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GIRIS ve AMAC

‘periodontitis, plak uyaraniarinin neden olduju digeti iltihabi
ile baslayip, olayin alveol kemigi, sement, periodontal 1igament gibi
disi destekleyen diger dokulara yayilmast ile karakterize bir hastalik-
t1r. Periodontitis eriskin poplilasyonundaki dis kayiplarinin primer |

nedenidint 2221,

Dislerin kaybina neden olabilecek kadar ilerleyebilen bu ilti-
habi hastaligin nedenleri ve mekanizmas1 simdiye kadar yogun bir aras-

tirma konusu oimustur.

Periodontal hastaliklarin etyolojisi geleneksel olarak lokal
ve sistemik faktorler olmak iizere jkiye ayrilir. Bu faktorlerin etki-
leri birbirleriyle iliskilidir. Lokal faktorler, periodonsiyum ve ¢ev-~
resinde mevcut olan eklentilerdir. Sistemik faktorler ise hastanin ge-

nel durumundan kaynaklanip hastaliga ortam haz1r1ar1ar(9’49).

{okal faktorler periodontal hastalikta esas patolojik olay olan
j1tihaba neden olurlar. Sistemik faktsrler ise bu Jokal irritana kars1
doku cevabin1 diizenlerier. Bu nedenle arzu edilmeyen sistemik durumlarda

1okal irritana karsi cevap asiri o1abi]ir(9).

Histaligin lokal etyolojik faktsrleri arasinda-dis plagr ve dis
(18)

tasi daima primer gnem tasimistar

Bakteriyel dis plaginin periodontal hastaliklarda primer etyolo-
jik ajan oldugunu vurgulayan pek cok arastirma yapilmistir. Plagin bu

y1kic1 etkisinden plakta mevcut olan bakterilerden cok bakteriyel lrin-



Ter, enzimler, endotoksinler ve antijenik 6zellide sahip yapilar sorum-

Tu tutu]mus]ard1r(31’54’63).

Dis plaginin ekstrakte edilebilen komponenti plagin patojenik
etkisinde onemli olabilir. P1a§1h dis eti dokularina toksik etkiye sa-
hip bu tiir yaptlari icerdigi ileri siiriilmistiir. Bu iriUnler .diseti hiic-
ré1érine direkt toksik etki gosterirler veya lokal immiin cevabi1 basla-

t1r1ar(3]’54),

Yapilan arastirmalarda periodontal cepteki bakteriler tarafin-

dan salgilanan toksik faktdrier ve endotoksinlerin kok ylizeyine penet-

3,22)

re olarak sitotoksik etki yarattiklari da ileri sUrU]mUstUr( Cep

icine agc1lmis kdk ylizeyindeki toksik faktdrlerin sementin diizensiz alan-

larinda absorbe olup olmadi§t bilinmez. Ancak hastalikli kik ylizeyinde-
ki endotoksin benzeri toksik maddeler periodonsiyumdaki yikici etkinin

siirmesinde Onemli rol oynar(2’3’22=6]).

Periodontal tedavi sirasinda uygulanan kik diizeltmesinin bak-
- teriyel endotoksinleri dzak1ast1rd1§1na, fakat tamémen elimine etmedi-
gine inan1imaktadir. Bu nedenle cesitli detoksifiye edici ajanlar kul-
laniiarak yeni bag dokusu atagmaninin hizlandiriimasi yoluna gidilmis-
tir(47’48). Erken ve kalict yeni bad dokusu atagmaninin saglanmasi kdk
ylizeyi boyunca ve ivilesen flap altinda epitelial migrasyonu azaltmas:
acisindan gnemlidir. Ciinkii boyle bir migrasyon, periodontal Tigament,
sement ve kemik rejenerasyonunu onleyebilir. Bu tiir .yapilarin kaybs
periodonsiyumu uygun bag dokusu ataéman1ndan'yoksun birakir. Oysa baj
dokusu atacmani, uzun epitelial atacmana gbre patolojik degisikliklere

(34)

karsi daha diéencli bir yapi olusturur

Calismamizda periodontal hastaliktaki doku yikiminin dnemli

faktorlerinden biri olan fibroblast harabiyeti Uzerinde, plak ve dis



tas1 ekstraktlarinin etkisinin incelenmesi dilsliniiTmiistlir, Ayrica hasta-
11k11 sementin,periodontal tedavinin Gnemli bir komponenti olan yeni
atacman olusmasi ig¢in gekek]i fibroblastik aktivite iizerindeki etkisinin
arastirilmast amag¢lanmistir. Bu nedenle filak, dis ta$1 ve hastalikl
sement ekstraktlarinin doku kiiltirlerinde Uretilen periodontal 1ligament
fibroblastlart ile etkilesimi sonucu meydana.gelecek dedisikliklerin in-

celenip, klinik yorum getiriimesi disiinlilmiistlr.



GENEL BILGILER

Dislerin stirmesinden sonra edinilen disler lizerindeki eklentiler

pelikil, dis p1a§1've dis tas1 olmak Uzere lice ayrilir. Kazanmilms peli-

k11 ince (0.05 - 1 mikron), hiicresiz ve esas olarak bakteriden yoksundur.

Pel1kil, mine veya semente se¢ici olarak adsorbe olmus yliksek moTekiil
agirtiklt salya glikoproteinlerini igerir. Dis yiizeyinden uzaklastiril-

diktan sonra hizla yeniden olusur ve tiim dis ylizeyini kaplayabilir.

Pelikil. formasyonu plak olusumu ic¢in gereklidir. Bu nedenle plak olusu-

munun birinci basamadir olarak kabul edilir. Bazi bBlgelerde pelikil bak-
terilerle kolonize olmaya basTar. Bu da plak formasyonunun ikinci basa-

ma§1d1r(]0’21’49).

Dis plagi.dise sikica yapismis yumusak bakteriyel eklentileri
jcerir. Firgcalama veya kazima ile disten uzaklastirtlabilir. Plak, komp—
leks ve metabolik olarak birbirine bagimli, iyi organize olmus bakteri-
yel bir sistemdir. Intermikrobial matrikse gomiilmis yodun mikroerganizma
y1§1n]ar1h1 icerir. Esas olarak mikroorganizma ve mikrobial liriinlerden

01usur(9’21).

Yerlesim bélgesine gore dis plagdr subgingival ve supragingival
olmak lizere ikiye ayrtlir. Pelikil formasyonundan sonra plak gelisimi-
nin ikinci basamagi belli mikroorganizmlierin se¢ici olarak bajlanmasi-
dir. Bu mikroorganizmalarin biiylimeleri, olgunlasmast ve salya gliko-
proteinlerinin intermikrobial matrikse katilmasiyla plak gelisimi devam

eder. Bu arada salya ve cevre dokulardan daha fazla mikroorganizma plak



formasyonuna katilir. Dis ylizeyinin kelonizasyonu iki mekanizma ile ol-
maktadir; 1~ Tek mikroorganizma veya mikroorganizma kiimeleri sec¢ici ola-
rak dis ylizeyine yapisarak ¢odalirlar ve plak kolonilerini olustururlar.
2- Dis ylizeyindeki fissur ve Kkiclik cukurcuklardaki karisik hikvoorganiz—

ma topluluklari geliserek bu kolonizasyonu o1usturur1ar(21’4g).

Aj1z bakim1 isTemleri terkedildigirde kiictik, izole plak koloni-
leri 1-4 giinde olusur. 11k koloniler genellikle diseti kenari boyunca
yerlesmistir. 2-5 giin iginde bu koToniler birbirleriyle birleserek sii+
rekli bir ekienti olustururlar. Adiz bakiminin terkedildigi 10.glinde

plak maksimum "uzanimina ve kalinl1dina u1as1r(21).

IIE 1 veya 2 hafta boyunca plak yapisinda giderek ve stirekli
bir degisim olur. Tek tek mikﬁoorganizm]er ve ayri koloniler daha ol-
gun ve komplex bir yapt kazanarak dis ylizeyinin biiylik bir kismini1 kap-
larlar. Bu olgunlasma boyunca gram (+) aerobik ¢ubuklarin baskin oldu-
gu floradan,cubuk, flamentoz ve spira]-mikroorganizm]erih olusturdugu
karisik bir floraya ge¢is vardir. Gram negatif ve aerobik mikroorganizm-

lerin oraninda belirgin bir art1s-iz]enir(49).

Plagin mikrobiyo]ojik jcerigi kisiden kisiye ve ayn1 kiside bol-

gelere gore farklilik gosterir. Saglikly bdlgelerde subgingival ve supra-

gingival flora benzerlik gtsterirken periodontal hastalikii bdlgelerde
farklidir. Son yillardaki bulgulara gtre ise dedisik form periodontal

(9)

hastaliklar farkli mikrobial etyolojiye sahiptir

Klinik olarak sagl1kl1 disetinde supragingival plajin esas ola-
rak streptokok ve aktinomices tlirlerini iceren gram (+) organizmlerden
" olustudu gézlenir. Gingivitis gelisimi ile gram (-) bakterilerin sayi-

sinda belirgin bir artts olur. Gingivitis trneklerinde gram (-) bakte-



riler total floranin % 45'ini olustururlar. ileriemis eriskin periodon-
titiste ise flora esas olarak gram (~) ubuklardan olusmustur ve bu or-

ganizmlerin orant % 75'¢ u]asm1$t1r(40’59).

‘P1ak mikroorganizmleri organik bir matriksle bir arada tutulur-
lar. Bu infermikrobia] yap1 salya proteinlerini ve diseti cebi sivisini
icerir. Baz1 bakteri tirlerinin ilirettigi polisakkaritier de intermikro-
bial matriksin 6nemli bir komponentidir ve bakteri agregasyonunu kolay-

]ast1r1r(21).

Intermikrobial yap1 ayn1 zamanda ¢esitli maddelerin diffiizyonu-
nu da sadlar. Antijenler, enzimler, mukopeptidler ve metabolitier gibi
mikrobial orijinli pek cok madde bu matriks i¢inde toplanir. Bu maddele-

rin cogu toksik olabilirler veya iltihab baslatabilirler(?125%),

Epidemiyolojik calismalar dis plag1 miktar1 ile diseti iltihab1
arasinda direkt bir iliski gdstermistir. Dis plajinin periodontal has-
tali1da neden oldujunu vurgulayan pek cok bulgu olmasina karsilik bu
mikroorganizmlerin etki mekanizmast tam bir a¢i1kitk kazanmamistir. Isirma
yaralari ve kontamine dental alet yaralarinin siddetli enfeksiyonlara ne-

den olmasi1 plak mikrobiotasinin patojenitesini ortaya koyar(Q’Z]).

Plak bakterilerinin patojenitesi pladin, plak mikroorganizmleri-
nin ve plaktan a¢13a ¢ikarilan maddelerin deney hayvanlarina enjeksiyo-

nunun miks enfeksiyon ve apse olusturmasi ile de gﬁsteri]mistir(Z]) .

Plak mikroorganizmleri zellikie kronik periodontal hastalik-
larda doku disinda yerlesmislerdir. Boylece doku disindaki bu organizm-
Jer zararli etkilerini sulkus epitelinin Ulserasyonlari veya birlesim
epiteli yoluyla olustururlar. Mikroorganizmler doku disinda yerlestik-

Terinde fagositozla uzaklastirilamayacaklary icin plak etkeni ortadan



katkmadikca bu orgahizm]erin etkisi sUrer(Z]).

Derin cep varliginda, iflsere ceplerde, ileri kemik kaybinda,
siddetli mobilitede bakterilerin penetre olarak kemikle temas kurduk~
larina inanilir. Bu gibi durumlardaki kemik kaybt bakteri istilasi ile

ilgili bu]unmustur(g’]ﬁj.

Plak mikrobiotas1 son derece kompleks bir yapiya sahiptir. 11ti-
hab1 baslatan tek bir ajan izole etmek simdiye kadar miimkiin olamamistir.
Mevcut olan organizmber; enzim]ef; sitotoksik metabolitler, 1ipopo1%-
sakkarit endotokéin1er, mukopeptidler, kemotaktik maddeler ve anti-
jenler gibi il1tihabi cevaptan sorumlu tutulan cesitli irritanlarsy ire-

tir]er(17’21’24).

Periodbnta] doku yi1kimindaki muhtemel mekanizmalardan biri de
bu yikimin enzimler aracili1diyla oldujudur. Enzimler, periodontal do-
kularda hiicreler arasi yapi, sulkus epiteli, kollagen lifler ve bad do-
kusu ara maddesi lizerinde etkilerini gosterirler. Plakta, mukopolisak-
karidaz, hyaliironidaz, proteaz, kondroidin slilfataz, g8 glukuronidaz ve
ndraminidaz gibi enzimlerin varli§i cesitli arastirmalarla gosterilmis-

1ip(9521,49)

Bu enzimler, birlesim epiteli yiizeyinde veya sulkus epiteli hiic-
reler aras1 boslugunda mukopolisakkarit ve proteinlerin yikimna yol
acarak cesitli mikrobial irritanlarin diseti bad dokusuna girisine izin

verir]er(Z]).

