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GIRIS

Thtihabi periodontal hastaliklarin en sik rastlanan tipi olan periodontitis, disetinde
baslayan iltihabi olayin disin destek dokulanna yayilmasi sonucu gelismektedir.
Destek doku kaybimin ileri boyutlara vardifi olgularda disin kayb1 séz ko-

nusudur.

Etyopatogeneze yonelik yapilan ¢aligmalar periodontal hastaliklarda primer
etyolojik ajanin mikrobiyal plak oldugunu ortaya koymustur. Ayrica mikrobiyal plagin
proteaz, hyaluronidaz, kollajenaz, endotoksin gibi bakteriyel enzim ve iiriinleri icerdigi,
bunlar ortama saldi1f1 gésterilmigtir. Bu iiriinlerin epitel ve bag dokusuna dogrudan
zarar verdikleri, kismende diseti lezyonlarinda doku yikimindan sorumlu olduklan
belirtilmigtir. Periodontal hastaliklarin klasik periodontal cerrahi tedavisinde cep
eliminasyonu i¢in kok yiizeylerindeki eklentiler ve graniilasyon dokularn uzaklastinlir,
Tedaviyi takiben iyilesme kayip periodontal dokularin rejenerasyonundan ¢ok tamiri

seklindedir.

Periodontal tedavinin asil amac: yikici periodontal hastalik sonucu kaybedilen
dokulann fonksiyonel konumlanyla rejenere olmasidir. Periodontal dokulann re-
jenerasyonu afiz ortamina agilmig kok yiizeylerinde yeni sement olusumu, bu
dokuya insersiyon yapan yeni kollajen fibriller, yeni kemik dokusu ve periodontal
ligamentin gelismesi ile gergeklesir. Giiniimiizde, periodontal tedavi sonrasi yeni

atagman olusturmak iizere iki yaklasim iizerinde durulmaktadir;

1) Sementoblastlara farkhilagma potansiyeline sahip oncii hiicrelerin sadece

hastaliktan etkilenmeden kalan periodontal ligamentte mevcut oldufu teorisine



dayanarak, hastaliktan etkilenmis kok yiizeyinin bu hiicrelerce repopiile edilmesine

olanak saglamak,

Z ) Agz ortamina acilmig kék yiizeyinin, hiicre atagmani ve farkhlagmasi igin

daha iyi bir substrat olugturmasi amaci ile modifiye edilmesidir.

Yeni atagman olugmasinda kok yiizeyinin niteli§inin 6nemli bir rol oynadigi,
hatta biiyiik 6lgiide belirleyici faktdér oldugu savunulmaktadir. Periodontal tedavi
sonras! iyilesmede, kok yiizeylerinin icerdigi sitotoksik faktorlerin belirli tekniklerle
kaldiniimasi, bu yiizeylerin biyolojik olarak uygun hale getirilmesi agisindan 6nemlidir.
Bu amagla, kiiretler ve ultrasonik aletlerle yapilan mekanik kék yiizeyi tedavisine
ek olarak kok yiizeyini demineralize edici ajanlar kullaniimaktadir. Kok yiizeyinin
demineralizasyonu ve bunun sonucunda organik matriksin agifa ¢ikmas: ile dig

yiizeyine periodontal bag dokusu atagmani artmaktadir.

Periodontal tedavide subgingival bakterileri elimine etmek i¢in mekanik islemlere
ek olarak Klorhekzidin glukonat (CHx) gibi antimikrobiyal ajanlar kullaniimaktadir.
Hiicre kiiltiirtinde sitotoksik oldugu gosterilen CHx' nin fibroblastlar iizerindeki

bu etkisi rejenerasyonda énemli olabilir.

Bu g¢aligmada, in vitro olarak elde edilen insan periodontal ligament fib-
roblastiarinin defisik kék yiizey tedavisi uygulanmig olan hastalikii ve saglikl kok
kesitierine olan atagmamini, oryantasyonunu aragtirmak ve bu ajanlan kiyaslamak

amaglanmistir.



LITERATUR BILGI

Periodontitis, disetinde baslayan iltihabi olayin disi destekleyen dokulara
yayilmasi ile geligsen, periodontal cep olusumu ve alveolar kemik kaybina neden
olan iltihabi bir hastahktr {15, 29, 36, 60]. Hastalifin olusumunda ¢esitli etkenler
rol oynamakla beraber primer etyolojik etkenin mikrobiyal plak oldugu ¢esitli arastirmalar
sonucu ortaya konmustur [1,28,37,43,67). Ancak yapilan ¢aligmalar, sadece mik-
roorganizmalarin varlifinin hastalifin patogenezini aciklamada yetersiz kaldigini,
hastaligin geligsebilmesi ve ilerliyebilmesi i¢in mikroorganizmalar ve konak savunma
mekanizmalan arasinda bazi etkilesim sistemlerinin bulundugunu géstermektedir.

Bu etkilesimler ¢esitli yollarla olusmaktadir;

1) Bazi bakteri endotoksinleri normal savunma mekanizmasinin fonksiyon

gormesini engellemekiedirler.

2) Bakteri komponentleri konagin ¢esitli hiicreleri ve sistemleri ile etkilegime
girerek akut iltihabi cevabi ve bunu takiben immunopatolojik olay: baslatmakta

ve bazi patolojik doku degisikliklerinin olugsmasina neden olmaktadirlar.

3) Endotoksin gibi bazi bakteri komponentleri dogrudan, kemik hiicrelerini

etkileyerek rezorbsiyonun olusmasina yol agmaktadirlar.

Konak savunma sistemi hiicreleri mikrobiyal plak ile karsilastifinda hem doku
yikici hem de koruyucu mekanizmalar aym zamanda aktive olmaktadirlar. ltihabi
cevap sonucu gerceklesen doku yikimi, savunma ve tamir mekanizmalan yeterli

olmadifinda meydana gelmektedir [3. 48, 801



Periodontal hastaliklarin klasik periodontal cerrahi tedavisini takiben, yeterli
plak kontrolii icin uygun dokular elde edilebilmesine ve periodontal doku yikiminin
durdurulabilmesine ragmen genellikle kayip periodontal dokularin rejenerasyonu
gerceklesmez. Tedaviyi takiben iyilesme, kayip periodontal dokulann rejenerasyonundan
cok tamiri seklindedir ve kék yiizeyine uzun birlesim epitelinin atagmani ve paralel
dizilmis kollajen fibril adezyonu ile sonuglanir [20, 35, 68]. Kok yiizeyinde olusan
epitelyal atagmanin daha zayif bir bariyer oldugu, mikrobiyal plak ve iiriinlerinin
uzun birlesim epiteline penetre olabildifi gosterilmistir {54, 55. 58]. Kok yiizeyinde
olusan bag dokusu atagmam, bakteriyel penetrasyona, periodontal doku yikimi ve

cep olusumuna direng saglar [2. 5, 78, 79].

