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OZET

Bu calisma insan Tip [ kolajeni ve bir cam iyonomer siman
materyalinin in vitro olarak fibroblastlar tizerindeki sitotoksisite-
sini degerlendirmek amaciyla yapildi. Materyaller icindeki muhte-
mel toksit maddelerin ekstraksiyonu icin kolajen sponj parcalari
ve 24 saat Onceden karistirilarak sertlegsmesi saglanmis cam iyono-
mer siman bloklar1t Dulbeco modifiye Eagle medium (DMEM) icin-
de 37°C'de 96 saat siireyle calkalandilar. Elde edilen ekstrelerden
saf soliisyon, 1/5, 1/10 ve 1/50 sulandirmalar hazirlanarak 96 c¢u-
kurcuklu plaklara yerlestirilmis olan 5. pasaj fibroblastlarma ilave
edildi. Hiicreler % 10 veya % 0.4 fotal buzagi serumu (FCS) varli-
ginda eksterlerle 48 saat enkiibe edildikten sonra ¢ukurcuklara 0.5
uCi/100 ul ['H]timidin ilave edildi. Toplam 64 saat enkiibasyonu
takiben her iki FCS konsontrasyonundaki (/o 10, % 0.4 FCS) ekstre
sulandirmalarinin fibroblastlar tlizerindeki toksik veya proliferatif
etkisi dakika bagina sayim (counts per minute-cpm) olarak Olcildi.
Ayrica hic ekstre katilmamis % 10 veya % 0.4 FCS ve DMEM iceren
kontrol mediumlar1 da calismaya katildi. % 10 FCS igeren kolajen
ekstresinin saf soliisyonunun hiicre kiiltiirlerinde inhibisyon olus-
turdugu 1/5, 1/10 ve 1/50 ekstre sulandirmalarinin ise proliferasyon
olusturdugu bulguland1 (p<0.05). % 0.4 FCS ile yapilan caligmada
kolajenin ekstre sulandirmalarinin fibroblast kiltiirleri tizerinde
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toksik etki olusturmadigi bulundu. Cam iyonomer siman ekstre
sulandirmalarinin % 10 FCS varliginda stimulasyona neden oldugu
(p<0.05), ancak % 0.4 FCS varliginda deney ve kontrol kiltiirleri
arasinda istatistiksel olarak 6nemli bir fark bulunmadigi saptandi.

Anahtar Kelimeler : Sitotoksisite, in vitro, kolajen, cam iyono-
mer siman, ['H]timidin.

SUMMARY

ASSESSMENT OF THE IN VITRO CYTOTOXICITY OF HUMAN
COLLAGEN TYPE I AND A GLASSIONOMER CEMENT MATERIAL
ON FIBROBLATS

This study was undertaken to assess the in vitro cytotoxicity of
human collagen Type I and a glass ionomer cement material on
fibroblasts. Soluble materials vvere extracted by incubating human
collagen Type I and glass ionomer cement blocks in Dulbeco's
modified Eagle medium (DMEM) at 37°C wwater bath for 96 h.
The extract was sterile-filtered and prepared in different dilutions
(neat, 1/5, 1/10 and 1/50). Celi cultures from 5th passage fibroblasts
vvere seeded into 96-well plates and dilutions of the extacts vvere
added in triplicate to the 96-well plates in the presence of 10 % or
04 % fetal calf serum (FCS), and vvere incubated for 48h under
sarae conditions as described above. ['H]|thymidine vvas added to
the plates and incubated for further 16 h. The controls in triplicate
which contained only FCS (10 % or 04 %) and DMEM (without
extract), vvere also included. The cells vvere then harvested on
Whatman filter paper discs and counted in a liquid scintillation
counter. Cytotoxicty or proliferation of fibroblasts with two different
concentration of FCS in DMEM vvere expressed as counts per
minute (cpm). Mixed results vvere obtained from fibroblast cultures.
The neat dilution of the collagen extract was found to inhibit the
thymidine uptake of fibroblasts (p<0.05) vvhere as 1/50, 1/10 and
1/5 dilutions produced stimulatory effect (p<0.05) on cultures in
the presence of 10 % FCS. Hovvever, no statistical significance was
observed between experimental and control cultures incubated in
the presence of 0.4 % FCS. Dilutions (neat, 1/5, 1/10, 1/50) of glass
ionomer cement extract were found to stimulate fibroblast in the
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presence of 10 % FCS (p<0.05). However, no statistical significance
was found between experimental and control cultures incubated
in the presence of 0.4 % FCS.