Plak mikroorganizmleri karbohidratlari, amino asitleri ve pro-
teinleri metabolize ederek cesitli metabolitlerin plakta birikimine ne-
den olurlar. Amonyak ve hidrojen slilfit gibi bu metabolitler de sitotok-

sik maddelerdir. Fakat bu tiir maddeler diseti cebinde doku yikimt ig¢in



yeterli konsantrasyonda bulunamadigjt i¢in mikrobial metabolitlerin tok-

sik etkileri kesinlik kazanmam1st1r(2]).

Endotoksinler ve mukopeptidler gibi mikrobial hiicre duvari kom-
ponentlerinin de memeli dokularini etkiledikleri bilinir. Endotoksinier
gram negatif bakteri hiicre duvarinin yapisina katilirlar. Yiiksek mole-
kil ajirliklt ve iltihab1 baslatma potansiyeli olan lipo-muko polisakka-
rit kompleksleridir. Endotoksinler cesitli enzimler, fenoi, eter ve di-

ger baz1 ajanlarla ekstrakte edilebilir(Z1>66),

Deney hayvanlarina endotoksinin enjeksiyonu ates, nekrotik reaksi-
yonlar, diyare hatta bazen &limle sonuglanir. Agiz mukozasindaki ¢ok az

miktariar: bile iltihaba ve bitisik kemikte resorbsiyona neden olur

Dis plagr, iltihaply diseti ve diseti cebi sivisinda endotoksi-
nin mevcudiyeti gosterilmistirt!4226+53:62) poioioksinler Klinik olarak

sagl 1kl ve llsere diseti epitelinden gecebilirlert®0)

. Boylece diseti
cebinden kolaylikla absorbe olarak iltihabi olaya katilabilirler. Endo-
toksinler disefi iltihabinin bas]ahas1nda ¢cok yonli etki gosterirler., Bu
etkilerini, primer toksisiteleri, C3 komponentinden baslayarak kampleman

19,21)

aktivasyonu ve antijenik dzellikleri ile ortaya c1kar1r1ar( Plak

ve diseti cebi sivisindaki endqtoksin aktivitesi ile diseti iltihabinin

derecesi arasinda yakin iliski bu1unmustur(?4755s55r573,

MikrobiaT irritanlarla iltihabi cevabin direkt olarak basiatil-
masina ek oTarak periodontal inflamasyon mikrobial antijenlerin doku .
i¢ine girmesiyle indirekt olarakda baslatilabilir, Periodontal hasta-
11ki1 dokuyla y;k1n iliskide olan cok sayida bakteri, dbkuya antijen
girisini sajlarlar. Bu bakteriyel antijenlere karsi olusan konakey

immlin cevab1 periodontal hastalik patogenezinde tnemii rol oynar(21).

(19,21)



Son y1liarda p1§k Urinlerinin toksisitelerinin tayininde hiicre
ve organ kiiltir sistemleri gelistirilmistir. Memeli hiicre kiiltirleri
suda ¢Gzlnir plak UrlinlTerinin patojenik etkilerinin arastirilmasinda
ve tayininde Onemli bir yontem olusturur. Steril plak ekstraktlarinin,
memeli hiicrelerinin bilylimesini inhibe ettidi cok sayida in vitro aras-'

tirmada gﬁsteri]mistir(31’32).

Ayrica plak ekstraktlarinin organ killtlirlerinde kemik deminera-
Tizasyonunu stimiile ettigi deileri sUrU]mUstUr(zg).

Dis p]aﬁﬁ kalsifiye oldugunda ortaya ¢tkan yapi,dis tasi olarak
isimlendirilir. Dis plagi ve dis tasi periodontal hastaliklarin etyolo-

Jisinde daima primer etken olarak Gnem tas1r1ar(18).

Dis tas1, klinik krona sikica yapismis, sert ve kalsifiye olmus
kitTledir. Protez veya dider apareyler iizerinde de olusabilir. Dis tasi-
na bagli dedildir. Yiizeyi daima kalsifiye olmamis plakla ortitlidir. Bu
Brti ayni zamanda cesitli mikroorganizma tiirierini, dokiilen epitel hiic-
relerini ve birlesim epitelinden kaynaklanan 1tkositleri de icerir. Bun-

larin timi birlikte yapiskan bir matriks o1usturur(9).

Dis tasinin periodontal hastaliklardaki Onemi cesitli Gzellikle-

rine bagiidir. Bu 6zellikler; 1-Dis tast diizgin olmayan bir yizeye ve gi-

zenekli bir yapiya sahiptir. Boylece dis plaginin tutuculugunu kolaylas-

tirir ve daima plakla ortilllidir. 2- Dis tasi ge¢irgendir ve toksik Uriin-

leri barindirir. Boylece dis tas1 hem fiziksel hem de kimyasal olarak za-

rarli etkiye sahiptir. Bu nedenlevbu kalsifiye eklentiler, dis plady icin

uygun bir zemin olusturarak, uzaklastirilmasini zorlastirip periodontal

hastalidin stirmesinde ve hizlanmasinda dnemli rol oynayabilir. Dis tasi-
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nin mevcut oldugu bdlgelerde diseti iltihaplidir. Derin subgingival
lezyonlarda dis tas1 varTiginda tamir ve yeni atacman olaylari engellenir.
Bu nedenle dis tasinin ve temasta olduju nekrotik sementin uzak]ast1r11ma51

periodontal tedavinin cok Snemli bir basama§1d1r(9 21)

Dis tas1 yerlesim bglgesine gire subgingival ve supragingival
olmak lizere jkiye ayrilir. Bu siniflandirma serbest diseti kenari ile

olan iliskisine gbre yap1]1r(9 21)

Supragingival dis tasi, daha cok major tUkrUk bezlerinin ac11im -
bolgelerinde beyaz veya beyazimsti sari kitleler olarak izlenir. Sert bir

yapiya sahiptir.ve uzaklastirildiktan sonra yeniden olusumu h1z1v olabi-
lir(g).

Subgingival dis tasi, diseti kenarinin altinda yerlesmis olan dis
tasidir. Normal adiz muayenesinde farkedilemeyebilir. Yodun, sert, koyu

kahverengi veya yesilimsi siyah kitleler olup kronik periodontal hasta-

T1klarda cep tabanina kadar uzanabildikleri gasteriTmistir(9’49).

Bis tas1 dis pladinin mineralizasyonu sonucu olusur. Yumusak p]ak
mineral tuzlarinin cokmesiyle sert bir yap1 kazanir. Mineral tuzTar1n1n
cokmesi genellikle plak oTusumunun 1-14.qlUnTeri arasinda baslar. Erken
plakta inorganik icerik azdir. Plak gelisimi stirdlikce bu miktar artar
ve dis tas1 olusur. Mikroorganizmler dis tasi olusumunda her zaman yer

a]mayabi]ir(g).

Salya supragingival dis tasi icin mineral kaynagidir,diseti cebij

S1vis1 ise subgingival dis tasi i¢in mineral sag]ar(g).

Kalsifikasyon, kalsiyum iyonlarinin organik matriksteki karbohidrat-
protein kompleksTere baglanmasi ve kalsiyum fosfat tuz kristallerinin ctk-
mesi ile baslar. Kristaller baslangicta hiicreler aras1 matrikste ve bakte-

ri yiizeyinde, en son olarak da bakteri icinde olusurlar, Kalsifikasyon @nce-
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likle supragingival plagin i¢ yiizeyi boyunca baslar. Bu arada plagin
bakteriyel iceri§i ve boyanma Gzelliklerindeki de§isiklikler de siirer.
Kalsifikasyon olay1 gerceklesirken filamenttiz bakteri sayisinda artis _
gﬁzlenir(g’zo).

Plak ve dis tasinin diseti Uzerindeki etkilerini’ ayirmak zordur.
Cunkii distas1 daima mineralize olmamis plakla drtiilidiir. Gingivitis ile
- dis tas1 arasinda pozitif bir iliski olwasina ragmen bu ilgi plak ve gin-
givitis arasinda daima daha fazladir. Genc kisilerde plak ve periodon-
tal durum iliskisi dis tasindan daha fazla iken artan yasla birlikte bu
iliski degisir(?).

Dis tasi, gingivitis ve periodontal hastalik yasla birlikte ar-
tar. Eriskin kisilerde genellikle periodontal cep varlidinda subgingi-

val dis tasi'da meveutturtél) .

Dis tast yiizeyindeki mineralize olmamts plak daima primer irri-
tandir. Fakat alttaki kalsifiye yap1 da 8nemli olabilir. Bu sert ek-
Tentiler disetini direkt olarak irrite etmese bile stirekli plak birikimi

icin bir yuva olusturarak plak-diseti iliskisinin siirmesine nedenvohjr(g).

Subgingival dis tasi ise periodonta1 cep olusumunun nedeninden
¢ok sonucu olabilir. Olusan bu cep békteri ve plak birikimi i¢in bir
yuva olusturur. Diseti iltihab1 ile birlikte artis gosteren diseti s1-
visinin saglad1gt mineraller de slirekli olarak biriken plagin subgingi-

val distasina ddniisiimiine neden o1ur(9).

Cep olusumunun primer veya sekonder nedeni olmasina bakmaksizin

dis tasy periodontal hastaliklarin Gnemli bir patojenik faktdrii olarak

kabul edilir(?),
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Periodontal cebin dis duvari periodontal hastalik boyunca bir-
takim de§isikliklere ujrar. Bu dedisiklikler periodontal hastaligin de-
vami acisindan gnemlidir. Sementte olusan bu de§isiklikler yapisal, kim-
yasal ve toksik 0zelliklerde olabilir. Yapisal degisiklikler; patolojik
graniillerin mevcudiyeti, mineralizasyonun artmasi ve demineralizasyon
b61ge1erinin olusmasidir. Patolojik graniiller kollagen dejenerasyonunun
olduu bdlgelerde izlenir. Bu graniilleri hem 131k mikroskobunda hem de
elektron mikroékobta gt rmek mimkiin olmustur. Granillerin kollesterol ve
steroid icerdigi bilinmesine ragmen Gnemleri heniiz tam olarak anlasila-
mamistir. Kollagen yikimi bolgelerinin bir gdstergesi olabilirler. Di-
ger bir goris ise graniillerin bakterileri temsil ettigi ve bakterilerden
veya salyadan kaynaklanan maddelerin penetrasyonu sonucu meydana geldi-
gidir{4:5:51)

Selvig ve Zander periodontal hastalikli kdklerde saglikla kidk-
lere oranla mineralizasyon oraninin artmis oldugunu bulmuslardir. Bu hi-
permineralizasyon kok ylizeyinin cep i¢ine veya agiz ortamina acilmasi
sonucu mineral penetrasyonunun artisi ile ilgilidir. Hiperminera}i;e

bslgeleri elektron mikroskopta izlemek mimkiindtir(*>5).

Periodontal hastalikl1 sementte inorganik kémponentten zengin
bu bglgelerin yanisira demineralize alanlara da rastlanir. Bakteriyel
Uriinlere ve ag1z sivilarina maruz kalmasi sonucu Sharpey liflerinin pro-
teolizisi sonucu sement yumusar ve biitlinliigini kaybeder.Sementin etki-
Tenmesini takiben dentin tibiillerine bakteri penetrasyonu ve dentin

yikim soz konusu o]abi]ir(g’ﬁo).

Sementte kalsiyum, magnezyum, fosfor ve florid gibi mineral dii-

zeylerinde yiikselme ile karakterize olan bazi1 kimyasal dedisiklikler de

gozlenir(4s9551)



Periodontal cebe veya agiz ortamina a¢iimis sement, lokal cevreden
kalsiyum, fosfor ve florid absorbe edebilir. Bbylece iyl kalsifiye olmus
bir tabaka gelisir ve clirie direng gisterir. Fakat sementin cevreden bir-
takim maddeleri absorbe etme 0zelligi eJer bu maddeler toksik etkiliyse

zararli o1abi]jr(9).

Hastal1klt sementte sitotoksik dedisiklikleri gtzlemek mimkiindir.
Semente bakteri penetrasyonu sement-dentin bilesimine kadar uzanabilir.
Ayrica endotoksinler .gibi bazi bakteri liriinlerinin periodontal cebin dis

duvarinda mevcudiyeti bi]dirilmistir(2’3)_

Hatfield ve Baumhammers sa3likli ve periodontal hastalikl1 dis-
Teri kullanarak yaptiklari in vitro calismada hastalikl1 dislere maruz
kalan hiicreTerde ddonlistmsliz degisiklikler oldujunu kaydetmislerdir. By~
lece oral mikroorganizmler tarafindan liretilen toksik faktdrler veya en-
dotoksinin kik ylizeyine penetre oldujunu ve daha sonra da salinarak sito-
toksik etkl yarattigini savuhmus]ard1r(22). Periodontitisteki baskin
flora gram (-)'tir ve bu mikroorganizmlerin codunludu hiicre duvarlarin-

da kompleks Tipopolisakkaritleri yani endotoksinleri icerir(]7zlgl.'