Periodontal hastalifin patogenezinin ve dokulann cerrahi islemlere olan cevabinin
daha iyi anlasilmasi, periodontal tedavide 6nemli derecede gelismeye neden olmustur.
Aynca, uygulanmakta olan tedavi modellerine eklenen yontemler siirekli ge-
listirilmektedir [78). lyilesme sirasinda epitelin apikale gogiinii geciktirerek, hastalikh
kok yiizeyine periodontal ligamentin Oncii hiicrelerinin gégiine ve bu yiizeyde bag
dokusu atagmaninn olugmasina olanak saglayacak ¢esitli teknikler Onerilmistir [47].
Bunlar, bariyer membranlann kullaniimasi (Yb'nlena’irilmi;v Doku Rejenerasyonu),
kemik defektlerine greftlerin yerlestirilmesi ve kok yiizeyinin yara iyilegmesi igin
daha uygun hale getirilmesidir. Yapilan in vifro ¢alismalardan, kok yiizeyine yeni
bag dokusu atagmaninin olugmasinda fibroblastlarin kdk ylizeyine gé¢iiniin, atagmaninin
ve oryantasyonunun Onemli oldugu anlasilmisnr. Degisik ajanlar uygulanan koék

yiizeylerinin fibroblast fonksiyonlanm etkiledigi goriilmiistiir [23, 32, 57. 61].

Patolojik olarak degismis kdk yiizeylerinden, plak ve distasinin, kdke bagh
toksinlerin ve kontamine sementin uzaklastinlmasina ek olarak, kayip periodontal

atagmanin rejenerasyonunu arttirmak igin, periodontal tedavi sirasinda kék yiizeyleri



demineralize edilmektedir . Pitaru ve Melcher [57], sement demineralizasyonunun
oryante hiicrelerin, kollajen fibrillerin gelisimini arttirdigini ve .in vitro olarak, digeti
fibroblastlarinin géclinii, atagmanini , oryantasyonunu stimiile ettigini gostermiglerdir.
Periodontal yara iyilesmesinin erken safhalarinda, sementin demineralizasyonu ile
ag18a ¢cikan kollajenin, bag dokusu hiicrelerinin fizyolojik organizasyonunu diizenledigini
ve fibroblastlarin dige atagmamini arttirdifim rapor etmislerdir. Aynca, deminera-
lizasyonun, yeni sentez edilen kollajenin, agifa ¢ikmig dentin veya semental kollajene
yapisabildi§i, bdylece yeni sement ve sharpey fibrillerinin olugumuna duyulan

gereksinimin ortadan kalktifn belirtilmigtir.

Demineralizasyon amaci ile degisik ajanlar kullanilmaktadir. Kok yiizeylerinin
demineralizasyonunda asitlerin kullanilmas: 19. yiizyilin son on yilinda baglamigtir.
Bu teropatik yaklasima, hayvanlarda 2-3 dakika sitrik asit uygulamanin en fazla
atagmani, sonrasinda sementogenezisi, minimal semental rezorbsiyonu olusturdugunu,
pulpal cevabin olmadifin ve gevre yumusak dokuda en az koagiilatif etkiyi olusturdugunu
belirten Register ve Burdick [65], Crigger ve arkadaglarinin [22] ¢aligmalan ile ilgi

artmigtir.

Digtag: temizlifi ve kok diizeltmesine ek olarak, hastalikl: kék yiizeylerine
pH's1 1 olan sitrik asidin 3 dakika uygulanmas: ile yiizey demineralizasyonu, yeni

periodontal atagmani su mekanizmalarla etkiledifi One siiriilmektedir [23];
1) Sementogenezisin hizlanmasa,
2) Bag dokusunun girigine izin veren dentinal tiibiillerin geniglemesi,
3 ) Endotoksin ve diger toksik mikrobiyal plak iiriinlerinin uzaklastirilmasi,

4) Mezengimal hiicrelerin osteoblast veya muhtemelen sementoblastlara

doniisimiiniin baslamasi,

5) Kok dentinal kollajeninin agi1fa ¢ikmasi.



Sitrik asitin uygulanmas ile atagman kazancinin, yumusak doku flap fibrilleri
ile ag1ga ¢ikan dentin matriks fibrillerinin birlegmesi sonucu oldugu diisiiniilmektedir
{19, 25]. Bu birlesmeyi daha sonra sementogenez ve osteogenez takip eder [23,
48). Boyko ve arkadaslari [11], agi1ga ¢ikmus fibrilleri olan demineralize kok yiizeylerinin,
dis yiizeylerine fibroblast atagmani icin daha uygun yiizeyler olusturdugunu be-
lirtmislerdir.

Pitaru ve arkadaglan [52, 56], yaptiklan in vifro ¢aligmalarda, diger bir asidik
ajan olan pH's1 7,4 Etilendiamintetraasidik asidi (EDTA) kok yiizeyine 30 dakika
vyguladiklarinda fibroblastlarin migrasyonu, atagmani ve oryantasyonunun arttifini

gostermislerdir.

Demineralizasyonda asidik 6zelliklerinden dolay: antimikrobiyal bir ajan olan
Tetrasiklin HCI'de kullamlmaktadir. Sistemik olarak uygulanan tetrasiklinler, diseti
cebi sivisinda potansiyel periodontopatojenleri dldiirebilecek veya inhibe edebilecek
yeterli konsantrasyonda bulunurlar [27, 40). Tetrasiklinler, memeli nétrofil kollajenaz
inhibitorii olduklanindan, nétrofillerin eslik ettii lokal doku yikimmi azaltabilirler.
Dentinal yiizeylere dogrudan baglanan tetrasiklinler, yiizeyi demineralize edebilirler
[40]. Terronova ve arkadaslar [70] tarafindan yapilan in vitro bir calismada, tetrasiklin
ile demineralize edilen dentin yiizeyinin fibronektin baglanmasina elverisli hale geldigi
ve fibronektinin de fibroblast atagmanimi arttirdif: gosterilmistir. Demineralize koklerin,
fibronektini mineralize k¢klerden iki kat fazla bagladifi ve bu baglanmamn kok yiizey
kollajeninden dolay: olduu belirtilmistir [38, 52]. /n vitro cahigmalarla, fibronektinin

epitelyal hiicre atagcmanmimi ve biiyiimesini engelledii rapor edilmistir [4,71,72].

Periodontal tedavide, bag dokusu atagmanim kolaylastirmak i¢in, yara alaninda
kék yiizeyinin demineralizasyonu [24, 64] ve sonrasinda matriks kollajen fibrillerinin
aciga cikmasinin atagmam arttirdifi savunulmug [25, 64] ve bunun gerceklesmesinde

3 olas1 mekanizma &ne siiriilmistiir;



1 )'Demineralizasyon]a aciga cikan, koliajen matriks fibrillerinin, yeni sentez
edilen kollajen fibrillere eklenebildigi, boylece kok yiizeyine atagman igin sementogeneze

gerek kalmadid [24, 57].

