol grubu olan SDS ve NaOH'da
gozlenmistir. En sik rastlanan bulgular daha hafif iritasyon durumunda gozlenen lizis ve

kanama olarak kaydedilmistir.

Hagino ve ark. (1999), HET-CAM test yontemini kullanarak %20, %2 ve %0.2'lik
Klorheksidin glukonati da igerecek sekilde kozmetik sanayinde kullanilan 39 farkl
kimyasalin iritasyon diizeyini incelemisler, aynt zamanda bu c¢alismayr bes farkl
laboratuvarda yiiriiterek c¢aligmanin giivenilirligini de degerlendirmislerdir. Calisma
sonucunda bes farkli laboratuvar sonucu gézoniine alindiginda, %20 ve %?2'lik klorheksidin
bilesiklerinin iritasyon skorlar1 13.55+4.32 ve 13.85+£3.85 bulunurken, %0.2'lik
klorheksidin igeren grubun iritasyon skoru 4.7043.73 bulunmus, laboratuvarlar arasi
giivenilirlik degerlendirildiginde, en giivenilir grubun %0.02'lik klorheksidin igeren grup

oldugu saptanmustir (233).

Hao ve ark. (2014), oftalmik bolgede kullanilmak iizere gelistirilmis yeni bir
formulasyon gelistirmisler, tasiyict sistemlerden biri olarak da %25'lik Poloksamer 407
polimerini se¢mislerdir. Gelistirilmis formulasyonun biyouyumlulugunu HET-CAM
yontemi ve hayvan deneyi ile degerlendirmisler, deneylerin hi¢c birinde iritasyona

rastlamamiglardir (164).
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Glinlimiize kadar yapilan ¢alismalar incelendiginde, Lizozim ve Laktoferrin iceren

formulasyonlar {izerinde HET-CAM testinin uygulandig1 bir ¢alismaya rastlanmamustir.
5.6. Sitotoksisite Deneyi Bulgularinin Tartisiimasi

Bu ¢alismada yeni gelistirilmis yedi farkli deney grubu ve kontrol grubu olarak
degerlendirilen Klorheksidin glukonat gargaranin L 929 hiicre kiiltiirii iizerine etkileri MTT
test yontemi kullanilarak degerlendirilmistir. Giivenilirlik acisindan deney {ii¢ tekrar
seklinde yapilmis ve sonuglar birbiriyle uyumlu bulunmustur. 1, 2 ve 3. ginler
degerlendirildiginde, her iic giin ve tiim deney tekrarlarinda, Grup 7'nin (Sorensen's
Cozeltisi pH:7.0) hiicrelerin canlilig1 iizerinde herhangi bir risk olusturmadigi, aksine bu
grupta deneyin negatif kontrol grubundan daha fazla hiicre proliferasyonuna rastlandigi
saptanmigtir. pH degerinin yiikksek olmasinin hiicre proliferasyonunu destekledigi

distiniilmektedir.

1,2 ve 3. gilinler degerlendirildiginde, her {i¢ giin ve tiim deney tekrarlarinda, Grup 6'
nin (% 0.2 klorheksidin glukonat) L 929 hiicreleri lizerine en yiiksek sitotoksik 6zellikleri
gosteren grup oldugu saptanmistir. Grup 6'min sitotoksisite degeri, ISO standartlar1 goz
Online alinarak hesaplandiginda (0-4 arasi1 degerlerde) hiicrelerin %25'inden azi canl

kalabildigi i¢in en yiiksek deger olan 4 olarak belirlenmistir (23).

Giannelli ve ark. (2007), Flemingson ve ark. (2008), Ghabanchi ve ark. (2012),
Lee ve ark. (2010) farkl: hiicre kiiltiirleri {izerinde yaptiklar1 ¢aligmalarda klorheksidinin

doz ve temas siiresine bagli olarak artan seviyelerde sitotoksik etki gosterdigini

bildirmislerdir (99-102).

Bu calismanin deney gruplari olan Grup 1 (Sorensen's Cozeltisi pH:5.0), Grup 2
(%20 Pluronic® F-127), Grup 4 (2 mg/ml Lizozim+ 1mg/ml Laktoferrin+%20 Pluronic® F-
127), Grup 5 (1 mg/ml Lizozim+ 0.5mg/ml Laktoferrin+%10 Pluronic® F-127) ve Grup

8'in (2 mg/ml Lizozim+ 1mg/ml Laktoferrin+ Sorensen's Cozeltisi pH: 5.0) sitotoksisite
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degerleri arasinda anlamli bir fark saptanmamistir. Bu gruplarin hepsinde hiicre canlilig
%25-50 arasinda oldugu icin sitotoksisite degerleri ISO standartlarina gore 3 olarak
belirlenmistir. Bu durumun formulasyonlarin pH degerlerine ve Poloksamer igerigine bagh

olarak gelistigi diistiniilmektedir.