ATeo ve arkadaslari tedavi edilmemis periodontal hastalikls
dislerde otoklavda steril edilmelerine ragmen toksik maddelerin mevcut
oldugunu ve bu tlir dislere hiicre kiiltiirlerinde fibroblast atacmaninin
olmadtgint bildirmislerdir. Ancak;periodontal hastaliklr dislere uyqu-~

lanan fenol-su ekstraksiyonundan sonra fibroblast ata¢gmaninin saglikla

kontrollere yakin olmas1 nedeniyle 1siya dayanikli bu toksik maddele-

rin endotoksin oldugunu savunmusiard1r(3).

Yapilan in vitro ¢alismalarda periodontal hastalikli disler

ve bu dislerden elde edilen ekstraktlar sadlikli kontrollerle karsi-
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lastirildidinda diseti epitel ve fibroblast hiicrelerine toksik etkiye

sahip bu1unmus]ard1r(2’22).

Fibroblastlar dis eti bad dokusunun ana hiicreleridir ve bag
dokusu icin temel olan elementleri iiretirler. Bag dokusundaki toplam
hiicrelerin hacim olarak % 65'ini olustururlar. Fonksiyonel olarak da
fibroblastlar baj dokusundaki en ©Gnemli hiicre grubudur. Fibroblastiar
kollagen, proteoglycan ve elastin gibi bad dokusunun temel yapilarini
sentezlerler. Bu nedenle "dis eti dokularinin butlinllidiinliin slirmesinde -
ve yaralanmayl takiben yapinin veya fonsiyonun restorasyonunda zel
tnem tasirlar. Fibroblastlar mezensimal orijinli hlicrelerdir ve bag do-
kusu ana hiicrelerinden farkliltasirlar. Ana hiicreler perivaskiiler bol-

‘gede, periostta ve lamina propriada cok bol miktarda bu]unur]ar(]g).

Yaralanma ve irritasyonu takiben farklilasmamis hiicreler mi-
toza giderek temel hiicre popiilasyonunu olustururlar. Bunlarin Snemli
bir kismt da fibroblastlara farklilasir. Fibroblastlarda sitoplazma
.alan1 ana hiicrelere oranla daha genistir. Ultrastriiktlirel inceleme iyi
gelismis bir protein sentez ve transport sistemini acida ¢1kar1r.”En—
doplazmik retikulum cok sayida ribozom demetiyle birlesmistir. Cok sa~
yida mitokondri mevcuttur ve mitokondrilerdeki krista sayis1 fazladir.

Iyt gelismis Golgi kompleksi izlenir(]g).

Deneysel deri yaralanmalarini takiben 4-5 giin iginde fibrob-
lastlar yaralanma bolgesine gelirler. Kollagen ve dijer bag dokusu ya-

p11ar1n1n‘ﬁretimi 5-7 giin iginde bas]ar(lg).

Blitlin bu Gzellikleri nedeniyle fibroblastlar diseti bag doku-
sunun temel hiicreleridir ve periodontal tedavi sonrasi yara iyilesmesi,
baj dokusu yapilarinin yenilermesi ve yeni bad dokusu ata¢manindan bliytik

o1diide sorum]udur]ar(]9’49).



-5 -

Yeni atacman terimi, tedaviyi takiben dis destek dokularinin
yenilenmesini, yeni olusan periodontal 1ligament 1iflerinin yeni sement
igine gomiilmesini ve diseti epitelinin Onceden hastalikll kik yluzeyine
atacmanini agiklayan bir terimdir. Marjinal periodonsiyumun réstorasyo-

na siz konusudur(sq).

Epitelial adaptasyon reatacman olayindan farklidir ve tam bir
cep e1jminasyonu olmaks1zin dis eti epitelinin dis ylizeyine yakin tema-
s1dir. Cep icine bakteri penetrasyonu ve takjben daha fazla atagman kay-
b1, hatta apse formasyonu olabilece§i i¢in bu durum tehlike olusturabi-
Tir. Yeni atacmanin kemik i¢i ceplerin tedavisinden sonra daha siklikla
olustugu bildirilmesine ragmen kemik iistii ceplerin tedavisinden sonra

da olusabilece§i gosterilmistir(3d)

Periodontal tedaviden sonra periodontal dokularin yeni atag-

man olusturma potansiyeli cesitli hayvan modellerinde arastirilmstir,

Periodontal cerrahi sirasinda insizyon ve graniilasyon doku-
larinin temizlenmesini takiben kiirete edilmis kok yilizeyinde 4 ayr1 tip
hicre poplilasyonu izlenir. Bu hiicreler; epitelial hiicreler, diseti bad

dokusu hiicreleri, kemik hiicreleri ve periodontal 1igament hUcreTeridir(34).

Ag1z epitelinden kaynaklanan epitelial hiicreler kok yiizeyi bo-
yunce apikale prolifere olduklarinda cep epiteli cerrahi &ncesi seviye-
sinin apikaline uzanir. B8ylece uzun bir epitelial atacman olusur. Bu
epitelle dis yiizeyi arasindaki temas kiitikiiler yapilar, bazal membran ve
hemidésmozom]ar]a sUrdUrU]Ur(34).

Ejer diseti bag dokusu hiicreleri ksk yiizeyinde birikirse sert

ve yumusak doku arasinda bag dokusu adezyonu veya atagcmani gercekTesir(34).
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- Iyilesmenin ideal modeli periodontal ligamentten kaynaklanan
hiicrelerin koronal ybtnde daha Gnceden hastalikl: olan kok yiizeyini kap+
Tayarak prolifere olmastidir. Bu tiir hlicreler ayn1 zamanda sement ve pe-

riodontal Tigament Tiflerini olusturma kapasitesine desahiptir]er(34).

Cesitli nedenlerin yanisira dis eti bag dokusu ve periodontal
Tigamentin esas hiicre grubu olan fibroblastlarda meydana gelecek yapi-
sal ve fonksiyonel bozukluklar bu dokulardaki iyilesmeyi geciktirir ve
bag. dokusu atacmanindan Once uzun epitelial atag¢man olusumuna zemin ya-
ratir. Uzun epitelial atacman gelisimi ise dis irritanlara daha dayanik-

11 ve arzu edilen atagman tipi olan bag dokusu atagmani olusumunu engel-
]er(9’34).

Bu tir epitelial pﬁo]iferasyon'kemik i¢ci defektlerin tedavi-
sinden sonra da tnem kazanir. Clnkii defekt icine prolifere olan epitel

bﬁTgeye kemik uzanimini enge]]er(9=34)t

Periodontal yara iyilesmesi sirasinda prolifere olan epiteli-
al hlicreler cerrahi tedavi sonrasi 1 hafta i¢inde tedavi ©ncesi cep epi-
teli éeviyesine ulasiriar. Bu h1zl1 proliferasyon baj dokusunun kbk yli-
zeyi ile yakin temasini engeller. Bu nedenle erken bag dokusu atagmani

daima arzu edilir (9’34).



MATERYAL ve METOD

Plak Toplanmasi :

' Hiicre KiTtirlerinde kullanilmak iizere plak ekstraktlarinin hazir-

lanmast i¢in oldukca fazla miktarda pladin toplanmasi gerekmektedir.

| Klinigimize basvuran dejisik yas érup1ar1ndaki, gingivitis ve
periodontitis tanis1 konulan hastalardan Gracey (1/2) kiiret kullanilarak
ulas11abi1ir tim dis ytizeylerinden plak toplandi. EnfeksiyGz hepatit hi-
kayesi veya sistemik hastalidi olan ve agiz bostujunda iilserasyonlar?
bulunan hastalar c¢alisma dis1 birakildir. Plak mimkiin oldudunca biitlintii~
jl bozulmamaya calisilarak toplandr. Bu arada salya ve kan kontaminas-
yonu olmamasina dzen gdsterildi. Kontamine olan Grnekler calisma disi
birakildi. Toplanan plak materyali agirl1g1 saptanmts, buz i¢cinde bu-
lunan kiiclik cam siselere alinarak 2 saat i¢ginde donduruldu ve ¢aljsma

gliniine kadar -20°C de saklandi.
Piak Ekstraktlarinin Hazirlanmasi :

Toptanan plak Grnekleri kullanilmadan 8nce tartilarak yas plak
‘a§1r11§1 tayin edildi. Stok salin soliisyonu (68.0 gr/1t NaCl, 4.0 gr/1t
KC1, 2.0 grllt MgSO4.7H20 ve 3,93 gr/Tt. CaC]Z) hazirlanarak kullanma
oncesi 1:9 oraninda diliie edildi. Yas ajirl1gr tayin edilen plak,agir-
11gmmin 7 katy hacimdeki salinle karistirilarak cam-teflon sistem ve

Medingen homojenizattr yardimiyla homojenize edildi.

Kar1ismm +4°C de 15 000 rpm de 30 dakika santrifiij edildi. (Sor-

vall, superspeed RC2-B) Berrak supernatan alinarak 0.022 u gozenekieri
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olan milipore filtreden (Milipore Corpn. Bedford, Mass. U.S.A.) geciril-
di. BOylece steril plak ekstrakt1 elde edildi.Yaklasik olarak plak yas
agirliginmin, % 6'sinin salin igerisine ¢tzliniir madde olarak gegtidi ka-

bul edildi(32)

Dis Tas1 Urneklerinin Toplanmast :

Calismamizda kullanilan dis tasi Ornekleri klinigimize basvuran
hastalardan saglandx. Periodontal tedavi oncesinde, hastalarin agizlara
su ile iyice ¢calkalatildiktan sonra subgingival ve supragingival dis
taslart steril kaplarda toplandi. Bu i§1em 51ras1ndé salya ve kan kon-
taminasyonundan kactnildi. Toplanan drnekler kullanmilincaya kadar -20°C
de sakland1. Yeterli materyal elde edildikten sonra dis taslari porselen
bir havanda toz haline getirildi, agir11d1 saptarnmis bir kapta tartila-
rak miktar1 tayin edildi ve ekstraksiyon islemlerine kadar -20°C de sak-

land1.

Dislerin Toplarmast :

Periodontal hastalikli ve gtmiilli 20 yas disleri Hacettepe Oniver-
sitesi Dis Hekimligi Fakiiltesi Cerrahi b@dlimiinden sajlandn.

Toplam olarak 163 periodontal hastaliklt ve 35 gbmiili 20 yas disi
“kullaniidi.

Periodontal hastaliklt grup, 5 mm.den fazla atacman kayb1 olan,
tek kikli ve cliriiksiiz dis]érden olusturuldu. Cekimden sonra kok ylizeyin-
deki tiim matéryal temizleninceye kadar PBS (Phosphate Buffered Saline,
Fosfat fampoﬁ]uatuz ¢ozeltisi) ile dikkatlice yikandir. Steril gazli bez-
Te kurulandiktan sonra, periodontal hastalikii dislerde mine-sement bi-

lesimi ile ata¢man seviyesi arasindaki bdlgeden, diisiik devirli turla
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donen rond frezle 1 mm derinlige kadar sement Srnekleri toplandi. Kont-
rol olarak kullanilan gomiilti 20 yas dislerinde ornekleme tim kbk ylizeyin-
den yapildi, Toplanan Grnekler darast alinan kaplarda tartilarak miktar

tayin edildi. Ekstraksiyon islemleri uygulanincaya kadar -20°C de saklandi.

Toplanan Urneklerin Ekstraksiyon islemleri :

Periodontal hastalikl1 ve sagl1klt gomiilii 20 yas dislerinden el-
de edilen sement Grnekieri fle«dis tast drnekleri Westphal ve Jann'in -
endotoksin ekstraksiyonu icin tanmladiklar: yonteme gbre ayri1 ayri mua-
mele edi]dj1er(66)ﬂbp1anan orneklerin her biri % 45 fenol iceren 40 ml
Tik fenol-su karismminda 65°C'de 1.5 saat slirekli karistirildr. (%45'1ik
fenol, % 90'11k 1ikit fenollin esit hacimdeki distile su ile karistiril-
masiyla elde edilmistir.) Bundan sonra karismm alinarak +4°C'de 6000 rpm
de 15 dakika santriflij edildi. Supernatan,dializ torbalarina alinarak 96
saat distile suya karst d%a]iz edildi . (Resim 1). Dializat alinarak +4°¢
de 6000 rpm de 15 dakika santrifiij islemi tekrarlandi. Supernatan steril
ve darasi alinmis cam kaplara koyuldu. Kuru ekstrakt elde etmek amac1yla
80°C'de 24 saat buharlastirildt ve kap yeniden tartilarak kuru eké%rékt
~agir1igr tayin edildi. Deney giiniine kadar ekstraktlar +5°C'de saklandi.
Daha sonra hiicre kiiltirlerinde PBS i}e uygun konsantrasyonda karistiri-

larak kullanilds.
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Resim 1 : Ekstrakt: hazairlanacak
materyalin distile suya karg:

dializ edilmesi.

