T.C.
EGE UNIVERSITESI
SAGLIK BILIMLERI ENSTITUSU

PERIODONTAL LIGAMENT FIBROBLASTLARININ
KOK YUZEYINE YAPISMASININ KOLORIMETRIK
YONTEMLER VE SEM iLE DEGERLENDIRILMESI

Periodontoloji (Dighekimligi) Programi

Doktora Tezi
Dishekimi Sema CINAR

DANISMAN
Prof. Dr. Evren EVRENOSOGLU

IzZMIR-2004



ICINDEKILER

Onséz

Tablo ve sekil listesi

BOLUM I
GITIS VE GIMAC...ccceriierrercrrerrerenresseneseseressasssssessssesssssesssessssessesssssessesssssssaneas 1
Genel DIlGIler . ..ccuiivrerirerieerreerirer st e st cerese e et e s s ssne s e s s ne s e s s e ensns 3
BOLUM I
GEreg V& YONIEIMI.c.uuutiivueirarirmrsrireniiesseesssnsnasesassnsenssessonnssssssssnssanssesseasssssenes 21
BOLUM III
BULGUIAT ....uieiceeeceeererre et ee e e ssees e esenesssaneesansssnessanessassssesssassenesnees 30
BOLUM IV
TartISIMIA e eereceercirieceteeieerrrsecetes s esraeeeseernreseesessseseneesessasersansassssnnesessannes 47
N0 4 L (o OO 59
OZEL...ovveierrcrcreiee st ss st s ss e e bbb sa bbb s s ssneans 61
ADSIIACE ..vveiiiieciereecccrresscerssnricerer e s s ecsnre et e saeses s e s s ten s s s aressnesessnesasaneanan 63
KaYNAKIAT ......oeriirieinrenininisiinnsitisreresiessesssseesesesessensseessnsssassssesssssasessnes 65



ONSOZ

Periodontolojide periodotal hastalik sebebiyle kaybedilen dokularin rejenerasyonu
uzun yillardir tizerinde ¢alisilan bir konudur. Molekiiler biyoloji ve biyomiihendislik
alanlarindaki gelismeler periodontolojiye de yansimistir ve periodontal iyilesme
sirasinda hiicre fonksiyonlarinin ¢esitli biiytime faktorleri ile diizenlenmesine
calisilmistir. Kok yiizeylerinin farkli ajanlarla demineralize edilmesinin ve trombosit
kokenli biiylime faktérii-BB uygulanmasinin, hiicrelerin bu ylizeylere tutunmasina olan
etkilerinin degerlendirilmesine yonelik yapilan bu in vifro c¢aligmanin in vivo

calismalara ve uygulamalara 151k tutacag: diistintilmektedir.

Bu c¢alismanin planlanmasinda ve yiiriitiilmesinde desteklerini esirgemeyen
doktora ydneticim Sayin Prof. Dr. Evren Evrenosoglu’na ve Saym Prof. Dr. Sule
Sonmez’e ¢ok tesekkiir ederim. Degerli fikirlerinden yararlandifim, tarama elektron
mikroskop goriintiileme iglemlerini yiirliten Saymn Prof. Dr. Hakan Bilge Sen’e, hiicre
kiiltiirii ilemlerinin yiiriitiilmesinde yol gosteren ve yardimci olan Ege Universitesi
Biyomithendislik Boliimii 6gretim {iyesi Sayin Ismet Giirhan’a ve aragtirma gorevlisi
Sayin Ayse Nalbantsoy’a ¢ok tesekkiir ederim. Caligmanin istatistik degerlendirmelerini
yapan Miihendislik Fakiiltesi Bilgisayar Mithendisligi Boliimii 6gretim fiyesi Sayin Yar.
Dog. Dr. Timur Kse’ye ve bu ¢aligmanin yiiriitiilmesinde yardimlarini esirgemeyen
tiim Periodontoloji Boliimii 6gretim {iiyelerine, asistanlarina ve calisanlarina en igten
dileklerimle tesekkiir ederim. Calismay1 destekleyen TUBITAK saglik Bilimleri
Aragtirma Grubuna tesekkiir ederim. Her zaman yamimda olan aileme ve arkadaglarima
cok tesekkiir ederim.
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GIRIS ve AMAC

Periodontal tedavinin hedefi periodontal hastalik koékenli doku yikimimin
durdurulmas: ve kaybedilen dokularin geriye iadesi yani periodontal rejenerasyondur
(80, 99, 111). Periodontal rejenerasyonun gergeklesmesi i¢in progenitr periodontal
ligament (PDL) hiicrelerinin hastalikli kok yiizeylerine gb¢ etmesi, tutunmasi,
¢ogalmasi, farklilagmasi ve matris birlegenlerini sentezlemesi gerekmektedir (142). Bu
nedenle periodontal hastaliga bagl olarak afiz ortamina agilmig koék yiizeylerinin,
progenitdr hiicrelerin tutunmasi ve ¢ogalmas: igin biyouyumlu olmalan ve kemotaktik
uyaran igermeleri gerekmektedir (90).

Periodontal  rejenerasyonun  gergeklesmesi  i¢in, k&k  ylizeylerinin
demineralizasyonu (90, 119, 121), yonlendirilmis doku rejenerasyonu (21, 111),
biiylime faktérleri (GF) ve adezyon molekiillerinin uygulanmas: (39,91,92) gibi gesitli
yontemler veya bu yontemlerin kombinasyonlar (83, 105) kullamlmigtir.

Kok yiizeylerinin demineralizasyonu amaciyla sitrik asit, tetrasiklin hidrokloriir
(T-HCL), ve etilen diamin tetraasetik asit (EDTA) gibi ¢esitli ajanlar kullanilmistir.
Kok ylizeylerinin demineralizasyonuyla k&k ylizeyinde fibriler bir yap: olugur, kollagen
Iif girigleri agifa ¢ikar ve genigler (121, 122). Kbk yiizeylerinin demineralizasyonu
sonucu PDL fibroblastlarin kék ylizeyine tutunmasi kolaylagir (84, 88). Kok
ylizeylerinde enstriimantasyon sonrasi olugan smear tabakasimin da demineralizan
ajanlarin kullammiyla uzaklagtirldig1 g6sterilmistir (119).

Molekiiler biyoloji ve biyomiihendislik alanlarindaki gelismeler periodontolojiye de
yansimugtir ve progenitdr hiicrelerin fonksiyonlannin diizenlenmesi konusunda pek ¢ok
calisma yapilmigtir. PDL fibroblastlan i¢in giiclii kemotaktik ve mitojenik olan
trombosit kokenli biiyime faktorii-BB (PDGF-BB) kullamimu ile {imit verici sonuglar
alimmigtir (34, 99). PDGF-BB’nin klinikte uygulanmasi amaciyla sifir kollageni ve
metil seliiloz gibi gesitli tagiyicilar kullamlmigtir. Ancak tasiyicilarin, hiicre ylizey



iligkisini bozmasi, immunolojik reaksiyonlara sebep olmas: gibi gesitli dezavantajlart
vardir. PDGF-BB’nin demineralize edilmis k&k yiizeylerine uygulanmasiyla, PDGF-
BB’nin bu yiizeylere tutunabilecegi ve yavas salimimin saglanabilecegi bildirilmistir.
Demineralizasyon sonucu kék ylizey alam genislemekte ve agifa ¢ikan kollagene
PDGF-BB baglanabilmektedir (39, 115).

PDGF-BB’nin demineralize edilmis kok ytlizeylerine uygulanmasinin, hiicre
tutunmasma olan etkileri degerlendirilmig ancak farkli demineralize edici ajanlarin
PDGF-BB ile birlikte kullanimlar: karsilagtiriimamistir. Bu ¢aligmanin amaci, PDGF-
BB kullammimin ve farkli demineralizasyon ajanlariyla kombinasyonunun PDL
fibroblastlastinin  kok yiizeylerine tutunmasmna olan etkisinin in vitro olarak
degerlendirilmesi ve farkli muamele edilmig kék ytizeylerinin ve bu yiizeylere tutunan
PDL hiicrelerinin taramali elektron mikroskopta (SEM) incelenmesidir.



GENEL BILGILER

1. Periodontal tedavinin amaci

Periodontitis fibroz atasman kaybi, alveoler kemik yikimi ve periodontal cep
olusumuyla karakterize enflamatuvar bir hastaliktir. Periodontitisin tedavi edilmedigi
durumlarda periodontal dokulardaki yikim episodik ataklarla devam eder. Artan destek
doku kayb: diste mobilite artigina ve disin kaybina neden olur. (51, 63, 66, 67, 87).

Periodontal tedavinin amaci doku yikimimn durdurulmasi ve kaybedilen
dokularin geriye iadesi, yani rejenerasyonudur (109, 110, 111, 114). Rejenerasyon,
yikima ugramis bir dokunun yapr ve fonksiyon bakimindan orijinal haline geri
dénmesidir. Periodontal rejenerasyon, periodontitis nedeniyle agifa ¢ikoms koék
yiizeylerinde yeni sement olugumu, buna gémiilen fonksiyonel kollagen lifler ve yine bu
liflerin gomiildiigii yeni alveoler kemik yapimiyla olur (78, 81, 99).

Periodontal tedavinin temelini hastaliin primer etiyolojik ajani olan mikrobiyal
dental plak ve tiriinlerinin uzaklagtirilmasina yonelik olan oral hijyen egitimi, dis yiizeyi
temizligi ve kok ylizeyi diizlestirmesi olusturur. Konvansiyonel tedavi ySntemleri ile
enflamasyon elimine edilir; doku yikimm durdurului; ancak rejenerasyon saglanamaz.,
Iyilesme, epitelin kdk yiizeyi diizlestirmesi yapilan alan boyunca ilerleyip uzun baglanti
epiteli olusturmasiyla yani periodontal dokularin tamiri seklinde olur (38, 48). Temel
olarak periodontal ceplerin eliminasyonuna yonelik olan periodontal flep operasyonlar
sonrasinda ise iyilesme yine uzun baglanti epiteli ile olmaktadir. Ancak kemik i¢i
lezyonlarda, defektin morfolojisi, plak kontrolii gibi faktorlere bagli olarak flep
operasyonu sonrasinda farkli miktarlarda kemik dolumu izlendigi bildirilmigtir (20, 32,
136). Yapilan histolojik ¢aligmalarda bu defektlerde de flep operasyonu sonrasinda
rejenerasyon olusmadigi, yeni kemik ile kok arasinda ince uzun bir baglant: epitelinin
uzandif1 gosterilmigtir (37, 102).



2. Periodontal rejenerasyon

Periodontal rejenerasyonu saglamak icin farkli yontemler denenmistir. Bu
yontemler kok ylizeylerinin demineralize edilerek rejenerasyon ig¢in uygun hale
getirilmesi (90, 119, 121, 122, 125, 126), kemik greftleri ile defektlerin doldurulmas:,
adezyon molekiilleri veya biiyiime faktorleri ile periodontal hiicrelerin cevabinin
diizenlenmesi (39, 91, 92, 94, 105) ve yonlendirilmis doku rejenerasyonu seklinde
Ozetlenebilir (21, 111). Bu ySntemler ve kombinasyonlarinin bagarisim1 degerlendirmek

i¢in pek ¢ok calisma yapilmuistir (39, 83, 105).

Periodontal yara iyilesmesi temel bazi farklihiklar haricinde viicuttaki tiim diger
dokularin yara iyilesmesi ile aymdir. Once yara bolgesini kan pihtisi kaplar ve
enflamasyon baglar. Daha sonra kan pihtis1 gegici bir matris olugturarak graniilasyon
dokusuna doniisiir ve bu graniilasyon dokusu yerini skar dokusuna veya rejenerasyon
dokusuna birakir. Gerekli hiicresel olaylar hiicrelerin migrasyonu, kemotaksisi,
adezyonu, proliferasyonu, diferansiyasyonu ve matris bilesenleri iiretmeleridir.
Hiicrelerin bolgeye toplanmasinda hiicre tipi segimi iyilesmenin rejenerasyonla mu,

yoksa tamirle mi gergeklesecegini belirler (19, 111, 117).

Periodontal rejenerasyonun gerceklesmesi igin yara bélgesinde g¢ogalmasi
istenilen hiicrelerin hangi doku kaynakli olmasi gerektigi lizerinde pek ¢ok galigma
yapilmigtir. Epitelin bag dokusunu engelledigi (36), alveoler kemik kokenli hiicrelerin
k6k yiizeylerinde rezorpsiyona veya ankiloza neden oldugu gosterilmistir (79, 83).
Digeti bag dokusunun rejeneratif 6zelligi oldugunu 6ne siiren ¢aligmalar olmasina karsin
(97) bu doku kokenli hiicrelerin kékte rezorpsiyona neden oldugu ve iyilesmenin bag
doku atagmami seklinde gerceklestigi bildirilmigtir (72). Yeni sement, yeni alveoler
kemik ve periodontal ligamentin rejenerasyonu potansiyeline sahip hiicrelerin

periodontal ligament hiicreleri oldugu gosterilmistir (99, 110, 111).

3. Periodontal ligament hiicreleri

Periodontal ligament, hiicreler, bag dokusu fibrilleri, hiicreler arast madde, kan ve
lenf damarlar1 ve sinirlerden olusmugtur. Periodontal ligament hiicreden zengindir ve en
fazla bag dokusu hiicreleri olmak {izere epitel, savunma ve nérovaskiiler hiicreleri igerir.

Periodontal ligamentteki bag dokusu hiicreleri; fibroblastlar, osteoblastlar, osteoklastlar,



sementoblastlar, sementoklastlar ve dentinoklastlardir. Periodontal ligamentin ana
hiicreleri olan fibroblastlar tip I kollagen, kollagen olmayan protein ve proteoglikan
sentezinden sorumludur. Fibroblastlar uzun akslan kollagen fibrillere paralel olacak
sekilde konumlanmislardir (23, 30, 57).

Periodontal ligament (PDL) fibroblastlar1 farkli fenotipte alt tiir igermeleriyle
diger bag doku hiicrelerinden ayrilirlar. Bu hiicrelerin bir tipi klasik yumugsak doku
fibroblastlan gibidir; dermis ve gingiva fibroblastlarina benzer. Ikinci tipi ise osteoblast
benzeridir; yiiksek alkalen fosfat igerir ve kiiltlirde mineralize doku olugturabilme
yetenegindedir.  Ostoblastik fenotipte olanlar &zellikle Onemlidir, ¢iinkii
sementoblastlara doniistip Sharpey lifi tiretebildikleri diistiniiliir (22, 65).

Periodontal rejenerasyonda, progenitsr PDL hiicrelerinin k6k ylizeyine
migrasyonu, atasmani, bu bdlgede proliferasyonu ve organize fonksiyonel fibréz
atagmana farklilagmalar1 gerekmektedir (142). Bu ylizden kék yiizeyleri bu hiicreler i¢in
biyouyumlu olmali ve hatta kemotaktik uyaran igermeli, hiicrelerin atasmamm ve
proliferasyonunu desteklemelidir (90).

Periodontal tedavinin temelini olusturan dis ylizeyi temizligi (DYT) ve kék ylizeyi
diizlestirmesi (KYD) islemleri ile kok yiizeylerinden plak ve dig tagi uzaklagtirilir.
Hastalikli sement kazinarak yiizeyin piiriizsliz ve sert hale gelmesi saglanir. Ayrica bazi
calismalarda endotoksinin kok ylizeyi diizlestirmesi ile kok ylizeyinden
uzaklastirilabildigi gésterilmistir (76, 104).

4. Periodontal rejenerasyonda kok yiizeylerinin 6zelliklerinin 6nemi

Maymunlarda yaptiklari bir ¢alijmada, periodontal yara iyilesmesinde
periodonsiyumun ve k6k yiizeylerinin etkilerini arastiran Polson ve Coton (118) santral
diglerden birinde deneysel periodontitis gelistirmigler ve disleri ¢ekip birbirlerinin
yerine reimplante etmislerdir. Kirk giin sonra yapilan histolojik incelemede saglikli
periodonsiyuma yerlestirilen hastalikli kok yiizeyinde iyilesme uzun baglant: epiteli iie
gergeklesirken, periodontal hastalik nedeniyle azalmis periodonsiyuma yerlestirilen
saghkl disin kok ylizeyinde bag dokusu atagmani olustugunu belirtmislerdir.

Periodontal hastalik nedeniyle agiz ortamina agilan kdk ylizeylerinin fiziksel ve
kimyasal §zelliklerinde patolojik degisiklikler olusur (131, 132, 133). Mikrobiyal plak



ve digtaginin birikmesi sonucu kok yiizeyi bakteri ve endotoksinler ile kontamine olur
(1,4, 5, 46, 49). Sement ylizeyinde hipermineralize (8, 9, 56, 132, 133) ve demineralize
(56) alanlara rastlanir. Sementin organik matrisindeki kollagen c¢apraz baglar ve
kollagen fibril girigleri kaybolmustur (131, 132, 133).

Aleo ve arkadaslan (4) gingival fibroblastlan kullanarak yaptiklari bir ¢aligmada
bu hiicrelerin hastalifa maruz kalmis kék ylizeyine tutunmadigini g6stermislerdir. Yine
aym ¢aligmada, kok yiizeyinden mekanik olarak sement kaldirildifa zaman hiicrelerin
ylizeye tutundugu gosterilmis ve periodontal tedavinin basarisinin hiicreler igin toksik
olan materyalin veya sementin tamamen uzaklagtiriimasina bagh oldugu bildirilmistir.