2 ) Postoperatif fibrin pthtisinin demineralize koklere, mineralize kéklere gore,
daha iyi yapistifa ve bu yapigmanin epitelin apikale go¢ etmesini dnleyebilecegi
ve bag dokusu hiicrelerinin kk yiizeyine go¢ ve yapismast igin yeterli zamani sagladif

[53. 64],

3) Agia cikmig matriks kollajen fibrillerinin fibroblast atagmam ve geligimi
icin mineralize dig ylizeylerinden daha uygun yiizeyler olusturdugu, ayrica semental
yiizeylerin demineralizasyonunun oryante hiicrelerin ve kollajen fibril sistemlerinin
gelisimini arttirdiffy ve diseti fibroblastlannin gogiinii, atagmanini ve oryantasyonu

in virro olarak stimiile ettigi gdsterilmistir [53, 68].

Dentin veya sementin demineralize edilmesinin, insan digeti fibroblastlarinin
goc, atagman ve oryantasyonunu stimiile etmede, mineralize yiizeylerden ve de
demineralize dentinin demineralize sementten daha etkili oldugu bildirilmistir

[52].

Periodontitisin geleneksel tedavisi, supragingival plagin oldugu kadar
subgingival mikrobiyal popiilasyonun kontroliinii de icerir. Mikrobiyal kontrol,
mekanik olarak (disragi temizligi, kok diizeltmesi ve iyi oral hijyen) ve/veya
antimikrobiyal ajanlaria yapilabilir. Son zamanlarda popiiler olan antimikrobiyal
ajanlardan biri, subgingival irrigasyon soliisyonu veya agiz gargarasi olarak kullanilan,
CHx' tir {1,9,17,30,63}. CHx, katyonik bir molekiildiir. Ajanin bakterisid etkisi
mikroorganizmalarin osmotik dengesini degistiren katyonik molekiiliindendir.
Mikrobiyal plak kontrol ajam olarak CHx gargaranin etkisi, bilyiik 6lgiide gargaranin

afizda kahicilifina baghdir. CHx oral yilizeylere adsorbe olur ve yavagga aktif



formda salhimir. Pek ¢ok gahgmada, CHx gargaramin plak kontroliine ve digeti enflamasyonuna
etkili oldufu gosteriimistir [5.17. 33]. Lindhe ve arkadaslan [42), CHx ile tedavi
edilen kopeklerde, gingivitisin azaldigim ve plak miktannda 6nemli derecede bir
azalma oldugunu belirtmiglerdir. Bakaeen ve Strahan [8] yaptiklan bir ¢aliymada,
plak indeksi, gingival indeks, diseti cebi sivisi veya cep derinliginde 6nemli bir
degisiklik gorememelerine ragmen, periodontal cerrahiden sonra CHx kullanildifinda
daha az postoperatif agn olabilecegini rapor etmisglerdir. Bunlarin tersine gesitli
caligmalarda, CHx' nin insan hiicreleri ve graniilasyon dokulan iizerine toksik etkileri
gosterilmistir. Paunio ve arkadaslan [50] ile Basetti ve Tallenberger [10], CHx'
nin graniilasyon doku olugumunu geciktirdigini belirtmiglerdir. Helgeland ve arkadaslar
[34], CHx' nin insan epitelyal hiicrelerinin kiiltiiriine toksik etkisi ve insan eritrositlerinin
hemolizine neden oldugunu kamtlamiglardir. Klinikte kullanmilandan daha diisiik CHx
konsantrasyonlarinin, insan fibroblast ve HELA hiicre kiiltiirinde hiicre ya-
ralanmasina, hiicre 6liimiine ve protein sentezinin inhibisyonuna yol agtifi

gosterilmistir {30].



MATERYAL VE METOT

Calismada kullanilan periodontal ligament fibroblast kiiltiirii icin gerekli hiicre,
yaslari 9-15 arasinda degisen, sistemik olarak saglikl bireylere ait, ortodontik tedavi
oncesi ¢ekim endikasyonu konulmus dislerin, gekim sonrasi kok yiizeylerinde kalan

periodontal ligament doku parcalarindan Gracey kiireti ile kazinarak elde edildi.

Cekilen disler, konsantre antibiyotik (/.Omg/mi penisilin G, 0.05 mg/mi gentamisin
ve 3.0 mg/ml fungizon) igeren Eagle Minumum Essential Medium* MEM)
vasatinda muhafaza edilerek Selcuk Universitesi Veteriner Fakiiltesi Viroloji

Bilim Dali, hiicre kiiltiirii laboratuvarina gotiirildid (Resim 1).

Resim 1: Konsantre antibiyotik iceren Eagle MEM vasatina konan cekilmig digler.

* Gibco Lid. P.O. Box 35, Paisley, Scottland, UK.



Hiicre Kiiltiirlerinin Hazirlanmasi

Periodontal ligament fibroblastlan, in vitro kosuliarda, hiicre kiiltiirii ¢alismalan

icin uygun arag ve gerecin varlifinda, steril sartlarda iiretildiler.

Steril sartiarda Eagle MEM tagiyict vasati iginde S.U.V. E Viroloji Bilim
Dali, hiicre kiiltiirii laboratuvarina gétiiriilen diglerden, periodontal ligament doku
pargalari Gracey kiireti ile kazinarak alindi. Primer hiicre kiiltiirlerinin hazirlanmasi
sirasinda, kok yiizeylerinden elde edilen periodontal ligament doku pargalari, Fosfat
Buffer Saline- Medium (PBS-M) ile yikanarak hiicrelerin sise ylizeyine yapigmasini

engelleyen faktdrier ortamdan uzaklastirildi.

Bir petri kutusu iginde, doku pargalan bistiiri ile daha kiigiik pargalara ayrildi.
Hiicre kiiltiir siselerine* birer damla Fotal Dana Serumu ** (FDS) konuldu. Her
serum damlasinin igine, bir doku pargasi gelecek sekilde, periodontal ligament doku
pargalan hiicre kiiltiirii gigelerine dagitild:. Sise kapaklan hafifce kapatilarak, hiicre
kiiltiirii yiseleri 37°C'ye ayarl inkiibatorlere kaldirildi, Her doku pargasinin tizerine,
24 saat inkiibasyondan sonra, %20 oraninda FDS iceren Dulbecco Modifiye Eagle
MEM vasatindan*** (hiicre iiretme vasat) birer damia ilave edildi (Resim 2). Ertesi
glin biitiin hiicre kiiltiirii sigelerine, doku parcalarinin iistiinii kaplayacak kadar %15
FDS igeren hiicre tiretme vasatindan konuldu. Doku pargaciklar hergiin hiicre kiltiirii

mikroskobunda****, hiicre tiremeleri yoniinden kontrol edildi.

Tam hiicre iremesi saglanincaya kadar, hiicre iiretme vasati her 5 giinde
bir deistirildi. Monolayer olarak iiremesini tamamlayan hiicre kiiltiirieri subkiiltiir

icin igleme alindi.

