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OZET

Dis hekimligi uygulamalarinda farkl igerik ve
Ozelliklere sahip cok gesitli materyaller Uretilmis ve
klinik kullanima sunulmustur. Bu materyallerin ¢ogu
uygulandiklarinda dis dokular, yumusak doku ve
sivilarla  (tlkdrik, dis eti olugu sivisi) temas
etmektedir. Bdylece yeni bir materyal seciminde,
mekanik ve fiziksel 6zelliklerin yaninda biyolojik
Ozelliklerde g6z oniine alinmaktadir. Bir materyalin
biyouyumlulugunu saptamak icin gilinimiizde cgesitli
testler  kullanilmaktadir.  Materyallerin  biyolojik
Ozelliklerinin ~ test edilmesine genellikle hiicre
kalttrlerinin kullanildi§i basit /n vitro test yontemleri ile
baslanir. Dederlendirmelere hayvan testleri ile devam
edilir, bu testlerden istenilen sonuglar elde edildiginde
kullanim testleri ( in vivo dederlendirme) gibi daha
kapsamli galismalar yapilmalidir. Bu derlemenin amaci
dental materyaller icin uygulanmasi  gereken
biyouyumluluk test yontemlerini dederlendirmektir.

Anahtar Kelimeler: Dental Materyal,
Biyouyumluluk, Sitotoksisite, Hiicre Kiiltlird,

ABSTRACT

In dentistry materials with different content
and features are produced and used in dental practice.
During the application, most of these materials are in
contact with dental hard tissues, soft tissues and oral
liquids (e.g. saliva, gingival crevicular fluid). Thus, in
the selection of new material, besides the mechanical
and physical properties also biological characteristics
must be taken care. Various tests are used to
determine the biocompatibility of materials. The
common approach when testing the biological
behavior of materials is to start with simple in vitro

tests mostly based on cell cultures. If these
experiments and investigations of a material’s
efficiency deliver promising findings, then more

comprehensive studies on experimental animals and
usage tests (in vivo evaluation) will be performed. The
aim of this rewiev was to evaluate the test methods
for the biocompatibility of dental materials.

Key Words: Dental Materials, Biocompatibility,
Cytotoxicity. Cell Culture

GIRiS

Dis hekimliginde kullanilan bir ¢ok materyal
cesitli dokular ile (mine, dentin/pulpa, periodonsiyum,
yanak, dil) lokal olarak karsi karsiya gelir ve bu yiizden
olusan lokal reaksiyonlar farkli olabilir. Hicreler
Uzerindeki lokal toksik etkileri, klinik pulpa calismalari
ya da doku kiltir testleri ile dederlendirmek miim-
kiindiir'. Bir materyalin biyouyumlulugu materyalin;
tipine, uygulandigi bélgeye ve fonksiyonuna baghdir?.
Biyouyumluluk bir materyalin canli dokular ile temas
halinde iken sistemik ve lokal toksisite, alerjik, muta-
jenik ve karsinojenik etkiler gibi doku reaksiyonlari

olusturmamasidir®. Biyouyumlu bir materyal tamamen
inert (etkisiz) olmayabilir. Bir materyalin biyolojik
uyumlulugu bu maddeden ¢6ziinme ya da asinma
sonucu acida cikan bilesenlerle belirlenir. Bu bilesenler
hiicrelerde ¢esitli hasarlar olusturabilir ya da belirli
proteinlerin (interlékin—1 interlokin—6 gibi inflamasyon
Oncesi mediatorler) hiicrede sentezlenmesini uyarabilir
ve iltihapsal reaksiyon olusmasina neden olabilirler.
Benzer sekilde proteinlerin ylizeyde birikmesi ya da
absorbe edilmesi veya materyalle ekstraseliiler matrik-
sin etkilesimi bir materyalin biyolojik davranislarini
belirlemede gok 6nemli bir rol oynar (6rnegdin materyal
ylizeyinde hiicre / bakteri baglanmasi). Diger taraftan
materyallerin  biyolojik  davraniglarini  etkileyen
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faktorlerden proteinlerin adezyonu (tikrik proteinleri
tarafindan pelikiin olusturulmasi), materyalin fiziksel
(islatabilirlik, ylizey enerjisi) ve kimyasal 6zelliklerinden
etkilenirl*,

Gegmiste materyallerin biyouyumluluk deger-
lendirmelerinde insanlar (zerinde yapilan testler
kullanilmistir. Ancak giiniimiizde yeni bir materyalin
insanlarda uygulanmadan 6nce genis kapsaml testler
ile biyouyumlulugunun dederlendiriimesi gerekmek-
tedir. Yeni bir materyalin biyolojik olarak kabul
edilebilirligini saptamak igin ginimiizde cesitli testler
kullaniimaktadir®. Materyallerin biyolojik 6zelliklerinin
test edilmesine genellikle hiicre kultirlerinin  kulla-
nildigi basit in vitro test yontemleri ile baglanir.
Degerlendirmelere daha pahali ve uzun zaman gerek-
tiren hayvan testleri ile devam edilir. Bu testlerden
istenilen sonuclar elde edildiginde kullanim testleri ( in
vivo degerlendirme) gibi daha kapsamli calismalar
yapimaldir®.  Uygulanan testlerin  avantaj ve
dezavantajlar Tablo 1’ de gdsterilmektedir.

Tablo 1. Biyouyumluluk test yéntemlerinin avantaj ve
dezavantajlarr’.