Hiicrelerin Kaynagt ve Kiltlirlerin Hazirlammasy :

Hucreler, Hacettepe Oniversitesi Dis Hekimligi Fakiiltesi Cerrahi
bi1imiine basvuran kisilerden, oftodontik ¢cekim endikasyonu konulmus dis-
lerin periddonta] ligamentinden elde edildi. Aseptik sartlarda cékimi sag-
Tanan disTer 100 i/m1 penisilin, 100 pg/ml streptomisin (Gibco, Europe
Ltd.) iceren Minimum Essential Medium (MEM) (Flow Laboratories, Rockyille,
Md.) icinde mehafaza edildi. En fazla 2 saat icerisinde disler bu ortam-
dan alinarak kik yilzeyinde kalan periodontal ligament steril Gracey (1/2)

kiiretle kazind1 ve elde edilen doku 3-4 kez MEM ile yikand1, pastdr pipe-
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tiyle plastik doku kiiltlir kaplarina aktarildr (Corning Tissue Cul ture
Flasks, New York, U.S.A.). Ozerine %25 Fetal Buzadi Serumu {Fetal Calf
Serum-FCS, Gibco, Europe Ltd.), 100u/ml. penisilin, 100 ng/ml streptomi-
sin iceren MEM ilave edilerek kiiltiir kaplari 37°¢ sicaklikta, %95 hava,

96 €0,.'17 etiive kaldirildr. Kiiltirler 3-4 gin pargalarin yapismast icin

2
hic hareket ettirilmeden bekletildi. Daha sonra tireme olup olmadig1r do-
ku kultiiri mikroskobunda incelendi.3~4 gin ara ile kiil tlirlerin ortamlari
dejistirilerek, hiicreler kap ylizeyini tek tabaka halinde tamamen kapia-
diklarinda tripsinize edildi. Tripsinizasyon jslemi i¢in dnce kultlr ka-
binin ortam1 pipetle tamamen uzaklastirildi ve 1 ¢cc. tripsin-EDTA (%0.005
tripsin, %0.002 EDTA, Fisher Scientific Company New Jersey, U.S.A.) so-
Tisyonu ilave edildi. Kiil tir kab1 calkalandiktan sonra soliisyon atilds. |
fkinci kez ayn1 islem tekrarlanarak kii tiir kab1 379C'de 5 dakika bekle-
tildi ve mikroskopta hiicrel erin birbirinden ayrilip ayriimadidn kontrol
edildi. Daha sonra hiicrelerin lzerine tekrar ortam ilave edilerek iyice
pipetlendi. BOylece hilcrelerin kap ylizeyinden ve birbir]erinden ayrilma-
lar1 saglandi. Hiicre siispansiyonunun yarisi bir baska kaba aktarildi. |

Hiicreler yeniden lireyerek kap ylizeyini tek tabaka halinde doldurdukiarin-

da ayn1 islem tekrarlandi.

Hazirlanan Ekstraktlarin Hicre Kiiltiirlerinde Kullanilmasi :

o

Calismanin tumiinde 5. pasaj hiicreleri kullanildi. Bu pasaja kadar
gelmis ve killtiir kabinin ylizeyini doldurmus hiicreler tripsinize edilerek
kaldir1ld: ve tek kapta toplandi.Iyice pipetlenerek hilcrelerin homo jen
dagilim sadlandi. Tripan mavisi ile canlilik testi yap1ldt ve hemosito-
metre ile toplam hiicre sayisi tayin edildi. Hiereler %96-98 praninda can-
11 bulunarak doku kiiltiiriine ozel, 35 x 10 mm. plastik petri kaplarina

(Falcon Labware, Oxnard, U.S.A.) esit sayida dagitildi. 24 saat inkiibas-
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yondan sonra, petri‘kﬁb!arj alinarak ortamltari uzaklastirildi. Hazirlanan
periodontal hastalikll sement, sadl1kl1 sement ve dis tasi ekstraktlar:
herbir petride 5 ug/ml, 10 pg/ml, 20 ug/mt, 50 pg/ml ve 100 ng/ml olacak
sekilde petrilere dagit11di. Bu konsantrasyonlar daha bnceki benzer ca-
Tismalara dayanilarak saptandi. %10 FCS iceren ortamla her bir petrideki
hacim 2 mlye tamamland1. Kontrol petrilerine ise sadece %10 FCS kapsayan

ortam eklendi.

Plak ekstraktlari ise her bir petride 0.8 mg/ml, 1 mg/ml, 1.5 mg/ml
ve 4 mg/ml olacak sekilde daditildi. Plak ekstrakt konsantrasyonlari da
daha onceki benzer calismalara dayanilarak saptand1(3]’32). Diisiik konsant-

rasyonlardaki salin miktart 4 mg/ml. @rneklerindeki salin miktarina esit- _

Tendi. Toplam hacim %10 FCS iceren ortamla 2 ml ye tamamlandi. Kontrol petri-

Terine ise plak ekstrakt drnekleriyle esit miktarda salin ve ortam koyuldu.

Diger bir grup petriye ise 500 ug/ml ve 1000 ug/ml olacak sekilde
endotoksin (E.Coli 026 :B6 Difco, Detroit, Mich. U.5.A.) eklenerek hacim
%10 FCS iceren ortamla 2 ml ye tamamlandi. Endotoksin dozu daha dnce yap-
£1§1m12 standardiZasyon sonucuna gdre saptandi. 96. saatin sonundéwpétri
kaplarinin yarisi é]1narak tripsinize edildi ve hiicreler toplandi. Hemosi~
tometre ile her bir petrideki toplam canli hiicre sayildi. Kalan petriler-
deki ¢cesitli etkin madde konsantrasyonlarini iceren ortdm uzaklastirila-
rak etkin madde icermeyen %10 FCS konuldu. Bu petrilerin sayim islemleri

ise ikinci 96. saatin sonunda yapildr.

Radydaktif [*H] Timidin Alinim (Timidin Inkorporasyonu)
Yontemi

a. Kiltir Islemieri :

Canl111g1 tripan mavisi ile kontrol edilen hiicreler hemositometre

ile sayilarak ml de 0.7 x 105 hiicre olacak sekilde hiicre kiiltiir tiiplerine
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(Corning, New York, U.S.A.)} dagitildr. Kiiltiirlerde inkiibasyon i¢cin %10 FCS
iceren ortam kullanildi. 24 saat inklibasyondan sonra hiicre saymm islemle-
rine benzer sekilde tiplere sement, distast, plak ekstraktlari ve endotok-
sin eklendi. Kiiltlirler tekrar 72 saat etiivde bekletildikten sonra, tiiple-
rin yarist alwnarak 0,1 m1 [3*H] timidin (25 Ci/ml, Amersham, England)
T‘ uCi/ml  olacak sekilde lizerine eklendi. Kalan tiplerin ortam uzakias-
tirilarak taze ortam koyuldu. Radyoaktif .[3 HI timidin eklenen tiipler

24 saat sonra etlivden altnarak ekstraktlarin eklenmesinden sonraki toplam

96. saatin sonunda tripsinizasyon ve yikama islemlerine gecildi.
b. Yikama Islemleri :

Tlplerdeki hiicreler tripsinle kaldirilarak 1 ml. ortam icinde
toplandi, Her bir kiiTtiir tipiindeki hiicre suspansiyonundan 3 kez 0.1 mlt |
¢ekilerek Whatman filtre kagidindan hazirlanmis (Whatman no 3, Philadelphia,
U.S.A) 2.4 ¢em capindaki disklere emdirildi. Bbylece her bir tiipten 3
cpm (counf per minute) dederi saptandi. Diskler oda sicakl1dinda kurutula-
rak i¢cinde sojuk timidin (Sigma, St.Louis, U.S.A.) bulunan % 10'1uk Trik-
lor-asetik asit (TCA)'e at1ldr ve buzdolabinda 1 saat bekletildi. .Sonra
strasiyla %5'Tik TCA (15 dakika), 1:1 oranindaki aseton-%299.9'1uk absolii
alkol karisimi (30 dakika) Qe saf asetonla (15 dakika) diskler ikiser kez
yikandi. Diskler jyice kurutularak bir pensle saymm siselerine yerlestiril~-
di. Deneyde saymm sivis1 1 1t toluene, 0.360 gr. POPOP, 5.075 gr. PPO ola-

cak sekilde hazirlandy.

Siseler Ankara Dogumevi LKB 1210 Ultra Beta Sivi Sintilasyon Sa-~

yacinda sayild,

Ayn1 islemler 8.glin sonunda kalan tipler igin tekrarlandl.
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Elektron Mikroskop Islemleri :

Etkin maddelerin belirli hiicre organelleri iizerine olan etkileri
Incelenecedi i¢in erijinal hlicre yapisina daha yakin olacagr distincesiyle
erken pasaj (3. pasaj) hiicreleri kullan11di. Elektron mikroskop inceleme
icin 50 pg/ml hastaltklt sement ve 2 mg/ml plak Srnekieri secildi. 50 ug/ml
hastalikl1 sement, 2 mg/mi plak ekstrakti uygulanmis ve kontrol kijltirlerin-
deki hilicreler 4.giin (96. %aat) sonunda tripsinize edilerek kaldirildi.

Kaldirilan hilicreler 2.5 cc gluteraldehit icine atilarak fikse edildiler.



BULGULAR

Ca1jsmam1zda sagl1kl1 ve periodontal hastalikli dislerden elde
edilen sement, dis tasi ve plak ekstraktlarinin, hiicre kiiltiirlerindeki
periodontal ligament fibroblastlar:i Uzerine etkileri incelendi. Hiicre
say1s1 ile hiicre morfolojisi kontrol killtlirleri ve iki farkll konsantras-
yonda endotoksin uygulanmis kiiltirlerle karsilastirildi, Bulgular 4.
glin (96. "saat)} ve 8.glin (192.saat) sonunda dederlendirildi. Deneyin
ilk yarisinda (4.glin} hilcreler, etkisi incelenen maddeyi defisik konsantras-
yonlarda iceren ortamla inkilbe edildiler. lkinci yarida (8.glin) ise

bu maddeler uzaklastirilarak inkiibasyon taze ortamla siirdiirlildi.
Hicre Saymm1 Bulgulari :

Tum calismalarda baslangicta kullanilan hiicre sayisi 0.85 % 105/m1
idi.

A. 4. giin Bulgulart :

Plak ekstrakt1 uygulanan kiiltlirier

Fibroblast hiicre kiiltirlerinde 0.8,1,1.5,2 ve 4 mg/ml olmak Uzere
5 ayr1 konsantrasyonda .plak ekstrakti denendi. 0.8 mg/ml. Grneklerinde
hticre morfolojisi kontrol drneklerine benzer olarak gdzlendi. ] mg/ml'lik
konsantrasyondan baslamak Uzére hilcre morfolojisinde giderek bozulma kay-
dedildi. 2 ve 4 mg/ml Grneklerinde bu bozulma ve hiicre sikl13inda azalma
belirgin olarak fizlendi. 4 mg/ml drneklerinde hiicrelerde par¢alanma

gbzlendi (Resim 2).



Resim 2: ¢ mg/ml. plak ekstrakt:i uygulanan kiil-

tiirlerde 4.qgiinde fibroblastlarin gGriinlimi (X78.75)

4.glin sonunda plak ekstrakti uygulanan kiiltiirlerdeki ortalama
hiicre say1s1, 0.8 mg/ml Srneklerinde 1.68 x 105/m1, 1 mg/ml Orneklerin-
de 1.35 x ]Oslml, 1.5 mg/ml Grneklerinde 0.91 x ]05/m1, 2 mg/ml 6Fhek—
Terinde 0.52 x ]05/m1 ve 4 mg/ml Brneklerinde 0.42 x 105/m1 olarak kay-
dedildi. 2 ve 4 mg/ml konsantrasyonlarindaki hiicre sayis1 baslangicta |
konulan hiicre saytsindan daha az bulundu. 4.glin sonunda, plak Ornekleri-

ne ait hicre dag1lim Tablo 1'de gbriilmektedir.

Tablo 1: Plak ekstraktir uygulanan kiiltirlerde 4. ve 8.giin sonun-

daki ortalama hiicre sayisi.(Bastangi¢c hiicre sayisi 0.85 x 105/m1)

Plak

Konsantrasyonu 0.8 mg/ml = 1 mg/ml 1.5 mg/ml 2 mg/ml 4 mg/ml
4. glin  1.68x10°  1.35¢10°  0.97x10°  0.52x10°  0.42x10°
8. giin 1.72x10°  1.68x10°  1.53x10°  0.66x10°  0.57x10°
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Grafik 1'de 4. giin sonunda plak drneklerindeki hiicre sayist ve kon-

santrasyon iliskisi belirtilmistir.
Plak Kontrol Kiiltlirleri :

Etkin madde konsantrasyonlarindakilere esit miktarda salin eklen-
mesi gerektidinden plak ekstrakt Ornekleri ayri bir grup olarak incelendi.

Saline badl1 olarak hiicrelerde morfolojik bir deGisme izienmedi (Resim 3).

Resim 3 : 4. giin sonunda plak kontrol kiiltiirlerinde
Fibroblast hiicreleri gdriilmektedir. (X78.75)

4. giin sonunda plak kontrol Ornekierindeki ortalama hiicre sayr-

s1 2.56 x 105/m1 olarak kaydedildi (Tablo 2).
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Tablo 2: 4. ve 8. qiin sonunda endotoksin uygulanan ve kontrol
kiiltlirlerinde m] deki ortalama hiicre sayis1 (Baslangi¢ hiicre sayisi

0.85 x 10°/m1).