Key Words : Cytotoxicity, in vitro, collagen, glass ionomer
cement, ['H] thymidine.

GIRIS

Gilinimiizde teknolojinin ilerlemesiyle bir¢ok yeni materyal tib-
bin ve dishekimliginin hizmetine sunulmaktadir. Bu yeni materyal-
lerden kolajen cerrahi uygulamalarda (7, 8, 13), kullanim alani
bulurken cam iyonomer siman da konservatif ve protetik tedavi
uygulamalarinda tercih edilen bir materyal olarak yerini almigtir (1).
Bilindigi gibi insan viicudunun en 6nemli protein yapilarindan olan
kolajen ayni zamanda kemikle dig arasindaki organik baglantinin
saglanmasinda da rol oynar. Daha once yapilan calismalarda kola-
jen esasli ¢esitli greft materyalinin biyokompatibilite, immiinite ve
rezorbsiyon karakteristikleri incelenmis ve olumlu sonuclar alin-
mistir (4, 6, 10, 11, 16).

Kolajenden yapilmis cesitli greft materyallerinin yaralarin or-
tilmesinde ve kanama kontroliiniin saglanmasinda etkili oldugu ve
yara iyilesmesini hizlandirdigr bildirilmistir (12, 13, 14, 19). Buna
ek olarak periodontal dokularin iyilesmesi sirasinda epitelin apikale
migrasyonunu engellemesi ve impante edildigi dokularda rezorbe
edilmesi nedeniyle sec¢ilmis hiicre repopililasyonun saglanmasi ama-
ciyla da kullanilmaktadir (7, 8).

Cam iyonomer simanlar, silikat simanlar, kompozit rezinler ve
polikarboksilatlarin en miikemmel oOzelliklerinin birlegsmesiyle or-
taya cikmustir (1, 17). Bu ozellikler; diisik termal genisleme; ab-
razyona ve asitlere karsi direnc; floridleri baglamasi nedeniyle an-
tikaryojenik etki; dis ytuizeyine iyi tutunarak mikrosizintiyr engel-
lemesidir (13). Ancak bu konuda yapilan in vitro arastirmalarda
cam iyonomerlerin sertlesme siiresiyle iligkili olarak hiicre kiultiir-
leri tizerinde toksik etki olusturdugu bildirilmistir (3, 5).

Hiicre ve doku kiltirleri ginimiizde c¢esitli tibbi materyalin
incelenmesinde siklikla kullanilmaktadir. Hayvan modelleri, bu ma-
teryallerin dokuda olusturdugu reaksiyonlarin anlasilmasinda ge-
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rekli olmakla birlikte, iyilesme sirasinda bircok faktdriin karigma-
s1 nedeniyle olayin hiicresel seviyede agik olarak incelemesine fir-
sat vermemektedir. Bu nedenle hayvan modeli 6ncesinde hiicre
kiiltiirlerinin materyallerin hiicresel seviyede incelenmesi amaciyla
kullanilmas1 uygun bir yaklagim olmaktadir. Calismamiz insan
plasentasindan ekstrakte edilen Tip I kolajen materyali ve bir cam
iyonomer siman materyalinden elde edilen ekstrelerin insan diseti
fibroblastlar1 tlizerindeki etkilerini arastirmak amaciyla yapilmis-
tir.