* Sigma Chemical CO, USA
** Paesel GmBH and Co, Frankfurt, Germany
*** Sigma Chemical CO, USA
****  Olympus C-K, Tokyo, Japan



Resim 2:  Hiicre kiilniiriinde kullamilan vasatlar.

Monolayer olarak iiremesini tamamlayan hiicrelerin iizerindeki hiicre iiretme
vasati dokiildii. Hiicre yiizeyleri PBS-M ile yikanarak 6lii hiicre ve vasat artiklar
ortamdan uzaklagtinldi. Monolayer olarak iireyen hiicreleri yiizeyden kaldirmak
icin % 1'lik Tripsin* ve PBS-V (Versen) soliisyonlarindan (I kisim tripsin +19
kistm PBS-V olmak iizere) ilave edildi. Hiicre kiiltiirii gigeleri 37°C'ye ayarh
etiivde 10 dakika bekletildi. Bu siire sonunda Tripsin + PBS - V soliisyonunun
icine gegen hiicreler santrifij tiipiine aktarildi. Hiicreleri tiipiin dibine ¢oktiirmek
amaci ile, 800-1000 devir/dak da 10 dakika santrifiije edildi ve supernatant
uzaklagtinldi. Hiicre peleti bir miktar hiicre iiretme vasati ile resiispanse edildi

ve Thoma laminda hiicre sayimi yapildi.

Siispansiyon, FDS (%15-20) ve konsantre antibiyotik iceren Dulbecco Modifiye

* Gibeo Lid. P.O. Box. 35, Paisley, Scottland, UK.



Eagle MEM ilave edilerek hiicre kiiltiirii siselerine konuldu (Resim 3). Siseler,
37°C'ye ayarh etiive kaldirildi. Hiicrelerin iiremesi 24 saat sonra baglamak iizere
hergiin kontrol edildi. Yeterli iireme gosteren hiicre kiiltiirlerinin tekrar subkiiltiirleri
yapildi. Arastirmada. periodontal ligament hiicre kiiltiirlerinin 10. pasaji kullanildi.

Deney oncesi tripan mavisi kullanilarak hiicrelerde canhilik tespiti yapiidi.

Resim 3: Hiicre kiiltiir sigeleri.

Kok Kesitlerinin Hazirlanmasi

Caligmada kullanilan kok kesitleri, son 6 aydir antibiyotik tedavisi uy-
gulanmamus, sistemik olarak saghikli, yaslari 35-45 arasinda degisen ve periodontal
cekim endikasyonu konulmus bireylerin anterior dislerinden ve sistemik olarak
saglikli, yaslari 10-15 arasinda degigen ve ortodontik tedavi 6ncesi cekim endikasyonu

konulmug bireylerin premolar diglerinden elde edildi (Resim 4, 5).
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Resim 4: Otopolimerizan akril igine kronlarindan géonuilen periodontal olarak saglikl: digler

Resim 5: Otopolimerizan akril igine kronlarindan gémiilen periodontal hastalikli digler.
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Cekilen disler, konsantre antibiyotik iceren Eagle MEM vasatinda, sonraki
iglemier yapilincaya kadar +4°C'de sakiandi. Disler 1x1x3cm boyutunda, otopolimerizan
akril i¢ine kronlanindan gomiildiiler. Daha sonra hastalikli kok ylizeylerine distag
temizligi ve kok diizeitmesi yapiidi. Kok diizeltmesi islemini standartize edebilmek
icin, kesitlerin alinacagi bolgenin gevresi boyunca 30 Gracey kiiret darbesi uygulandi.
Kok kesitleri, bu iglemlerin uygulandigi dislerden, bilgisayar kontrollii cihaz ile
(Emco, Austuria) elmas rotatif testere kullamlarak, hastalikli koklerin cep ortamina
agilmig kisimlanndan olabilmesi igin, miimkiin oldugunca disin kolesine yakin bélgeden,
300 pm kalinlifinda (ilerieme hizi 4 mmidak. devir sayisi 500 dev/dak) elde edildiler.
Islem sirasinda dis kokii, serum fizyolojik ile sogutuidu (Resim 6, 7). Tasiyici vasat
icinde tutulan dis kokii kesitleri 3 kez konsantre antibiyotik soliisyonu ile yikandi
ve 37°Cye ayarli etiivde 24 saat bekletildi. Sonrasinda antibiyotik soliisyonu i¢inden
alinip Eagle MEM vasati ile 5 kez yikand1 ve %15 FDS ve %10 antibiyotik iceren
Eagle MEM icinde 37°C'de bir giin daha bekletildi. Daha sonra kok kesitleri 6 gruba

ayrilarak her bir gruba asagidaki islemler uygulandu.

1. grup Tetrasiklin (T): Periodontal hastalikl: kok kesitleri, 100 mg/ml
seklinde hazirlanan tetrasiklin HCI icinde 5 dakika bekletildi.

2. grup Etilendiamintetraasidik asit (EDTA) : Periodontal hastalikli késk
kesitleri, % 181k EDTA (pH 7.2) icinde 30 dakika tutuldu.

3. grup Sitrik Asit (SiA) : Periodontal hastalikli kok kesitleri, pH'st 1 olan
sitrik asit iginde 3 dakika bekletildi.
4. grup Klorhekzidin (CHx) : Periodontal hastaliki kok kesitler,

% 0.2'1ik CHx soliisyonu icinde 5 dakika bekletildi.

5. grup Hastalikii Kontrol (HK): Hastalikl k6k kesitlerine sadece distas:

temizligi ve kok diizeltmesi yapildi.

6. grup Saghikli Kontrol (SK) : Kok diizeltmesi yapilan saghkl kok

kesitleri kontrol grubunu olugturdu.



Resim 6:

Resim 7: 300 um kalinhiginda kok kesiti elde edilirken.



Kok Kesitlerine Hiicre Kiiltiirii Konulmas

Canlilik tespiti yapilmig 10. pasaj periodontal ligament hiicreleri, %15
FDS iceren Dulbecco Modifiye Eagle MEM vasatinda = siispanse edilerek
sayimlan yapildi. Daha 6nce amaca uygun olarak hazirlanan tim kok kesitleri,
PBS ile iki kez yikanarak gaplart 3,5 cm olan steril petri kutularina yerlestirildiler.
Uzerilerine 2,8x105 hiicre/ml igeren vasattan 2 mi ilave edildi (Resim 8). Petri
kutulari, 37°C'ye ayarli CO, 'li etiivde 60 dakika siire ile inkiibasyona birakildi.
Bu siire iginde her 15 dakikada bir, vasat hafifce pipete edilerek hiicrelerin re-
siispansiyonu saglandi. Bu islemlerin yapildigi giin, aragtirmanin baglangig giind

olarak kabul edildi.

Resim 8: Uzerine hiicre ilave edilmig kiik kesitlerinin mikroplate'deki gériintiileri.