Plak Endotoksin Endotoksin

Kontrol Kontrol 500 pg/ml 1000 pg/ml
4. gin 2.68x10°  2.56x10° 0.69x10°  0.71x10°
8. giin 2.8x10° 2.66x10°  0.71x10°  0.65x10°

Dis Tast Ekstrakti Uygulanan Kiiltirier

Dis tas1 ve sement ekstraktlari kiiltirlere 5, 10, 20, 50°ve 100
pg/ml konsantrasyon]aﬁda eklendi. Dis tas1 ekstrakti eklenen kiiltiirler-
de 51k 4 konsantrasyonda hiicre morfolojisinde belirgin bir bozulma kay-
dedilmedi. Hilcre sikl1§inda azalma 50 ve 100 ug/mi. drneklerinde gozlen-
di. 100 ug/ml drneklerinde hiicre morfolojisinde bozulma kaydedildi (Re=

sim 4).



Resim 4: 100 ny/ml dig tas: ekstrakti uygulanan

kiiltirlerde 4. ginde fibroblast “hiicrelerinin

dagilimi (X78.75).

4. glin sonunda bu kil tirlerdeki hiicre saywmmlari ortalama; 5 ng/ml
drneklerinde 1.71x10%mT, 10 ug/mt Srneklerinde 1.68x10%/m1, 20 pa/ml Gr-
neklerinde 1.68x10°/m1, 50 ng/m trneklerinde 1.54x10%/ml ve 100 ng/ml dr-
neklerinde 0.89x105/m1 olarak kaydedildi (Tablo 3).
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Tablo 3: 4. ve 8. glin sonunda saglikl1 sement, dis tas1, hastalikls
sement ekstrakty uygulanan kiltiirlerde ml.'deki hiicre sayis1 {Basltangi¢ hiicre

say1s1 0.85x10°/ml.).

KONSANT - Saglikli Sement Hastalikl1 Sement Dis Tasa

RASYON 4 .glin 8.glin 4.giin  8.giin 4 .giin 8.glin

5ug/m1 2.1x10°  2.4x10°  1.6x10°  1.96x10° 1.71x10°  2.1x10°
10ug/m 1.81x10° 2.1x16° 1.37x10° 1.85x10° 1.68x10° 1.9x10°
201g/m 1.78x10° 2.1x10°  1.x10°  1.6x10°  1.68x10° 1.8x10°
50ng/m] 1.75x10° 1.9x10°  0.92x10° 1.26x10° 1.54x10° 1.5x10°

5 5 5 5 5

100ug/ml 1.71x10°  1.9%10° 0.5¢10°  0.68x10°  0.89x10° -~ T.3x10

4, giin sonunda dis tasi ekstrakt1 uygulanan kiiltiirlerde hiicre sa-

yis1 ve konsantrasyon iliskisi Grafik 2'de goriilmektedir.

Hastal1kl1 Sement Ekstrakti Uygulanan Kiiltiirler

Blitlin konsantrasyonlarda(5,10,20,50,100 ug/ml)hiicre s1klt1§inda

azalma izlendi. 5 ug/ml konsantrasyonda hiicre morfolojisinde belirgin

bir bozulma kaydedilmedi (Resim 5).



Resim 5: 5 ug/ml hastalikl: sement ekstrakta
uygulanan kﬁltﬁrlerde 4 .giin sonunda fibroblast
hilcreleri (X78.75).

50 ve 100 pug/ml konsantrasyonlarda hiicre s1kli1ginda azalma
belirgin olarak gozlendi. 10 ve 20 ng/ml drneklerinde hiicrelerde
graniliesme, 50 ve 100 png/ml Orneklerinde ise hiicre morfolojisinde

bozulma kaydedildi (Resim 6).
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Resim 6: 4. giin sonunda 50 yg/ml hastalikl:
sement ekstrakti uygulanan kiil tiirlerde

fibroblast hiicrelerinin dafilimr (X78.75)

4. giln sonunda hastaltkli sement ekstraktt uygulanan kiltiirlerde
ortalama hiicre say1s1;;$ pa/ml drneklerinde 1.6x105/m], 10 yg/ml Grnek=
lerinde 1.37x105/m1, 20 ug/ml Orneklerinde 1;105/m1, 50 pg/mit Brnekle-
rinde 0.92x105/m1 ve 100nug/ml Srneklerinde 0.5x105/m1 olarak kaydedildi
(Tablo 3). 100 pg/ml drneklerinde hiicre sayi1s1 baslangic hiicre sayisin-
dan az bulundu. 4. giin sonunda hastalikls: senént drneklerinde hicre sa-

y1s1 ve konsantrasyon jliskisi Grafik 2'de goriilmektedir.
Sadlik11 Sement Ekstrakti Uygulanan Kiiltirler :

Biitiin konsantrasyonlarda (5,10,20,50,100 ng/m1) hlicre sikliginda
belirgin bir azalma ve hiicre morfolojilerinde bozulma gozlenmedi (Resim
7). Bununla beraber etkin madde konsantrasyonuna bagii olarak hicre sa-

yisinda azalma bulundu (Tablo 3).
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4, gUn'sonunda sadl1kl1 sement ekstraksiyonu uygulanan kiiltiirlerde
ortalama hiicre sayi1st 5 wg/ml Grneklerinde 2.1x105/m1, 10 pg/ml Grneklerin-
de 1.81x105[m1, 20 ug/mil drneklerinde 1.78x105/m1, 50 ug/ml Orneklerinde
1.75x105/m1.ve 100 ug/ml Grneklerinde 1.71x105/m1 olarak sayildr.

A AINRAR

L
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N

Resim 7 : 5 pg/ml saglikl:r sement ekstrakti uygu-

lanan kiiltiirlerde 4. giinde fibroblast hiicrelerinin

gbrintmi (x78.75).

Grafik 2'de 4.giin sonunda sadl1kl1 sement ekstraktr uygulanan

kiiltiirlerdeki hiicre sayi1st ve konsantrasyon iliskisi goriilmektedir.
Endotoksin Uygulanan Kultirler ¢

Endotoksin, killtiirlere daha Bnceki ¢alismamizda saptanan 500 ve
1000 1 g/m1 konsantrasyonlarda eklendj. Her iki konsantrasyonda da hiicre

s1k11d1nda belirgin azalma ve hiicre morfolojisinde bozulma gdzlendi

(Resim 8).
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Resim 8: 1000 ué/ml endotoksin uygulanmi§ kil=-

tiirlerde 4. giin sonunda fibroblast hiicreleri

giritlmekte (X78.75).

4. glin sonunda bu kiiltiirlerde ortalama hiicre say1s1; 500 pg/ml
drneklerinde 0.69x105/m], 1000 rg/ml 6rnek1erinde 0.71x105/m1 olarak
kaydedildi (Tablo 2).

Grafik 3'de 4.glinde endotoksin konsantrasyonu ve hiicre sa§}s1

arasindaki iliski goriilmektedir.
Kontrol Kiltiirleri

4, giin sonunda hiicre morfolojisinde herhangi bir bozulma kayde-
diTmedi. Kontrol kiiltiirlerinde ortalama hiicre sayisi 2.68x10°/m1 olarak

bulundu (Tablo 2).
B- 8.qglin (192, saat) Bulgulam
Plak Ekstrakti Uygulanan Kiltirler =

Hilcre morfolojisi acisindan Gzellikle 4 mg/ml ©rneklerinde 4.
giine oranla dizelme kaydedildj. Hicrelerin kap ylizeyine daha iyi tutu-

narak yayilma gdsterdikleri izlendi (Resim 9}.



- 35 -

|
R
-

AR TN

Resim 9: ¢ mg/m1 plak ekstrakt: uygulanan kiil-

tiirlerde 8. giin sonunda fibroblast hiicrelerinin

gérinimi (X78.75).

8. glin sonunda plak ekstrakt Srneklerinde ortalama hiicre sayilari
0.8 mg/ml Yrneklerinde 1.72x10°/m1, 1 mg/mi 1.68x105/m7. 1.5 ma/ml Brnek-
lerinde 1.535105/m1, 2 mg/ml Srneklerinde 0.66x105/m1 ve 4 mg/ml Brnek-
lerinde O.57x105/m1'01arak kaydedildi (Tablo 1).

.

2 ve 4 mg/ml Srneklerinde 8. gin sﬁnunda da hiicre sayiST bas~-
langic hlicre sayisindan az bulundy.

8. giinde plak ekstrast konsantrasyonu ve hiicre sSay1si1 arasinda-
ki iTiski Grafik 1'de goriilmektedir.

Plak Kontrol Kiiltiirleri -

Hicre morfolojisi 4. gline gore dedismemis olarak izlendi. Hiicre

stkl1ginda ise artis kaydedildi. 8. giin sonuda bu kilTtlirlerdeki ortala-

ma hiicre sayisi 2.66x]05/m1 olarak bulundu (Tablo 2).
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Dis Tas1 Ekstrakt1 Uygulanan Kiiltirler

Hicrelerde 4. giine gdre morfolojik bir dedisim izlemmedi

(Resim 10}.

Resim 10 : 5 pg/ml dig tas: ekstrakt:i uygula-

nan kiltiirlerde 8. glin sonunda fibroblast hic-

releri gérillmekte (X78.75).

Hiicre saymm sonug¢lart 8. gin sonundé 5 pg/mt drneklerinde
2.1x10%/m1, 10 we/ul Grneklerinde 1.9¢10%/ml, 20 wg/ml Grnekierinde
1.8x105/m1, 50 ug/ml Grneklerinde 1.5x105/m1 ve 100 pg/ml drnekle-
rinde ].3x105/m] olarak bulundu (Tablo 3). 8. giin sonunda dis tasy
ekstrakt konsantrasyonu ve hilicre sayis1 arasindaki i]iski Grafik
4'te gorulmektedir.

Hastal1k11 Sement Ekstrakti Uygulunan Kiilltirier :

4. giine gbre hiicre morfolojilerinde belirgin bir fark izlen-

medi (Resim 11).
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8. giin sohunda ortalama hUcre.say1s1 ise; 5 ug/ml Grnekierinde
1.96x10%/m1, 10 pg/ml Grneklerinde 1.85x10°/ml, 20 ug/ml Grneklerinde
1.6x105/m1, 50 ug/ml 6rnek1erinde 1.26x]05/m1 ye 100 pg/ml drneklerinde
0.68x10°/ml olarak kaydedildi (Tablo 3).

100 yg/ml drneklerindeki hiicre say1s1 baslangic hiicre sayisin-

dan az bulundu.

Resim 11 : 100 pg/ml hastalzkli sement ekstrakt:

uygulanan kiiltiirlerde 8. giin sonunda fibroblast

hiicrelerinin g&riniimi (X78.75).
Grafik 4'de 8. glin sonunda hastalikli1 sement ekstrakt konsantras-
yonu ile hlicre say1s1 arasindaki i1iski gorlilmektedir.
Sagdl1kl1 Sement Ekstrakti Uygulanan Kilttirler :

Hicre morfolojisi tim konsantrasyonlarda normal olarak gtzlendi

(Resim 12). Hiicre sayim sonuclari ortalama, 5 png/ml Grneklerinde 2.4x]05/m1,
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10 pg/ml- rnekierinde 2.]x105/m1, 20 ug/ml Grneklerinde 2.1x105/m1,
50 pg/ml rneklerinde 1.9x10°/m1 ve 100 ug/ml Srneklerinde 1.9x10%/m]
olarak kaydedildj (Tablo 3).

Resim 12 : 100 yg/ml saglzkli sement ekstrakt:

uygulanmig kiiltlirlerde 8. giin sonunda fibroblast

hilcrelerinin gdrinimi (X78.75).

8. giin sonunda sagliklt sement ekstrakt konsantrasyonu ve hiicre

say1st iliskisi Grafik 4'te goriilmektedir.

Endotoksin Uygulanan Kiiltirler

Hiicre morfolojileri 4. gline benzer gozlendi (Resim 13 ve 14).
Hiicre saymmi, 500 ;g/ml Brneklerinde 0.7]x105/m1, 1000 pg/ml Orneklerin-

de 0.653105/m1 olarak kaydedildi (Tablo 2). Her iki konsantrasyonda da

hiicre sayisi baslangi¢ hiicre sayisindan az bulundu.
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Resim 13 : 500 pg/ml endotoksin uygulanm:s kil-

tiirlerde 8. giin sonunda fibroblast hiicrelerinin

gdriiniimit (X78.75).

. &

Resim 14: 1000 ng/ml endotoksin uygulanmig kiltiir-

lerde 8.giin sonunda fibroblast hilcrelerinin g&riiniimi

(X78.75).
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8. glin sonunda endotoksin konsantrasyonu ve hiicre say1s? ilis-
kisi Grafik 3'de goriilmektedir.

Kontrol Kultirleri :

4. giin drneklerine gore hiicre sikliginda artis gbzlendi. Hiicre
morfolojisi acisindan 4. gline gdre bir degisiklik izlemmedi (Resim 15).
8. giinde kontrol kiiltiirlerindeki hU¢re'say1s1 ortalama 2.8x105/m1 bulun-

du (Tablo 2).

Resim 15: Kontrol kiiltilrlerindeki fibroblast

hiicrelerinin 8.giin sonunda g&riinimi (X78.75).