Poloksamer 407 viicut sicakliginda (37°C) yar1 kati-jel halini alarak hiicre kiiltiirii
tizerine Ortlicti 6zellik gostermektedir. Bu durum ise sitotoksisite testlerinde Poloksamer
polimerlerinin hatali pozitif yanit gelistirmesine neden olmaktadir. Bu sorunu asabilmek
icin  Poloksamer yapist modifiye edilebilmekte, bilesikler farkli formlarda

uygulanabilmektedir (234).

Gariepy ve Leroux (2004) ve Escobar ve ark. (2006), yaptiklari ¢alismalarda sivi
halde viicuda enjekte edilen Pluronic® F-127'nin akut veya kronik herhangi bir toksik belirti
vermeden enjekte edildigi alanda jel haline doniisecegini bildirmislerdir (235,236).
Pluronic® F-127'nin insan viicuduna enjekte edilebilir bir materyal oldugu FDA tarafindan

da kanitlanmastir.

Bu calismanin sonuglarina bakildiginda, tiim deney gruplarimin L 929 hiicre kiiltiirii
tizerine % 0.2'lik klorheksidin glukonat gargaradan daha az sitotoksik etki gosterdigi
goriilmiistiir.  Bununla  birlikte, formulasyonlarin  uzun  donem  kullaniminin

degerlendirilmesi agisindan hayvan deneylerine ihtiya¢ duyulmaktadir.

108



1)

2)

3)

4)

5)

6)

6. SONUCLAR

Mukozal iritasyon deneyinde kullanilan HET-CAM yontemi iki farkli zamanda ve
farkli yumurta sayilar {izerinde yiiriitiilmiis, bulgular degerlendirildiginde, gruplar

arasinda istatistiksel olarak anlamli bir fark goriilmemistir.

HET-CAM deneyi bulgularina gore, kontrol grubu olarak kullanilan klorheksidin ve
deney gruplarindan hig¢ biri mukoza iizerinde siddetli iritasyona neden olmamustir.

CAM yiizeyinde sadece hafif ve orta siddette iritasyon gozlenmistir.

MTT yontemi kullanilarak L 929 hiicre kiiltlirii {izerinde gergeklestirilen
sitotoksisite deneyinde hiicre canlilik oranlar1 en disiik olan grubun %0.2'lik
klorheksidin glukonat grubu oldugu ve bu farkin istatistiksel olarak yliksek diizeyde
anlaml1 oldugu belirlenmistir (p=0.0001).

Sitotoksisitesi degerlendirilen gruplardan pH degeri 7.0 olan Sorensen's Cozeltisi'
nin hiicrelerin canliliginin korundugu ve devamliliginin saglanabildigi biyouyumlu

bir formiil oldugu saptanmustir.

MTT testinde, Poloksamer 407 igeren formulasyonlarin, bu polimerin hiicre kiiltiirii
tizerindeki Ortiicii 6zelligine bagh olarak hiicrelerin yarisindan fazlasinin 6lmesine

neden oldugu goriilmiistiir.
Lizozim ve Laktoferrinin varligi diger gruplar ile karsilastirildiginda mukozal

iritasyon ve sitotoksisite degerleri lizerinde istatistiksel olarak anlamli bir farkliliga

neden olmamistir (p=0.998).
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7) Lizozim ve Laktoferrin igeren, tasiyici sistem olarak Poloksamer 407'nin
kullanildig1 antibakteriyel etkisi kanitlanmis formulasyonlarin biyouyumluluklari
genel olarak incelendiginde dis hekimliginde antimikrobiyal/antiplak ajan olarak
klinikte etkin sekilde kullanilabilecegi ve yeni bir formulasyon olarak ilag

piyasasinda yer alabilecegi diigiiniilmiistiir.

8) Calismada kullanilan formulasyonlarda yer alan maddelerin daha uzun siireli
etkilerinin belirlenmesi i¢in, bunu izleyen ¢alismalarda bu maddelerin stabilitesi ve
etkinliginin kinetik olarak degerlendirilmesi, ayrica, biyouyumluluk c¢alismalarinin

bir sonraki basamagi olan hayvan deneylerinin de yapilmasi gerekmektedir.
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