Olgiim yontemi, Pitaru ve Melcher'in [56] yontemlerine gore yapildi. Buna
gore, faz kontrast mikroskobunda iris diyafram kismen kapali tutuldugunda, koke
oryante olan hiicreler, oryante olmug refraktil materyal gortintiisii sergilediler. Herbir

kok kesitinin, 3., 7., 10. ve 14. giinlerde x20 hiiyiiitmede fotografi gekildi. Kok kesitlerinin



17

fotografini bir biitiin olarak almak miimkiin olmadigindan, ortalama 10-18 ayri parga
halinde fotograf ¢ekildi ve bunlar birbirine eklenip montaj yapildi. Fotograflarin
gekildigi giinlerde ki Atagman Indeksi (A7), Oryantasyon indeksi (OF) ve Modifiye
Oryantasyon Indeksi (MOI) hesaplandi.

Al : Hiicrelerin kok cevresinde yapistifi toplam mesafe uzunlugunun kokiin
tiim ¢evresine olan orani,

OI : Kok kesitine yapisan hiicrelerin olusturdugu toplam refraksiyon yiizey
alanminin, hiicrelerin kok c¢evresinde yapigtifi mesafe uzunluguna orani,

MOI : Kok kesitine yapisan hiicrelerin olusturdugu topiam refraksiyon yiizey
alaninin, kokiin tiim gevresine olan orani, olarak belirlendi.

Indeks hesaplamalan igin gerekli olan kok kesiti gevresi ve hiicrelerin kok
cevresinde yapistigi mesafe uzunluklar, kok kesitleri tizerine yapigtirilan aydinger
kagidina kopya edilerek, ince bir tel yardim ile 6lgiildi. Hiicrelerin kok kesitleri
etrafinda olugturdugu tabakalarin yiizey alani ise, planometre* ile hesaplandi.

Al, OI ve MOI degerlerinin gruplar arasindaki farklilifini test etmek igin

ANOVA Varyans Analizi [69] uygulandi.

* Kowzumi Japan (No: 26147)



BULGULAR

Hiicre kiiltiiriiniin yapiimasindan 14-18 giin sonra, doku pargalar etrafinda
fibroblastik ozellik tagiyan hiicreler mikroskobik olarak saptandi. Ortalama 4-5
hafta sonra doku pargasi etrafindaki hiicreler yogun bir sekilde artis goéstererek
doku kiiltiirii gigesinin bazi kisimlarinda birbirleri ile birlegen tek tabaka hiicre kiiltiirii
olusturdular. Boylece primer olarak eide edilen periodontal ligament hiicre kiiltiirii,
tripsinizasyon yéntemi ile subkiiltiire edildi. % 20 oraninda FDS' nun kullanilmas,
hiicrelerin maksimum iiremesi i¢in en iyi sonucu verdi. Birinci pasaj sonunda saglikli
bir gekilde tipik fibroblastik morfoloji gosteren hiicreler, ortalama 4-6 giinde tek
tabaka olusturdular. Elde edilen periodontal ligament kiiltiirleri 10. pasaja kadar

sagiikh bir sekilde tireme gosterdiler (Resim 9).

Resim 9: Insan periodontal ligament fibroblastiarinin 10. pasajdaki goriintimii (x200).
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Orneklerden cekilen fotografiar, 3. giin incelendiginde, hiicrelerin tiim kok
kesitlerine degisik oranlarda yapistifi ancak, bu yapismanin AI, OI, MOI degerlerini
hesaplayabilecek kadar yeterli olmadigi gozlendi (Resim 10). Bu nedenle sadece

7., 10. ve 14. giinlerdeki degerler hesapland: ve degerlerin istatistiki analizinde

gruplar arasinda anlamli fark olmadig gozlendi (p>0.05), (Tablo 1,2,3).

Resim 10: Degigik ajanlarin uygulandigi kok kesitlerinin 3. giindeki Faz Kontrast Mikroskobundaki

goriintiileri. a)T, b)SiA, c¢)ETDA, d)CHx, e)SK, [)HK
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Tablo 1. Degigik ajanlarin uygulandigi kok kesitlerinde Atacman Indeksinin giinlere gére dagilimi

ve Atagman Indeks degerlerinin altt grupta degigiminin Varyans Analizi sonuglar:.

Giinler T SiA EDTA CHx SK HK

7 0.925 0.692 0.638 0.804 0.907 0.576

10 0.646 0.691 0.564 0.951 0.842 0.368

4 0.634 0.175 0.526 0.191 0.440 0.164
Degisim Serbestiik Kareler Kareler 5 h
Kaynagi Derecesi Topiami Ortalamas:

Gruplar Arast 5 0.299 0.060 0.892 >0.05
Gruplar Ici 12 0.805 0.067 - -

Genel 17 1.104 - - -
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Tablo 2. Degisik ajanlarin uygulandigi kok kesitlerinde Oryantasyon Indeksinin giinlere gére dagihmi

ve Oryantasyon indeks degerierinin alt grupta degisiminin Varyans Analizi sonuglari.

Giinler T SiA EDTA CHx SK HK

7 1.040 0.948 1.008 0.765 0.961 0.421
i0 2115 0.859 0.957 0.627 1.043 0.308
14 0.411 0.394 0.623 0.352 0.489 0.301
Degisim Serbestiik Kareier Kareler F .
Kaynagi Derecesi Toplam Ortalamasi

Gruplar Arasi 5 1.216 0.243 1.441 >0.05
Gruplar ici 12 2.026 0.169 - -
Genel 17 3.242 - - -
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Tablo 3. Degiyik ajanlarin uygulandigr kik kesitlerinde Modifiye Oryantasyon Indeksinin giinlere
gore dagilimi ve Modifiye Oryaniasyon Indeks degerlerinin altt grupia degigimininVaryans

Analizi sonuglari.

Giinler T SiA EDTA CHx SK HK

7 0.962 0.652 0.643 0.616 0.872 0.242

10 1.368 0.594 0.540 0.597 0.879 0.113

4 0.261 0.083 0.328 0.067 0.215 0.062
Degisim Serbestlik  Kareler Kareler F o
Kaynagi Derecesi Toplami Ortalamasi

Gruplar Arasi 5 0.889 0.178 15525 >0.05
Gruplar igi 12 1.399 0.117 - -

Genel 17 2.289 - - -
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ANOVA Varyans Analizine gore gruplar arasinda anlamli fark olmamakla beraber,

7., 10. ve 14. giinlerde gruplara gore degerlendirme su sekilde idi.

7. GUN; T grubundaki kok kesitleri, difer tiim kok kesitlerine oranla
en yiiksek Al degerini gosterirken, HK grubundaki kesitler ise en diisiik degeri
gosterdiler. SiA ve EDTA grubundaki kok kesitlerinde degerler birbirine yakindi.
Kok kesitlerinde AI degeri en biiyiik degerden en kiigiige dogru T, SK, CHx,

SiA, EDTA, HK olarak saptandi.

Tutunan hiicre oryantasyonu agisindan, en yiiksek OI degeri, T grubundaki
kok kesitlerine, en diisiik deger de HK grubuna aitti. En yiitksek OI degerinden

en diisiik degere dogru siralama T, EDTA, SK, SiA, CHx, HK seklinde idi.