Sementin tamamen kaldirlmasmin gerekliligi ve klinik olarak bu islem i¢in
gerekli kiiret hareketi sayisi konusunda pek ¢ok c¢alisma yapilmigtir. O’Leary ve
Kafrawy (112) hastaliga maruz kalmig kok yiizeylerinden 50 kiiret darbesi ile sementin
tamamen uzaklastirilamadifim gdstermislerdir. Caldiron ve arkadaslani (43) ise saglikhi
diglerde sementin kaldirilmasi i¢in en az 20 kiiret darbesi gerektigini ancak 70 kiiret
darbesine ragmen bazi bolgelerde sementin kalabildigini gdstermislerdir. Sementin
kiiretlerle tamamen kaldirilmasi klinik agidan miimkiin bulunmamigtir (56).

Yapilan c¢aligmalarda sement yiizeyindeki patolojik degisikliklerin ylizeysel
tabakayla sinirli oldugu ve tamamen kaldinlmasimin gerekli olmadifi belirtilmisgtir.
Hatta sementin yara bolgesinde cogalan hiicrelerin sementoblastlara déniistimiinii
indiikleyebilecegi, bu ylizden kék yiizeyinde orijinal sementin birakilmasinin gerekli
oldugu bildirilmistir (56, 70, 154).

5. K6k yiizeylerinin demineralizasyonu

Kok yiizeyi diizlestirmesiyle kok yiizeyindeki ¢ofu toksik maddenin
uzaklagtirilabilmesine karsin, hipermineralize alanlar ve demineralizasyon lakiinleri
sorun olusturmaktadir. Hastalikli k&k ylizeylerindeki rezorpsiyon lakiinlerinin derinligi
15-60 ym amwda degismektedir (56) . Hipermineralize alanlarin derinligi ise
40-100 pm aramdadir (132, 133). Kok yiizeyi diizlestirilmesi isleminde 20 kiiret
darbesi ile 40-50 pm deridé kadar kazima yapildifn gosterilmistir (43). Kok
yiizeylerindeki hipermineralize ve demineralize alanlarda hastalikli sementin
kaldirilmast her zaman miimkiin olmamaktadir (9, 10, 11, 56, 77). Ayrica kok



yiizeylerinin diizlestirilmesi iglemi sonucunda kék yiizeylerinde sitotoksik materyal
iceren smear tabakasi olugmaktadir (76, 77, 119). Bu nedenlerden dolayr mekanik
tedaviye ek olarak kok yiizeylerinin kimyasal ajanlarla biyomodifikasyonu iizerine
caligmalar yapilmigtir.

Periodontal tedavide koOk ylizeylerinin asitlerle muamele edilerek
demineralizasyonu 1800°li yillarin sonunda denenmis ¢ok eski bir ydntemdir (140,
153). 1970°li yillarda Register ve Burdick’in (121, 122) ko&k yiizeylerinin
demineralizasyonunun periodontal rejenerasyona etkilerini degerlendirdigi ¢aligmalarla
yeniden giindeme gelmigtir. K6k ylizeylerinin demineralizasyonu amaciyla fosforik asit,
sitrik asit (41, 42, 119, 121, 122), tetrasiklin hidrokloriir ( T-HCI) (2, 146, 150) gibi
asidik ajanlar ve etilen diamin tetraasetik asit (EDTA) (27, 28, 29) gibi selasyon ajanlar1
kullanmiimugtir.

Kimyasal ajanlarla kok ylizeylerinin demineralizasyonu, ko&k ylizeylerinden
endotoksini, diger toksik maddeleri (52) ve smear tabakasimi (119) uzaklagtirir.
Demineralizasyon ile dentin kanal agizlan agifa ¢ikar ve genisler. Ayrica sement ve
dentinin kollagen icerigi olan tip I kollagenin agi1a ¢iktig1 (60) ve yiizeyin fibrilli bir
yapt haline doniistiigii bilinmektedir (69). Kok ylizeyinde kollagenin agia ¢ikmast
fibronektin gibi proteinlerin kok yilizeyine baglanmasim artirarak, erken yara
iyilesmesinde 6nemli olan pihtinin olusumuna ve stabilizasyonuna katkida bulunur. Bu
sayede demineralizasyon islemi epitel hiicrelerine kars: fiziksel bir bariyer olugturup
onlar1 yavaglatir ve bag doku atagmam olusumu igin zaman saglar (86, 117). Kok
yiizeyinde tip I kollagenin aci3a ¢ikmasi ile fibroblastlarin kok ylizeyine migrasyonu ve
baglanmas1 kolaylasir (84,88). lyilesmenin sonraki agamalarinda kék ylizeyinde a¢i3a
¢tkan fibril girigleri ile flep icerisindeki fibriller karsihikli gelip birlesirler.
Demineralizasyon sonucu agifa ¢ikan matris proteinlerinin sement ve kemik
formasyonu i¢in temel olan mineralizasyon fazim baglattigi bildirilmigtir (48). Bu
Ozelliklerine kargin demineralize kok yiizeylerinde rezorpsiyon ve ankiloz izlenebildigi
bildirilmistir (13, 93).

5.1. Sitrik asit

Kok ylizeyinin daglanmasinda kullanilan ajanlardan biri olan sitrik asitin kék
yizeyi diizlestirmesi yapilmamig k6k yiizeylerine uygulanmasinin yiizey morfolojisinde



anlamli bir degisiklife neden olmadig1 gosterilmistir. Ayrica kok yiizeyi diizlestirilmesi
yapilmadan sadece dis taglarnimin uzaklastildigi kok ylizeylerinde sitrik asit,
endotoksinin uzaklastirilmasinda ¢ok az etkili ya da etkisiz bulunmustur (61, 129). Kok
yiizeyi diizlestirmesi yapilmayan sitrik asit uygulanmus veya uygulanmamig kok
yiizeylerine hiicrelerin tutunmadiklari, ancak k&k ylizeyi diizlestirmesi yapilmig ve sitrik
asit uygulanmig ya da uygulanmamig k6k ylizeylerine hiicrelerin tutunup, ¢ogaldigi
gosterilmistir (4, 42).

Sitrik asitin en etkili oldugu konsantrasyon ve uygulama siiresi konusunda ¢esitli
caligmalar yapiimigtir. Register ve Burdick (122), pH’s1 1 olan sitrik asit soliisyonunun
kok yiizeylerine 2-3 dakika uygulanmasinin periodontal iyilesmeyi olumlu etkiledigini,
sementin ve fonksiyonel kollagen liflerin restorasyonunu sagladifimi bildirmigtir. Sitrik
asitin 3 dakika uygulanmasimin smear tabakasim uzaklagtirdifi, kok ylizeyinde
15-19 pm derinliginde demineralizasyon olusturdugu (85) ve dentin veya sement
matrisindeki kollagen fibrilleri a¢ifa c¢ikardify diger arastiricilar tarafindan da
gosterilmigtir (61, 124).

Sterrett ve arkadaslar1 (137), sitrik asit demineralizasyonunun zamana bagli lineer
olarak artthigim gostermigtir. Optimum dentin demineralizasyonunun, sitrik asitin
%25-30 konsantrasyonunun kék ylizeylerine 1-3 dakika uygulanmasiyla elde edildigini
bildirmistir.

Sitrik asitin uygulanmasinda farkli teknikler denenmis ve bu tekniklerin
etkinlikleri kargilagtmlmugtir. Miller (100); Register ve Burdick’in (122) 1975 yilinda
Onerdigi teknikte bazi degisiklikler yaparak, sitrik asit emdirilmis pamuklarin yiizeye
yerlestirilmesinden ¢ok, tekrarlayan hareketlerle yiizeyin pamuk peletle ovalanarak
uygulanmasinin yani burnishing tekniginin daha etkin oldufunu ve pamuk peletlerin
20 saniyede bir yénilenmesinin sitrik asitin etkinlifini artirdifim1 bildirmigtir. Miller
(100) sitrik asitin daha yiiksek konsantrasyonda ve 5 dakika uygulanmasi gibi
degisiklikleri de Onermigtir. Bu teknik smear tabakasimin uzaklastirilmasinda fark
yaratmamakta ve yiizeyden daha fazla inorganik madde wuzaklastirip daha etkin
demineralizasyon saglamaktadir (52, 100, 101, 137).

Yapilan in vitro ¢galigmalarda, kok pargalari sitrik asit sollisyonunda bekletilmesi,
solisyonun kil firgayla siiriilmesi ve sollisyon emdirilmis pamuk peletlerin kok



ylizeyine yerlestirilmesi veya burnishing teknigiyle uygulanmasmn kék yiizeylerinde
meydana getirdigi degisiklikler karsilastinlmistir. Burnishing teknifiyle sitrik asit
uygulanan yiizeylerin daha fibriler, diger gruplarda ise ylizeyin daha diiz oldugu
izlenmigtir (138, 139, 150).

Sitrik asit demineralizasyonu ile k6k ylizeyi detoksifiye edilir ve yiizey
antibakteriyel 6zellik kazamir (47, 52). Wikesjo ve arkadaglari (151) 1991 yilinda
képeklerde yaptiklan ¢alismada sitrik asitle muamele edilmis kok ylizeylerinde, serum
kullandiklar1 kontrol grubuna oranla daha fazla bag dokusu tamiri olustugunu
gOstermisglerdir. Her iki grupta da kok rezorpsiyonu ayni oranda izlenmistir.

Kopeklerde yapilan histolojik ¢aligmalarda, furkasyon defektlerinde sitrik asit
uygulamasi bagarili  bulunmugtur. Defektlerin  %55-71’inde  rejenerasyonun
gerceklestigi, paralel ve dikey kollagen fibrillerin yeni olusmus sement igine gémiildiigii
bildirilmigtir. Demineralizasyon uygulanmayan kontrol grubunda ise iyilesme epitelyal
atagman olusumuyla gerceklesmistir (45, 106, 107).

Ririe ve arkadaglar (124), yaptiklar histolojik galismada képeklerde olusturulan
deneysel defektlerde sitrik asit demineralizasyonu uygulamiglar ve iyilesmenin, asit
uygulanmamis defektlere oranla daha hizli ve Onceden tahmin edilebilir bir
rejenerasyon seklinde oldugunu bildirmislerdir. Deney grubunda iyilesme 14 giinde
tamamlanmig ve 42 giinde yeni sement olusmustur. Asit uygulamasimn neden oldugu
pulpal reaksiyon veya gingival yumusak dokulann iyilesmesinde herhangi bir yan etki
izlenmemigtir.

Bogle ve arkadaglar1 (31) képeklerde yaptiklan ¢aligmada sitrik asit uygulamasi
sonucunda rejenerasyonun sadece % 8-7 defektte gergeklestigini bildirmislerdir.

Sitrik asitin kullamldig1 in vivo insan ¢aligmalarinda bazi arastiricilar histolojik
olarak yeni sement, kemik ve atagman olugtufunu bildirmislerdir (3, 44). Ancak,
Kashani ve arkadasglan (82), sitrik asit uyguladiklar1 diglerle kontrol grubu arasinda
histolojik agidan higbir fark bulunmadigimi bildirmislerdir. Stahl ve Froum (135) ise
sitrik asit uygulanan dislerde iyilesmenin uzun baglanti epiteli ile oldugunu

g6stermiglerdir.



Kontrol grubuna flep operasyonu, deney grubuna flep ve sitrik asit uyguladiklar
bir klinik ¢aligmada, Renvert ve Egelberg (123) deney grubunda 2 mm daha fazla
anlamli atagsman kazanci elde ettiklerini bildirmislerdir. Fuentes ve arkadaslari, (54)
simif II furkasyon lezyonlarinda koronere yerlestirilen flep ve test grubunda bu
operasyona ek olarak sitrik asit kullandiklar1 klinik ¢alismada kemik dolumu ve klinik
atagman seviyesi kazanci agisindan iki grup arasinda fark bulamamuiglardir.

5.2. Tetrasiklin hidrokloriir (T-HCI )

Kok yiizeylerinin demineralizasyonunun klinik basarisim artirabilmek i¢in in vitro
¢alismalarda alternatif ajanlar denenmistir. Periodontal patojenlere kargi etkili bir
antibiyotik olan T-HCI’ nin sollisyonlarimn k&k ylizeylerinin demineralizasyonunda da
etkili oldugu gosterilmigtir. T-HCI’nin konsantre soliisyonlarinin pH’1 disiiktiir ve
kalsiyum gelasyonu yaparak mine, dentin ve sementte demineralizasyona neden olur (2,
12). K6k yiizeylerine 100 mg/ml T-HCl soliisyonun ile 4 dakika demineralizasyonu
sonucu kollagen lif girigleri agia ¢ikar ve yaklasik 7 pm derinliginde demineralizasyon
olusur (85).

Wikesj6 ve arkadaglart (150), yaptiklann elektron mikroskop ¢aligmasinda
T-HCl’nin %10-100 mg/m!’lik soliisyonlarinin smear tabakasimi uzaklagtirdigim, dentin
kanal agizlarim agi8a ¢ikardigini ve fibriler ylizey olusturdugunu gostermislerdir.

Trombelli ve arkadaglar1 (146), sement ve dentin ylizeyine 1 dakika siireyle
62,5-125 mg/ml T-HCI soliisyonu uygulamislar ve uygulama sonrasinda her iki yiizeyde
de smear tabakasmin uzaklagtirilmig oldugunu ve kollagen matrisin agiga ¢iktifim
bildirmislerdir.

Sitrik asitte oldugu gibi T-HCI uygulamasinda da konsantrasyon, uygulama stiresi
ve teknigi onemlidir. Soliisyona emdirilmis peletlerin kok yiizeyine yerlestirilmesi ve
kok parcalarinin soliisyonda bekletilmesi tekniklerine kiyasla T-HCI’in uygulanmasinda
burnishing tekniginin daha etkin ve dentin kanal agizlan ile intertiibiiler fibrilleri agi8a
¢ikarmada daha basarili oldugu bulunmustur (73).

Isik ve arkadaglar (74), burnishing teknigi ile 10-150 mg/ml arasinda degisen
"T-HCl soliisyonlarim saglikli diglerin dentin yiizeylerine 1-5 dakika siirelerle
uygulamiglar ve dentin yiizeylerini taramali elektron mikroskobunda (SEM)
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incelemiglerdir. Sonug olarak, T-HCI'nin 50-125 mg/ml konsantrasyonlarmin smear
tabakasin uzaklastirdigini ve dentin tiibiil kanal agizlarini genislettigini géstermiglerdir.

T-HCl ve tiirevleri dis ylizeylerine sikica adsorbe olur ve antimikrobiyal
aktivitelerini korurlar (14). Kok yiizeylerinin T-HCl ile demineralizasyonu biyolojik
olarak aktif konsantrasyonda T-HClI’nin dis ylizeyine baglanmasimi saglar. Oral
bakteriler igin patojenik olan minimal inhibitdr konsantrasyonun iizerindeki T-HCI,
48 saat boyunca kok yiizeylerinden salimr. T-HCl’nin aktif ve etkin konsantrasyonda

yavag salimi i¢in dentinin bir rezervuar roliinii istlendigi gosterilmistir (150).

Tetrasiklinlerin antimikrobiyal &zelliklerinin yani sira polimorf niiveli lokositler
iizerinde baskilayici etkileri vardir. Doku kollagenaz iiretimini ve kemik rezorpsiyonunu
baskilayici 8zelliklerinden dolayr T-HCl'nin yara iyilesmesinde sitrik asite oranla daha
faydali olabilecegi diistintilmiistiir (50, 62).

Claffey ve arkadaglar (40) kopeklerde yaptiklan ¢alismada T-HCP nin sitrik asite
gore daha ylizeysel demineralizasyon yapmasina ragmen yeterli kollagen matrisi agi3a
¢ikardigini ve hatta iyilesme i¢in daha uygun ylizey sagladifini bildirmiglerdir. Sitrik
asit uygulanan yiizeylerde ko6k rezorpsiyonu ve ankiloz izlenirken T-HCl uygulanmis
yiizeylerde rezorpsiyona rastlanmamis ancak ankiloz, koronere yakin bélgelerde sikga
izlenmigtir.

Frantz ve Polson (53) yaptiklari hayvan ¢aligmasinda 100-200 mg/ml T-HCI
sollisyonu uyguladiklar1 ve demineralize etmedikleri kok ylizeylerini subkutan olarak
yerlestirmigler ve operasyon sonrasinda 1. ve 10. giinlerde deney bolgesini histolojik
olarak  incelemiglerdir.  Aragtiricilar, demineralizasyonun smear tabakasm
uzaklastirdigim ve T-HCI uygulanmayan yiizeylere oranla fibroblastlarin kék yiizeyine
baglanmasini ve ¢ofalmasimi artirdifini gGstermisler, ancak sitrik asit uygulanan
yiizeylerde izlenen bag dokusu fibroz atagmanminin T-HCl uygulanan yiizeylerde
goriillmedigini vurgulamiglardir.

5.3. Etilen diamin tetraasetik asit (EDTA)

Periodontal rejenerasyonda PDL kokenli hiicrelerin defekt bélgesine gogii ve
¢oZalmasi istendidi i¢in, defekte komsu periodontal ligamentin canlilify ¢ok Snemlidir.
Hiicreler canliliklarini ancak dar bir pH aralifinda (6,8-7,4) koruyabilmektedirler (116).
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Diisik pH’ya sahip demineralizan ajanlar ¢evre periodontal dokularin canlilifimi

olumsuz yénde etkileyebilir ve dokularin nekrozuna neden olabilirler (25, 26).