GEREC VE YONTEM

Insan diseti f ibroblast kiiltiirlerinin hazirlanmasi

Insan diseti fibroblastlar1 gingivektomi operasyonu sirasinda
elde edilen diseti biopsilerinden izole edildi. Diseti biopsileri yii-
zeyel epitel dokusundan bisturi yardimiyla arindirilarak % 10 f6tal
buzagi serumu (fetal calf serum - FCS), 100U/ml penisilin, 100 ug/ml
streptomisin ve 1.16 g/mlL-glutamin igceren Dulbeco modifiye Eagle
mediumu (DMEM) (Flow Laboratories, Irvine, Scotland) konulmusg
Petri kutularina konularak tlizerlerine cam lameller yerlestirildi ve
% 5 CO,'li ortamda, 37°C da enkiibe edildi. Insan diseti fibroblast-
'arinin Petri kutusu ylizeyini kaplamasini takiben cam lameller di-
sar1 alind1 ve hiicreler steril fosfat tamponlu soliisyonla (PBS) ii¢
defa yikandi. Bunu takiben hiicreler 2.5 ml, 4mM etilen diaminotet-
raasetic asit (EDTA) iceren % 0.25'lik tripsin soliisyonuyla 1 dakika
sireyle oda 1sisinda muamele edildi. Petri ylizeyinden hiicrelerin
mobilizasyonunu takiben elde edilen silispansiyona 2.5 ml, % 10
FCS iceren DMEM ilave edildi ve bu hiicre siispansiyonu 1x10° hiic-
re/ml olacak sekilde kiiltiir kablarina konularak 37°C de enkiibe
edildi.

Materyallerin Hazirlanmasi

insan Tip Kolajeni: Insan Tip I kolajeni Chung ve Miller (2)
tarafindan Onerilen yontemin bir modifikasyonu olan ydntemle in-
san plasentasindan ekstrakte edildi ve standart insan Tip I kola-
jeni kullanilarak sodium dedosil sulfat-poliakrilamid jel elektrofo-
rez (SDS PAGE) yontemi ile karakterize edildi. Elde edilen kola-
jenden sponjlar hazirlandiktan sonra Quteish ve ark (11) tarafindan
tarif edilen yontemle bunlarin capraz baglanti olusturmasi saglan-
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di. Sponjlar kullanimdan 6nce gama i1sinlariyla sterilize edildi (520
grays).

Cam iyonomer siman : Cam iyonomer siman (Chemfil-1I, AD
International, De Trey Division, U.K.) tliretici firmanin 6nerdigi se-
kilde karistirilarak sertlesme gerceklesmeden Once kiiciik dikdort-
gen bloklara ayrildi. Bloklar daha sonra oda isisinda, kapali bir
ortamda 24 saat bekletildiler.

Coziiniir toksit maddelerin elde edilmesi

Daha 6nce anlatilan sekilde hazirlanmis olan kolajen (5 mg/ml)
ve cam iyonomer siman ornekleri (10 mg/ml) 10 ml DMEM igeren
siselere ayr1 ayr1 yerlestirildi ve 37°C'deki su balyosunda 96 saat
sureyle calkalandi. Daha sonra Ornekler siselerden ¢ikartildi ve el-
de edilen ekstreler filtreden gecirilerek steril edildi ve farkli kon-
santrasyonlarda sulandirildi (saf soliisyon, 1/5, 1/10 ve 1/50). Ekst-
reler kullanilacaklar: giine kadar -20°C'de dondurularak saklandi.