En yiiksek MOI degeri T grubundaki kok kesitlerinde goriiliirken, en diisiifii
HK grubunda goriildii. Kok kesiti gruplarinda MOI degeri en biiyiikten kiigiige

dogru T, SK, SiA, EDTA, CHx, HK olarak saptandi (Grafik I),(Resim 11).
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Grafik 1: Degigik ajanlarin uygulandigi kok kesitlerinde 7. giine ait Atagman ,

Oryantasyon ve Modifiye Oryantasyon Indeks degerleri.



vy YA

k ajanlarin uygulandigi kok kesitlerinin 7. giindeki Faz Kontrast Mikroskobundaki

goriintiileri. a) T, b)SiA, c¢) ETDA, d)CHx, e)SK, f)HK
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10. GUN; CHx grubundaki kok kesitlerinde AI deeri ¢ok az artarken,
SiA grubundaki kok kesitlerinde degigmedi. Diger gruplarda ise genelde diisme
egiliminde idi. En biiyiik AI degerinden en kiiciik degere dogru siralama su
sekiide idi : CHx, SK, SiA, T, EDTA, HK.

T grubundaki kok kesitlerinde OI degeri belirgin bir sekilde artarken, SK
grubunda az bir artig gosterdi. Diger gruplarda ise azaima oldu. En yiiksek OI

degerinden en diisiige dogru T, SK, EDTA, SiA, CHx, HK sekiinde siralandi.

T ve SK grubunu olusturan kok kesitlerinde MOI degeri artarken diger
kok kesitierinde azaldi. En yiiksek MOI degerinden en diigiige dogru siralama T,

SK, CHx, SiA, EDTA, HK seklinde idi (Grafik 2) , (Resim 12).
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Grafik 2: Degigik ajanlarin uygulandigi kok kesitlerinde 10. giine ait Atagman ,

Oryantasyon ve Modifiye Oryantasyon Indeks degerleri.



Resim 12: Degigik ajanlarin uygulandig kok kesitlerinin i0. giindeki Faz Kontrasi Mikroskobundaki

goriintiileri. a)T, b)SiA, ¢)ETDA, d)CHx, e)SK, f)HK



14. GUN : En
grubunda idi. En yiiksek AI degerinden en diisiife dofru siralama T, EDTA,
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SK, CHx, SiA, HK sekiinde oldu.

EDTA uygulanmis kok kesitlerinde en biiyik OI degeri goriiliirken, en

kiiciik deger HK grubunda goriildii. En biiyiik deferden en kiiciik defere dogru

EDTA, SK, T, SiA, CHx, HK seklinde siralandi.

En biiyiik MOI degeri EDTA uygulanmis kok kesitlerine, en kiiciik deger

ise HK grubuna aitti. En biiyiik degerden en kiigiik degere dogru siralama EDTA,

T, SK, SiA, CHx, HK olarak beliriendi (Grafik 3), (Resim 13).

biiyilk AI degeri T grubunda goriiliirken, en kiicik HK
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Grafik 3: Degigik ajanlarin uygulandig: kok kesitlerinde 14. giine ait Atagman ,

Oryantasyon ve Modifiye Oryantasyon indeks degerleri.
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Resim 13: Degigik ajaniarin uygulan cesitlerinin 14. giindeki Faz Kontrast Mikroskobundaki

gorintidleri. a) T, b) ETDA, c)SK, d)HK



TARTISMA

Periodontal doku rejenerasyonu ile ilgili ¢aligmalarda ilerideki arastirmalarn
asagidaki 3 konuya yonelmesi gerektigi belirtilmistir[47]; (1) kok yiizeyinde iyilesmekte
olan yaranin korunmasi (koronale repozisyone flap), (2) bariyer membranlar
kullanilarak periodontal ligamentten kiken alan hiicrelerin kok yiizeyini repopiile
etmelerini saglamak (Y DR) [6. 14.16,41,44,46.47.59.75]. (3) kik yiizeyinde pihtinin
olgunlagmasini hizlandirmak ve adezyonunu arttirmaya yonelik girigimler (kok yiizeyine
cesitli ajanlarin uygulanmasi) [11,22,71]. Sonuncuda uygulanan ajanlar, periodontal
ligament hiicrelerini kék yiizeyini repopiile edebilmeleri igin stimiile eder veya
repopiilasyon igin kok yiizeyini uygun hale getirir. Yapilan birgok ¢aligmada [7.11,
18,62.66], kok yiizeyleri demineralize edildiginde bag dokusu atagmaninin arttigi
gosterilmistir. Bu ¢aligma , farkli ajanlarin uygulandifi hastahklh kok yiizeylerine,
in vitro olarak elde edilen insan periodontal ligament fibroblastlarinin atagmanini

ve oryantasyonunu degerlendirmek amac ile yapilmigtir.

Demineralizasyonun hiicre atagmanini arttirmadaki rolii hakkinda gesitli teoriler
one siiriilmiistiir. Boyko ve arkadaglari {11], asit demineralizasyonu ile dentinal
tiibiillerin geniglemesi ve kollajen fibrillerin agifa ¢ikmasinin fibroblast atagmani
igin daha uygun bir ortam olusturdufunu belirtmiglerdir. Polson ve Proye [62] fibrin
pihtinin demineralize koklere daha iyi yapistifim ve bu nedenle epitelin apikale
gociinii onlemede etkili bir bariyer olduunu savunurken, Garrett ve arkadaslan
{251, eski ve yeni kollajen fibriller arasinda bir yapisma oldugunu gostermislerdir.
Ayricainvitro sistemde kollajenin fibroblastlar igin kemoatraktan oldugu kanitlanmugtir

[26, 56, 57]).
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Ririe ve arkadaglari [66] ile Polson ve Proye [62], hayvanlarda sitrik asit
uygulanmis koklerde bag dokusu atagmanim gdzlemiglerdir. Fibrin baglantinin bag
dokusu atagmanini arttirdigini, bunun demineralizasyon sirasinda agi Fa ¢cikmug kollajen
fibrillere fibronektinin baglanmasi sonucu olustugunu belirtmislerdir. Demineralize
koklerin, fibronektini, demineralize olmayan koklerden iki kat fazla bagladifi ve
bu baglanmamin kok yiizey kollajeninden dolayi olugtufu rapor edilmigtir [38, 52].
Kopeklerde yapilan calismalarda koklere sitrik asidi takiben fibronektin uygulanmasinin
yeni atagmam % 66 oraminda arttirdig gosterilmigtir (12]. Fibroblast ve periodontal
ligament hiicreleri i¢cin kemoatraktan oldufu gosterilen fibronektinin, kok yiizeyine
baglandiginda epitelyal hiicre atagmanini ve epitelin apikale gogiinii engelledigi
belirtilmistir [13, 39, 45, 72]. Bu bulgular koke fibronektinin baglanmasim arttiran

islemlerin, yeni atagman ile iyilesmeyi olumlu yénde etkileyecegini gosterir.