Blomlsf ve arkadaglar1 (26), maymunlarda yaptiklar marjinal iyilesme modeli
calismasinda %31 konsantrasyonda fosforik asiti farkli siirelerde kdk ylizeylerine
uygulamiglar ve diigiik pH’ya sahip bu ajamn kok yiizeylerine 20 saniye
uygulanmasinin epitelin migrasyonunu engelleyerek bag doku olusumunu arttirdigimu
gOstermiglerdir. Buna karsin aym ajanin 3 dakika uygulanmasi periodontal iyilesmenin
bozulmasina, kemik kazancinin azalmasina ve diseti ¢ekilmesine sebep olmustur.

Kalsiyumla selasyon olusturarak kok ylizeylerinde ‘demineralizasyon etkisi
gOsterebilen ve notral pH’ya sahip EDTA’mn diisik pH’hh ajanlara istiinlikk
saglayabilecegi diigiintilmiigtir. EDTA diistik pH’ll ajanlara oranla dokular ve
periodontal iyilesme ile daha uyumludur (25). EDTA kollagen fibrilleri segici olarak
aciga cikartir ve PDL hiicreleri igin uyumlu yiizey olusturur (28). Mekanik tedavi ile
birlikte EDTA jel uygulanmasi smear tabakasim uzaklastinr ve kék yiizeyinde kollageni
aci8a ¢ikartir. Ancak kok yiizeyi diizlestirmesi yapilmadan EDTA kullanimu etkili
bulunmamigtir. EDTA jel klinik olarak kok ylizeyi diizlestirmesi iglemi sonrasinda
iyilesmeyi destekleme amagli kullanilabilir (29).

Blomlof ve arkadaglan (27) yaptiklar maymun ¢alismasinda EDTA. ve sitrik asit
uygulamalarini histolojik olarak karsilagtirmiglardir. Demineralizasyon uygulamadiklar
konrol grubuna oranla EDTA ve sitrik asit uygulanan gruplarda daha az uzun baglanti
epiteli ve daha fazla bag doku atasmani olustufunu géstermislerdir ve sitrik asit
uygulamasinin kontrol grubuna oranla iyilesmeyi olumlu yénde etkilemesine ragmen
EDTA’ya oranla daha fazla digeti ¢ekilmesine neden oldugunu ileri stirmiiglerdir.

Mayfield ve arkadaglari (96) yaptiklari klinik ¢alismada 36 kemik igi defektin
yarisint flep operasyonu ve EDTA jel uygulamasiyla, dier yarisim ise sadece flep
operasyonu ile tedavi etmiglerdir. 6 ay sonunda her iki grupta da baglangi¢ degerlerine
gore anlamli klinik atagman seviyesi kazanci elde edilmistir. Ancak iki grup
birbirleriyle karsilagtirildifinda  klinik parametreler arasinda anlamli  fark
bulunamamugtir.
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6. Trombosit kokenli biiyiime faktorii (PDGF)

Periodontal rejenerasyon tedavilerinde diger bir yéntem biiylime faktSrleri (GF)
ile periodontal hiicrelerin cevabinin diizenlenmesidir. Viicutta dogal olarak olusan ve
birer hiicresel polipeptit olan GF’ler, hiicre aktivitelerini diizenleyip modifiye
edebilirler. GF’ler doku tamiri sirasinda gergeklesen hiicre gogalmasi, migrasyonu,
farklilagmasi, belirli hiicre yiizeyi resptorlerine baglanmasi ve matris sentezi gibi pek
¢ok olayr diizenleyen medyatorlerdir. Bu olumlu &zellikleri nedeniyle GF’lerin
periodontal rejenerasyona da katkilarinin olabilecegi diistiniilmiis ve bu konuda pek ¢ok
calisma yapilmistir (34, 98, 120, 127).

PDGF, peﬁodontolojide en ¢ok ilgi ceken ve lizerinde ¢alisilan GF’lerden biridir.
PDGF o6zellikle doku hasar1 ve kemik kiriklarinda trombositlerden salgilamir. PDGF
salgilayabilen diger hiicreler makrofajlar, vaskiiler diiz kas ve endotel hiicreleridir (98,
55). Molekiil agirligi 30,000 Da olan PDGF dimerik bir molekiildiir. PDGF, A ve B
olmak tiizere iki farkli zincirden olusabilir. Bu zincirlerin homo ve heterodimerler
olugturmasiyla 3 farkli formda PDGF meydana gelir; PDGF-AA, PDGF-AB ve
PDGF-BB. PDGF’nin o ve B olarak iki ayreseptorii vardir (68). PDGF -a her 3
izoforma da baglanabilirken PDGF- B sadece PDGF-B zincirine baglanabilmektedir
(130).

PDGF’nin PDL hiicrelerinin in vitro kosullarda proliferasyonuna olan etkisi bir
¢ok calismada gosterilmigtir (155, 58, 59). Farkh PDGF formlarmin PDL hiicreleri
tizerindeki mitojenik etkilerine bakilmis ve tiim formlarinin hiicre gogalmasini etkin bir
sekilde artirdifn gosterilmistir (113, 127). PDGF, PDL fibroblastlan i¢in kemotaktik
ozellik tasir ve kollagen ve total protein sentezini artiricr etkisi vardir (95). PDGF fare
periodontal ligament hiicreleri i¢in ndtral epidermal biiylime faktSriinden iki kat daha
fazla mitojeniktir (24).

PDGF’nin digeti fibroblastlar iizerindeki etkileri konusunda da pek ¢ok ¢alisma
yapilmigtir. PDGF’nin bu hiicrelerde hiyaluranat sentezini uyararak ekstraseliiler matris
olusumuna yardimer oldufu gosterilmistir (95). Ayrica PDGF lipopolisakkaritlerin
diseti fibroblastlar1 {izerindeki inhibe edici etkisini azaltir (18).
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PDGF kemik hiicreleri iizerinde de etkilidir. PDGF’nin in vifro ¢aligmalarda
kemik hiicrelerinin DNA sentezini, migrasyonunu, ve kollagen ve kollagen olmayan
protein sentezini artirdig1 gdsterilmistir (64).

Wang ve arkadaglar1 (148) kopeklerde yaptiklan galigmada yonlendirilmis doku
rejenerasyonu (GTR) ve PDGF’yi kombine olarak uygulamuglar, bagarili sonuglar elde
etmisler ve PDGF’nin membranin altindaki yara bolgesinde fibroblast proliferasyonunu
artirdifini gostermislerdir. GTR ve PDGF’nin birlikte kullaniminin kemik seviyesi ve
atagsman kazancini artirdi@1 képeklerde yapilan galismalarda gosterilmistir (39, 115).

Nevins ve arkadaglann (105) PDGF-BB’yi kemik allogrefti ile birlikte
interproksimal kemik i¢i ve siuf II furkasyon defektlerine uygulamiglar ve kombine

tedavi sonucunda periodontal rejenerasyon olugtugunu histolojik olarak géstermislerdir.

Lynch ve arkadaglar1 (92) yaptiklar1 kopek ¢alismasinda PDGF ve ensiilin benzeri
biiytime faktoriinti (th IGF-I) birlikte kullanmiglar ve kombinasyonun yeni atagsman
olusumunu uyardigini géstermiglerdir. Howell ve arkadaglar1 (71) bu kombinasyonu
insanda uygulamiglar ve kemik dolumunun kontrol grubuna oranla daha fazla
olustugunu bildirmislerdir.

Degisik konsantrasyondaki PDGF’nin etkilerinin degerlendirilmesi i¢in in vitro ve
in vivo galigmalar yapilmig ve farkli sonuglar elde edilmistir. Canalis ve arkadaglar1 (35)
PDGF’nin en etkili oldugu konsantrasyonun 10-100 ng/ml oldugunu bildirmiglerdir.
Alvares ve arkadaslari (7), 4 ve 20 ng/ml PDGF-AA ve BB’nin PDL fibroblastlar i¢in
mitojenik oldugunu gostermiglerdir. Bartold ve arkadaglari (18) 2,5-5 ve 10 ng/ml
konsantrasyonlardaki PDGF’nin doza bagimli olarak diseti fibroblastla icin mitojenik
etki gosterdigini bildirmislerdir. Matsuda ve arkadaslar1 (95) 1 ng/ml’nin altinda PDGF
konsantrasyonlarinin fare PDL fibroblastlarn {izerinde hicbir mitojenik etki
gOstermedigini  bildirmiglerdir. Gamal ve Mailhot (59), en az 50 ng/ml
konsantrasyondaki PDGF-BB’nin PDL fibroblastlarimin k&k yiizeyine atagmanim
artirdigini ileri stirmiislerdir.

GF’nin klinik olarak uygulanmasinda iki ana sorunla kargilasiimaktadir (24).
Birinci sorun kullanilan GF’nin veya birden fazla GF’nin kombinasyonunun belli bir
dokunun ¢ogalmasim segici olarak stimiile etmesinin saglanmasidir. Nishimura ve
arkadaglan (108), PDGF ve diger GF’leri kullandiklar1 ¢alismada bu faktérlerin PDL
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hiicreleri i¢in oldugu kadar diseti hiicreleri i¢in de kemotaktik etkili oldugunu
gostermislerdir. GF’lerin genis spektrumlu aktivitelerine bagli olarak istenmeyen
hiicrelerin de yara bolgesine gogiine neden olabilecegini bildirmigtir. Daha ¢ok pratige
dayal: olan diger sorun ise GF’lerin periodonsiyuma tasimnmasidir. GF’lerin klinikte kdk
ylizeylerine uygulanabilmesi igin biyolojik olarak pargalanabilen jeller veya
membranlardan yararlanabilecegi dislintilmiistiir. Lynch (91) ve arkadagslan
PDGF-BB’yi tagiyic1 sistem olarak metil selliilozii kullanmiglardir. Rutherford ve
arkadaglar1 (128) PDGF-BB’nin taginmasinda deksametazon ve g¢dziinmeyen sigir
kemik kollagenini kullanmislardir. Mailhot ve arkadaslan (94) ise gbzenekli polisiilfona
PDGF-BB’nin farkli soliisyonlarini emdirerek kullanmiglardir.

GF’lerin periodonsiyuma taginmasinda Snerilen diger bir yontem kék yiizeylerinin
demineralizasyonudur. Kk ylizeylerinin demineralizasyonu ile toplam yiizey alani artar
ve agifa c¢ikan kollagen, GF’ler gibi biyolojik aktif maddeler i¢in retansiyon
olugturabilir. Cho ve arkadaslari (39), demineralize ylizeylere GF uygulanmasinin GF
icin tasiyic1 olarak g6rev yapabilecegini ve kok yiizeylerinden GF’nin yavag
salmabilecegini bildirmigtir.

Kopeklerin III. simf furkasyon defektlerinde yapilan ¢alismalarda sitrik asitle
demineralize edilmis kék ylizeylerine PDGF uygulanmis ve defekt bolgesi bariyer
membranla Ortiilmiistiir. Kontrol grubunda ise sadece bariyer membran, yani
yonlendirilmis doku rejenerasyonu uygulanmistir. Sonug olarak, deney grubunda daha
fazla kemik dolumu ve periodontal ligament olustugu histolojik olarak izlenmistir.
Kopeklerin III. simf furkasyon defektlerinde demineralize edilmis kék ylizeylerine
PDGF uygulanmas: ve y6nlendirilmis doku rejenerasyonu uygulamalarinin kombine
kullanim1 periodontal rejenerasyonda etkili bulunmustur (39, 115).

Yapilan az sayidaki in vitro caligmada demineralize edilmis ve edilmemis kdk
ylizeylerine PDGF uygulanmasinin, periodontal rejenerasyonun gergeklesmesinde gok
O6nemli olan progenitér hiicrelerin kok yiizeylerine tutunmasina olan etkileri
degerlendirilmigtir (58, 59, 154). Ancak hangi demineralize edici ajanimin PDGF ile
birlikte kullaniminin daha basarili oldugu konusunda in vitro veya in vivo bir ¢aligma
yapilmamugtir.
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7. Hiicre kiiltiirii ¢alismalan

Insanda ve hayvanda periodontal rejenerasyona ydnelik yapilan uygulamalarin
periodontal rejenerasyonla sonuglandifimin belirlenmesi i¢in yeni olusan dokularin
histolojik olarak gosterilmesi gerekmektedir. Giiniimiizde gerek insanda, gerekse
hayvanda histolojik ¢alisma yapmak etik agidan pek miimkiin olmamaktadir. Ozellikle
geligsmis lilkelerde kamuoyunun tercihi in vitro tekniklerinin kullamlmasmdan yanadir
(17, 116).

Hiicre kiiltiirli, bir dokudan spontan migrasyonla ya da mekanik veya enzimatik
yontemlerle ayrilmig, in vitro yasatilan ve tretilen hiicreler toplulugudur ve izole hiicre
popiilasyonlarinin pek ¢ok fiziko-kimyasal ve fizyolojik degiskenlerden uzak olarak
incelenebildigi bir aragtir. Is1, pH, osmotik basing, oksijen ve karbondioksit tansiyonu
gibi cevre sartlari kontrol altindadir. Aym pasaj diizeyindeki hiicreler kullamlarak
homojen materyal kaynagi saglanir. Hiicre kiltiirlerinin bir diger avantaji ise dusuk
dozda ve kesin konsantrasyondaki test edilen ajanla hiicrenin dogrudan temas etmesidir.
In vivo sartlarda ise test edilen ajami direkt olarak belli bir hiicre tipine, belli bir
konsantrasyonda uygulamak ve cevabim degerlendirmek zor, neredeyse imkansizdir
(116). Ancak, hiicre kiiltiirii ydntemlerinin de bazi dezavantajlan vardir. In vivo hiicreler
diger tip hiicrelerle iligki ve etkilesim i¢indeyken in vitro sartlarda bu hiicrelerden izole
edilmiglerdir. Biiylik miktarda materyal liretmek ¢ok zaman alir ve pahalidir. Hiicre
kiiltiirlerinin bakteriler tarafindan kontamine olmamasi i¢in belirli kurallara uyularak
cok titiz caligilmasi gerekir (116).

Periodontolojide yapilan hiicre kiiltiirti galiymalarinda PDL, diseti, alveoler kemik
ve sement hiicrelerinin biyolojik 6zellikleri incelenmis, karakterizasyonlar: yapilmug ve
birbirleriyle kargilagtirilmigtir (16, 17, 30, 31). PDL hiicrelerinin iz vitro tiretilmesinde
2 temel teknik vardir. Birinci teknikte hiicrelerin ylizeyden enzimle ayrilmasi saglanur;
ikinci teknikte ise kok ylizeylerinden kazinan biyopsi materyalinden g¢ogaltilirlar (31).
Bu hiicrelerin periodontal tedavi amagh uygulanan yontemlere ve ajanlara verdikleri
cevabl degerlendiren pek ¢ok ¢aligma yapilmigtir (33, 58, 59, 154, 155).

Periodontal rejenerasyonda PDL fibroblastlarinin kdk ytizeylerine tutunmalar ¢ok
Onemlidir. Bu hiicrelerin kék yiizeylerine tutunma oranlarinin belirlenmesi amaciyla
farkl: hiicre kiiltiirii teknikleri gelistirilmis ve kullamlmagtir.
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7.1. Kok yiizeyine tutunan hiicrelerin sayillarimm degerlendirilmesinde
kullamilan teknikler

7.1.1. Kok yiizeylerinin boyanmasi

Hiicreler k6k yiizeylerine tutunduktan ve tutunmayan hiicreler ortamdan
uzaklastirildiktan sonra kék yiizeyi vital boyalarla boyanir ve bu boya yardimiyla
hiicrelerin tutunduklar1 alan gozle goriilebilir hale gelir ve degerlendirilir. Ancak bu
yontem tutunan hiicrelerin sayisim belirlemez, ylizeylerin hiicrelerin tutunmasina

- uygunlugu hakkinda fikir verir (41, 42).

7.1.2. Isik mikroskobunda inceleme

Kok yiizeyine tutunmayan hiicreler uzaklastirildiktan sonra hiicrelerin tutundugu
kokler, cesitli iglemlerden gegirilerek fikse edilir ve daha sonra histolojik kesitleri
alinir. Kesitler 151k mikroskobunda incelenir ve rasgele segilen belli biiyliklikteki
alanlarda grid yardimiyla hiicre saymmi yapilir (41, 155). Ancak bu yontemde kesitlerin
hazirlanmas iglemi tutunan baz hiicrelerin yiizeyden kaybina neden olur, ¢ok smurli bir
alandaki hiicre sayis1 belirlenebilir ve hiicrelerin ist tiste konumlanmalar1 dogru bir
sayim yapilmasim engeller.