4. ve 8. giin sonunda sagl1kl1 sement, hastaliklr sement ve dis
tas1 ekstraktlari uygulanan kiiltirlerde etkin madde gruplarina gbre

ortalama hiicre sayisi Tablo 4'te gorilmektedir.
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Tablo 4 : 4. ve 8. gin sonunda etkin madde gruplarina gore
ml.deki hiicre sayilarinin istatistiksel dagitwm (Basiangi¢ hiicre sa-

y151 0.85x105/m1).

Degiskenler i

Sagli1kl1 Sement 2.153 ¥ 0.08 hiicre/m]
Hastal1kl1r Sement 1.290 ¥ 0.10 hiicre/m]
Dis Tas1 1.670 ¥ 0.09 hiicre/m]
PTak 1.155 ¥ 0.12 hiicre/m!

*Dederler X ortalama hiicre sayis1 x10° ve ¥ standart
hata olarak ifade edilmistir.

Tim gruplar Uzerinde yapilan varyans analizi sonucunda hiicre
say1s1 acisindan kontrol grubu ile dider etkin gruplar arasinda ve
sadli1klt sement Ele diger gruplar arasindaki fark Snemli bulundu .. -

(p < 0.05).
II- Timidin'Inkorporasyonu Deney Bulgutari

Givenilir bir yontem olmasi nedeniyle timidin inkorporasyonu
hiicre saymm c¢alismalarina ilave olarak kullanildi. Sonuglar cpm (count

per minute, dakikada sayim) olarak dederlendirildi.

Plak Ekstrakti Uygulanan Kiilturler

Plak ekstraktlarina ait 4. ve 8. glin sayim sconuglart Tablo 5'te

gorilmektedir. Plak ekstrakt konsantrasyonu arttikga sayim sonuc¢larinda
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dilsme gtozlemmis, tlim konsantrasyonlarla kontrol grubu arasindaki fark
nemli bulunmustur (p< 0.05). Konsantrasyonlar arasindaki farkin onem-+

1i1ik dlizeyleri Tablo 6'da gortilmektedir.

Tablo 5: Plak ekstraktlarina ait 4. ve 8. giin sayim sonuglarinin

istatistiksel dagilimi.

Plak ekstrakt

konsantrasyonu 4. guﬁ* 8. gUrr
0.8 mg/ml 653.54 ¥ 108 823.87 ¥ 40.40
1 mg/ml 572.88 ¥ 45.36 465.45 ¥ 47.02
1.5 mg/ml /512 F 43.73 435,16 ¥ 24.24
2 mg/ml 315.37 # 21.44 193.33 % 17
4 mg/ml 123.88 ¥ 23.62 172.125% 12,77

*Deéer1er¥ standart hata ve cpm olarak ifade edilmistir..- °

Tablo 6: Plak ekstrakt konsantrasyonlari arasindaki farkin

istatistiksel ac¢idan Bnemlilik diizeyleri.

4 mg/ml 2 mg/ml 1.5 mg/mt 1 mg/ml

0.8 mg/m] p<0.05 p<0.05 p<0.05 p<0.0
1 ma/ml p<0.05 p<0.05 p<0.05
1.5 mg/ml p<0.05 gnemsiz

2 mg/ml p<0.05
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4. ve 8. ginde plak ekstrakt konsantrasyonu ve saywm sonu¢larinin

iliskisi Grafik 5'de belirtilmistir,

Endotoksin, kontrol ve plak kontrol gruplarina ait 4. ve 8. giin

saymm sonuclarinin jstatistiksel dagitimi Tablo 7'de goriilmektedir,

Tablo 8'de ise endotoksin konsantrasyonlart ile plak konsantras-
yonlarr arasindaki farkin 4. ve §. glinde istatistiksel acidan dnemlilik

diizeyTeri gdsterilmistir.

Tablo 7 : Endotoksin ve kontro] guruplarina ait 4. ve 8. glin

sayim sonuclarmnin istatistiksel dagiTimr.

| * 0 Plak *  Endotoksin * Endotoksin*
Gin Kontrol Kontrol 500 ug/ml 1000 pg/m1
4. gin 1963%55.60  1137.21% 275.39  246.41% 25.86 105.12% 2275
8. giin 1114.46728.19  883.42%30.35  223.79740.18 118.70 20.8]

*Deger1er T standart hata ve cpm olarak ifade edilmistir,

Endotoksin konsantrasyonlari ile 4. ve 8. glin saywm sonuglars

arasindaki iliski Grafik 6'da griTmektedir,
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Tablo 8 : Plak ekstrakti ve endotoksin konsantrasyonlari arasin-

@

daki farkin 4. ve 8. giin sonunda istatistiksel ag¢idan onemiilik diizeyleri.

Plak ekstrakt , Endotoksin 500 pg/ml Endotoksin 1000 wug/ml

konsantrasyonu 4. giin 8.qiin 4.qiin 8.glin
0.8 mg/ml p < 0.05 p <0.05 p. < 0.05 p.< 0.05
T mg/ml p < 0.05 p < 0,05 p <0.05 p <0.05
1.5 mg/m] p < 0.05 p < 0.05 p <0.05 p < 0.05
2 mg/ml gnemsiz onemsiz p < 0.05 p < 0.05
4 mg/ml . p < 0.05 onemsiz - gnemsiz gnemsiz

Sad11kl1 Sement,Hastalikl1 Sement ve Dis Tasi1 Ekstraktlarina

Ait Bulgular

Sajtikl1 sement, hastalikli: sement ve dis tasti ekstraktlarina

.

ait saym sonuclarinin istatistiksel dagilimi Tablo 9'da gorilmektedir.

Tablo 9: Sagdliklir sement,hastalikll sement ve dis tas1 ekstrakt-

larina ait 4. gin saywm sonuglarinin istatistiksel dagrilwm.

- Konsantrasyon Saglikis Sement” Hastal1kl Sement’ Dis Tas1*
5ug/ml 1383.71+ 22.68 909.71 ¥ 50.29 1013 ¥ 39.96
10 ug/ml 925.37I¥ 176.46 516.79 ¥ 25.82 516.08F 21.58
20 1 g/ml 895.66 ¥ 21.62 468.45 ¥ 24.88 506.58% 58.38
50 ng/ml 892.25 ¥ 7.97 365.21 ¥ 29.02 477.62¥ 31.68
100 pg/ml 626.66 T 18.21 187.54 F32.50  193.54F 15.11

*Deger]er ¥ standart hata ve cpm olarak ifade edilmistir.
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Her li¢c grupta da konsantrasyon artisina badli olarak saymm sonu¢-

1arTnda'dUsme gozlendi,

4. giin sonunda sadliklt sement, hastaliklir sement ve dis tas?
gruplart ele alind1ginda biitiin konsantrasyonlarda kontrol grubuna ki-
yasla istatistiki olarak anlamii1 fark bulundu {p < 0.05). 4. giin sonun-
da sadl1kl1 sement, hastalikli sement ve dis tast ekstrakt kontrasyon-

lar1 ile saymm sonuglari arasindaki iliski. Grafik 7'de goriilmektedir.

Tablo 10'da 4.giin sonunda etkin madde konsantrasyonliari ve
endotoksin konsantrasyonlart arasindaki farklarin istatistiksel Onem-

1i1ik diizeyleri gosterilmistir.

Tablo 10: Sagiiklt sement, hastaliklt sement ve dis tas: ekstrakt-
Tarina ait 4. giin sayim sonu¢larinin endotoksin dederlerine gore istatis-

tiksel a¢idan onemlilik diizeyleri.

Endotoksin 500 pg/ml . Endotoksin 1000 pg/ml
Hasta- Hasta-
Sagliklr  11kir Dis Sadlikis  T1kl3 Dis
Sement Sement Tasn - Sement Sement -7 Tas1
5 ug/ml p<0.05 p<0.05 p<0.05 p<0.05 p<0.05 p<0.05

10 ug/ml p<0.05 p<0.05 p<0.05 p<0.05 p<0.05 p<0.05

20 yug/m p<0.05 p<0.05 p<0.05 p<0.05 p<0.0t p<0.05

50 ug/ml p<0.05 p<0.05 p<0.05 p<0.05 p<0.05 p<0.05

100 pg/ml p<0.05 Bnemsiz dnemsiz p<0.05 p<0.05 p<0.05
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8. gln sonunda sadliklr sement, hastalikl1 sement ve dis tast
ekstraktlarina ait saywm sonug¢lari Tablo 11'de gdriilmektedir. Tim grup-
Tarda konsantrasyon artisina badli olarak sayim sonu¢larinda azalma gbz-

lendi.

Tablo 11: Saglikl1 sement, hastalikl1 sement, dis tasi ekstrat-

Tarina ait 8.glin saym sonug¢larinin istatistiksel dagilwm.

Konsantrasyon Saglikia Sement* Hastal1kl1 Sement* Dis Tas1*

5 pg/ml 997.37 ¥ 98.49 878.29 ? 51.12 826.50 F 117.82
10ug/mi 845.08 ¥ 86.59 482 .75 % 0.0 661.33 ¥ 29.81
20 ng/ml 785.33 + 28.48 470.75 ¥ 45.74 595,50 F 72.90
50 ug/mi 761.25 ¥ 52.98 402.87 ¥ 97.44 456.04.¢”26.27

100 ug/ml h87 .37 ¥ 53.07 172.58 ¥ 25.50 410.87 ¥ 27.27

*Deger1er T standart hata ve cpm olarak ifade edilmistir.

8. glin sonunda 5 pg/ml sagdlikly sement ekstraktina ait saymm so-
nuclari ile kontroller arasindaki fark Snemsiz bulundu. Dider biitlin kon-
santrasyonlarda ve hastalikl1 sement, dis tas1 gruplarinda bu fark onem-

11 olarak kaydedildi (p < 0.05).
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8. giine ait saymm sonuclari ile etkin madde konsantrasyonlari

arasindaki iligki Grafik 8'da gdriilmektedir.

8. qiin sonunda sagliklr . sement, hastalikl1 sement ve dis tasi
ekstraktlari ile endotoksin kohsantrasyon]ar1na ait sayimm sonuclari ara=
sindaki farkin istatistiksel a¢idan Gnemlilik diizeyleri Tablo 12'de be-

Tirtilmistir.

Tablo 12: Sadlikii sement, hastaliklt sement ve dis tasi ekst-
raktlarina ait 8. giin saymm sonuglarinin endotoksin sayim sonug¢larina

gbre istatistiksel acidan tnemlilik diizeyleri.

Endotoksin 500 ug/ml Endotoksin 1000 1g/mi
Hasta- Hasta-
Konsant- Sagliklr 11kl Dis Sagliiklr  Tikha Dis
rasyon Sement Sement Tas1 Sement Sement Tas

5 ug/ml p<0.05  p<0.05 p<0.05 p<0.05 p<0.05 p<0.05

10 ng/ml p<0.05 p<0.05 p<0.05 p<0.05 p<0.05 p<0.05

20 yg/ml  p<0.05  p<0.05 p<0.05 p<0.05 p<0.05 p<0.05

50 ng/ml p<0.05 p<0.05 p<0.05 p<0.05 p<0.05 p<0.05

100 pg/ml p<0.05 onemsiz p<0.05 p<0.05 onemsiz p<0.05




- 48 -

Tum gruplar birlikte ele alind1dinda yapilan varyans analizi

sonucunda gruplar aras 1fark gnemli bulundu (P < 0.05).(Tablo 13).

Tablo 13: Gruplar arasindaki farkin istatistiksel acidan

onemlilik dizeyleri.

Hastal1kla

Dis Tasi Plak
SagTikl1 Sement p < 0.05 p < 0.05
Plak p < 0.05
Dis Tasi Onemsiz

Ayn1 analize gére konsantrasyon gruplari arasindaki farkin da

Onemli oldudu saptand1 (p < 0.05). (Tablo 14),

100 ug 50 ug | 20 ug 10 ug
5 ug/ml p < 0.05 p<0.05 p < 0.05 p < 0.05
10 pg/m p<0.05 p <0.05 p <0.05
20 ng/ml p <0.05 _'dnemsiz
50 pg/ml p<0.05
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Resim 16 : 2 mg/ml plak ekstrakt:r uygulanmig kiiltiir-

lerde fibroblastlarin Elektron Mikroskobik gdriiniimleri
(X5.000). Cekirdek lobiile stoplazma yiizeyi uzantili ola-
rak izlenmekte. Stoplazmada mitokondri, bol vakuoller,
Endoplazmik retikulum ve Golgi mevcut. Flamentdz bir

yapi izlenmekte.
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Resim 17 : 50 pg/ml hastalikli sement ekstrakta

uygulanmig kiiltiirlerde fibroblastlarin 4.giin so-
nundaki elektron mikroskobik gdriiniimleri (X13.00)
Gekirdek lobiile stoplazma uzantili, golgi ve va-
kuollerdaha fazlia, mitokondri.ise daha az sayrda

izlenmekte.
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Resim 18 -

Elektron Mikroskopta 4.

ginde kontrol Kiil-
titrl erindeki fibroblastiar izlenmelk

te(X6.600),
Cekirdek aktir, girintili cikintil,
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Grafik 1 : 4. ve 8. giinde plak Srneklerindeki hiicre sayisi ve kon-

santrasyon iligkisi.
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Grafik 2 : 4. gin sonunda dig tasz, hastalikli sement ve sadlikl:r sement

ekstrakta uygu-_lanm;g‘ kiiltiirlerde hiicre sayisi ve konsantrasyon iligkisi.