Pitaru ve arkadaslari [52, 56, 57], yara iyilesmesinde bag dokusu atagmaninin
gerceklesmesi igin kok yiizeyine bag dokusu hiicrelerinin gogiiniin, atagmaninin
ve kok yiizeyi iizerinde kollajen sekresyonunun gerektigini ve bu durumun yeni
sentezlenen koilajen ile kok yiizeyi arasinda devamhihifii saglayacagini rapor etmiglerdir.
Pitaru ve Melcher[51], demineralize yiizeylerde baglangigta olugan hiicresel kpriilerin,
oryante yapilarin geligmesi igin, bir ¢ati olusturdugunu, olugan hiicresel kopriilerin
devamlilifi ve bu yiizeylere hiicrelerin gogiinde, demineralize olmayan yii-
zeylerden daha etkili oldugunu belirtmiglerdir. Bunlarin da in vivo yara iyilesmesine
katkida bulunabilecegini ileri siirmiislerdir. Ayrica insan [20.25] ve hayvan caligmalan
{22, 64], kok yiizey demineralizasyonunun periodontal yara iyilesmesini olumlu

etkiledigini ortaya koymustur.

Bu caligmada deney siiresince (7., 10. ve 14. giin) kimyasal ajaniarin uygulandif

tiim kok yiizeylerine fibroblast atagmaninin ve oryantasyonunun belirgin bir sekilde
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arttigi, hesaplanan AI ve OI degerlerinin hastalikh kontrol grubunu olugturan kok
kesitlerine ait degerlerierden, gruplar arasinda anlamli bir fark olmamaklia beraber
(p>0.05), daha yiiksek oldugu saptanmistir. Elde edilen veriler benzer ¢aligmalarin
bulgulart ile uyumludur. Bu ¢aligma ile demineralizasyonun, fibroblastlarin atagman

ve oryantasyonunu arttirdiina dair ek kanit elde edilmistir.

Hiicre atagmani bakimindan, SiA grubundaki kok kesitlerinde EDTA uygulanmig
kék kesitlerine oranla 7. ve 10. giinlerde AI' nin daha biiyiik ancak aradaki farkin
az oldugu gozlendi. Hiicre oryantasyonu, EDTA ve SiA grubundaki kok kesitlerinde
birbirine yakindi. Bu bulgu, sitrik asitin in vitro olarak erken atagman icin tercih
edilebilecek bir ajan oldugunu fakat 2 haftalik periottan sonra bu iki ajan arasinda
cok az tercih farki oldufunu gosteren Fardal ve arkadaslarinin [23] bulgularina

benzemektedir.

T ve SiA gruplarindaki kok kesitleri kargilagtinidiinda, T uygulanmig
kok kesitlerinin fibronektini daha fazla orania bagladigi ve ayni ¢aligmada tetrasiklinin
antimikrobiyal etkinliginin 48 saat siireyle devam ettigi rapor edilmistir (77]. Terronova
ve arkadaslari da [70] tetrasiklin uygulanmug kok kesitlerine, fibronektinin maksimum
bir sekilde baglandigini gostermislerdir. Parlar ve arkadaslari [49] farkh 6zelliklerdeki
kok kesitlerini hayvanlarin sirtina implante ettiklerinde sitrik asit ile demineralize
edilen kik kesitlerinde hiicre ve fibril atagmani olustuunu, tetrasiklin uygulanmig
kok kesitlerinde ise bu yonde bir gelisme olmadigim belirlemiglerdir. Bu ¢aliymanin
sonuglart, T grubundaki kok kesitlerinin 7. ve 10. giinlerde en biiyiik OI ve MOI,
7. ve 14.giinlerde de en bilyiik AT degerlerine sahip oldugunu gOstermistir. Bu sonug,
bazi ¢aligmalarla [4, 49] geliskili olmasina ragmen tetrasiklin uygulanmug koklerin
fibronektini sitrik asit uygulanmis koklerden daha fazla bagladiklarim gosteren

caligmalarla tutarhidir [70,77].
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CHx' nin klinik kullaniminin yani sira yara iyilesmesinde fibroblastlara olan
etkisini test etmek amaci ile, CHx uygulanmig kok kesitleri ¢aligmadaki bir diger
degiskeni olusturdu. Kok diizeitmesinden sonra subgingival irrigasyonda CHx
kullanildiginda, bakteri sayisinda azalma oldugu ve daha uzun siire mevcut mik-
roorganizmalarin  baskilandigi rapor edilmigtir [21. 31, 73, 74, 76]. Afiz gargarasi
olarak etkili ve giivenilir olmasina ragmen, in vitro olarak fibroblastlara oldukga
sitotoksiktir. CHx' nin in vitro sartlarda sitotoksik konsantrasyonunun in vivo
olarak bakterisidal bir aktivite sagladifi ve yara iyileymesine faydalt oldugu belirtilmistir.
Bu durum gesitli sekillerde agiklanabilir. In vitro hiicre kiiltiirleri bakteriden yoksun
olmasina ragmen, agiz bakteriden yana zengindir ve afiz ortaminda CHx bakterilere
baglandigindan konak hiicrelerine baglanma miktari azalir. Keratinize epitel CHx'
nin zararh etkilerinden bag dokusu hiicrelerini koruyan bir tabaka gérevi gorebilir.
Ayrica, CHx serum ve tiikriik ile presipite oldugundan bazi sitotoksik etkilerinin
engellendigi ve ajanin antimikrobiyal etkinliginin, periodontal cerrahi sonrasi yara

iyilesmesindeki sitotoksik yan etkilerine agir basabilecegi belirtilmistir {63].

Balog ve arkadaglari (91, in vitro bir caligmada CHx' nin gesitli konsantrasyonlarinin
farkli siirelerle direk insan periodontal ligament hiicreleri iizerine olan sitotoksik etkilerini
aragtirmiglar ve % 0,2 lik CHx konsantrasyonunun 30, 60 ve 120 dakikalik uy-
gulamalarindan 3 giin sonra hiicre sayimu yaptiklarinda canli hﬁcre sayisinda bir azalma
oldugunu saptamuglardir. Alleyn ve arkadasiani (5], yaptiklari in vitro bir galigmada
CHx' nin, fibroblastlarin kok yiizeyine atagmanini zayiflattifini gostermislerdir.. Bu
calismadaise hastalikli koklere kok diizeltmesi ve sonrasinda % 0,2 CHx uygulandifinda
hiicrelerin kok kesitine yapisabildigi goriilmiigtii. CHx uygulanmig kesitler icin Al
10. giin 7. giinden daha fazla iken, OI ve MOI degerleri 10. ve 14. giinlerde bir

azalma gosterdiler. Diger ajanlarla kiyasiandifinda CHx hiicrelere ek bir sitotoksik