7.1.3. SEM’de inceleme

Hiicrelerin tutundugu kok yiizeyi SEM’de incelenerek, rasgele segilen belli
biiyiikliikteki alana diigen hiicreler sayilir (58, 59). Bu ydntemde hiicrelerin {ist iiste
konumlanmalari dogru sayim yapilamasini engeller ve k6k ylizeyinin tamami degil
oldukca smirli rastgele segilen bolgeleri incelenebilir. SEM ile incelenen alammn iig
boyutlu goriintiisii elde edilebildiginden hiicrelerin morfolojileri ve yiizeye tutunma
ozellikleri de incelenebilir. SEM farkhh muamele edilmis k&k yiizeylerinin

morfolojisinin incelenmesi amaciyla da kullanilir. (11, 29, 51).
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7.1.4. Tripsinle hiicrelerin uzaklagtiriimasi

Tutunan hiicreler enzimatik yolla, tripsin kullamlarak kok yiizeylerinden
ayrildiktan sonra tripan mavisi ile boyanr ve mikroskopta sayilir. Sayim iglemi igin
hemositometre veya elektronik sayicilar kullanilmaktadir. Bu yontem subjektiftir ve
tutunan hiicre sayisim kesin olarak vermemektedir (33). Bu y6ntemle, hiicreler k&k
ylizeylerinden tam olarak uzaklagtirilamaz ve bu durum da tutunan hiicre sayisinin kesin
olarak belirlenmesini engeller. Ayrica 151tk mikroskopta hiicrelerin hemositometre ya da
elektronik sayicilar kullamlarak sayilmasi iglemi sirasinda da hiicrelerin kiimelenmeleri

gibi nedenlerden kesin hiicre sayisina ulagilamamaktadir.

7.1.5. Radyoizotop ¢alismalar1

Hiicreler radyoaktif maddelerle isaretlenir. Isaretlenen hiicreler k&k yiizeylerine
ekilir ve test igin belirlenen siire sonrasinda tutunmayan hiicreler yikanarak ortamdan
uzaklagtirilir. Hiicrelerin tutunduu kok ylizeyleri dondurulup cesitli islemlerden
gegirilir. Son olarak spektrometrik Sl¢iim yapilir ve ekilen hiicrelerin yiizde kaginin
tutundugu belirlenir (125, 143). Radyoizotop ¢alismalari 6zel laboratuvar, izin
gerektiren ve c¢ok pahali olan c¢aligmalardir. Bu ¢alismalarda radyoaktif maddeler
kullanildid igin ¢evre ve ¢alisan kisiler igin risk tagirlar.

7.1.6. Enzimatik yontem

Tutunan hiicrelerin  sayisimin  belirlenmesinde metabolik faaliyetlerinden
faydalanan y6ntemler de vardir. Bu yontemler ile hiicrelerin salgiladifi bir enzimin
miktar1 ya da belli bir siire sonundaki metabolik {irlin miktan 6lgiiliir. Ornegin laktad
dehidrogenaz (LDH) testi belli ylizeylere hiicre atagmaninin degerlendirilmesinde
kullanilan enzimatik bir testtir. Periodontolojide mekanik kuvvetlerin veya gesitli
ilaglarin, PDL fibroblastlarimin atagmanina olan etkisini degerlendirmek amaciyla
kullamilmigtir (144, 147). LDH &zel kit ve labaratuar gerektiren bir testtir.
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7.1.7. Kolorimetrik Yontem

Hiicre sayistin belirlenmesinde ¢esitli tetrazolyum tuzlar - kullanilarak
kolorimetrik 6lgtim yapilmaktadir. 3-(4,5-dimetil thiazol-2-yl)-2,5-difenil tetrazolyum
bromiir (MTT), testlerinde vital hiicrelerin tetrazolyum tuzunu metabolize etmeleri
sonucu olugsan formazan tuzu miktar1 kolorimetrik olarak degerlendirilir (75). Bu
yontemle k6k yiizeyine tutunan hiicreler uzaklagtinlmadan dogrudan 6l¢iim
yapilabilmektedir. Tetrazolyum tuzlari, canli hiicrelerin mitokondriyal dehidrogenaz
enzimi tarafindan parcalanarak ortama sari-turuncu renkte tetrazolyum formazan yan
Uriinlinli salmaktadir ve bu sayede metabolik olarak aktif hiicrelerin miktar
hesaplanabilmektedir. Bilinen miktarlarda hiicrelerin belli stire MTT ile muamele
edildikten sonra bekletildikleri ortamin absorbansi dlgiilerek absorbans egrisi elde edilir.
Kok yiizeylerine tutunmus olan hiicreler de yine bu tuzlarla muamele edilerek
bekletildikleri vasatin absorbans degeri 6l¢iiliir ve absorbansa karsilik gelen hiicre sayisi
hesaplanarak kok yiizeyine tutunan hiicre sayisi belirlenir. MTT metabolizasyonu
sonucu ¢oziinmeyen bir formazan kristali olusur ve spektrofotometrik Slgiim dncesi bu
kristali ¢6ziicli islemlerin yapilmas: gerekmektedir. Son yillarda gelistirilen (2,3)-bis(2-
metoksi-4-nitro-5-sulfofenil)-5-[(fenilamin)-karbonil]-2H-tetrazolyum hidroksit (XTT)
tuzunun koenzim-Q ile hazirlanan soliisyonunun metabolizasyonu sonucu olugan-
formazan, ek iglemler gerektirmeden suda ¢oziinebilir yapidadir ve gok daha kisa siirede
Ol¢lim yapilmasina olanak saflar. Test sonucunda difer yontemlerin aksine hiicreler
zarar gormez ve morfolojilerinde degisiklik olmaz. (6, 141). Yeni bir yontem olan
XTT’yi kullanarak Sen (141) ve arkadaglari dentin yiizeyine Candida albicans

atagmanim incelemiglerdir.

Literatiirde XTT nin periodontal ligament hiicrelerinin kdk ylizeyine atagmanminin
degerlendirilmesi amaciyla kullanildif1 bir ¢aligmaya rastlanmamugtir. Daha 6nce de
belirtildigi gibi periodontal rejenerasyonda basaris1 gésterilen PDGF-BB’nin
periodonsiyuma taginmasi ¢éziimlenememis bir sorundur (24, 105). Periodontolojide
yillardir {istlinde c¢aligilan bir konu olan kok ylizeylerinin demineralizasyonu, yiizey
alanim artinr ve kollagenin agifa c¢ikmasim saglar. Demineralize edilmis kok
ylizeylerinin PDGF-BB i¢in rezervuar olabilecegi ve PDGF-BB’nin yavas salimini
saglayabilecegi distiniilmiistir (39). PDGF-BB’nin kok yiizeyleri demineralize

edildikten sonra k6k yiizeylerine uygulanmasimin hiicre tutunmasina olan etkileri
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degerlendirilmis ancak farkli demineralize edici ajanlarin PDGF-BB ile birlikte
kullanimlann kargilastinlmamigtir. Bu ¢aligmanm amaci, PDGF-BB kullamminin ve
farkli demineralizasyon ajanlariyla kombinasyonunun PDL fibroblastlasinin kok
ylizeylerine tutunmasina olan etkisini XTT yontemiyle degerlendirmek ve farkli
muamele edilmis kok yiizeyleri ve bu ylizeylere tutunan PDL hiicrelerinin

morfolojilerini SEM’de incelemektir.
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GEREC ve YONTEM

1. Hiicre kiiltiirlerinin hazirlanmasi

Bu c¢aligmada dislerin ¢ekimi ve kok pargalarin hazirlanmasi iglemleri
Ege Universitesi, Dishekimligi Fakiiltesi, Periodontoloji Anabilim Dali’nda, PDL
fibroblastlarimin iiretilmesi, kék pargalarimin gesitli soliisyonlarla muamelesi ve XTT
testi Ege Universitesi, Mithendislik Fakiiltesi, Biyomiihendislik Boliimii, Hiicre Kiiltiirii
Laboratuvari’'nda ve ¢alismadaki SEM incelemeleri ve goriintillemeleri Ege
Universitesi, Dis Hekimligi Fakiiltesi, Endodonti Anabilim Dali’nda yiirtit{ildii.

Aragtirmada kullanilan insan PDL hiicreleri, 14 yasindaki saglikli bireylerin
ortodontik ¢ekim endikasyonu konulmus saglikli premolar dislerinden, Helsinki
Bildirgesi uyarinca hastaya ve velisine agiklama yapilip yazili onaylan alindiktan sonra
elde edildi. Hiicrelerin elde edilmesinde bazi ufak degisiklikler yapilarak Somerman’in
1988 yilinda kullandif: ySntem uygulandi (134). Cekim &6ncesi hastanin oral hijyenin
iyi seviyede olmasi saglandi ve g¢ekim miimkiin oldugunca kok yiizeyine zarar
vermeden yapildi. Cekilen digler Dulbecco’s modified Eagle medium/F-12 (DMEM/F-
12)', NaHCO3 (%0,1), penisilin (400 U/ml)/streptomisin (400 pg/ml)T ve amfoterisin B!
iceren tasima soliisyonuna konuldu. En geg 2 saat iginde laminar akigh kabin® igerisinde
kokiin orta 1/3’liik kismindan periodontal ligament dokular1 steril cerrahi bistiiri ile
kazindi ve 35 mm gaph kiiltiir petrilerine alindi. Uzerine 0,5 ml fetal dana serumu
(FBS)* ilave edilerek rutubetli % 5 CO,’li inkubatdrde™ 37°C’ de inkube edildi. 2
glinliik periyotlarla FBS (%20), NaHCO3 (%2), penisilin (400 U/ml)/streptomisin (400
pg/ml) ve amfoterisin B (0.25 pg/ml) igeren DMEM F/12 kullamilarak vasat degisikligi
yapild1.Ortalama 30 giin igerisinde fibroblastlar kiiltiir kabinin ylizeyini kapladi. Bu stire

* Biochrom, Almanya
! Biochrom, Almanya
* Bijochrom, Almanya
¥ Heraeus, Almanya
** Heraeus, Almanya



sonunda tripsin-EDTA soliisyonu kullamlarak hiicreler ylizeyden ayrildi ve 25 cm?
kiilttir flasklarina aktarilarak pasajlandi. Pasajlama islemine 5. pasaja kadar devam
edildi, 3. ve 5. pasajlarda hiicreler -196°C’de siv1 azot i¢inde dondurularak saklandi.
Caligmada 5. pasaj hiicreleri kullanild: (16) (Sekil 1).

Sekil 1. Kiiltive edilen PDL fibroblastlarinin 1g1k mikroskop goriintiisi.

2. Kok parcalarinin hazirlanmasi

Dentin bloklarinin hazirlanmasinda periodontal g¢ekim endikasyonu konulmusg
apikal 1/3’ten az periodontal destegi kalmusg, ¢lirtiksiiz, restorasyonsuz digler hastalarin
yazili onayi alinarak kullamildi. Cekimden 8nce digin 6 bdlgesinden atagman kaybi
belirlendi. Cekimden sonra steril serum fizyolojik ile yikanan disler timol (%0,1 sol.)
icerisinde saklandi. Deney oOncesinde diglerin {izerindeki dis taslam ve eklentiler
ultrasonik alet kullamlarak uzaklagtinldi. Her bolgeye Gracey 5/6 kiiretlerle 15 kiiret
darbesi uygulanacak sekilde tiim diglere kok ylizeyi diizlestirmesi yapildi. Kiiretlerin
keskinliginin standardizasyonu i¢in her 15 kiiret darbesinden sonra aletler bilendi.
Toplam 40 digten 80 kok parcas:1 elde edildi. Cekim Oncesi kaydedilen atagman kaybi
degerlerine gore periodontal cebin koronere en yakin taban noktas: kriter alinarak yatay
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bir kesim ile kokiin apikal ucu uzaklagtirildi. Diglerin, mine sement simrmmn 1 mm
apikalinden gegen diizlemden ikinci bir yatay kesim yapilarak kron kékten ayrildi.
Periodontal patojenlere maruz kalmig olan kokler, kok kanahinin iginden gecen ve
kokiin uzun aksina paralel bir diizlemden kesilerek ikiye ayrildi. Pulpal ylizeye bir oluk
acilarak kokiin dig ylizeyiyle karismas: engellendi. Ozel olarak yaptirilan silindirik i¢
¢ap1 Smm olan frezler kullanilarak bu kéklerden 5 mm g¢apli standart k&k pargalar: elde
edildi (Sekil 2) (15, 151).
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Sekil 2. Kullanilan frezler ve hazirlanan standart kdk pargalari.

Hazirlanan k6k pargalar: 8 gruba ayrilarak agagidaki islemler uygulandi:

Yalmzca kok yiizeyi diizlegtirmesi (KYD)

KYD + PDGF-BB uygulanmasi

KYD + sitrik asitle daglama

KYD + sitrik asitle daglama + PDGF-BB uygulanmasi
KYD + T-HCL ile daglama

KYD + T-HCL ile daglama + PDGF-BB uygulanmasi
KYD + EDTA ile daglama

KYD + EDTA ile daglama + PDGF-BB uygulanmasi

® NS kD=

23



3.  Sitrik asit uygulamasi

50 ml distile suya anhidréz sitrik asit yavas yavas eklenerek manyetik karigtiricida
karistirildi. Kansim doygunluk noktasina ulasana kadar, yani distile su daha fazla kristal
alamayacak duruma gelene kadar, sitrik asit eklemeye devam edildi. Mikro filtreden
stizildiikten sonra soliisyon kullanima hazir hale getirildi. Sonugta pH’1 1 olan sitrik
asit soliisyonu elde edildi. Pamuk peletlere emdirilen sollisyon kék ylizeylerine 4 dk
uyguland1. Uygulama siiresince dakikada 2 kez peletler yenilendi. islem tamamlaninca
disler fosfat tamponlu serumda (PBS) ile 30 saniye yikandi (137).

4. T-HCI uygulamasi

125 mg/ml’lik T-HCI soliisyonu, 250 mg’lik tetrasiklin kapsiiliiniin 2 ml steril
serum fizyolojik i¢inde eritilmesi ile elde edildi. Pamuk peletlere emdirilen soliisyon
koék ylizeylerine 4 dk uygulandi. Uygulama siiresince dakikada 2 kez peletler yenilendi.
Islem tamamlaninca disler PBS ile 30 saniye yikand (146).

5. EDTA uygulamasi

%24’likk, pH’s1 7 olan EDTA soliisyonu kullanildi. Pamuk peletlere emdirilen
soliisyon kok yiizeylerine 4 dk uygulandi. Uygulama siiresince dakikada 2 kez peletler
yenilendi. Islem tamamlaninca digler PBS ile 30 saniye yikand1 (27).

Daha sonra demineralizasyon uygulanan ve uygulanmayan kok yiizeyleri ayri
gruplar halinde 1000 U/ml penisilin ve 1000 pg/ml streptomisin soliisyonunda bir gece
bekletildi.

6. PDGF soliisyonunun hazirlanmasi

10 pg/ml recombinant human PDGF-BB'T, %0,1 FBS, 100 U/ml penisilin ve 100
pug/ml streptomisin iceren 20 ml minimum essential medium (MEM) sollisyonu
hazirlandi. Bu soliisyonun iginde kok pargalar1 10 dakika bekletildi. PDGF-BB
uygulanmayan gruplardaki kok pargalar: ise 10 dakika PBS’te bekletildi. Daha sonra
tlim kok pargalari ¢ikartilip steril ortamda 10 dakika kurutuldu (154).

f Sigma-Aldrich, Amerika
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96 gozli kiiltiir kab1 kullamlarak her géze katlanmug steril parafilm konuldu ve
{izerine bir kék parcas1 pulpal ylizeyi ve yan yiizeyleri parafilm igerisine gdmiilecek
sekilde yerlestirildi. Béylece ekilecek hiicrelerin tutunabilmesi i¢in sadece kdk ylizeyi
diizlestirmesi yapilan ve farkli soliisyonlarla muamele edilen kék yiizeyleri agik kald1
(Sekil 3).

Sekil 3. Kok parcalarimn 96 gozli mikro pleytinde parafilm i¢ine gémiilmesinden
sonraki goriintiisil.

Caligmada kullanilacak olan 5. pasaj hiicreleri, tripsin-EDTA soliisyonu ile
tutunduklar flasklardan kaldirilarak bir santrifiij tiiptinde toplandi. Tripsin-EDTA
soliisyonu uzaklagtirildiktan sonra hiicrelere 10 ml DMEM eklendi. Eklenen DMEM
soliisyonundan 50 pl alnarak tripan mavisi ile boyandi. Boyanan hiicreler igik
mikroskobunda sayildi. Sayimdan elde edilen sonug¢ kullamlarak toplam hiicre sayis:
hesapland1 ve kék yiizeylerine ekilmek iizere mililitresinde 10° PDL fibroblast: igeren
PBS hazirlandi.
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Her gruba ait 10 kok pargasmmin yerlestirildigi g6zlerden 7’sine 10° PDL
fibroblasti/ml PBS soliisyonundan 100ul eklendi. Gruplara ait dier 3 goze ise hiicre
icermeyen PBS’den 100! eklendi. Him kok parcalan 2 saat etiivde inkiibe edildi. 2
saat sonunda her gozdeki soliisyon ¢ekildi ve tutunmamis hiicrelerin uzaklagtirilmas:
icin fazla basing uygulanmadan kok ylizeyleri 100ul PBS ile yikandi. Aym islem hiicre
ekilmeyen gozlere de uygulandi. Gozlerdeki PBS uzaklastirildiktan hemen sonra XTT*

soliisyonu eklendi.