Test Avantaj pezavantaj
In vitro Hizli uygulama In vivo ortamla iligkisi
Ucuz tartismalidir

Standardize edilebilir
Deney ortaminin kontrolii
kolaydir

Genis bir skalada
dederlendirme yapilir

Hayvan
testleri

Karmagik sistemik
etkilegimler tespit edilebilir
in vitro testlere gére daha
genis kapsamli ve daha
gergekgidir

Kullanilan materyalle
iliskisi tartismaldir
Pahali

Etik agidan
tartismalidir
Kontroli zor
Sonuglarin
degerlendiriimesi
zordur

Cok pahalidir

Daha fazla zaman
Etik agidan daha fazla
tartismalidir

Kontroll zor olabilir
Sonuglarin
dederlendirilmesi
zordur

Kullanim
testleri

Kullanilan materyalin
dokularla iligkisi belirlenir

In vitro testler

Biyolojik uyumlulugun degerlendiriimesi igin
uygulanan /n vitro testler bir test tiipl icinde, hiicre
kaltirinin  bulundugu bir kap icinde ya da canl
organizmanin disinda yapilir. Bu testler materyalin bir
bileseninin bir hiicre, enzim ya da dider izole edilmis
biyolojik sistemlerle temas ettirilerek uygulanmasini
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gerektirir. Bu test metodu, arada herhangi bir bariyer
olmaksizin materyalin hiicre ile temas ettirilerek direkt
uygulanabildidi gibi materyal ile hiicre arasinda kigiik
bir bariyer vyerlestirilerek indirekt bir gekilde de
uygulanabilir. Bu tir /n vitro testlerde materyallere
temas ettirilen hiicrelerin sayica canlilik orani, biiyiime
orani, metabolik fonksiyonlari ya da diger hiicresel
fonksiyonlar élclilerek materyalin etkisi saptanir?.

Dental materyallerin /n vitro olarak sitotoksisi-
tesini belirlemede en vyaygin kullanilan biyolojik
sistemler hiicre kilttirleridir.

Hiicre Kiiltiirii

Hiicre kdiftird yonteminin temel ilkesi, canli
dokulardan alinan pargalarin /n vitro kosullarda
yasama ve Uremelerini saglamaktir. Tlp, sise gibi
laboratuvar gereclerinde uygun besleyici sivilarin
icinde Uretilerek kullanilan canli dokulardir. Bu amagla
gesitli canlilanin (insan, maymun, fare, tavsan gibi)
gesitli dokular (bdbrek, akciger, timér, amniyon
zarlari) 6nce pargalanarak tek tek hiicrelere ayrilirlar.
Bu hiicreler gesitli tuzlar, tampon maddeleri, amino
asitler, vitaminler, dana veya at serumu igeren
besleyici sivilarda siispanse ederek steril tiip veya
siselere koyulur. Bu hiicre slispansiyonu 36 ©°C'de
bekletildiginde hiicreler kabin c¢eperine yapisarak
tirerler. Ureme sonucunda olusan yapiya Adicre kiiltiirci
denir®’.

Hicre kiltlri calismalarinda iki tip hiicre
kullanilir. Bunlar primer hiicreler ve devaml hiicre
hatlaridir. Primer hiicre kdltlrleri doku ve organlardan
ayrilan hiicrelerin 24 saatten daha uzun siire kiltir
edilmesiyle elde edilir. Dis eti ve pulpa fibroblastlari,
primer kiltir hicrelerine 6rnektir. Primer hiicre
kilturlerinde cogalan hiicreler buradan alinip baska
kilturlere ekilebilir ve codaltilabilir. Bu sekilde elde
edilen ilk alt kiiltirlere sekonder hiicre kiilttirleri denir
ve bir seri kiltir islemlerinden sonra hiicre hatlar elde
edilir. Fakat primer kiltiirlerin insandan izole edilmesi
ve kiltirinin vyapilmasi oldukga zordur. Primer
kulturler farkhh bireylerden alindigi icin fonksiyonel
durumlan yansitmasi farklidir. Devamli hiicre hatlari
stresiz ¢ogalabilme 6zelligine sahip transformasyona
ugramis primer hiicrelerdir ve daha stabil bir fenotipe
sahiptir. Devaml hiicreler meydana gelen transfor-
masyondan dolayi in vivo 6zelliklerinin timind koruya-
mazlar. Devamh hiicre hatlar kolaylikla gogaltilabilir.
Calismalarda siklikla kullanilan devamlh hiicre hatlari
fare fibroblastlar ( L-929, 3T3) veya insan epitelyal
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hiicreleridir (HelLa). Ayrica calismalarda insan ve
hayvan pulpa hicreleri, insan THP-1 monositleri ile
immortalizefare odontoblast hiicre hatlarida
kullaniimaktadir 458,
Sitotoksisite
Uygulanan materyalin hiicrenin yasamina olan
etkisi biyouyumlulugu belirleyici etkendir. Sitotoksisite
molekiiler olaylar sonucu gesitli makromolekilerin
sentezlenmesinin engellenmesi ve buna badl olarak
hiicrenin  fonksiyonlarinda ve vyapisinda belirgin
hasarlar meydana gelmesi olarak tanimlanir®°,
Sitotoksisite  testlerinde  hlcre  kiltirleri
kullanilarak olasi toksikolojik reaksiyonlar in-vitro
olarak degerlendirilmektedir. Sitotoksite testleri'!:
«  Hiicre canliigi ve 6limu
*  Hicre membrani
»  Hiicre organelleri
e Protein veya DNA sentezi
«  Hicre bolinmesi ile ilgili detayh bilgiler verir.

Test edilecek materyalin fiziksel 6zelligi ve
hiicreler ile temas yontemi ©nemlidir. Hicre ile
materyalin temasi direkt, indirekt veya ekstrakt yolu ile
gerceklesebilir.