- 54 -

3 -
Kuntroti
E 2 — b Gin
2 .
.9
@
>
o
wn
[+1}
S S
£ 1-
Bastangic hicre
—— : sayis
T !
0 500 1000

Konsantrasyon (pg/mt)

Grafik 3 : 4. ve 8. giinde endotoksin uygulanmig kiiltlirlerde hiicre sayisi

ve konsantrasyon iligkisi.
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Grafik 4 : 8. giinde dig tagi, hastalikli sement ve saglikli sement ekstrakti
uygulanm:g kiiltilirlerde hilicre sayisi ve konsantrasyon iligkisi.
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Grafik 5 :

4. ve 8. giin sonundaplak ekstrakt: wvygulanmig kiiltiirlerde
timidin inkorporasyonu sayim sonuglari.
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Grafik 6 : 4. ve 8. gin sonunda

endotoksin uygulanmig kiltiirierde timidin
inkorporasyonu Sayim sonuclar:z.
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ekstrakti uygulanmigs kiiltiirlerde timidin inkorporasyonu sayim sonuglari.



TARTISMA

Caltsmamizda, plak,dig tast ve periodontal hastalikli disler-
den elde edilen sement ekstraktlarinin periodonta1 ligament fibroblast-
lar1 tzerine etkileri kiyaslamal i olarak arastirildi.Bu tiir toksisite
deneylerinde in vivo ¢alismak ¢ok zer, hatta olanaksiz oldugundan hiicre
kiiltlir sistemi kullani1ldi. Hiicre sajligimin en giivenilir belirtisi hiicre
biiyiimes i ve_morfo1ojisi oldudu i¢in dederliendirmelerde bu kriterler esas

alindi.

Dis plag1 ve dis tast periodontal hastaliklarin primer etyolo-
Jik ajanmi oTarak kabul edilirler. Ayn1'zamanda bu etkenlerin tam elimine

edilememesi periodontal tedaviyi basarisizlikla sonuc]and1r1r(18’45).

Periodontal tedavinin amaci, periodontal dokularin dogal atac-
mani hastalik nedeniyle yikima ujradiginda dis ylizeyinde daha koronalde
yeni ata¢mani sadlamak, bdylece hastanin yeterli adiz bakim icin értam
olusturarak periodonsiyumun daha fazla harap olmasini Unlemektir. Bdyle
bir gereksinmenin karsilanabilmesi ic¢in patolojik olarak derinlesmis pe-
riodontal ceplerin ve bu sonucu yaratan etkenlerin elimine edilmesi ge-

rekmektedir(9’10’46)..

Yeni dis-diseti bilesiminin sa§1anmas1nda.bakteriye1 plagin
uzaklastirilmas: gerektigi kohusunda siiphe yoktur. Yeni ata¢man girisi-
minde basari iyi bir plak eliminasyonu ile gerceklesir. Plak varliginda
yara iyilesmesinin geciktigi ileri sﬁrUlmUstUrf Plak elimine edilmedigi
durumlarda cerrahi tedavf sonrast disetinin uzun epitelial atacman ile

dise tutundudu gbzlenmistir. Bu tutunma yeterince diren¢li olmadigr i¢in
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cep kolaylikla eski seviyesine ulasir, hatta daha da derin]esir(6’34’45);

Plagin patolojik olay1 baslatmasi ve tedaviyi basarisiz kilma-
s1 konusunda pek c¢ok arastirma yapilms ve etki mekanizmasi Gdrenilmeye
calisiTmistir.

Memeli hiicre kiiltirleri dis plajindan elde edilen suda ¢Bzii-

niir maddelerin tayininde yararli ve tekrarlanabilir ydntemler sa§1ar(3]).

Levine ve arkadaslari plak ekstraktlarinin epitelial kokenli
HeLa hiicrelerinin ve 4 farkli hiicre tipinin biiylimesini inhibe ettigini
gistermislerdir. Bu materyalin hiicrelerde toksik etki yarattigint ve
salyadan 20 kez daha konsantre oldudunu savunmuslardir. Bu arastirmaci-
lara gore plak ekstrakti,hiicrelerin yapiskaniiklarini etkilemekten cok,

hiicre iceriginin lizisine neden olmaktadir(31232),

~Daha sonra arastiricilar,dis plaginin kimyasal kompozisyonunu
tayin ederek plaktaki toksik ve diger maddelerin miktarinin dediskenlik-
lerini gostermislerdir. Az miktarda plagin Hela hiicrelerinin biiylmesini
attird1gini, daha fazla miktarlarin ise toksik etkiye sahip oldudunu sa-

vunmus1ard1r(32’33).

Toplanmis plak ekstraktlart ve oral streptekok tirleri fibro-
blast biiyiimesini inhibe eden yiiksek molekiil agirltkl1 komponentlere ve
fibroblast biiylmesini stimule eden dﬁsﬁk.molekU] agirliklr komponentlere
sahiptil12:32)Bununta birlikte kiltire edilmis dis plagr disik molekiil

(33)

agirlikl1 toksik faktdrler de icerir . Bakteriler tarafindan iretilen

organik asitler ekstrakt toksisitesinden sorumlu tutu]mus1ard1r(58). Gram
negatif bakterilerin hiicre duvar1 komponenti olan endetoksinlerin kiiltlre
edilmis hiicrelerde cesitli etkilere sahip olduklari cok sayida arastirmada

(8,23,39,52)

gosterilmistir . Dis plad1 ekstraktlarinin toksik etkilerinin
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yanisira kiiltire edilmis diseti fibroblastlarindan muhtemelen 1s51ya
dayaniklt komponentleri araciligiyla hyalironik asit sentezini artirdikla-
r1 ileri siirtilmistlir. Biylece plak irritasyonuna karsi olusan doku degi-
sikliklerinin baj dokusu komponentlerinin sentez dengesinin bozulmasi so-
nucu olabilecedi savunulmustur. Bu nedenle bakteriyel plak ekstraktina
maruz kalan fibroblast hiicrelerindeki metabolik dedisiklikler de genis

glclide ara$t1r11m1st1r(29’30).

'LiferatUrdeki calismalara gore cep formasyonu, birlesim epite-
11 hilcrelerinin sulkus tabaninda biitinligtinir bozulmasy ve mine ylizeyin-
den ayrilmalariyla meydana gelir. Bakteriyel l1gkotoksinier polimorfonik-
leer 16kositleri harekete gecirir ve bunlarin etkisiyle birlesim epiteli
parcalanir. Parcalanan doku hiicreleri ise bakteri]erden daha fazla 1dko-
toksin Uretme potansiyeline sahiptir. Boylece bu sartlar in vivo olarak
gerceklestiginde plak bakterileri tarafindan liretilen toksik maddeler
direkt olarak birlesim epiteli hiicrelerine zarar verirler, cep formas-

(31)

yonunu baslatirlar ve bdlgeye Ttkotoksin ¢ekimini artiririar

Periodontal hastalik patogenezi calismalarinda,dis etinde.mey-
dana gelen i1k dedisiklikler "Baslangic Lazyon" olarak tanimlanmis olup
vaskiilit tablosuyla séyreden nonspesifik immiin yanit seklinde kendini
gosterir. Bu dedisiklikler plak birikiminden 2-4 giin sonra baslar ve bu
asamada dzellikle perivaskiiler gahadaki fibroblastlarda ilk bozulmalar
gﬁz]enir(44). Bu degisiklikler her ne kadar ortamda gelisen iltihap me-
-diat6r1erinin yan etkisi olarak meydana gelebilirse de direkt olarak plak
bakteri toksinlerinin diseti fibroblastlari iizerindeki etkileri sonucu
da olabilir. Literatirde plak ve fibroblast galismalart bu goriisi destek-
Ter niteliktedir ki ¢alismamizda ulasilan sonug¢lar ile de uyum gdsteril-

mektedir(3]).
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Calssmamizda plak toplanmasi dedisik  yas guruplarindaki gin-
givitis veya periodontitis tanis1 koyulan hastalardan gergeklestirildi.
Bu islem sirasinda plagin su i¢eriginin dedismemesi i¢in salya ve kan
kontaminasyonundan kacinildi. Toplanan plak kullanilincaya kadar toksik

aktivitesinin bozulmamas: ig¢in -ZOOC saklandy.

Plak ekstraktlarinin elde edilmesinde Levine ve arkadastarinin
tanimladid1 yontem kullanildi. Gene bu arastirmacilarin bulaularina da-
yanarak plak ekstraktinin yaklasik olarak plak yas a§1r11§{n1n %6 kada~
rinm c¢dziiniir madde olarak icerdigi kabul edildi. Doz ayarlama islemleri

buna gbre yap11d1(3]’32).

Calismamzda plak ekstraktn uygulanan tim kiiltiirlerde kontrol-
lere kiyasla hiicre s1kliginda azalma gozlendi. Plak ekstraktinin Bzel-
Tikle 2 ve 4 mg/ml'1ik konsantrasyonlarinda toksik etkinin belirginles-
tig1 goriildi. Diisik dozlarda etkilerin daha az olarak gozlenmesi fibrob-
last hiicrelerin doku kiiltiirlerinin en dayanikli serileriniolusturmalari
ve degisen durumlarda kompansasyon yapabilmé]eri nedeniyledir. Ayrica
¢alismamizda kullanilan periodontal ligameht fibroblastlam rejqurasyon
yetenedi en fazla olan hlicreler arasinda sayildigindan dusiik dozlarda
hiicre say1sinin daha az etkilenmis olmasi normal karsilanabilir. Yitksek-
dozlarda gordiigimiz dedisiklikler ise tamamen literatiirle uyum goster-

mektedir(3]’32).

Dis ‘tas1 Orneklerinin toplanmasinda ve saklanmasinda plak top-
lanmas1 sirasinda uyulan kuratlara badli kalindi, Ekstrakt hazirlanmasi
islemlerinde bu konuda literatiirde bir bulguya rastlanamadidr icin sement

~ekstraktlarinin hazirlanmasindaki kurallara uyuldu.
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Periodontal tedavinin basarisi ve yeni atag¢man olusumu icin dis
taslarinin uzaklastirtimas1 gerektigi konusunda fikir birligi vard1r(37’46).
Listgarten ve arkadaslari,sterilize edilmis dis tasina birlesim epitelinin
normal bir atacman olusturdugunu gﬁstehnislerdir(35). Adelson ve arkadas-
lart ise yaptiklari in vitro bir ¢alismada insan diseti fibroblastlarinin

dis tasi1 mevcut olan ylizeylere de atagman yaptiklarini savunmus1ard1r(1).

Literatiirde bu yondeki bulgulara radmen Waerhaug dis taslarinin
tamamen uzaklastirilamadig§r durumlarda,supragingival plak kontrolii cok iyi

olsa bile periodontal hastaligin yeniden aktive oldugunu vurguTam1st1r(64’65).

Ca11sm§m12da deGisik yas ve cins guruplarindan toplanan supra ve
subgingival dis tasi ekstraktlarinin periodontal ligament fibroblast hic-
relerine ozellikle yliksek dozlarda etkili oldugu gdzlenmis olup Waerhaug'un
bu konudaki goriislerini desteklemistir. Bu sonucun tartismasini bakteri ‘
piagini bir kenara iterek tek basina yapmak miimkiin dedildir. Literatlirde de
belirtildigi gibi dis taslarinin ylizeyi her zaman kalsifiye olmamis bir
plak tabakas1 ile artUIUdUr(g). Ca11smam12da;dis tast etkeninin deneye ka-
ti1lmasinin nedeni plagin yanisira dis tasi sert dokusuna absorbe ¢lmus en-
dotoksinTerin konsantrasyon a¢isindan daha yliksek dederiere ulasabilecedi
varsayim1 idi. Ancak plak ile etki acisindan aradaki farkin “nemli olmas1

bu varsayim cilrlitmemisse de kani1tlamis da degildir.

Bunun yanisira dis taslarinin mevcut oldudu bir agiz ortaminda
gintitk fircalama ile plak kontrolii yapilsa bile dis tasinin barindirdig
enzim ve toksinlerin diseti iltihabiny sirdiirebilecedi belirtilmis olmak-

tadir,

Calismamizda sement ekstraktlarinin hazirlanmasi Westphal ve
Jann'1n endotoksin ekstraksiyonu icin tanimladiklari yonteme gbre yapirl-

d1. Likit fenol pek cok protein icin iyi bir coziicii olarak bilinir.
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Polisakkaritler, mukopolisakkaritler, Tipopolisakkaritler ve nikleik
asitler suda cdziinmelerine ragmen fenolde c@ziinmezler. Fenol-su karisi-
minin dielektrik katsayis1 oldukca yuksektir. Bu §zelligi nedeniyle
fenol-su kar1s1y1 proteinlerin, polisakkaritlerin veya niikleik asitlerin

ayrilmasinda yaygin olarak ku11an111r(66).