7. XTT testi

Soliisyonda kullamilmasi gereken XTT ve XTT’yi aktif hale getiren ko-enzim
Qo’1n oranlar1 yapilan 6n galigmalarda belirlendi. XTT soliisyonu stabil olmayan bir
soliisyon oldugu i¢in hiicrelerin tutunmasi igin beklenen 2 saatlik stirede taze olarak
hazirlandi. 10 ml PBS igerisinde 8 mg XTT ¢ozdiiriildi ve mikro filtreden gegirilerek
steril edildi. Bir bagka tiipte yine 10 ml PBS igerisinde 0,8 mg ko-enzim Qg ¢6zdiiriiliip
mikrofiltreden siiziilerek steril edildi. Iki soliisyon da karanlikta bekletildi ve
kullanimdan hemen énce kangtirilarak XTT + ko-enzim Qy soliisyonu elde edildi (141).

Hiicre ekilen ve ekilmeyen kok pargalarinin bulundugu her géze 100l hazirlanan
XTT + ko-enzim Qq soliisyonu eklendi ve inkubatérde 30 dakika inkiibe edildi. Bu siire
icerisinde canli hiicreler mitokondriyal dehidrogenaz enzimi wvasitasiyla XTT’yi
metabolize ettifi icin ortama sari~turuncu renkli, suda ¢6ziinebilen tetrazolyum
formazan yan tirliniinii saldi. Go6zlerdeki renklenen soliisyon farkli 96 gozlii pleyte
aktarlarak mikropleyt okuyuculu spektrofotometre®® kullamlarak 450 nanometre dalga
bbyunda absorbans 6l¢giimii yapildi (Sekil 4).

£ Appli Chem, Almanya
% Moleculer Devices, Amerika
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Sekil 4. Hiicrelerin XTT soliisyonuyla muamelesinden sonra olusan renk degisikligi

Absorbans ile hiicre sayis: arasindaki iliskiyi bulmak icin biri deney test giinlinde
olmak tizere 3 ayn giinde, 151k mikroskopta bahsedilen teknikle sayim yapilarak ml’de
5x10%, 10%, 5x10%, 10%, 5x10* 10°%, 5x10°, 10° 5x10° PDL fibroblast igeren PBS
soliisyonlar1 hazirlandi. Bu soliisyonlarin ve hiicre igermeyen PBS soliisyonunun, her
birinden en az 3 6rnek olacak sekilde 100 ul’si 96 g6zl kiiltiir kabmin gozlerine
yerlestirildi ve hiicrelerin tutunmas i¢in 2 saat inkubatorde inkiibe edildi. Daha sonra
gbzlerdeki sollisyon uzaklagtirild: ve her géze 100 pl XTT soliisyonu eklendi ve yarim
saat inkiibe edildi. Yarim saat sonunda g6zlerdeki renklenen soliisyon farkli 96 gozlii
kiilttir kabmna aktarilarak mikropleyt okuyuculu spektrofotometre kullamlarak
450 nanometre dalga boyunda absorbans Slglimii yapildi. Aym miktarda hiicre igeren
gbzlerden Olglilen absorbans degerlerinin  ortalamast alindi. Yukanda verilen
miktarlardaki hiicre sayilariyla bunlara karsilik gelen ortalama absorbans degerlerinden
Curve Expert adli istatistik programi kullamlarak absorbans-hiicre sayis1 egrisi elde
edildi.

Farkli gruplardaki hiicre ekilmeyen kok ylizeylerine karsilik gelen absorbans
degerlerinin ortalamas1 alindi ve bu degerler aym gruptaki hiicreli kok yiizeylerine
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kargilik gelen absorbans degerinden ¢ikartildi. Bu sayede kullamilan demineralizan
ajanlarin ya da diger soliisyonlarin renge etkileri elimine edildi. Her gruptaki hiicreli
kok ylizeyleri igin ayr1 ayri hesaplanan bu absorbans degerlerinin, Curve Expert adli
programda elde edilen absorbans egrisiden karsilik geldigi hiicre sayilari hesaplandi.
Her kdk yiizeyine ait toplam fibroblast sayis1 bu sekilde belirlendikten sonra bu say1 kék
yiizeyinin alanina béliinerek mm? deki hiicre sayis1 hesapland: (6, 141).

8. SEM incelemesi

XTT testi bittikten hemen sonra 8 grubun her birinden 2’ si hiicresiz 3’1 hiicreli
olmak tizere 5°er kok yiizeyi SEM taramasi i¢in hiicre atagmaninin ayrintili
goriintiilenmesine olanak saglayan bir teknikle hazirlandi. K&k yiizeylerine tutunan
hiicrelere zarar vermeden kok pargalari bulunduklan gézlerden ¢ikarildi ve 30 saniye

PBS ile yikandi.

Islemler 4°C buz istiinde yapildi. Kok pargalari grup farkhiliklarina dikkat
edilerek hiicreli ve hiicresiz koékler ayri olacak sekilde 24 gozlii kiiltiir kaplarina
yerlestirildi. Her gbze kok yiizeylerini tamamen &rtecek miktarda 0,1 M kakodilat ve
%S5 glutaraldehit iceren tampon A ¢6zeltisi (pH 7,2) eklendi ve kokler bu tampon
icerisinde 4°C’de 30 dakika bekletildi. Daha sonra kok yiizeyleri 0,1 M kakodilat ve %7
sukroz igeren tampon B ve arkasindan 0,1 M kakodilat ve % 2 ozmiyum tetroksit
iceren tampon C ¢ozeltilerinde 30°ar dakika bekletildi. Ornekler oda sicakligina alinip
5’er dakika sirasiyla %35, %70, %85, %95, %100°lik etanol soliisyonlarinda
bekletilerek kurutuldu. Hekzametildisilizan™™" soliisyonunda 5 dakika bekletilen
ornekler oda sicakliginda 30 dakika kurutuldu. Piring tagiyicilar tizerine yerlestirilen ve
karbon boya ile yapistirilan 6rnekler yaklagik 200 A kalmliginda altinla kaplanarak
JSM-5200 taramali elektron mikroskobunda** incelendi. Sadece KYD uygulanmis ve
farkli ajanlarla demineralize edilmis kok yiizeylerinin ozellikleri ve bu yiizeylere
hiicrelerin tutunmasi, tutunan hiicrelerin morfolojileri degerlendirildi. Hiicrelerin

ekildigi ve ekilmedigi her kok yiizeyinin farkl biiytitmelerde fotograflan ¢ekildi.

se%

Sigma-Aldrich, Amerika
" Sigma-Aldrich, Amerika
¥t JEOL,Tokyo, Japonya
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9, Iistatistiksel analizler

Ege Universitesi Mithendislik Fakiiltesi Bilgisayar Mithendisligi Béliimiinde
SPSS paket program kullamilarak 4x2 (ylizey modifikasyonlari+PDGF-BB uygulamas)
faktoriyel tesadiif parselleri modeline gore varyans analizi uygulanarak farkli gruplara
ait kok yiizeylerinde mm?’ye diigen hiicre sayilan kargilastirilda.
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BULGULAR

1. XTT testi sonuclar
1.1. Kék yiizeylerinin demineralizasyonunun degerlendirilmesi

Yapilan varyans analizine gére demineralizasyon uygulanan ve uygulanmayan
kok yiizeylerinde mm?*’ye diisen hiicre sayilar: arasinda istatistiksel anlamli fark
bulunamadi (P>0,05). Ancak ortalamalara bakildiginda demineralize edilmemis kdk
yiizeylerinde mm? tutunan ortalama hiicre sayis1 10962 iken demineralize edilen kok
yiizeylerinde mm? tutunan ortalama hiicre sayismin 16524’¢ yiikseldigi goriildi
(Sekil 5). Yiizey demineralizasyonlarma gre mm*’ye diisen ortalama hiicre sayist
tablo 1°de verilmigtir.

Ortalamalara bakildiginda en fazla hiicre tutunan yiizeylerin mm*ye diigen
hticre sayisimin 23778 oldugu sitrik asit uygulanan ylizeyler, en az hiicre tutunan
yiizeylerin de mm®ye diigen hiicre sayismin 10962 oldugu demineralizasyon
uygulanmayan yiizeylerde oldugu goriildii (Sekil 6). Farkli demineralizan ajanlarin
uygulandigr koék ylizeylerinde mmz’ye tutunan hiicre sayilar arasinda anlamli fark
bulanamadi (p>0,005).



Gruplar PDGF-BB Ortalama Standart Sapma
1.KYD Yok 11821 9728
2.KYD Var 10225 5894
3. KYD + Sitrik Asit Yok 11401 11977
4. KYD + Sitrik Asit Var 32030 30288
5.KYD + T-HCl Yok 23678 28324
6. KYD + T-HCl Var 7423 3765
7.KYD + EDTA Yok 11679 5284
8. KYD + EDTA Var 11984 10165
1+3+5+7 Toplam Yok 14940 16453
2+4+ 6+ 8 Toplam Var 15084 16657

Tablo 1. Farkl: gruplarda mm? tutunan ortalama hiicre sayisi ve standart sapmalari

18000+
15000+
12000+
9000+
6000-

Hiicre sayis

3000+

Demineralizasyon (-)

1

T

Demineralizasyon (+)

Sekil 5. Demineralize edilmig ve edilmemis k&k yiizeylerinde mm? de tutunan hiicre sayisi.
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25000+

20000-

15000+

10000+

Hiicre Sayis1
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KYD KYD+Sitrik A KYD+T-HCL KYD+EDTA

Sekil 6. Farkli ylizey demineralizasyon uygulamalarina gére mm? de tutunan hiicre sayisi.

1.2. PDGF-BB uygulanmasinin degerlendirilmesi

Yapilan varyans analizine gére PDGF-BB uygulanan ve uygulanmayan kok
yiizeylerinde mm?*’ye diigen hiicre sayilar arasinda istatistiksel anlaml fark bulunamad
(P>0,05). Ortalamalara bakildiginda PDGF-BB uygulanan tim yizeylerde mm®ye
diisen ortalama hiicre sayis1 14940 ve PDGF-BB uygulanmayan yiizeylerde ise bu
saymnin 15084 oldugu belirlendi ( Sekil 7).

14940 15084
15000
S
~
7]
o 100004
2]
>}
=
B s000-

PDGF-BB (-) PDGEF-BB (+)

Sekil 7. PDGF-BB uygulanan ve uygulanmayan yiizeylerde mm?® de tutunan hiicre sayisi.
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1.3. Gruplar Arasi Degerlendirmeler

Yapilan 4x2 (ylizey modifikasyonlar1 + PDGF-BB uygulamasi) faktériyel tesadiif
parselleri modeline gére varyans analizinde farkli iglemler uygulanan 8 gruptaki kok
yiizeylerine tutunan hiicrelerin mm?*de tutunan hiicre sayilari arasinda istatistiksel
anlamh fark bulunamadi (P>0,05). Ortalamalara bakildiginda en fazla hiicrenin mm?*’ye
32030 hiicre tutunan sitrik asit + PDGF-BB uygulanan 4. grup oldugu ve en az hiicrenin
tutundugu grubun ise mm*’ye 7423 hiicre tutunan T-HCL + PDGF-BB uygulanan
6. grup oldugu gortildii (Sekil 8).

KYD uygulanan ve demineralize edilmeyen 1. grupla KYD + PDGF-BB
uygulanan 2. grup arasinda mm®ye diisen hiicre sayisinda istatistiksel anlamli fark
bulunamad: (P>0,05). Ancak ortalamalara bakildiginda 1. grupta mm*ye diisen
ortalama hiicre sayisi1 11821 iken PDGF-BB uygulandiktan sonra bu say1 10225°e
diismiigtiir (Sekil 8).

Sitrik asitle demineralize edilen 3. grupla sitrik asit + PDGF-BB uygulanan 4.
grup arasmda mm*ye diisen hiicre sayisinda istatistiksel anlamli fark bulunamadi
(P>0,05). Ancak ortalamalara bakildiginda 3. grupta mm*ye diisen ortalama hiicre
sayisi1 11401 iken PDGF-BB uygulandiktan sonra bu say: biiyiik bir artigla 32030a
ylikselmigtir (Sekil 8).

T-HCL ile demineralize edilen S. grupla T-HCL + PDGF-BB uygulanan 6. grup
arasinda mm”’ye diigen hiicre sayisinda istatistiksel anlamli fark bulunamad: (P>0,05).
Ancak ortalamalara bakildiginda 5. grupta mm*ye diigen ortalama hiicre sayis1 23678
iken PDGF-BB uygulandiktan sonra bu say1 biiyiik bir diigiis gostererek 7423 olmugtur.
(Sekil 8)

EDTA ile demineralize edilen 7. grupla EDTA + PDGF-BB uygulanan 8. grup
arasinda mm”’ye diisen hiicre sayisinda istatistiksel anlaml fark bulunamadi (P>0,05).
Ancak ortalamalara bakildiginda 7. grupta mm®ye diigen ortalama hiicre sayis1 11679
iken PDGF-BB uygulandiktan sonra bu say1 11 983’¢ yiikselmistir. (Sekil 8)
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Hiicre Sayisi

35000-

30000-

25000+

20000+

150004 11821

10000-]
5000+
— ¥

1.Grup 2.Grup 3.Grup 4.Grup 5Grup 6.Grup 7.Grup 8.Grup

Sekil 8. Farkl gruplarda mm? ye tutunan hiicre sayisi

1. Grup: KYD

2. Grup: KYD + PDGF-BB

3. Grup: KYD + Sitrik Asit

4. Grup: KYD + Sitrik Asit +PDGF-BB
5. Grup: KYD + T-HCL

6. Grup: KYD + T-HCL +PDGF-BB

7. Grup: KYD + EDTA

8. Grup: KYD + EDTA + PDGF-BB
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2. SEM Bulgulan

2.1. Farkh gruplardaki hiicre ekilmeyen kok yiizeylerinin SEM goriintiileri

1. Grup:

Sadece KYD uygulanan
kok yiizeylerinde tipik
smear tabakasi
gOriintiisii izlendi.
Yiizeyin diizensiz
tabakayla kapli oldugu
goriildi. Kollagen lif
girisi izlenmedi. K6k
yiizeylerinde kurutma
i$lemleri SIrasmda 28K U‘, :}:"2’ Gas W: 2’,8‘1“33‘;
olusan ¢atlaklara siklikla '

rastland1 ( Sekil 9 ).

Sekil 9. KYD uygulanan kék ylizeyi.

2. Grup:

KYD + PDGF-BB
uygulanan gruptaki kok
yiizeylerinin goriintiisti
1. gruba benzer sekilde
smear tabakasi ile
kapliydi. Kollagen lif
girisi izlenmedi ancak,
1. gruba gore smear
tabakasinin net olmayan
gorintist dikkat ¢ekti
(Sekil 10).

Sekil 10. KYD + PDGF-BB uygulanan kék ylizeyi.



3. Grup:

KYD + Sitrik Asit
uygulanmig kok
yiizeylerinde baz1
bolgelerde dentinin
a¢1ga cikmis oldugu
g0riildd. Dentinin
ekspoze oldugu
bolgelerde derin bir
demineralizasyon
oldugu, ¢ok fazla sayida
dentin kanal agzinin
aciga ¢iktif1 ve
intertiibiiler bélgenin
fibriler goriintiistiniin
oldugu izlendi
(Sekil 11).

Sementin yiizeyde
kaldig bolgelerin,
dentin yiizeyine oranla
demineralizasyondan
daha az etkilendigi
g6riildii. K6k ylizeyinin
fibriler ve tanecikli
gOriintiistiniin oldugu ve
kollagen lif girislerinin
aciga ¢iktid1 izlendi
(Sekil 12).

Sekil 11. KYD -+ Sitrik asit uygulanan kék ylizeyi (Dentin).

Sekil 12. KYD + Sitrik asit uygulanan kok yiizeyi (Sement).
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4. Grup :

KYD + Sitrik Asit +
PDGF-BB uygulanan
koék ylizeylerinin
gOriintlistiniin 3. gruba
benzer oldugu goriildii
Kok yiizeyinin fibriler
yapida oldugu ve
kollagen lif giriglerinin
ac1Ba ciktif1 izlendi
(Sekil 13).

Baz1 bolgelerin
demineralizasyondan
¢ok fazla etkilenmedigi
goriildii. Bu bélgelerin
hipermineralize sement
ylizeyleri olabilecegi
diisiintildt (Sekil 14).

K2 809 | iern 0197

Sekil 13. KYD + Sitrik Asit + PDGF-BB uygulanan
kok ylizeyi.

Sekil 14. KYD + Sitrik Asit + PDGF-BB uygulanan kék
yiizeyi. Sag alt yiizeyde fibriler yapi izlenirken sol tist
kosenin demineralizasyondan daha az etkilendigi
gorildii.
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5.Grup:

KYD + T-HCl
uygulanan ylizeylerde,
sitrik asit uygulanan
yiizeylere benzer sekilde
baz1 bélgelerde dentinin
agifa ciktif ve bu
bolgelerin
demineralizasyondan
daha ¢ok etkilendigi
izlendi. Ancak

genel olarak
demineralizasyonun
sitrik asit uygulanan
yiizeyler kadar derin
olmadig goriildii. Kok
ylizeyinin fibriler yapida
oldugu ve kollagen lif
girislerinin agiga ¢ikti1
izlendi

(Sekil 15, 16).

6. Grup:

KYD + T-HCl + PDGF-
BB uygulanan
yiizeylerin 5. gruptaki
yiizeylere benzemekle
birlikte net olmayan
bir goriintiisiiniin oldugu
dikkat ¢ekti (Sekil 17).