Testlerin belirli standartlara uygun olarak
yapilabilmesi igin ISO, baz kriterler belirlemistir. ISO
7405, dis hekimliginde kullanilan medikal materyallerin
klinik 6ncesi biyouyumluluk dederlendirmesi icin 6ne-
rilen test protokollerinden bir tanesidir. Bu protokolde
agar difiizyon ve filtre diflizyon metotlari detayl olarak
anlatilmaktir'?. 1SO 10993, medikal driinlerin biyolojik
olarak degerlendirilmesi igin farkli metotlarin &nerildigi
diger bir test protokollidiir. Bu standardin asil amaci
belirttigi yontemlerle insanlarin korunmasidir. ISO
10993-5 /n vitro sitotoksite testleri icin dnerilen genel
bir test protokollidiir. Kontak stiresi uygulanan testler
igin 6nemlidir ve ISO 10993 tarafindan 24 saatten
daha kisa sureler sinirli kontakt, 24 saat-30 gun arasi
uzatilmis kontakt ve 30 giinden daha uzun olanlar ise
stirekli kontakt olarak tanimlanmistir. In vitro sitotok-
sisite dederlendirmelerinde ISO standartlarinda gecgen
test metotlar ile birlikte Onerilen test metotlar
sunlardir®3:

1) a-Direkt hicre kultiiri
i Direkt temas testi
ii. Ekstrakt testi
b- Bariyer test metodu
2) Agar diflizyon testi
3) Filtre difiizyon testi
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4) Dentin bariyer testi
a- Direkt hiicre kiiltdird

Direkt temas testinde dental materyal veya
bilesenlerinin dogrudan kiiltiir icerisindeki hicrelerin
Uzerine kisa slrelerde(> 24 saat) uygulanmasidir.
Direkt temas yoluyla yapilan testte materyal hiicreler
ile veya kultir medyumu ile fiziksel bir temas
halindedir. Suda ¢6zlinebilen materyaller medyum
icerisinde ¢Ozlinebilirler ve bdylece cok iyi bir materyal
hicre  temasi sadlanir. Suda ¢Oziinmeyen
materyallerde ise birkag yolla hiicreler ile direkt temas
saglanabilir'*!>. Bu temas:

1. Test 6rnedinin hiicrelere mimkiin oldugunca
yakin yerlestirilmesi ile,

2. Test oOrnedinin kullanilan hicrelerin  tam
Gizerine uygulanmasi ile,

3. Test 6rnedinin hiicre kiltlir kabinin tabanina
yerlestiriimesi ve hiicre suspansiyonunun
ornek Gizerine uygulanmasi ile,

4. Hiucrelerin direkt olarak ornekler (zerine
yerlestirilerek kiiltlir edilmesi metotlar ile
sadlanir.

Ekstrakt yolu ile temas testinde bir sivi
¢ozlici igerisinde materyalden g¢o6ziinen bilesenlerin
hiicreler ile temas ettirilerek sitotoksisitesi incelen-
mektedir. Ekstraktsiyon sivisi olarak adlandirilan bu sivi
¢ozlicliler serum igeren medyum, serum icermeyen
medyum, fizyolojik tuz solusyonu veya dider uygun
coziiciilerden biri olabilir®*3,

Ekstraksiyon ortami, materyalin toksikolojik
riskinin dogru belirlenebilmesi igin materyalin klinik
kullanim ortamini taklit etmesi ve bu ortamin mater-
yalin kimyasal yapisinda 6nemli degisiklikler yapma-
masi gerekmektedir. Ekstrakt icinde maddelerin
konsantrasyonu ve hiicrelere temas edecek materyal-
den salinacak bilesenlerin orani ekstrakti alinan mater-
yalin; ylizey alanina, ektraksiyon sivisinin hacmine,
materyalin pH’sina, kimyasal ¢oziilebilirligine, difiizyon
oranina, osmolaritesine, 1Isiya, zamana ve diger
faktorlere baglidir. Onerilen ekstraksiyon ortamlari®*3:

a) 24 saatten az olmamak lzere 37+2 °C

b) 72+2 saat 50+2 °C

C) 242 saat 70+2 °C

d) 1+£0.2 saat 121+2 °C

b- Bariyer test metodu

Adiz ortaminda dentin, kaviteye uygulanan
materyal ile pulpa arasinda bariyer gorevini Ustlendidi
igin direkt materyal-hlcre temasi testleri klinik durumu
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taklit etmemektedirler. Bu nedenle bariyer test
metodunda dentini taklit eden ve dentin gibi test
materyali bilesenlerinin diflizyonuna izin veren cesitli
maddeler bariyer olarak kullanilirlar®.

Son yillarda gelistirilen ve ticari olarak
pazarlanan hiicre kultir insert sistemleri bariyer olarak
kullaniimaktadir. Bu sistemde materyal insert igine
yerlestirilerek asili bir sekilde medyum iginde tutulur.
Bariyer gorevi goren ve insertin alt kisminda bulunan
pordz bir membran materyalden ¢oziinen bilesenlerin
gecisine olanak sadlayarak medyum tabaninda
bulunan hiicrelerle temas etmesini saglar®®.

Agar Difiizyon Testi

Agar diflizyon testi, toksisite deneylerinde en
uzun siredir kullanilan bariyer test yontemidir. Bu
yoéntem ile fare fibroblast (L929) hiicrelerinin {zerini
orten % 1,5 luk agar besiyerinden difiize olan test
materyalleri bilesenlerinin toksisitesi incelenir. 24
saatlik inkiibasyon siresi sonucu nétral kirmizi
boyanin, hiicre membranindaki gecirgenligine bagl
olarak, lizozomlarda birikme miktarina goére hiicre
aktivitesini  dederlendiren  bir test metodudur.
Huicrelerdeki dekolorizasyon ve liziz dederlendirilerek
materyallere karsi gelisen yanitlar incelenir. Basit ve
ucuz bir ybntem olmasina ragmen agarda
goziinemeyen veya diflize olamayan test materyali
veya bilesenleri hiicreler lzerinde her hangi bir etki
gosteremezler®Y’.