[’H]timidin alimim (uptake) yontemiyle toksisitenin saptanmasi

5. pasaj fibroblast hiicre kiiltiirleri tripsinizasyonu takiben he-
masitometreyle sayilarak hiicre siispansiyonu % 10 FCS iceren
DMEM icinde 1x10° hiicre/ml olacak sekilde ayarlandi. Bu hiicre
stispansiyonu multipipet yardimiyla 96 c¢ukurcuklu plaklara 100
ul/ cukurcuk olacak sekilde konuldu ve 24 saat enkiibe edildi. Bu sii-
re sonunda ¢ukurcuklardaki vasat disar1 alinarak hiicreler steril PBS
ile 3 defa yikandi. Cukurcuklardan yarisina % 10 FCS igeren ve
diger yarisina % 0.4 FCS igeren ekstre sulandirmalar: ii¢ kez tek-
rar edilerek konuldu ve hiicreler bu sekilde 48 saat siireyle enkiibe
edildi. Bu siire sonunda cukurcuklara 0.5 uCi/100 ul [*H]timidin
ilave edildi ve 16 saat enkiibe edildi. Ayrica hi¢ ekstre eklenmemisg
% 10 ve % 0.4 FCS ve DMEM iceren kontrol vasatlart da calismaya
katildi. Bu siire sonunda hiicreler PBS ile yikandiktan sonra trip-
sinize edilerek multiple otomatik harvester (Dynatech Automash
2000) yardimiyla "Whatman filtre kagidi disklerine gecirildiler. Da-
ha sonra diskler 6 ml sintilasyon sivist iceren (Scintran-T, Merck)
tiplere yerlestirildi ve sivi sintilasyon sayacinda (Rack Beta 219,
LKB) sayildi. Her iki FCS konsantrasyonundaki (% 10, % 0.4 FCS)
ekstre sulandirmalarinin fibroblastlar lizerindeki toksik veya pro-
liferatif etkisi dakika basina sayim (counts per minute-cpm) olarak
olguldi.
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istatistik Analizi

Kontrol ve deney gruplarindan elde edilen o6l¢iim degerlerinin
(cpm) ortalamalar:1 (mean) ve standart sapmalari (sd) bir bilgisa-
yar istatistik programi yardimiyla hesaplandi. Ekstre sulandirma-
lar1 ilave edilmis veya edilmemis (kontrol) gruplararasi karsilas-
tirmalarin yapilmasinda eslestirilmemis (unpaired) t-testi kullanil-
di.

Sonuclar

Kolajen ve cam iyonomer siman ekstrelerinin fibroblast proli-
ferasyonuna etkisi hiicre kiiltiirlerinde [’H]timidin alinimi yén-
temiyle degerlendirildi. Kolajen ekstrelcrine karsi olusan hiicresel
cevap Tablo I'de gosterildi. Buradan da anlasilacag:i gibi % 10 FCS
varliginda 1/50, 1/10 ve 1/5 ekstre sulandirmalari hiicrelerde blas-
tojenik etki olustururken saf kolajen ekstre sollisyonu hiicrelerde
supresif etki olusturdu. 1/50 sulandirma disindaki ekstre (saf soliis-
yon, 1/5 ve 1/10) degerleri istatistiksel olarak 6nemli (p<0.05) bu-
lundu. Bununla birlikte % 0.4 FCS varliginda elde edilen deney ve
kontrol degerleri arasinda istatistiksel olarak 6nemli bir fark bu-
lunamadi.

Sulandirma mean - sd (cpm) mean - sd (cpm)
(% 10 FCS) (% 0.4 FCS)
1/50 = 5551 - 205 731 - 6
1/10 e 6855 - 642° 859 - 215
1/5 - 5328 - 1093° 1056 - 262
Saf 'soliis, = 2035 - 528° 602 - 514
Kontrol = 4391 - 205 1079 - 23

Eslestirilmemis t-testi
*  <0.05

Tablo 1. Kolajen ekstrelerinin saf soliisyon, 1/5, 1/10 ve 1/50
sulandirmalarda hiicre kiltirlerine uygulanmasini takiben 64. saat-
te insan diseti fibroblastlarin ¢ogalmasina etkisi cpm (counts per
minute) olarak gosterilmistir. Deney ve kontrol grubu o&rneklerin-
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den elde edilen ol¢iim degerleri t-testi ile karsilastirilmis ve sonuc-
lar p<0.05 seviyesinde 6nemli sayilmistir.