Sekil 15. KYD + T-HCI uygulanan kok ylizeyi.

Sekil 16. KYD + T-HCI uygulanan yiizeyin
demineralizasyondan fazla etkilenmedigi izlendi.

Sekil 17. KYD + T-HCIl+ PDGF-BB uygulanan
kok yiizeyi.
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7. Grup :

KYD + EDTA
uygulannug ylizeyler
diger gruplara benzer
ozellikler g6sterdi.
Kollagen lif giriglerinin
aci8a ciktig1 ve kok
ylizeyinin fibriler yapida
oldugu izlendi

(Sekil 18).

Demineralizasyonun
tiim yiizeyde esit
olmadig1 baz bélgelerin
daha az etkilendigi
goriildii (Sekil 19).

8. Grup:

KYD + EDTA + PDGF-
BB uygulanan
yiizeylerin 7. gruptaki
yiizeylere benzer oldugu
ancak ylizeyin net
olmayan bir goriintiiye
sahip oldugu dikkat
cekti (Sekil 20).

Sekil 18. KYD + EDTA uygulanan ylizeyde

o _ o9 se oo

ag1ga ¢ikan kollagen lif giriglerinin gbriintiisti.

20k 1L Xvoe 138 2B1 9247

Sekil 19. KYD + EDTA Sol alt ylizeyde fibriler
yapi izlenirken sag iist bélgenin
demineralizasyondan daha az etkilendigi izlendi.

ZUkU XS a7 S2um 2B 19459

Sekil 20. KYD + EDTA + PDGF-BB uygulanan
kok yiizeyi.
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2.2. Farkh Gruplardaki Hiicre Ekilen Kok Yiizeylerinin SEM Gaériintiileri:

1. Grup:

KYD uygulanan
yiizeylerde hiicreli
ve hiicresiz
alanlarin oldugu
izlendi. Hiicresiz
alanlarda ve
hiicreler aras1
boslukta ytizeyin
smear tabakasiyla
kapli oldugu
gorildi. Kok
ylizeyine tutunan
bazi hiicrelerin diiz,
bazilarinin ise
kiiresel oldugu
izlendi; her iki tip
hiicre ytizeye
uzantilarla
(filopodia)
tutunmaktayda.
Kiiresel hiicreler
ylizeye tutunmus
ancak hentiz
yayilmamis olan
hiicrelerdir

(Sekil 21, 22).

18281Bm 281348

Sekil 21. KYD uygulanan kok yiizeyinde hiicreli ve
hiicresiz alanlarin goriintiisii.

Sekil 22. KYD uygulanan kok ylizeyi. Hiicreler arasi
bosluktan gériilen smear tabakasi.
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2. Grup:

KYD + PDGF-BB
uygulanan yiizeyler
1. gruba benzer
goriintimdeydi.
Yiizeylerde hiicreli
ve hiicresiz alanlar
ve hiicresiz
alanlarda smear
tabakasi goriildi.
Hiicreler yaygin, : v .. -
diiz veya kiiresel . A
olarak farkli
morfolojiler
gosterdi

(Sekil 23, 24).

Sekil 23. KYD + PDGF-BB uygulanan yiizeyde hiicreli
ve hiicresiz alanlar izlenmekte.

Sekil 24. KYD + PDGF-BB uygulanan yiizeye tutunan
hiicrelerin goriintiisii.
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3. Grup:

KYD + Sitrik Asit
uygulanan
yiizeylerde ¢ok
tabakali yogun
hiicreler izlendi. Alt
tabakadaki hiicreler
yayilmig ve bu
hiicrelerin tizerinde
heniiz yayilmamig
kiiresel sekilli
hiicrelerin odugu
goriildd. 1. gruba
gore daha az oranda
da olsa baz1
yiizeylerde hiicresiz
bosluklar izlendi
(Sekil 25).

4, Grup:

KYD + Sitrik Asit +
PDGF-BB
uygulanan
yiizeylerde yogun
hiicreli alanlar
izlendi. Hiicre
morfolojileri énceki
gruplarda oldugu
gibi kiiresel ve
yaygin degisiklik
gosterdi (Sekil 26,
27).

Sekil 25. KYD + Sitrik asit uygulanan
yiizeylerde hiicrelerin yogun olarak

o0 _ o

tutundugu bir bolgenin goriintiisii.

Sekil 26. KYD + Sitrik Asit + PDGF-BB
uygulanan yiizeyde kiiresel hiicreler ve uzantilar.

Sekil 27 KYD + Sitrik asit + PDGF-BB
uygulanan ylizeydeki hiicreler.
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5. Grup:

KYD + T-HCl
uygulanan
ylizeylerde yogun
hiicreli alanlar
oldugu izlendi. Alt
tabakadaki yaygin
hiicrelerin iistlinde
kiimelenmis kiiresel
hiicreler oldugu
goriildi

(Sekil 28, 29).

Sekil 28. KYD + T-HCI uygulanan ylizeyde

tabakalar halinde yogun hiicrelerin goriintiisii.

Sekil 29. KYD + T-HCI uygulanan yiizeyde tabakalar
halinde yogun hiicrelerin gériintiisii.
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6. Grup:

KYD + T-HC1 +
PDGF-BB
uygulanan
yiizeylerde hiicresiz
alanlarin daha fazla
oldugu izlendi.
Demineralize
olmasina ragmen
baz1 yiizeylerde
hiicrelerin
tutunmadigi Sekil 30. KYD + T-HCI + PDGF-BB uygulanan
goriildi. Hiicre yiizeyin sol kisma hiicreler tutunmadig ve dentin
morfolojilerinin tiibiil girisleri izlenmekte.

diger gruplara
benzer gekilde
degisiklikler
gosterdigi ve
hiicresel uzantilar
izlendi

(Sekil 30, 31, 32).

19pm 201979

et Al 5aa 1838w 8

Sekil 31. KYD + T-HCl + PDGF-BB uygulanan
yiizeyde hiicreler ve uzantilari.

iy ' e ] KA Seg T ny ZRi9Fe

Sekil 32. KYD + T-HCI + PDGF-BB uygulanan
yiizeye tutunan hiicre ve uzantilari.




7.Grup:

KYD + EDTA
uygulanan
yiizeylerde diger
gruplara benzer
sekilde hiicreli ve
hiicresiz alanlar
izlendi ve hiicre
morfolojilerinin
kiiresel ve yaygin
sekillerde degisiklik
gOsterdigi goriildi
(Sekil 33, 34)

Sekil 33. KYD + EDTA uygulanan yiizeyde yayilmis
hiicreler ve uzantilar.

Sekil 34. KYD + EDTA uygulanan yiizeyde farkli
morfolojiler gdsteren hiicreler.
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8. Grup:

KYD + EDTA +
PDGF-BB
uygulanan
yiizeylerde hiicreli
ve hiicresiz alanlar
izlendi. Hiicre
morfolojilerinin
diger gruplarla aym
oldugu gortildii.
(Sekil 35, 36, 37)

iBOum  Po1os4g

Sekil 35. KYD + EDTA + PDGF-BB uygulanan
yiizeyde hiicreler sol {ist ylizeye tutunurken sag
alt bolgeye tutunmadiklar: izlendi.

2@k U

Sekil 36. KYD + EDTA + PDGF-BB uygulanan
yiizeyde hiicreler ve uzantilari.

e te o

zZR1325e

Sekil 37. KYD + EDTA + PDGF-BB uygulanan
yiizeyde kiigiik bliytitmede hiicrelerin tutunduklar
ve tutunmadiklar: alanlarin gériintiisii.
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TARTISMA

Periodontal rejenerasyonun gergeklesebilmesi i¢in periodontitisten etkilenmis kok
yiizeylerinin progenitdr hiicrelerin go¢ii, tutunmasi, gogalmasi ve farklilasmasina olanak
tantyacak bir yiizey haline getirilmesi gerekmektedir (118, 119, 139). Yara
iyilesmesinde hiicresel faaliyetlerin diizenlemesinde rol alan GF’lerin periodontal
rejenerasyonda kullanimiyla {imit verici sonuglar elde edilmistic (39, 103, 105).
Periodontolojide en ¢ok galigilan GF olan PDGF-BB’nin PDL fibroblastlar1 {izerinde
giiclii kemotaktik ve mitojenik etkileri vardir. (94, 113). PDGF’nin {i¢ farkli izoformu
vardir. PDGF-BB izoformu hem -, hem de —a reseft alt {initelerine
baglanabilmektedir (68) ve dermal fibroblastlar icin PDGF-AA’dan 10 kat fazla
mitojenik etkiye sahiptir (130). Insanlarda ve hayvanlarda yapilan klinik ¢aligmalarda
PDGF-BB kuilanimimnin periodontal rejenerasyon saglamada etkili bir yontem oldugu
gosterilmigtir (39, 105).

Yapilan klinik ¢aligmalarda PDGF-BB’nin uygulanmasinda genellikle metil
seliiloz, sifir kollageni, deksametazon gibi ¢esitli tastyicilar kullanilmistir (91, 94, 128).
Ancak tastyict kullaniminin yol agtifn ¢esitli olumsuzluklar vardir. Tasiyicilar erken
hiicre tutunmas1 ve g¢ofalmasi i¢in esas olan hiicre-ylizey iliskisine zarar verebilirler.
Viicut igin yabanci bir maddeden yapilmis olan tagiyici iltihabi ve immiinolojik
reaksiyonlara neden olabilir. Klinik olarak tastyicinin yerlestirilmesi ve stabilizasyonu
baz1 bolgelerde zor olabilir (83). Demineralize edilmis kék yiizeylerinin yabanci bir
tagiyic1 kullanmay: gerektirmeyerek PDGF-BB gibi biiyiime faktorleri i¢in rezervuar
olusturabilecegi ve bu faktdrlerin yavag salimim saglayabilecegi bildirilmigtir (39, 115).
Bu ¢alismada PDGF-BB’nin demineralizan ajanlarla birlikte kullaninu ve hangi
demineralizan ajanla daha bagarili oldugu in vitro olarak degerlendirildi.



1.Kullamilan in vitro Sistemin Degerlendirilmesi

Calismada kullamlan in vitro sistemi miimkiin oldugu kadar klinik sartlara
yaklagtirmak amaglandi. Bu nedenle periodontal hastalik nedeniyle gekilen dislerin agiz
ortamma agilan kok yiizeyleri ¢aligmaya dahil edildi. Periodontal hastalifin primer
etiyolojik ajam1 olan mikrobiyal dental plak ve yan lrlinleri ultrasonik alet yardimiyla
uzaklagtinildi ve Gracey 5/6 kiiretler kullanilarak KYD uygulandi. Mekanik tedavinin
gereklilii ve hiicre kiltlirii ¢alismalart igin sterilitenin ¢ok Onemli oldugu
bilinmektedir. Withlin ve Hancock (152) fibroblastlarin tedavi edilmemis hastalikli kék
ylizeylerine tutunmadiklarim bildirmislerdir. Garrett ve arkadaslan (61) KYD
uygulanmamig kok ylizeylerine sitrik asit uygulanmasiin etkili olmadigim
gostermiglerdir. Bu nedenlerden dolay: ¢aligmada kullanilan tiim kok ylizeylerine KYD
uygulanmasi gerekli goriildd.

Cogu in vitro galismada rotasyonlu aletler ve elmas frezler yardimiyla sementin
tamam uzaklastirllmig ve agifa ¢ikan dentin ylizeyine hiicrelerin tutunmasi
degerlendirilmigtir. Ancak sementin igerdifi atasman proteinleri ve GF’lerin PDL
hiicrelerinin gd¢iinii ve tutunmasii artiracafi ve yeni sement olusumunu olumlu
etkileyebildigi gosterilmigstir. Hastalikli yiizeysel sement kaldinlip, kok yiizeyinde
sementin birakilmasinin periodontal rejenerasyonu olumlu etkileyecegi bildirilmigtir
(56, 70, 155). Bu ¢aligmada da, sement tamamiyla kaldinnlmaya g¢alisiimadi, her bolgeye
Gracey 5/6 kiiretlerle 15 kiiret darbesi uygulanarak hastalikli sementin uzaklagtiritmas:
ve ylizeyin diiz hale getirilmesi saglandu.

Daha 6nce de belirtildigi gibi sadece hastalifa maruz kalmis kok ylizeylerine
hiicrelerin tutunmasimin degerlendirilmesi hedeflendi. Bu amagla kullanilan kiiltiir
kabinin gozlerine miimkiin oldugunca uyumlu kdk pargalann elde edebilmek igin
silindirik frezler yaptirildi. Bu frezler ve elmas frezler yardimiyla ¢ap1 5 mm olan ve
pulpal yiizeyine oluk agilmig kok parcalarn elde edildi. Pulpal ve yan yiizeylere
hiicrelerin tutunmasimnin engellenmesi igin kiiltlir kabimin gozlerine yerlestirilen
katlanmig parafilm i¢ine kék pargalar: sadece hastalifa maruz kalan ytizeyi agik kalacak
sekilde gomiildi. Gamal ve arkadaslar1 (58, 59) yaptiklan ¢alismalarda kék pargalarini
aym1 amagla yapiskan mum igerisine gémmiiglerdir. Ancak bu galigmada hiicre kiiltlirii
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islemi bittikten sonra SEM incelemesi igin hiicrelere zarar vermeden kok pargalarinin

cikarabilme kolayligi saglamasi nedeniyle parafilm kullanimi tercih edildi.

Demineralizan ajan olarak gii¢lii bir asit olan ve derin demineralizasyon saglayan
sitrik asit (61, 122, 129, 137), demineralizan etkisi yaninda antibakteriyel,
antikollagenaz olan ve diglere tutunabilen T-HCL (2, 73, 150, 146) ve nétiir pH’a sahip
olmasma ragmen etkili demineralizasyon yapabilen EDTA’nin (25, 27, 28, 29, 96)
kullanilmalar1 ve kargilagtirilmalar1 tercih edildi. Demineralize edici ajanlarin
uygulanmasinda diger tekniklere {fistiinltigli gOsterilmis olan burnishing teknii
kullanilds (52, 100, 139). Farkli ajanlarin etkili konsantrasyonlar1 ve uygulama siiresiyle
ilgili pek ¢ok ¢aligma yapilmistir (25, 27, 61, 73, 100, 124, 145, 146). Bu ¢alismalardan
hareketle her soliisyonun etkin oldugu konsantrasyonlar segildi ve pH’1 1 olan sitrik asit
(100, 101, 122), 125 mg/mI’lik T-HCL (146) ve %24°’lik EDTA (25, 27) kok
ylizeylerinin demineralizasyonunda kullamldi. Kullamlan ajanlarin herbirinin etkinligi
icin yeterli olan 4 dakika demineralizasyon siiresi tercih edildi ve tiim ajanlar 30
saniyede bir uygulanan pamuk pelet degistirilerek 4 dakika burnishing teknigi ile kok
ylizeylerine uygulandi.

Literatiirde etkin PDGF-BB konsantrasyonuyla ilgili 2,5 ng/ml den 1 pg/ml ye
kadar degisen farkli sonuglar bulunmaktadir (7,35,59,92). PDGF-BB’nin demineralize
edilmis kok yiizeylerine uygulanmasinda PDGF-BB’nin yavas salimi ve uzun siire
etkinligi hedeflendii i¢in bu uygulamalarda tercih edilen yiiksek konsantrasyonda (0,5
pg/ml) PDGF-BB bu ¢aligmada kullamildi. Zaman ve arkadaglarinin (155) Snerdikleri
teknik kullanilarak 0,5 pg/ml PDGF-BB soliisyonunda kok pargalann 10 dakika
bekletildi.

Literatiir gézden gegirildiginde, her ¢alismada kok ylizey alammnin sabit olmasi
konusunda titiz davranilmadifn dikkati g¢ekmistir. Boyko ve arkadaglant (33)
calismalarinda kullandiklar1 standart olmayan koék ylizeylerinin alanlarimi folyo ile
dlgerek mm?’ye diigen hiicre sayisim hesaplamiglardir. Gamay ve arkadaslan (58, 59)
ise standart olmayan kok yiizeylerinde SEM’de kendi belirledikleri sabit biiytikliikteki
birim alana diigen hiicre sayisim hesaplamiglardir. Bu g¢aligmada ise 6zel olarak
yaptirilan frezler yardum ile kullamilan kiiltiir kabina uyumlu ve standart biiyiikliikte
kok pargalari hazirlandi. Ayrica, her ylizeye ekilmesi gereken hiicre sayisimn
belirlenmesi amaciyla, daha dnce yapilmi§ g¢aligmalar kaynak alinarak 6n g¢aligmalar
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yapildi ve kullanmilan kok yiizeyi alaninin genisligi nedeniyle her kok yiizeyine, diger
caligmalardaki hiicre sayisindan daha yiiksek olan 10° hiicre ekildi. Bu sayede hiicre
kultiirli ¢aligmalarinin avantaji olan ¢evre sartlarmin kontrolii ve standardizasyonu
saglanmaya ¢alisildi.

PDL fibroblastlarimin ylizeye tutunmasi igin gerekli siire, diger memeli
fibroblastlarinda da oldufu gibi ortalama 2 saattir. Bu ¢alisgmada PDGF-BB’nin,
demineralizan ajanlarin ve birlikte kullamlmalarimn hiicrelerin k6k yiizeylerine erken
tutunmasina olan etkilerini degerlendirmek amaglandig: i¢in hiicreler ekildikten sonra
inkubutorde 2 saat bekletildi (33).