Milipor Filtre Difiizyon Testi

Milipor filtre metodunda filtre olarak seliiloz
asetat kullanilir. Filtrenin bir tarafina primer hiicreler
yerlestirilirken filtrenin dider tarafina test materyali
yerlestirilir. Hiicrelerde meydana gelen hasarlar deko-
lorizasyon alaninin  &lglilmesi ile veya boyanma
yogunlugunun incelenmesi ile tespit edilir. Test mater-
yallerin, hlcre Uzerinde sitotoksik etki gostermesi igin
test materyalinden salinan bilesenlerin  0.45 pm
filtreden difuze olmalar gerekmektedir>8,

Dentin Bariyer Testi

Sitotoksisite testlerinde bariyer olarak farkli
materyaller kullanilmistir. Dentin bariyer testlerinin
gelistirilmesi sitotoksisite testlerini tamamlayan bir
metotdur. Outhwaite ve ark. 1974 yilinda gelistirdikleri
bélimli oda (split chamber) aleti ile dentinin gegirgen-
lik ozelligini incelemisler ve materyallerin biyolojik
uyumluluklarinin - dederlendiriimesinde dentinin  ge-
cirgenlik ozelliginden yararlaniimasi fikrini ortaya
atmiglardir®®.
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Arastiricilar gelistirdikleri dentin bariyer test cihazlari
ile  materyallerin biyolojik &zelliklerini incelemisler-
dir’®2, Test cihazlarinin farkli materyallerden yapilma-
si ve farkli boyutlarda olmasi ayrica ticari olarak satil-
mamalan bu cihazlarin standart test uygulamalarinda
kullanilmasini  engelleyen faktorlerdir. Bu nedenle
dental materyallerin sitotoksisite dederlendirmelerinde
kullanmak igin Schmalz ve ark. hiicre kiiltir testlerinde
kullanilan  perflizyon cihazinda baz degisiklikler
yapmiglardir. Orjinal perfiizyon odasindaki membran
yerine dentin diski kullanmislardir?®. Kullanilan dentin
diski insan veya sigir dislerinden kesilerek hazirlanmis
farkl kalinliklardaki dentin disklerinden olusabilir®. Bu
dentin diskinin pulpaya bakan tarafi asitle dadlan-
mistir. Dentin diski bolimli odaya biyolojik olarak
uyumlu paslanmaz celik bir tutucu ile yerlestirilir.
Bdylece bu oda dentin diski ile iki bolime ayrilir.
Hicreler dentin diskinin asitle daglanmis tarafinda
Uretilir ve hicrelerin Urettildigi bu kisim pulpa tarafi
(alt oda) olarak tanimlanir. Uygulanacak test materyali
silikon bir tip icinde dentin diskinin Gst kismina
uygulanir. Materyalin uygulandi§i bu kisim kavite
bélimd olarak tanimlanir. Cihazin pulpa bélimi bir
taraftan medyum sisesine badh dider tarafi ise
peristaltik pompa ve atik medyumun toplandi§i siseye
baglidir®2.

Sitotoksisite Degerlendirme Yontemleri

Sitotoksisite degerlendirme yontemleri dort
baslik altinda incelenebilir. Bunlar®*:

1. Canllik (viability) degerlendiren testler: kisa
donemde olusan toksik reaksiyonlarin etkileri
incelenir.

2. Yasam (survival) degerlendiren testler: uzun
dénemde olusan toksik reaksiyonlarin etkileri
incelenir.

3. Hiucre proliferasyonunu degerlendiren testler:

4. Metabolik sitotoksisite degerlendirme testleri:

Canlilik Degerlendirme Testleri:

Canlilik testleri toksik etki sonucu Kkiiltiirde
canl kalan hiicre oraninin belirlenmesinde kullanilir.
Canlilik testleri membran biitinligu bozulmus hiicre
icerisine alinan tripan mavisi, eritrosin ya da naftalin
sivahi gibi boyalar ile veya membran biitinliga
bozulmamis canli saglam hiicrelerin igerisine alinan
diasetil florasan ya da notral kirmizi gibi boyalarin
kullanilmasi ile yapilir®*,

» Notral _kirmizi_testi: _Nétral kirmizi vital bir
boyadir. Canli hiicrelerin igerisinde birikir ve bu
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sayede yasayan hiicrelerin tespitinde kullanilir.
Boyama isleminden sonra hiicre siispansiyonu
hemositometre adi verilen boélimlenmis cam
Uzerine yerlegtirilir. Daha sonra optik mikroskop
altinda hemositometredeki canli hiicrelerin yiizde
orani tespit edilir®>.

» Trpan _mavisi _testi: Tripan mavisi non-vital bir
boyadir.  Membran  bitlinligi  bozulmus
hiicrelerde birikir. Hemositometre yardimi ile
tripan mavisi ile boyanmis hiicrelerin orani tespit
edilir®. Vital ve non-vital boyalarin kullanildigi test
yontemlerinde mikrotitrasyon plaka okuyuculari
kullanilarak  spektrofotometrik  olarak  test
materyallerinin sitotoksik etkileri degerlendirilir®.

» Floresan metodu: Diasetil floresan canl hiicre
icerisine girebilen bir boyadir. Propidium iodide
boyasi ise membran butlinligl bozulmus hiicre
icerisine girer ve DNA ile RNA" yi da etkiler.
Floresan boyalar ile boyanmis hiicreler flow
sitometri veya isik kaynagi ve filtrelere sahip
floresan mikroskobu ile degerlendirilirler. Bu
dederlendirme floresan gorintli veren hicreler
6li hiicre anlamina gelmektedir?®>.

Yasam Degerlendirme Testleri

Kisa donem testleri hizli ve kolay uygulanabilir
olmasina ragmen sadece degerlendirme esnasindaki
Ol hicreleri goéstermektedir. Bununla birlikte toksik
etkilere maruz kalan hiicrelerde etkiler birkac saat,
giin veya daha geg goriilmektedir. Bu nedenle canliik
oraninin belirlenmesinde, kisa dénemde ortaya gikan
toksite reaksiyonlarda geri donisim olabildiginden
uzun dénem testleri kullanilmaktadir®.