Cam iyonomer siman ekstrelerinin 64 saatlik dénemde fibro-
blast kiiltlirleri tizerindeki etkisi Tablo 2. de gosterildi. % 10 FCS
varliginda biitiin ekstre sulandirmalar: ve saf soliisyonun fibroblast-
larda proliferatif etki olusturdugu saptandi. Kontrol grubuyla kar-
stlastirildiginda saf ekstre soliisyonu ile 1/5 ve 1/10 sulandirma
Olcim degerleri arasindaki farklilik istatistiksel olarak Onemli bu-
lundu (p<0.05). Ancak % 0.4 FCS varliginda elde edilen 6lciim de-
gerlerinden hi¢ biri kontrol grubuyla istatistiksel olarak Onemli
bir farklilik tagsimamaktaydi.

Sulandirma mean - sd (cpm) mean - sd (cpm)
% 10 FCS % 04 FCS
1/50 = 6685 - 1047 1572 - 337
1/10 = 6335 - 458° 1293 - 47
1/5 =" 1210 =0 719 1219 - 149
Saf soliis. = 5716 - 46" 147 - 88
Kontrol = 4391 - 205 1079 - 232

Eslestirilmemis t-testi
*  <0.05

Tablo 2. Cam iyonomer siman ekstrelerinin saf soliisyon, 1/5,
1/10 ve 1/50 sulandirmalarda hiicre kiiltiirlerine uygulanmasini ta-
kiben 64. saatte insan diseti fibroblastlarin ¢ogalmasina etkisi cpm
olarak gosterilmistir.

TARTISMA

Bu in vitro sitotoksisite c¢alismasinda glutaraldehitle c¢apraz
baglantist olusturulmus insan Tip I kolajen sponj parcalari ve da-
ha Onceden iiretici firmanin 6nerdigi sekilde karistirilarak 24 saat
tam sertlesmesi saglanmis ticari bir cam iyonomer siman prepa-
ratinin DMEM icinde 96 saat siireyle enkiibe edilmesi sonucunda
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bu materyaller i¢indeki muhtemel toksik maddelerin vasata gece-
cegi dustiinilmistiir. Daha sonra, elde edilen ekstrelerin ¢esitli su-
landirmalarinin (saf soliisyon, 1/5, 1/10 ve 1/50) insan gingival
fibroblastlar1 iizerindeki etkileri ['H]timidin alinimi ydéntemiyle
degerlendirilmistir. Beta-sayacinda radyoaktivite (cpm) olarak oku-
nan 6l¢iim degerlerinin istatistiksel analizleri cslestirilmemis t-testi
yardimiyla yapilmistir.