Yapilan literatiir incelemesinde, kok yiizeylerine tutunan hiicre sayilarinn
belirlenmesinde XTT yonteminin kullamildid: bagka bir caligma bulunmamigstir. XTT
yonteminde canli hiicrelerin mitokondriyal dehidrogenaz enzimi tarafindan XTT
tuzunun parcalanmasiyla agik sar1 veya portakal renge sahip tetrazolyum formazan
tirlinii agiga ¢ikar ve yapilan kolorimetrik ol¢timle canli hiicrelerin sayisi belirlenir
(6,141). XTT y6nteminin k6k ylizeyine tutunan hiicrelerin sayisinin belirlenmesinde
kullaniminin histolojik, 151k ve elektron mikroskobik y6ntemlere gore 6nemli avantajlart
vardir. XTT y6ntemiyle kok yilizeyine tutunan hiicrelerin ylizeyden uzaklastirilmasina
gerek kalmadan dogrudan ve kisa siirede sayimlar yapilabilmektedir. Bu sayede kok
ylizeylerinden hiicrelerin tripsin kullanilarak kaldiriimasina gerek kalmaz. XTT y6ntemi
sadece metabolik olarak aktif hiicrelerin sayisinin belirlenmesini saglar. Kok
ylizeylerinin 151k mikroskop incelemelerine hazirlanmasz, kesit alinmast sirasinda olugan
hiicre kayiplari elimine edilir. Ik ve SEM mikroskobunda smurh, 0,02 mm?® gibi
oldukca kiigiik alanlara diigen hiicre sayisi belirlenirken XTT yonteminde tiim kok
ylizeyine tutunan hiicre sayis1 belirlenebilmektedir. Ayrica mikroskop incelemelerinde
hiicrelerin {ist Gste konumlanmasi saymmi zorlastirmakta ve yaniltici olmaktadir; XTT
y6nteminde ise bu durum fark yaratmaz. Radyo izotopla hiicrelerin isaretlenip sayilmas:
ise radyo izotop ¢aligmalar1 6zel izin ve laboratuvar gerektirmesi, ¢ok pahali olmasi ve
cevre icin tasidifi riskler nedeniyle XTT yOntemine oranla daha az avantajli
bulunmugtur. Bir bagka tetrazolyum tuzu olan MTT ise, XTT’den daha uzun siiren
laboratuvar iglemleri gerektirmesine ragmen iki yontemin hassasiyetleri arasinda fark
yoktur (6, 141). Bahsedilen nedenlerden dolayr XTT y&nteminin PDL fibroblastlarinin
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kok yiizeylerine tutunmasinin degerlendirilmesinde diger yontemlere tercih edilebilecek

bir yéntemdir.

2. Kok yiizeylerinin demineralizasyonunun PDL fibroblastlarinin

tutunmasina etkilerinin degerlendirilmesi

Cogen ve arkadagslari (42), yaptiklar ¢alismada KYD yapilmis ve yapilmams kok
yiizeylerine 3 dakika sitrik asit (pH 1,0) uygulamiglar ve insan gingival fibroblastlarinin
bu kék yiizeylerine tutunmasim degerlendirmislerdir. Hiicreler tutunduktan 72 saat
sonra vital boya ile kdk yiizeylerini boyayip hiicrelerin tutunduklan alanin goriilebilir
olmasimmi saglamiglardir. Sonug¢ olarak KYD yapilmamus kék yiizeylerine sitrik asit
uygulansa bile hiicrelerin tutunmadigini, buna karsin, KYD yapilan kok ylizeylerine
hiicrelerin tutundugunu ve sitrik asit uygulamasinin fark yaratmadigim bildirmiglerdir.
Yine Cogen ve arkadaglari (41) yaptiklani benzer bir ¢aligmada hiicreler ylizeye
tutunduktan 72 saat sonra kok pargalarini SEM’de ve kesitler alip 151k mikroskobunda
incelemiglerdir. Hiicre morfolojileri ve biiylime oranlar agisindan, KYD yapilmis ve
sitrik asitle demineralize edilmis veya edilmemis ko&k yiizeyleri arasinda fark
bulamamiglardir. Kok ylizeylerinin demineralizasyonundan ¢ok KYD igleminin énemini
vurgulamiglardir. Bu ¢aligmanin sonuglann Cogen ve arkadaslarimin bahsedilen
¢aligmalarinin sonuglariyla uyumludur. Ancak Cogen ve arkadaslarinin galigmalarinda
kok yiizeylerinin boyanarak hiicrelerin tutunduklari alan veya mikroskopta secilen
alanlardaki hiicre sayilan belirlenmigtir. Bu degerler kdk ylizeyine tutunan toplam hiicre
sayisini kesin olarak yansitmamaktadir. Bu ¢alismada ise kullanilan XTT y&ntemi ile
tiim kok yﬁzeyindeki toplam hiicre sayisi belirlenebilmistir.

Boyko ve arkadaglan (33), saglikli domuz dislerini kullandiklar1 ¢aligmalarinda
enzim soliisyonunda bekletilerek tizerindeki yumugsak dokularin uzaklagtirildigi ve
farkl1 ajanlarla demineralize edilmis kok ylizeylerine, maymun PDL fibroblastlarinin
tutunmasini degerlendirmislerdir. Kok yiizeylerine 0,5 M EDTA, 0,6 N HCL veya sitrik
asitt (pH 1,0) 3 veya 60 dakika uygulayarak demineralize etmislerdir. Hiicreler
ekildikten 2 saat sonra tripsin kullamlarak kok yiizeylerinden tutunan hiicreler
uzaklagtirip hemositometrede sayilari belirlenmistir. Sonucgta demineralize edilmemis
kok yiizeylerine oranla demineralize edilmis kok yiizeylerine daha fazla hiicre
tutundugunu ve farkli ajanlar kullanilan gruplar arasinda fark olmadigim bildirmislerdir.
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Fernhough ve Page (51), saglikli ve periodontitisten etkilenmis kok yiizeylerine
KYD uygulayip 3 dakika sitrik asitle demineralize etmigler ve bu yiizeylere insan PDL
fibroblastlarimin tutunmasim degerlendirmislerdir. Hiicreler ekildikten 4 saat sonra
tripsinle kok ylizeylerinden uzaklagtinlmis ve kiltiir sayaci kullanilarak sayilmustir.
Sonug olarak sadece KYD uygulanmig kok ylizeylerine hiicrelerin tutundugu ve bu
yiizeylerin demineralize edilmesinin tutunan hiicre sayisim artirdigim bildirmislerdir.

Bu ¢alismada Boyko (33) ve arkadaslarinin ve Fernhough ve Page’in yaptiklan
¢aligmalardan farkli olarak demineralize edilmis k6k ylizeylerine tutunan hiicre sayisi
demineralizasyon uygulanmamig kok yiizeylerinden istatistiksel olarak anlamli farkli
bulunmamigtir. Ancak ortalamalara bakildiginda demineralizasyon uygulanan yiizeylere
daha fazla hiicre tutundugu goriilmektedir. Bu caligmamin sonuglarinin diger iki
calismadan farkli olmasinin sebebi hiicre sayilarnmn belirlenmesinde farkli yéntemin
kullanilmasi olabilir. Diger aragtiricilar kok yiizeylerinden hiicreleri tripsin kullanarak
uzaklagtirmiglar ve daha sonra sayilarimi belirlemislerdir. Lowenberg ve arkadagslan
(89), tripsin kullanimiyla, k&k yiizeylerine tutunan hiicrelerin tamaminin
uzaklastinlamadigim bildirmislerdir. Ozellikle kék yiizeyindeki catlaklara ve oluklara
tutunan hiicrelerin uzaklastirilmasi1 zordur. Ayrica kiiltiir sayaci ve hemositometrede
hiicre sayimu yapilarak kesin hiicre sayisina ulasilamamaktadir. Belirtilen nedenlerden
dolay: tripsin kullamlarak yapilan ¢alisamalarin giivenirliligi tartismalidir. Bu ¢alismada
ise hiicreler kok yiizeyinden uzaklastinilmadan dogrudan sayimlari yapilmis tripsin
kullanimindan kaynaklanan hatalarin 6niine gegilmistir.

Zaman ve arkadaslari (154), yaptiklan ¢alismada periodontal hastalik nedeniyle
cekilen diglere KYD uygulamiglar ve dikey olarak her digin bir yarisinda sementi
kaldirarak dentini a¢ifa ¢ikartmiglardir. Daha sonra diglerin koklerindepm200
kalimlifinda yatay kesitler elde etmisler ve %24 EDTA, sitrik asit (pH 1,0) ve 100
mg/ml T-HCL soliisyonlarinda 3’er dakika bekletmislerdir. Kok parcalan tizerine 10°
hiicre ekerek 1., 2. ve 3. giinlerde 151k mikroskobunda incelemiglerdir. Hazirladiklar
kesitlerin inceligi sayesinde sement ve dentin ylizeylerini ve bu ylizeylere tutunan
hiicreleri 151k mikroskobunda inceleyebilmislerdir. Zaman ve arkadaglarinin yaptiklar
calismada hiicre sayisim belirlenmemis, hiicrelerin tutundugu dentin veya sement
ylizeyinin uzunlugunun toplam sement veya dentin yiizeyine oranimi hesaplayarak elde
ettikleri degeri atagsman indeksi olarak kabul etmisler ve degerlendirmelerini bu indekse
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gére yapmuglardir. Sonugta, 1. glinde EDTA ve sitrik asit uygulanan ylizeylerdeki
atasman indeksi kontrol ve T-HCI uygulanan gruptan anlamli olarak farkli bulunmusgtur.
T-HCl1 grubu ise kontrole oranla fark gOstermemistir. 3. ve 7. glinlerde ise tiim
gruplardaki atagman indeksi degerleri birbirine yaklagsmis ve gruplar arasinda anlamhi
fark bulunamamustir. Bu ¢alismanin sonucunda Zaman ve arkadaglarimin yaptiklari
caligmadan farkli olarak EDTA ve sitrik asit uygulanan gruplarda da tutunan hiicre
sayilarinda anlaml fark bulunmamigtir. Ancak iki ¢aligmada hiicrelerin tutunmasi igin
beklenilen siirenin ¢ok farkli olmasi birebir karsilastirma yapmayi engellemektedir.
Zaman ve arkadaglarinin yaptig1 ¢alismada ayni grup igerisindeki atasman degerleri
arasindaki farklar bu g¢aligmada da oldugu gibi olduk¢a yiiksektir. Bu durum kék
ylizeylerinin  demineralizasyonundan  ¢ok  hastalikli  kék  yiizeylerindeki
hipermineralizasyon ve rezorpsiyon alanlarimin yarattifi farklilifi ve KYD isleminin

Onemini vurgulamaktadir.

Rompen ve arkadaglari (125, 126), yaptiklar: ¢aligmalarda saglikli dislerin sement
yiizeylerini elmas frezlerle tamamen uzaklastirdiktan sonra havanda parcalayip 44-76
pm Hiyiikliigiinde d entin pargalar1 elde etmislerdir. Bu pargalan %3 sitrik asit ve
%2,5 minosiklin HCL’de bekleterek demineralize etmigler, bir gruba ise
demineralizasyon uygulamamiglardir. H-timidin ile isaretlenmis PDL fibroblastlarim
dentin parcalan iizerine ekip 2 saat bekletmislerdir. Daha sonra tutunmayan hiicreleri
uzaklagtirip spektrometrede radyoaktivite Ol¢limii yaparak tutunan hiicre sayilarim
yiizde olarak belirlemislerdir. Sonug olarak hem sitrik asit hem minosiklin uygulanan
grupta erken hiicre tutunmasinin kontrol grubundan fazla oldugunu bildirmiglerdir.
Dentin pargalan kullanarak aragtiricilar toplam yiizey alanim artirmayi ve hiicreler igin
3 boyutlu tutunma imkam saglamay: hedeflemislerdir. Ancak aragtiricilarin saglikli
dislerin sement yiizeyini kaldirip dentini kiiglik parcalara ayirp kullanmalari,
periodontal hastalik klinik ozelliklerden uzaklagmalarma yol agmigtir. Zaman ve
arkadasglarinin ve bu yapilan calismadan farkli olarak Rompen ve arkadaglarimin
caligmalarinda ayn1 grup icerisinde yikksek varyasyonlar izlenmemigtir. Bunun nedeni
saghkl kok ylizeyleri ve birbiriyle aym 6zelliklere sahip kdk pargalar igeren gruplar
kullanilmas: ve hastaliktan etkilenen kok yiizeyindeki farkliliklarin elimine edilmesi
olabilir.
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Gamal ve arkadaglari (58) yaptiklan galismada periodontal hastalik nedeniyle
cekilen diglerden elde etikleri kék pargalarinda elmas frezlerle sementi kaldirip dentin
yiizeyine KYD uygulamiglardir. Standart bir biiylikliige sahip olamayan kék parcalarini
T-HCL ile demineralize edereck veya etmeden, PDGF-BB, insiilin benzeri biiyiime
faktorii (IGF-1) veya iki biiylime faktdriinli birlikte igeren soliisyonlarda
bekletmislerdir. Her kok yiizeyine 5x10* PDL fibroblast1 ekerek 24 saat etiivde bekletip,
SEM’de inceledikleri bu kdk pargalarimn her birinden rastgele segtikleri 0,02 mm?
alana tutunan hiicre sayisini belirlemigler ve morfolojilerini incelemiglerdir. Her
gruptaki bazi 6rneklere hi¢ hiicrenin tutunmadigini, bunun sebebinin sterilitenin yeterli
olmamasi, uygulanan soliisyonlar ve hiicre tipine bagl olabilecegini bildirmislerdir.
Kontrol grubuna oranla PDGF-BB uygulanan ylizeylere daha fazla hiicre tutundugunu,
IGF-1’in hiicre tutunmasim etkilemedigini bildirmiglerdir. Yapilan ¢aligmaya benzer
olarak T-HCL uygulanan yiizeylere tutunan hiicre sayisinin kontrolden farkli olmadigini
bildirmiglerdir. Yine bu ¢aligmayla uyumlu olarak T-HCL ile biiyiime fakt6rlerinin
birlikte kullanildig1 gruplarda sadece bliylime faktSrli uygulananlara oranla daha az
hiicre tutundufunu, bunun nedeninin kok ylizeylerine tutunan T-HCL’{in biiylime
fakt6riintin fiziksel ve kimyasal &zelliklerini degistirmesine bagli olabilecegini
bildirmislerdir.

Gamal ve arkadaslarimin (58) bulgular: bu ¢alismayla karsilastirildiginda T-HCL
uygulanan ylizeylerin kontrol grubundan farkli olmamasi ve T-HCL’{in PDGF-BB’nin
etkinlifini azaltmasi agisindan uyumludur. Ancak Gamal ve arkadaglarindan farkli
olarak bu ¢alismada PDGF-BB’nin tek basina uygulanmasi kontrole gére daha fazla
hiicre tutunmasina sebep olmasmna ragmen bu fark anlamli degildir. Gamal ve
arkadaglar yaptiklarn calismada hiicre sayisim SEM’de rastgele segtikleri 0,02 mm?
alanda sayarak belirlemislerdir. Bu c¢alismada ise SEM incelemeleri ile aym kok
yiizeyinin farkli bélgelerine tutunan hiicre sayilarinda ¢ok bliyikk farkliliklar oldugu
belirlenmistir. Bu durum resimlerde de izlenmektedir; kimi bolgelerde yogun hiicreler
varken bazi bolgelere hi¢ hiicre tutunmamistir. Ayrica bazi bolgelerde hiicrelerin
birbirlerinin {istlerine tutunmasi tam sayilarimn belirlenmesine engel olmaktadir. Bu
yiizden kék yiizeyinden segilen dar bir alandaki hiicre sayisi o kdk yiizeyine tutunan
toplam hiicre sayisim belirlemede yeterli degildir. SEM incelemelerinin hiicre
morfolojileri ve tutunma 6zelliklerinin degerlendirilmesi ve diger sayim ydntemlerini
desteklemek amaciyla kullanimi daha uygundur.
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3. Demineralize edilmis kok yiizeylerine PDGF-BB uygulanmasinin

PDL fibroblastlarinin tutunmasina etkilerinin degerlendirilmesi

Gamal ve arkadaglari (59) yaptiklar1 benzer bir galijmada demineralizasyon
uygulamadiklar1 kok yiizeylerine 0-300 ng/ml konsantrasyonlarda PDGF-BB
uygulamiglar ve yine SEM’de inceleyerek hiicre sayisim belirlemislerdir. Sonug olarak
50 ng/ml ve iizeri konsantrasyonlarda PDGF-BB’nin tutunan hiicre sayisim artirdigin
bildirmislerdir. Bu ¢alismada 0,fig/ml gibi daha f azla konsantrasyonda PDGF-BB
kullanilmasina ragmen kontrol grubuyla anlamli fark bulunamamustir. Caligmalar
arasmdaki bu farklilik yukarida belirtildigi gibi yontemdeki farkliliktan ve Gamal ve
arkadaglarinin  c¢aligmasinda tiim sement uzaklagtinlmigken bu g¢aligmada
uzaklagtirilmamig olmasindan kaynaklanmisg olabilir.