Hicre yasami (survival) seyreltiimis tek tip
hiicre sispansiyonundan hicrelerin ayri ayri koloni
olusturabilme kabiliyeti olarak tanimlanir. Disiik hiicre
yogunlugunda koloni olusturma diizeyi (plating
efficiency) hiicre yasaminin belirlenmesinde kullanilan
yoéntemdir®,

Proliferasyon Degerlendirme Testleri:

Kdltlr igerisindeki hiicrelerin bir kac gilin
sonraki sayimi materyalin gesitli bilesenlerinin hiicre
proliferasyonuna etkisinin belirlenmesinde de kullanilir.
Ancak test siiresi icinde belirli bir anda yapilan hiicre
sayimi belirgin bir sonug¢ vermediginden dolayr en
azindan testin erken asamalarinda bir biyilime
egrisinin elde edilmesi gereklidir. Hiicre sayiminda
bliyime egrisi analizleri az sayida Ornek varsa

TUNCER, DEMIRCI

kullanilabilir ancak sayi artarsa bu analizler g¢ok
kullanigh ~ degildir. Bir gok ornegdin  incelendidi
durumlarda belirli bir anda hiicre sayimi ( 3 giinden 5
gline kadar etkiye maruz kalan hicrelerin sayisi)
yapilarak bu analiz uygulanir. Blyime egrisinde
kontrol hiicrelerinin log fazi (Ureme fazi) tecihende
mid-log fazi iginde yer aldigi an segilmelidir. Herhangi
anlamli bir etki sonucu elde edilen gelisme egrisinin
ikinci bir gelisme egrisi ile desteklenmesi gerekir ya da
diger degerlendirme yontemleri kullaniimaldir®*. Bu
testte kullanilan yéntemler sunlardir:

> JH-timidin __ testi:  Hiicre  proliferasyonunun
degerlendirilmesinde kullanilan bir yontemdir. Bir
radyoizotop olan 3H-timidin proliferasyon sirasinda
uygulanarak hiicre icine alinan bu maddenin
radyoaktivite 6lcimi ile yeni DNA sentezi tespit
edilirek proliferasyon Uzerindeki etkisi olgllr.

»  Bromodeoksiuridin _immunohistokimyasal _teknik:
Immunohistokimya yoéntemi ile isaretlenmis
antikorlar kullanilarak hiicre ve doku antijenlerinin
gosterilmesini saglayan bir yontemdir. BrdU (5-
bromo-2'-deoxyuridine); DNA sentezini tayin etmek
icin  kullanilan  timidin  testine esdeder bir
yontemdir. BrdU timidin benzeri bir maddedir ve
DNA igine girer. BrdU uygulanan proliferasyon
evresindeki canl hiicreler Anti- BrdU monoklonal
antikor ile boyanarak sayimlarn yapilabilir veya
degerlendirmede ELISA (enzyme-linked
immunosorbent assay) kiti de kullanilabilir**2S,

Metabolizma Degerlendirme Testleri:

Orneklem sayisi fazla oldugu durumlarda
survival belirleme testlerinin hazirhk asamalari ve
testlerin analizleri zaman alici ve zahmetlidir. Ayrica
bazi dustik yodunlukta hiicre hatlarinin 6zellikle yeni
izole edilmis hiicrelerin koloni olusturabilme yetenek-
leri zayiftir. Bu nedenle yiiksek yogunluga sahip
hiicrelerin dederlendirilmesi igin bazi alternatif test
metotlar gelistirilmistir. Bu testler ile dogrudan hiicre
yasam (survival) dederlendirilmesi yapilamaz. Ancak
yapilan bu testlerde hiicre sayisindaki net artig, total
protein miktari veya DNA artigi belirlenir. Ayni zaman-
da bu test ile tetrazolyum tuzunun formazon kristaline
indirgenmesi ya da DNA veya protein sentezi sapta-
narak devam eden metabolik aktivite belirlenir®*.

Metabolizma testleri ve protein igerik testleri
kisa dénem toksiteden ziyade uzun dénemde olusacak
zarari anlamak icin hticrelerin metabolik veya prolife-
ratif kapasitelerini dlcerler”®. Metabolizma testlerinde

145



Atatiirk Univ. Dis Hek. Fak. Derg.
J Dent Fac Atatiirk Uni
Cilt:21, Sayi: 2, Yil: 2011, Sayfa: 141-149

hiicrelerin canhliklan mikroplaka okuyuculu

spektrofotometre yardimi ile tespit edilir. Ucuz ve hizl

bir yéntemdir. Bu gruba giren testler sunlardir:

» MTT testi: Kolorimetrik MTT (3-(4, 5-
dimethylthiazolyl-2)-2, 5-diphenyltetrazolium
bromide) testi dental materyallerin sitotoksisite
degerlendirmelerinde gok sik kullanilir. Bu test
MTT'yi mavi, ¢dziinmeyen formazan bilesigine
donistirebilen dehidrogenaz enzim aktivitesini
Olcmektedir. Uygulanan materyalin sitotoksik
etkisi nedeniyle hiicrede dehidrogenaz
aktivitesinin etkilendigi durumlarda mavi renkli
formazan olusmamakta, formazan olusumu,
yalnizca aktif mitokondrinin bulundugu canli
hiicrelerde goriilmektedir. Formazan olusumu ise,
spekrofotometre ile optik yodunlugun olgilmesi
veya test 6rneginin cevresindeki formazan isigin
elektron mikroskobuyla belirlenmesi
yéntemleriyle saptanmaktadir'**,

> Alamar mavisi testi: Alamar mavisi boyasi ile
metabolik aktivitenin belirlendidi dolayisiyla hticre
canliidi ve proliferasyonunun degerlendirildigi
florometrik (floresan 6lcimi ile)/kolorimetrik bir
test yontemidir. MTT testine gore pahali bir
yontemdir ancak renk dedisiklikleri bu yontemde
hem florometrik hem de spekrofotometrik olarak
tespit edilir. Ayrica bu boya toksik olmadigindan
hiicre canliigi dederlendirmelerinde birden fazla
boyama imkani saglar“.