Fotal buzag: serumunun hiicre kiltiirleri lizerindeki stimiilan
etkisi goz oniinde bulundurularak bu faktériin  Ol¢iim degerleri
lizerindeki roliinlin tespit edilebilmesi amaciyla ¢alisma hem % 10
hem de % 0.4 FCS ile tekrarlanmistir. Farkli konsantrasyonlarda
FCS iceren kontrol Orneklerinden elde edilen Ol¢iim degerleri ara-
sindaki farkin istatistiksel olarak 6nemli bulunmas: (P<0.05) bu
diisiincemizi dogrulamistir. % 10 FCS iceren kolajen ve cam iyono-
mer siman ekstrelerinin fibroblast kiiltiirleri lizerinde farkli cevap-
lar olusturdugu gorilmiistiir. Kolajen ekstresinin 1/5, 1/10 ve 1/50
sulandirmalarda blastojenik etki olusturdugu ancak saf sollisyonun
hiicre proliferasyonunu inhibe ettigi saptanmistir. 1/5 ve 1/10 su-
landirmalar ile saf solilisyondan elde edilen ol¢iim degerleri ista-
tistiksel olarak o6nemli bulunmustur. % 0.4 FCS'nun kullanildigi
calismamizin ikinci kisminda kolajen ekstrelerine karsi olusan hiic-
resel cevapla kontrol oOrneklerine karsi olusan cevap arasinda is-
tatistiksel olarak 6nemli bir fark bulunmamistir. BU konuda ya-
pilmis diger caligmalarda kolajenin benzer sekilde hiicre kiiltiir-
lerinde toksisiteye neden oldugu ancak bunun istatistiksel olarak
onemli bulunmadig:r bildirilmistir (11). Kolajenin capraz baglan-
tisinda kullanilan glutaraldehitin kiiltiir ortaminda c¢oziinerek tok-
sisiteye neden olabilecegi dustuntlmistir (11). Ekstrelerin deger-
lendirildigi bu caligsmalar yaninda, kolajen sponj pargalarini dog-
rudan kiiltir ortamina koydugumuz bir calismamizda materyalin
hem fibroblastlar hem de osteoblastlar tarafindan kabul gordiigi,
ayrica elektron mikroskobik degerlendirmede  hiicrelerin sponja
atagman saglayarak sponjun gozenekleri arasina girdikleri gozlen-
mistir (4). Bu olumlu bulgulara ragmen hekimlerin antijenik ozel-
lige sahip bu materyali insanlarda kullanirken olusabilecek immii-
nolojik reaksiyonlar bakimindan (6, 10) dikkatli davranmasi ge-
rektigi unutulmamalidir.

Cam iyonomer siman ekstrelerin % 10 FCS varliginda fibrob-
lastlar tlizerinde proliferatif etki olusturdugu (p<0.05), % 0.4 FCS
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varliginda ise kontrol ve deney kiiltiirleri arasinda istatistiksel ola-
rak onemli bir fark bulunmadigi saptanmistir. Cam iyonomer si-
manlarla yapilan in vitro ¢alismalarda materyallerin sertlesme sii-
resiyle iligkili olarak birka¢ saatle birkac giin arasinda hiicre kil-
tiurlerinde sitopatik degisikliklere neden oldugu bildirilmistir (3,
5, 15). In vivo calismalardan elde edilen bulgularin 1siginda ma-
teryalin si1g kavitelerde giivenle kullanilabilecegi, ancak derin ka-
vitelerde pulpayr koruyucu bir kaide maddesi tlizerine konulmasi
gerektigi anlasilmaktadir (18). Yaptigimiz literatiir arastirmasin-
da genel olarak bu materyallerden cogunun 24 saat icinde sertlige
ulastigr (1) ve bu siire sonunda toksisitelerini blyiik olgiide yitir-
dikleri saptanmistir (3, 5, 17). Calismamizda da ekstrelerin elde
edilmesi Ooncesinde cam iyonomer siman tam sertlige ulasana ka-
dar 24 saat oda 1sisinda bekletilmistir. Sonuglar literatiirle uyum
halinde olup 24 saatlik siire sonunda elde edilen cam iyonomer
siman ekstrelerinin insan diseti fibroblastlarina toksik olmadigini
bulgulanmistir. Son yillarda cam iyonomer simanlarin dis dokula-
rina iyi adaptasyonlari, mikrosizintiyr engellemeleri ve fiziksel ve
kimyasal etkilere direncli olmalari nedeniyle konvansiyonel yon-
temlerle tedavinin zor oldugu kole kavitelerinde daimi restorasyon
materyali olarak tercih edilmeleri dikkat c¢cekmektedir (1). Bu tiir
kavitelerin diseti dokularina yakinligi nedeniyle konunun periodon-
toloji yoniinden de klinik ve histolojik olarak aragtirilmasinda fay-
da vardir.
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