etki gostermedi. CHx' nin %0,2 konsantrasyonu in vitro kosullarda sitotoksik olmasina
ragmen bu caligmada sitotoksik etkinin goriilmemesinin bir nedeni, kiok kesitlerine
CHx uygulandiktan sonra birkag kez antibiyotikli soliisyonlara yikanmasi sonucu
konsantrasyonun diigmesi olabilir. Cline ve arkadaslari da [17] in vitro bir caligmada
% 0,12 ye kadar olan CHx konsantrasyonlarinin kok yiizeylerine periodontal ligament
hiicrelerinin morfolojisi ve atagmanint olumsuz etkilemedigini gostermislerdir. Kiinik
aragtirmalar, CHx ile subgingival irrigasyonun, periodontal tedaviye ek olarak
uygulanmasinin iyi sonuglar verdigini gostermistir [8.10]. Ancak, iyilesmenin ilk
dénemlerinde belirli bir CHx konsantrasyonu periodontal ligament hiicreleri ile
kargilastifinda hiicrelerin atagmanini olumsuz etkileyebileceginden yara iyilesmesinin
gec donemlerine kadar oral irrigatorier ve enjektorler kullanarak CHx ile kuvvetli

irrigasyondan kaginmak gerektigi de belirtilmistir [17].

Yapilan bu in vifro galigmanin sonuglarina gore kok yiizeylerinin de-
mineralizasyonu, demineralize edilmeyen koklere orania bag dokusu atagmanini
ve oryantasyonunu olumlu yonde etkilediginden, periodontal cerrahi terapide klinik
acidan fayda saglayabilir. Veriler tetrasiklinin demineralizasyon amact ile kullanilan
diger ajanlardan sitrik asit ve EDTA'ya oranla hiicre atagmani ve oryantasyonu
lizerindeki etkisinin daha belirgin oldugunu ortaya koymaktadir. CHx 'nin % 0.2
konsantrasyonu bu ¢aliyma kosullarinda hiicrelere ek sitotoksisite gostermemistir.
In vitro caligmalar, in vivo sartlar yansitmadigindan, bu ¢alismada elde edilen sonuglarin

klinik 6nemini belirlemek iizere insan ve hayvan galismalar yapilmalidir.



SONUCLAR

1) Demineralize edici ajanlann uygulandigi tiim kok yiizeylerine fibroblast
atagmaninin ve oryantasyonunun arttifi, Atagman ve Oryantasyon Indeks degerlerinin
hastalikli kontrol grubunu olugturan kok kesitlerine ait degerlerden, deney siiresince,

daha yiiksek oldugu saptanmigtir.

2) Tetrasiklin HCI uygulanmig kok kesitlerinde hiicre atagmani ve oryantasyonu,

sitrik asit ve EDTA uygulanmis kok kesitlerinden daha yiiksekti.

3) Hiicre atagmam bakimindan sitrik asit ve EDTA gruplarina ait kok kesitlerinde

degerler birbirine yakind.

4) Bu ¢aligma dizaynina gére % 0.2 CHx konsantrasyonunun , diger ajanlarla
kiyaslandiginda hiicrelere ek bir sitotoksik etkisinin olmadifi, hiicre atagman ve

oryantasyonunu olumsuz etkilemedigi belirlendi.



OZET

Bu galigmada, in vitro olarak elde edilen insan periodontal ligament fibroblastlarinin
degisik kok yiizey tedavisi uygulanmis hastalikli ve saglikhi kok kesitlerine olan
atagmanini ve oryantasyonunu incelemek amaglanmigtir. Periodontal ligament hiicre
kiiltiirii icin, ortodontik olarak gekim endikasyonu konulmus dislerin kok yiizeylerindeki
doku pargalan kazindi ve kiiltiire edilen hiicrelerin 10. pasaji kuilanildi. Cekim
endikasyonu konulmus saglikli ve periodontal hastalikli diglerden, distagi temizligi
ve kok diizeltmesini takiben 300 pm kalinliginda kok kesitleri elde ediidi. Kok kesitleri
6 gruba ayrilarak, hastalikli kik kesitlerinden birinci gruba tetrasiklin, ikinci gruba
sitrik asit, iigiincii gruba EDTA, dordiincii gruba klorhekzidin glukonat uygulandi.
Son iki grup hastalikii kontrol ve saghkli kontrol gruplarini olusturdu. Daha sonra
kok kesitleri 14 giin siireyle hiicre kiiltiiriinde tutuldu. Aragtrmanin 3., 7.,10. ve
14. giinlerinde faz kontrast mikroskobunda fotograflari cekilen kok kesitierinin
Atagman indeksi (AI), Oryantasyon Indeksi (OI) ve Modifiye Oryantasyon indeksleri
(MOI) hesaplandi. Bu galiymadan elde edilen verilerin istatistiksel analizinde
gruplar arasinda farklilik olmadigi (p>0.05), ancak kok yiizey demineralizasyonunun,
fibrobiast atagman ve oryantasyonunu arttirdifi goriildi. Al deferi sitrik asit ve
EDTA uygulanmug kok kesitlerinde birbirine yakinken, Al ve Ol degerleri tetrasiklin
uygulanmis kok kesitlerinde diger iki gruptan daha yiiksekti. Diger ajanlarla ki-

yasiandiinda, % 0.2 CHx hiicrelere ek bir sitotoksik etki gdstermedi.



SUMMARY

IN VITROASSESMENT OF THE EFFECTS OF VARIOUS ROOT SURFACE
PREPARATION TECHNIQUES ON THE ATTACHMENT AND ORIENTATION
OF HUMAN PERIODONTAL LIGAMENT FIBROBLASTS.

In this in vitro study, assesment of the attachment and orientation of human
periodontal ligament fibroblasts to periodontally diseased and non-diseased human

root slices was aimed.

Teeth extracted from healthy individiuals were used for periodontal ligament
cell cultures. Portions of the roots affected by periodontal disease and portions
of the non-diseased roots were then cut transversely into slices of similar thickness
(300um) using a rotary bur with water coolant. The fibroblasts were incubated
with periodontaily diseased and non-diseased root slices which had been treated
in the following manner ; 1) Root planed and tetracycline demineralized diseased
root (T), 2) Root planed and citric acid demineralized diseased root (SiA), 3)
Root planed and EDTA demineralized diseased root (EDTA ),4) Root planed and
chlorhexidine washed diseased root (CHx), 5) Root planed diseased root (HK),
6) Root planed non-diseased root (SK). All of the root slices were photographed
in phase contrast microscopy and three parameters Attachment Index (A7), Orientation
Index (OF) and Modified Orientation Index (M OI) were calculated at days 3.,7.,10.
andl4. Although there were no statistically significant differences between groups
(p>0.05), data obtained from this study indicated that demineralization of root
surface increased periodontal ligament fibroblast attachment and orientation. While
Al values were similar in the citric acid and EDTA groups, AI and OI values for
tetracycline HCI were greater than both of them. When compared with other agents,

% 0.2 CHx had ne additional cyctotoxic effect on celis.
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