> LDH testi: Kolorimetrik sitotoksite degerlendirme
yontemi olan laktat dehidrogenaz (LDH) test
yonteminde hiicrede membran hasari veya
sitolizis durumunda acgida c¢ikan sitozolik bir
enzim olan laktat dehidrogenazin 6lgimi
yapilirak sitotoksisite belirlenir!* .

Glutatyon Tespiti:

Glutatyon (y-glutamilsistein glisin), organizma-
da tiyol grubu igeren, diisiik molekil adirlikh 6nemli bir
tripeptiddir. Glutatyonun, DNA ve protein sentezi,
enzim aktivitelerinin dizenlenmesi, hiicre ici ve disi
transportlar gibi hiicresel fonksiyonlari disinda antiok-
sidan olarak hiicre savunmasinda da Onemli roli
vardir. Indirgenmis glutatyon (GSH) icerdigi tiyol
grubu aracihigi ile hiicre iginde redoks potansiyeli
yliksek bir ortam saglayarak, hiicreyi oksidatif hasar-
lara karsi korur. Glutatyon peroksidaz (GPx) isimli
enzimin kofaktorligini yaparak, hidrojen peroksidi
metabolize eder. Reaktif Oksijen Uriinferi nin (ROS)
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olusturdugu oksidatif hasar oksidan stres olarak
tanimlanmaktadir. Oksidan stres ile GSH diizeylerinin
azaldidi bilinmektedir. Bazi floresan ajanlar intraselliler
GSH ile raksiyona girerek glutatyonun hicresel
miktarinin tespitine olanak saglar?’°,

Hiicrede glutatyon diizeyinin belirlenmesine
olanak sadlayan floresan ozellikli maddeler hiicre
icerisindeki GSH ile reaksiyona girerler. Monobromo-
bimane insan hiicrelerinde GSHIn o6lgiimi igin
kullanilan maddelere bir 6rnektir'?,

Intraseliiler ROS dretimi ile DNA bazlarinda
tek sarmalda veya cift sarmalda meydana gelen
kinlmalar sonucu DNA hasari meydana gelir. DNA
hasari sonucu hiicre déngistinde bir gecikme olur.
Bunun sonucunda belirli sinyal molekdlleri hiicre
ddglsiinin devami ve DNA onarimi igin hiicrede aktive
olurlar. DNA hasari onarilamazsa hiicrede apoptotik
hiicre 6liimii meydana gelir®.

Mutajenite Testleri:

Biyomateryallerin hiicre genetik materyalinde
degisiklikler olusturmasi genotoksite olarak tanimlanir.
Hicreler sahip olduklari bazi mekanizmalarla meydana
gelen genotoksik hasari onarabilirler. Hiicrelerde
genetik hasarin  bir sonraki nesle aktariimasi
programlanmis hiicre &limleri ile engellenebilir. 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 sk kullanilan test
yontemidir. Genetik yapisi degistirilmis bakteriler AMES
test metodunda kullaniimaktadir. Bu bakteriler 06zel
agar kultirinde ¢ogalmazlar ve koloni olusturmazlar
ancak mutajenik bir etken ile karsilagirlarsa ¢ogalirlar.
Olusan koloni sayisi mutajenite icin bir gstergedir 32,

Bir diger test yontemi olan HPRT testi ile gende
meydana gelen degisiklikler tespit edilir. Mikronukleus
testi ile de kromozomlarda meydana gelen degisiklikler
degerlendirilir. Zn vitro testlerden bagka hayvanlarda
yapilan genotoksite calismalarida vardir*3,

Ostrojenite Testleri

Ostrojen molekiillerinin  hiicredeki  6strojen
reseptorlerine baglanmasi sonucu bu reseptorler aktif
bir duruma geger. Aktif duruma gegen ostrojen-
reseptor badlantisi gekirdek igindeki gen aktivasyonu
ve mMRNA transkripsiyonunun meydana geldigi 6zel
bélgelere (DNA dizilerine, g¢ekirdek matriksine, non
histon proteinlere ve cekirdek zarina) badlanir.
Cekirdekte olusan bu etkilesim sonrasi reseptor-
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Ostrojen badlantisi ayrilir ve reseptdr kullaniimayacak
bir sekilde kalir. Bununla birlikte reseptér-hormon
bilesiginin gen transkripsiyonunu diizenlemesi 6stroje-
nin en o6nemli biyolojik aktivitesi olarak gosterilir.
Ayrica bu molekillerin genomdan bagimsiz diger
fonksiyonlarida bulunur®. Bazi kimyasal bilesenler
Ostrojen benzeri etki gostererek hiicrelerde bulunan
Ostrojen reseptorlerine subtoksik konsantrasyonlarda
baglanirlar. Bisfenol-A bu kimyasal bilesenlerden bir
tanesidir. Ostrojenitenin belirlenmesinde /in vitro ve in
vivo ybntemler kullanilabilir. Hiicre kiiltlrlerinin
kullanildi§i /n vitro test yontemlerinde reporter gene
testi, competitive ligand-binding, hiicre proliferasyon,
yeast two-hybrid testlerine gbre Ostrojenitenin
belirlenmesinde daha hassas bir yontemdir®>.

Hayvan Testleri

Genellikle memeli hayvanlarin kullanildidi bu tir
biyouyumluluk testlerinde test materyali fare, rat,
kopek, kopek, kedi, koyun, kegi veya maymun gibi
hayvanlara implante edilir. Hayvan deneylerinde degis-
kenleri kontrol etmek zordur, etik acidan tartismali
olan bu testler uzun siirer ve pahalidir>®. Hayvan
testlerinde biyolojik uyumlulugu test edilecek mater-
yalin piyasaya surilmeden dnceki deneysel formu kul-
lanilir bu nedenle hayvan testleri kullanim testlerinden
(bazi testlerde hayvanlar da kullanilmaktadir) farklidir®.