Zaman ve arkadagslan (155) yaptiklan ¢alismada periodontal hastalik sebebiyle
cekilen diglerden sement yiizeyini frez yardimiyla tamamen kaldirarak standart
biiytikliikte dentin bloklar hazirlamiglar ve %24 EDTA sol ile demineralize etmislerdir.
EDTA uygulanmamis dentin blogu caligmaya dahil edilmemistir. Dentin bloklar1 1
pug/ml PDGF-BB veya kontrol grubu olarak antibiyotik soliisyonunda bekletilmigtir.
Kok yiizeylerine hiicreler ekildikten sonra 2., 4. ve 7. glinlerde dentin bloklar g1k
mikroskobunda incelenerek her blokta segilen 3 bolgeye tutunan hiicre sayis1 grid
yardimiyla sayilmigtir. Sonu¢ olarak PDGF-BB uygulanan ylizeylere sadece EDTA
uygulanan yiizeylere oranla daha fazla hiicre tutundugu, PDGF-BB’nin EDTA ile
demineralize edilmis yiizeylere uygulanmasinin periodontal tedavide kullanilabilecegi
bildirilmigtir. Bu ¢alismada EDTA uygulanan kok ylizeylerine PDGF-BB
uygulanmasmin tutunanan hiicre sayisiu artirmadifi  belirlenmistir. Calismalar
arasindaki bu farklilifin sebebi Zaman ve arkadaglarinin dentin yiizeyi kullanmasi ve
hiicre sayilarinin belirlenmesinde farkli yontemlerin kullamilmasina bagli olabilir. Isik
mikroskopta yapilan saymmda tim k6k ylizeyindeki hiicre sayisi degil segilen
alanlardaki hiicre sayis1 belirlenmektedir, bu ¢alismada kullanilan XTT yontemi ile tiim
kok ylizeyine tutunan hiicrelerin sayisi belirlenebilmektedir.
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Yapilan literatiir incelemesinde PDGF-BB’nin ve demineralizan ajanlarinin
birlikte kullanildig1 yalmzca 2 adet in vitro g¢aligmaya rastlanmigtir. Bu 2 ¢alismadan
biri olan Zaman ve arkadaglarinin yapti§1 ¢alismada demineralize edilmemis kok yiizeyi
kullanilmamus, tiim kékler EDTA ile demineralize edilmistir. Bu ¢alismada PDGF-BB
uygulanan tiim yiizeylere tutunan hiicre sayis1 istatistiksel anlamli olmamakla beraber
PDGF-BB uygulanmayan yiizeylerden fazladir. Ancak T-HCI’nin PDGF-BB ile birlikte
kullanim1 yine anlamli olmamakla beraber tutunan hiicre sayisinda diger tiim gruplara
oranla diisiis gostermistir. Gamal ve arkadaslari (58), kok ylizeylerine tutunan
T-HCI’nin PDGF-BB’nin fiziksel ve kimyasal yapisin degistirebilecegini ve bu nedenle
PDGF-BB ve T-HCI’nin birlikte kullamminin tutunan hiicre sayisim azaltabilecegini
bildirmistir. Calismada kullanilan T-HCL piyasada bulunan Tetra kapsiillerin serum
fizyolojik igerisinde eritilmesi ile elde edilmistir. Ancak bu kapstiller oral kullanim i¢in
hazirlandifindan igerisinde mikrodoldurucular ve diger bazi maddeler bulunmaktadir.
PDGF-BB ile T-HCI’nin ters etkilesiminin nedeni etkinligi tam olarak bilinmeyen bu
maddelerden kaynaklamiyor olabilir. Bu nedenle saf T-HCl’nin PDGF ile birlikte
kullaniminin ileriki ¢aligmalarda denenmesi faydali olacaktir (74).

4. SEM incelemelerinin Degerlendirilmesi

Hiicresiz kok yiizeylerinde yapilan SEM incelemelerinde sadece KYD yapilan
grupta smear tabakasimin tiim ylizeyi kapladigs ve her 3 demineralizan ajamin
uygulanmasimin smear tabakasim kaldirabildifi gozlenmistir (85, 119). Kok
yiizeylerinin demineralizasyonuyla kollagen lif girisleri agiga ¢ikmistir (74, 75) ve tiim
kok ylizeyi fibriler bir yap: sergilemektedir. En derin demineralizasyon sitrik asitle
demineralize edilen ko6k yiizeylerinde izlenmigtir (85). Kok yiizeylerindeki
demineralizasyonun her bélgede esit olmadigi; bazi bolgelerin demineralizasyondan
daha fazla etkilenirken bazi bolgelerin ise ¢ok az etkilendigi goriilmiistir. Ozellikle
dentinin agiga c¢iktifi bolgelerde daha derin demineralizasyon elde edilmigtir.
Demineralizasyondan az etkilenen bolgelerin hipermineralize sement alanlar: oldugu
dustintilmektedir (11).

Hiicreli kok yiizeylerinde yapilan SEM incelemelerinde her gruptaki kok
yiizeylerine hiicrelerin tutundugu izlenmistir ve hiicrelerin tutunamadig: hi¢ bir rnege
rastlamlmamigtir. Bazi hiicrelerin k8k ylizeylerine daha fazla yayildigi hiicre
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kiiltiirindeki fibroblastik goriintliye benzer sekilde yassi ve diiz oldugu izlendi.
Hiicrelerin birbirlerine ve kok ylizeyine ¢ok sayida ince hiicresel uzantilarla (filopodia)
tutunduu net olarak izlendi. Bazi hiicrelerin ise kiiresel oldugu ve heniiz kok
yiizeylerine yayilmamis olduklari izlendi. Bu hiicrelerin kok yiizeylerine ve diger
hiicrelere ¢ok sayida hiicresel uzantiyla tutunmus olduklari &zellikle yayilmis hiicrelerin
tizerlerine ktimeler halinde tutunarak kath bir yapr sergiledikleri goriildi. Kok
ylizeylerinde baz alanlarda yogun hiicre izlenirken aym kok ylizeyindeki baz1 bslgelere
hiicrelerin  tutunmadi§i  g6zlenmistir ve  hiicresiz  alanlarin  ¢oZunlukla
demineralizasyondan etkilenmeyen hipermineralize alanlar oldugu goriildii. Ancak
kollagen lif giriglerinin agi1fa ¢iktifi demineralize bazi alanlara da hiicrelerin
tutunmadigr belirlendi. Bu durum ylizey enerjisindeki ya da aym pasaj grubundan
olmasina ragmen hiicre tipindeki farkliliktan, veya o bélgelerde yeterli sterilizasyonun
saglanamamasindan kaynaklanmig olabilir (58). Demineralize edilen ve edilmeyen kok
yiizeylerindeki hiicre mdrfolojileri arasinda ve farkl ajanlarin demineralizan ajanlarin
uygulandig kok ylizeylerindeki hiicre morfolojilerinde Rompen ve arkadaglarinin (125)
yaptifi ¢aligmanin 2 saatlik sonuglarnyla uyumlu olarak degisiklik izlenmemistir. Tiim
PDGF-BB uygulanmig yiizeylerin, uygulanmamug gruplara kiyasla puslu bir tabakayla
kaplannug goriintlisti vardir. Ancak PDGF-BB uygulanan yiizeylerde de hiicre
morfolojilerinde farkhilik izlenmemistir.

Bu caliyjmada farkli ajanlarla demineralizasyonun, demineralize edilmemis
ytizeylere oranla tutunan hiicre sayisim anlamh olarak artirmadifi izlendi; ancak
anlamli olmamakla birlikte demineralize yiizeylere daha fazla hiicre tutundugu
belirlendi. PDGF-BB uygulamasi demineralize edilen ve edilmeyen yiizeylerde hiicre
tutunmasimt anlamli olarak arttirmadi; ancak en fazla hiicre tutunmasi en derin
demineralizasyonun saglandig sitrik asit + PDGF-BB uygulanan grupta oldu. Bunun
nedeni derin demineralizasyon sonucu PDGF-BB’nin tutunabilmesi i¢in daha fazla
alanmn ve kollagenin ag18a ¢ikmas olabilir. Tiim gruplar igerisinde en az hiicre T-HC1 +
PDGF-BB uygulanan grupta izlenmistir. T-HCI’in PDGF-BB ile birlikte kullantmimin
ileriki ¢aligmalarda degerlendirilmesi faydali olacaktir.

Yapilan SEM incelemesinde hiicrelerin demineralize edilmis veya edilmemis
KYD uygulannmug tlim kék yiizeylerine tutunabildigi ve morfolojilerinde fark olmadif
goriilmiigtlir.
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Aym grup igerisinde tutunan hiicre sayilarinda biiylik farkliliklar izlenmigtir.
Varyasyonlarin bu kadar yiiksek olmas istatistiksel degerlendirme sonuglarinda anlamls
fark olmasmu  engellemigtir.  Hiicrelerin  koék  ylizeylerine tutunmasinda
demineralizasyondan ¢ok KYD islemi ile kok ylizeylerindeki diizensizliklerin
giderilmesi ve hipermineralize alanlarin kaldinlmasi 6nem tagimaktadir. PDGF-BB’nin
uygulanmasinda 6zellikle sitrik asitle demineralizasyonun faydali olacag: ve bu konuda
daha fazla ¢alisma yapilmasi gerektigi diistiniilmektedir.
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SONUCLAR

Periodontitisten etkilenmis ko&k ylizeylerinin farkli demineralizan ajanlarla

daglanmasmin ve PDGF-BB uygulanmasmmn PDL fibroblastlarimin kék yiizeyine

tutunmalarina olan etkilerinin XTT ile degerlendirildigi bu ¢alismada su sonuclar elde
edilmistir: '

1y

2)

3)

4

5)

Demineralize edilen ve edilmeyen kok ylizeylerine tutunan hiicrelerin sayisinda
istatistiksel olarak anlamli fark bulunmadi. Ancak ortalamalara bakildiginda
demineralize edilen ko6k ylizeylerine daha fazla hiicre tutundugu goriildii
(Sekil 5).

Farkli demineralizan ajanlarin uygulandifi kok ylizeylerine tutunan hiicre
sayisinda istatistiksel olarak anlamli fark bulunmadi (Sekil 6).

PDGF-BB uygulanan ve uygulanmayan kok ylizeylerine tutunan hiicrelerin
sayisinda istatistiksel olarak anlamh fark bulunmadi. Ancak, ortalamalara
bakildiginda PDGF-BB uygulanan kék ylizeylerine daha fazla hiicre tutundugu
goriildi (Sekil 7).

PDGF-BB’nin farkli ajanlarla demineralize edilmis veya demineralize
edilmemis kok ylizeylerine uygulanmasi kok ylizeylerine tutunan hiicre
sayisinda istatistiksel anlamli fark yaratmadi. Ancak ortalamalara bakildiginda
en fazla hiicrenin PDGF-BB’nin sitrik asitle birlikte kullamildigi kok
ylizeylerine, en az hiicrenin ise PDGF-BB’nin T-HCL ile birlikte kullanildigi
kok yiizeylerine tutundugu gozlendi (Sekil 8).

Yapilan SEM incelemesinde hiicrelerin demineralize edilmis veya edilmemis
KYD uygulanmig tiim kok ylizeylerine tutunabildigi ve morfolojilerinde fark
olmadig: goriildi.

Periodontal rejenerasyonda hastalikh kok yiizeylerinin PDL  hiicrelerinin

tutunmasina elverigli bir ylizey haline getirilmesinde periodontal tedavinin temelini



olusturan KYD iglemi en Onemli basamaktir. Periodontal rejenerasyonda PDL
hiicrelerinin tutunmasinin desteklenmesinde PDGF-BB kullamlabilir. PDGF-BB’nin
klinik olarak uygulanmasinda sitrik asitle demineralize edilmis kék yiizeyleri tagiyici
olarak kullanilabilir.
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OZET

Biiylime faktorleri (GF) periodontal ligament (PDL) hiicrelerinin gesitli
hiicresel fonksiyonlarim1 diizenleme yeteneklerinden dolayr son yillarda ilgi odag:
olmugtur. Trombosit kkenli bilyiime faktorii (PDGF-BB) periodontolojide en ¢ok
¢alisilan ve {imit verici sonuglar veren GF’lerden biridir. Bu ¢alismanin amaci,
PDGF-BB’nin farkl: ajanlarla demineralize edilmis kok ylizeylerine uygulanmasi
sonrasinda PDL hiicrelerinin kok yiizeylerine tutunmasimin degerlendirilmesidir.
Periodontal hastalik nedeniyle ¢ekim karar1 verilmis alt anterior dislerden
hazirlanan 80 kok par¢asmna su islemler uygulandi: 1)Yalmzca kok ylizeyi
diizlestirmesi (KYD) 2) KYD + PDGF-BB 3) KYD + sitrik asitle daglama 4) KYD
+ sitrik asitle daglama + PDGF-BB 5) KYD + tetrasiklin hidrokloriir (T-HC]) ile
daglama 6) KYD + T-HCl ile daglama +PDGF-BB 7) KYD + diamin tetraasetik asit
(EDTA) ile daglama 8) KYD + EDTA ile daglama + PDGF-BB. Her grupta
bulunan toplam 10 k&k pargasindan 7’°sinin yiizeyine, ortodontik nedenle ¢ekilen
premolar diglerin kok yiizeylerinden elde edilerek iiretilen PDL hiicreleri ekilerek
inkiibe edildi. Diger 3 ko6k pargasina hiicreler ekilmeden ayni islemlere tabi tutuldu.
2 saatlik inkiibasyon siiresi sonunda her k&k pargasinin bulundugu goze (2,3)-bis(2-
metoksi-4-nitro-5-sulfofenil)-5-[(fenilamin)-karbonil]-2H-tetrazolyum hidroksit
(XTT) + ko-enzim Qq konularak ikinci bir inkiibasyon uygulandi. Her g6zden elden
edilen soliisyon, mikro pleyt okuyuculu spektrofotometrede &lgtildii. Absorbans
egrisi kullamlarak kok yiizeyine tutunan metabolik olarak aktif hiicreler sayisal
olarak belirlendi ve mm®ye diisen hiicre sayis1 hesaplandi. Her gruptan hiicre
ekilmemis 2 kok ve hiicre ekilmis 3 kok pargas: taramali elektron mikroskopta
(SEM) incelendi ve farkli biiyiitmelerde goriintilendi. Sonu¢ olarak 8 farkh
gruptaki kok yiizeylerine tutunan hiicre sayilar1 arasinda istatistiksel anlamh fark
bulunamadi. Ancak tutunan hiicre sayilarimin ortalamalarina bakildifinda en fazla
hiicrenin KYD + sitrik asitle daglama + rPDGF-BB uygulanan kok ylizeylerine, en
az hiicrenin de KYD + T-HCL ile daglama + rPDGF-BB uygulanan k&k yiizeylerine



tutundugu goriildii. Periodontal hastalia maruz kalmms k&k yiizeylerinin PDL
hiicrelerinin tutunmas: igin biyouyumlu hale getirilmesinde KYD en onemli
uygulamadir. PDGF-BB uygulamasi o6ncesinde kok ylizeylerinin sitrik asitle

demineralizasyonu periodontal rejenerasyonu desteklemek amaciyla kullanilabilir.
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ABSTRACT

Several growth factors (GF) have recently received attention because of their
ability to regulate various cellular functions of periodontal ligament (PDL) cells and
have been used for the regeneration of the periodontal tissues. Platelet derived
growth factor (PDGF) has been the most thoroughly described growth factor and
promising results have been obtained by using this GF. The aim of this study was to
evaluate the effects of PDGF-BB application to the root surfaces demineralized with
different agents, on the periodontal cell attachment. Eighty root slices obtained from
the lower anterior teeth that had been extracted due to the periodontal disease and
was subjected to one of the following treatments: 1) Only root planing 2) root
planing + PDGF-BB 3) root planing + citric acid demineralization 4) root planing +
citric acid demineralization + PDGF-BB 5) root planing + tetracyclin HCI (T-HCI)
demineralization 6) root planing + T-HCL demineralization + PDGF-BB 7) root
planing + ethylenediamine tetra-acetic acid (EDTA) demineralization 8) root
planing + EDTA demineralization + PDGF-BB. Human PDL cells acquired from
extracted first premolars due to orthodontical means were seeded and incubated on
the root surfaces of 7 of the 10 roots in each group. The remaining 3 roots were
subjected to the same procedures except seeding of PDL cells on. Following the 2
hour  incubation,  2,3-bis(2-methoxy-4-nitro-5-sulfophenyl)-5-[(phenylamino)
carbonyl]-2H-tetrazolium hydroxide (XTT) + Co-enzyme Qq solution was added to
each well containing a root slice and incubated for a second time. The medium
obtained from each well, was read by using a microplate reader spectrophotometer.
The number of metabolically active cells attached to the root surfaces, was
calculated from the standart curve. 3 root slices with attached cells and 2 root slices
without cells, from each group processed for SEM viewing and photographed at
different mgnifications. As a result no significant intergroup differences were found
regarding the number of attached cells. But the mean number of the attached cells
was highest in the 4th group roots subjected to root planing + citric acid
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demineraliztion + PDGF-BB and the mean number of the attached cells was lowest
in the 6th group roots subjected to planing + T-HCL demineralization + PDGF-BB.
Root planing is the most important treatment in an attempt to converse the diseased
root surfaces to a surface which is biocompatible to PDL cell adherence. PDGF-BB
application to citric acid root surfaces demineralized with citric acid could be used

to enhance periodontal regeneration.
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