Dental materyallerin spesifik olmayan lokal

toksik etkilerinin incelenebilmesi icin bu materyaller
laboratuar hayvanlarinin dokularinin icerisine yerlesti-
rilebilir®®. Implantasyon testlerinde test materyalleri
deney hayvanlarinin deri alti, kas igi veya kemik igine
yerlestirilirler. Materyallerin dokulara farkli implantas-
yon periyotlarindan (1 hafta ile bir kag ay arasi) sonra
dokular makroskobik ve mikroskobik olarak incelenir.
Mikéz membran irritasyon testinde test edilecek
materyalin mukozada veya agindiriimig deri {izerinde
meydana getirdidi iltihap degerlendirilir. +37-3

Kullanim Testleri

Kullanim testleri hayvanlar ve goniilli insanlar
Uzerinde yapilir. Kullanim testleri materyalin klinik
kullanimini her acgidan taklit etmelidir. Hayvanlarin
kullanildidi kullanim testlerinde kdpek ve maymun gibi
biyiik hayvanlar kullanilir. Insanlar {zerinde kullanim
testlerinin yapilmasi test materyalinin biyouyumluluk
degerlendirmesinde klinik deney asamasidir®.

Pulpa irritasyon testleri, ortodontik amacla
cekilecek insan dislerinde veya maymun ya da diger
uygun hayvanlarin saglam, clriiksliz dislerinde agilan
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class V kavitelere test materyalinin uygulanmasi ile
yapilir. Test materyali 1 hafta ile birkag ay arasi
dislerde bekletilir ve diglerin gekimi yapilir. Daha sonra
bu digler histolojik inceleme icin hazirlanir ve pulpada
meyda gelen akut veya kronik iltihap ve odontoblast
reaksiyonlari degerlendirilir*®.

Dis hekimliginde kullanilan bazi materyaller
mukoza ve dis eti ile sirekli bir temas halindedir.
Bundan dolayl gingiva mukoza testinde dis eti altina
uzanan kavitelere test materyalleri uygulanir, 7 ile 30
gilin arasinda meydana gelen reaksiyonlar tespit edilir.
Ancak bakteri plag varligi, yapilan restorasyon
ylizeyinin dlizglin olmamasi veya tagkin olmasi gibi
nedenlerle dis eti bdlgesinde olusan iltihap test edilen
materyalin olusturdudu etkiyi degistirebilir®.

Endodontik materyal kullanim ve periapikal
doku hasar testi deney hayvanlarinda yapilmaktadir.
Bu yontemde test materyalleri kanal tedavisi igin
hazirlanmig dig kok kanallarinin igerisine yerlestirilir ve
daha sonra histolojik degerlendirme vyapilir. Deri
hassasiyet testi ile test edilecek materyallerin klinik
oncesi alerjik o©zellikleri de deney hayvanlarinda
saptanir. Maksimizasyon testi ve Buhler testi alerjik
ozelliklerin belirlenmesinde kullanilan test
ybntemleridir®.

Sonug olarak farkl igerik ve 6zelliklere sahip bir
cok dental materyal (retilmis ve klinik kullanima
sunulmustur. Bu materyaller dis dokulari, alveol
kemidi, yumusak doku ve sivilarla (tikirik, dis eti
olugu sivisi) temas etmektedir. Yeni bir materyal
seciminde, mekanik ve fiziksel o&zelliklerin yaninda
biyolojik 6zelliklerde biyiik bir 6neme sahiptir. Dental

materyallerin ~ hayvanlar  {izerinde  uygulanmasi
insanlarda kullanim testleri sonucu olusabilecek
muhtemel olumsuz etkiler hakkinda fikir verebilir.

Bununla birlikte in vitro testler ve hayvan testleri ise
arastiricilara bu istenmeyen reasksiyonlarin olusum
mekanizmalari hakkinda 6nemli bilgiler vermektedir.

Kaynaklar:

1. Schmalz G, Dorthe Arenholt-Bindslev.
Biocompatibility of Dental Materials.1* ed. Verlag
Berlin Heidelberg; Springer:2009. p.1-10

2. Wataha JC. Principles of biocompatibility for dental
practitioners. J Prosthet Dent, 2001;86(2):203-9.

147



Atatiirk Univ. Dis Hek. Fak. Derg.
J Dent Fac Atatiirk Uni
Cilt:21, Sayi: 2, Yil: 2011, Sayfa: 141-149

10.

11.

12.

13.

14.

15.

16.

17.

Hanks CT, Wataha JC, Sun Z. In vitro models of

biocompatibility: A  review. Dent  Mater.
1996;12:186-193.
Schmalz G, Dorthe Arenholt Bindslev.

Biocompatibility of Dental Materials. 1% ed. Verlag
Berlin Heidelberg; Springer:2009. p.13-40

Powers JM, Sakaguchi RL. Craig's restorative
dental materials. 12th ed. St. Louis: Mosby
Elsevier; 2006. p.97-125

R. Ian Freshney Culture of Animal Cells: A Manual
of Basic Technique, Fifth Edition,. Haboken; John
Wiley & Sons: 2005.p.1-216

Candan G., Bilgig A., Klinik Viroloji Labaratuvarinda
Uzmanlik Ogrencisine Verilen Hiicre Kiltiirii Egitim
Programi: Bir Model, Infeksiyon Dergisi (Turkish
Journal of Infection) 2006; 20 (3): 231-241
Helgason CD, Miller CL. Methods in moleculer
biology. Third edition. Tatowa; Humana
Press:2005. p. 1-12

Murray PE, Garcia Godoy C, Garcia Godoy F.How is
the biocompatibilty of dental biomaterials
evaluated? Med Oral Pato/ Oral Cir Bucal
2007;12(3):E258-66.

Aldridge WN. The biochemical
toxicology. Exp. Toxicol 1993;5:56-78
Nicholson JW.The Chemistry of Medical and Dental
Materials. Cambridge; The Royal Society of
Chemistry: 2002. p.186-195

ISO 7405.Dentistry -- Preclinical evaluation of
biocompatibility of medical devices used in
dentistry -- Test methods for dental materials.
2009

ISO 10993-5. Biological evaluation of medical
devices -- Part 5: Tests for in vitro cytotoxicity.
1999

Moharamzadeh K, Brook IM, Noort RV.
Biocompatibility of Resin-based Dental Materials.
Materials. 2009; 22): 514-548

Polyzois, GL. In vitro evaluation of dental
materials. Clin Mater. 1994, 16, 21-60

Tang AT, Li J, Ekstrand J, Liu Y.Cytotoxicity tests
of in situ polymerized resins: methodological
comparisons and introduction of a tissue culture
insert as a testing device.J Biomed Mater Res.
1999;45(3):214-22

Schmalz, G. The agar overlay method. Int. Endod.
J. 1988. 21: 59-66.

principles of

18.

19.

20.

21,

22,

23.

24,

25.

26.

27.

28.

29.

30.

31.

148

TUNCER, DEMIRCI

Wennberg A, Hasselgren G, Tronstad L. A method
for toxicity screening of biomaterials using cells
cultured on Millipore filters. J Biomed Mater Res
1979;13:109-20.

Outhwaite WC, McKenzie DM, Pashley DH. A
versatile split-chamber device for studying dentin
permeability. J Dent Res 1974;53(6):1503.

Tyas MJ. A method for the in vitro toxicity testing
of dental restorative materials. J Dent Res
1977;56: 1285-1290

Hume WR. A new technique for screening chemical
toxicity to the pulp from dental restorative
materials and procedures. J Dent Res 1985; 64:
1322-1325

Schmalz G, Garhammer P, Schweiki H. A
commercially available cell culture device modified
for dentin barrier tests. J Endod 1996;22:249-252
Schmalz G., Hiller K., Nunez L., Stoll J., Weis K.
Permeability Characteristics of Bovine and Human
Dentin under Different Pretreatment Conditions. J
Endod 2001;27:23-30

R. Ian Freshney Culture of Animal Cells: A Manual
of Basic Technique, Fifth Edition, John Wiley &
Sons 2005, Inc., p:359-373

Jenkins N. Methods in Biotechnology, Volume 8:
Animal cell biotechnology Totawa NJ, Humana
Press p:239-252

Babich H, Reisbaum AG, Zuckerbraun HL. In Vitro
Response of Human Gingival Epithelial S-G Cells to
Resveratrol, Toxicol Letter 2000; 114: 143-53
Aksoy Y. Antioksidan Mekanizmada Glutatyonun
Rolii. 7urkive Kilinikleri J Med Sci 2002;22(4):442-
8.

Lefeuvre M, Amjaad W, Goldberg M, Stanislawski
L. TEGDMA induces mitochondrial damage and
oxidative stress in human gingival fibroblasts.
Biomaterials 2005;26:5130-5137

Lefeuvre M, Bourd K, Loriot MA, Goldberg M,
Beaune P, Perianin A. TEGDMA modulates
glutathionetransferase P1 activity in gingival
fibroblasts. J Dent Res 2004;83:914-9.

Deneke SM, Fanburg BL. Regulation of cellular
glutathione. Am J Physiol 1989; 257: L163-L173
Mantellini MG, Botero TM, Yaman P, Dennison JB,
Hanks CT, Nor JE. Adhesive resin induces
apoptosis and cell-cycle arrest of pulp cells. J Dent
Res 2003; 82: 592-596



Atatiirk Univ. Dis Hek. Fak. Derg.
J Dent Fac Atatiirk Uni
Cilt:21, Sayi: 2, Yil: 2011, Sayfa: 141-149

32.

33.

34.

35.

36.

37.

38.

39.

Maron, D.M., Ames, B.N.: Revised method for the
Salmonella mutagenicity test. Mutat Res 1983;
113: 173-215

Schweikl, H., Schmalz, G.: Triethylene glycol
dimethacrylate induceslarge deletions in the hprt
gene of V79 cells. Mutat Res 1999: 438: 71-78.
Soderholm KJ, Mariotti A. BIS-GMA-based resins in
dentistry: Are they safe? Am Dent Assoc 1999;130:
201-209

Schmalz G, Dorthe Arenholt-Bindslev.
Biocompatibility of dental Materials. 1% ed. Verlag
Berlin Heidelberg; Springer:2009. P.99-130

Zorba YO., Yildiz M. Adeziv restoratif materyallerde
biyouyumluluk testleri ve kriterleri. Atatiirk Univ.
Di_ Hek. Fak. Derg. 2007: ;Suppl.: 2, S: 15-21
Schmalz G. The biocompatiblity of non-amalgam
dental filing materials. Eur J Oral Sci
1998;106:696-706.

Geurtsen W. Biocompatiblity of resin-modified
filling materials. Crit Rev Oral Biol Med
2000;11:333-355.

Frankild, S., Volund, A., Wahlberg, J.E., Andersen,
K.E.: Comparison of the sensitivities of the Buehler
test and the guinea pig maximization test for
predictive testing of contact allergy. Acta Derm
Venereol 2000; 80: 256-262

149

TUNCER, DEMIRCI

Yazisma Adresi

Dr. Safa Tuncer

Istanbul Universitesi Dis Hekimligi Fakiiltesi
Dis Hastaliklari ve Tedavisi Anabilim Dali

Kat 4 Capa/Fatih Istanbul

e-mail: tuncers@istanbul.edu.tr