68°C veya daha yliksek 1s1da fenol ve su herhangi bir oranda
karistirilabilir. Bu karisim soqutuldugunda iistte su, altta fenol fazj
olmak Uzere iki tabaka ayr1lir. Eger Gram () bakteriler esit miktar
fenol-su kartsimyla 65-68°C'de muamele edilirse hiicreler hizla parga-
lanir ve bakteriyel yapilarin bilyiik bir kismr soliisyona gecer. Sollis-
yon,5—100C3@ sogutularak santrifij edilirse sy faz1, fenol faz1 ve caé
zinmemis su-fenol fazi olmak lzere 3 faz ayriTir. Su fa21, dfa]izden
sohra proteinden yoksun,0- antigen, endotoksin gibi bakteriyel lipopo-
Tisakkaritleri ve nlikleik asitleri icerir., Fenol fazinda ise proteinler

mevcuttur(66).

Bu yontem antijenik veya toksik lipopolisakkaritierin ekstrak-
siyonu i¢in genis lclide uygulanmaktadir. Fenol fazinin ayriimasiyla-ve
niikleik asitlerin Coktlirlilmesiyle lipopolisakkaritleri saf olarak elde
etmek miimkiin olabilir. Calismamizda fenol fazinin ayrilmasi ve niikleik
asitlerin coktiiriilmesi yoluna gidilmedi. Cunkii fenol ekstraksiyonu sira-

sinda mevcut proteinlerin denatiire olduduna inan11d1(2).

Periodontal hastalikta sement yiizeyinde olusan degisiklikler
yogun arastirma konusu olmustur. Sementte meydana gelen bu degisiklik-
ler;fiziksel, kimyasal veya toksik olabilir. Plakta mevcut olan endotok-

R . e s vas e e e (2,9
sin gibi baz1 toksik liriinlerin semente penetre oldugu ileri suru]mU$tur( ).
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Hatfield ve Baumhammers periodontal hastalikli1 koklerin
hilcre kultirlerinde hiicrelerde donusumsiiz degisiklikler olusturdugunu
gozlemisler ve bu etkiyi yaratan 1s1ya dayanikli maddenin endotoksin

olabilecedini savunmus1ard1r(22).

Aleo ve arkadaslari periodontal hastaliklr kok yiizeylerine
in vitro fibroblast atacmaninin olmadigint ancak bu kiklere fenol-su
ekstraksiyonu uygulandidinda veya kok diizeltmesi yapilidiginda fibrob-

last atacmaninin kontrollere yaklastigin: gﬁstermis1erdir(3).

Aleo ve arkadaslari bir baska arastirmada periodontal has-
talikl1 koklerden ekstrakte edilen materyalin fare fibroblastlarina
toksik etki gosterdigini ve bu materyalin endotoksin Bzelliklerine
sahip oldudunu belirtmislerdir. Sement bagimli bu maddelerin hiicre
kiiltlirlerinde endotoksine oranla cok daha etkin oldugunu ileri si-
rerek periodontal hastalikli kdk ylizeyinin endotoksinden baska 1s1-

ya dayanikli toksik yapilar icerebilecedini savunmus1ard1r(2).

Jones ve Q'Leary periodontal hastalikl1 kiklerde mevcut
olan ehdotoksin benzeri maddelerin sementin yiizeyel tabakasindd si-
nirli ké]mad1§1n1,'ancak as1f1 kok diizeltmesi ile uzaklastirilabile-
cedini savunmuslardir. GOmili 20 yas disierinin ise endotoksinieri

cok nemsiz miktarda icerdigini bi1dirmis1erdir(27).

Nishimine ve O'Leary arastirmalarinda dikkatli yapilan kdk
diizeltmesi ile kik ylizeyinden endotoksinin uzaklastirilabilecedini,
ultrasonik alet kullaniminin ise ancak!kiiretle yapilan kaba bir kazi-
ma islemi kadar etkin olabilecegini savunmuslérd1r. Ayni arastirici-
lar periodontal hastalikli ksk ylizeyinin periodontal ybnden sadlik-
11 gomiilii dislerle karsilastirildiginda cok daha fazla miktar endo-

(42)

toksin icerdidini bildirmislerdir
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Nakib ve arkadaslari endotoksinin sadlikir ve hastaliklr kdk
ylizeyine tutundugunu ancak bu badlanmanin cok zay1f oldudunu bildirmis-
Terdir. Yaklasik 900.000 dalton molekiil agirligr olan bakteriyel endo-
toksinierin bliyiik boyutlari nedeniyle iyi kalsifiye olmus semente penet-
rasyonlarinin engellendigini savunmuslardir. Bu durum mineral ic¢erigi
yliksek bir tabaka iceren, periodontal cep igine ag¢ilms kik yiizeyleri

icin de gecerli o]acakt1r(38).

Ito ve arkadaslari ise tavsanlarda Local Schwartzman Phenome-
non'i'olusturarak periodontal hastalikls dis]érde sement-bagiml1 endo-
toksinin varligini arastirmslardir. Isiya dayanikli, irritasyon olus-
turma ozelligine sahip ve fenol-su karisimiile ekstrakte edilebilen
maddelerin elde edilmesine radmen bu tiir yapilarmn endotoksin oldudu

konusunda siipheli olduklarini bi]dirmislerdir(zs).

Fine ve arkadastari sitrik asit kullanarak kok ylizeyinden
cektikleri maddelerin endotoksin benzeri yapilar oldufunu ve sementin
ylizeysel tabakalarinda sinmirli kalmadigimi bildirmislerdir, Kok yiize-
yindeki- toksik maddelerin ekstraksiyonunda Triklor-asetik asit.ve
sitrik asitin fenol-su -karisimindan daha etkili oldufunu gdstermis-

1erdir(]5).

Olson ve arkadaslariyson zamanlarda yaptiklari bir calisma-
da sitrik asitin kok ylzeyinden toksik maddelerin uzaklastiriImasinda
etkin oldudunu bildirmislerdir. Periodontal hastalikli1 sement Srnek-
“lerinden sitrik asit ekstraksiyonu ile eide ettikleri materyalin hiic-
re kiittirlerinde insan ffbroblastlar1n1n biiyimesini inhibe ettigini
gistererek k1inik‘olakak sitrik asit tedavisinin kok ylizeyinin detok-

(43)

sifikasyonunda yararli olacadini savunmuslardir
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Calismamizda, doku kiiltiirii bulgularini desteklemek amaciyla
secilen Grneklerden elektron mikroskop inceleme yapilds, Elektron mik-
roskop bulgulart kiiltiir bulgularini destekledigi gibi Titeratiirdeki endo-
.toksin ve elektron mikroskopla yapilan calismalarin sonuglart ile de uyum
gostermistir. Plak ve hastalikit sément ile muamele edilen fibroblastlarin
stoplazmalarinda gdriilen vakuoller ve ribozomlardaki dedisiklikler ne=
deniyle bu hiicrelerin bad dokusu komponenti yapiminda gerekli etkinligi

gisteremeyecedi kanisina var11m1stqr(]]:35).

Calismamizda incelenen plak ve dis tas1 ekstraktlarinin fib-
roblastlar iizerindeki etkileri periodontal hastalidin patogenezindeki
baz1 konulara 151k tutmaktadir. Literatirde de betirtildigi lzere perio-
dontal harabiyet doku yikiminin yaﬁ1s1ra yeni bag dokusu komponentleri-
nin yapiminin engellenmesiyle de iki kat artmaktadir. Plak icindeki 1s1-
ya dayanikl1 komponentlerin konak¢i dokusunda hiicresel olduju kadar hii-
moral immiin cevabr da baslattid1 belirtilmistir. Imminolojik olaylar zin-
ciri icinde kemik yrkimina kadar varan bu olaylar gerek bakteriyolojik
gerekse imminolojik calismalarda vurgu]anm1$t1r(4]’54). Calismamizin s0-
nuglari olayin bu ydniine dedinmemekle birlikte en éz onlar kadar 5hem]i
olan hag dokusu tamirinin ve‘yeni kollagen sentezinin sitotoksik etkiler
sonucu engellenebilecedini kanitlamaktadir. Ozellik]e periodontal liga-
ment gibi kollagen turnover'inin son derece yiksek oldudu dokularda yeni

kollagen olusumunun engellenmesi harabiyeti bir kat daha artirmaktadir,

Hastalikl1 sement dokularinin periodontal 1igament fibroblast-
1ar1 Uzerine etkisi de bu konuyu desteklemekle birlikte periodontal teda-~
vinin basarisinietkileyen en belirgin fakttrlerden birisi olan kok dUze]f-
mesi ve detoksifikasyonunun Snemini bir kez daha vurgulamaktadir. Biitiin.
cerrahi periodontal tedavilerden sonra ulasilmak istenen ama¢ yeni oly-

sacak epitelial atacmanin eskisinden daha koronalde yer almasi ve bunun
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altinda sadlikla bir baj dokusu atagmaninin olusmasi ygniindedir. Bag do-
kusu atagmaninin epitelial atacmandan daha gec olusmasi nedeniyle epitelial
proliferasyonu geciktirecek tnlemlere basvurulmustur. Bu nedenle Gzel-
1ikle kemik defektlerinin tedavisinde flap lizerindeki epitel kazinarak
uzaklastirilip veya defektin lizeri serbest dis eti grefti ile kapatiia-
rak epitelial migrasyon geciktirilmeye calisiimistir. Ancak sement yii-
zeyinin iyi detoksifiye edilememesi nedeniyle bu ¢abalarin bosa gitmesi
kaciniimazdir. Bu nedenle son yillarda sement ylizeyine absorbe olmus tok-
sinleri uzaklastirmak amaciyla basta sitrik asit olmak iizere pek ¢ok ajan
kullan1iimis ve bunlarin basarisi gerek klinik, gerekse laboratuar deney-

lerinde kan1t1anm1st1r(7=13,15)_

Calismamizin sonucunda plak ve dis tas1 ekstraktlarinin fibre-
blastlar Uzerine Yaptiklari toksik etkinin periodontal hastalidin pato-
genezinde yeni doku yapimini engelleyerek en az immiinopatolojik doku y1-
kimi mekanizmalari1 kadar Onemli rol oynayabilecedi gisterilmistir. Ayrica
hastaligin ilerlemesinde ve Bzellikle cerrahi periodontal tedaviden sonra
. sa§11kli bir yeni atacman olusmasinda hastal1kl1 kok yiizeylerindeki endo-
toksinlerin veya endotoksin benzeri yapilarin dnemi belirgin bir éeki1de

vurguianmstir.

Calismamizin literatirde yayinlanan arastirmalara oranla iki

e

belirqin iistlinlligii vardir. Literatirdeki doku kiiltiri calismaiari ge-
nellikle dis etinden iliretilen fibroblastlarla yapi11lmis olup, periodontal
Tigamentin gercek rejeneratif etkisini vurgulamak icin yeterli dejildir.
Ayrica bu arastirmalarda salt plak veya hastalikl1 sement ile calisilmis-
t1r. Oysa calismamizda ayn1 kaynaktan Ufetilen ve pasajlari es olan perio-
dontal ligament fibroblastlarinda kiyaslamali olarak her li¢ parametre de
incé]enmistir. Dolay1siyla bu ¢alismanin vurguladigir sonuclar kanimizca

daha gercek¢i dederlter tasimaktadir.



SONUCLAR

Periodontal ligamentten elde edilen fibroblast hiicre kiiltir]e-
rine endotoksin, . plak, dis tas1, hastalikl1 sement ve saglikl1 sement

ekstraktlarinin uygulanmasiyla su sonuclar etde edilmistir,

1. Plak ekstraktt uygulanan kiiltiirlerde etki tim dozlarda goz-
Tendi. Hiicre morfolojisindeki bozulma ve hiicre say1sindaki diisme &zellik-

le son konsantrasyonlarda belirgin olarak kaydedildi.

2. Dis tas1 ekstrakt1 uygqulanan kiiltiirlerde hiicre morfolojisin-~
de iTk konsantrasyonlarda belirgin bir bozulma izlenmedi. Doz artisina

bagla olarak hiicre say1sinda azalma gbzlendi.

3. Hastalikl1 sement ekstraktinin de§isik konsantrasyonlarda
kiltiirlere eklenmesi hiicrelerde doz artistna bajli olarak morfolojik bo-
zulma ve sayisal azaTmaya neden oldu. Hiicre morfolojisindeki bozuima son

dozda belirgin olarak kaydedildi.

4. Sagl1kli sement ekstrakti uygulanan kiil tiirlerde konsantras-
yon artisina badli hiicre sayisinda azalma oldugu gdzlendi. Urneklerde

hiicre morfolojisinde dejisme kaydedilmedi.

5. Endotoksin uygulanan kiiltiirierde hiicre say1sindaki azalma

ve hlicre morfolojisindeki bozulma ¢ok belirgin olarak gozlendi.

6. Kontrol kiiltirlerinde ve plak kontrol kiiltirlerinde hiicre

morfolojisinde bozulma kaydedilmedi. Hicrelerin sagliklt oldugu gozlendi.
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7. Fibroblast hiicre kiiltirlerine plak, dis tas1 ve sement
ekstraktlarinin uygulanmasiyla en etkin maddenin plak ekstrakti oldudu

sonucuna varildl.

8. Plak, dis tasy ve hastalikl1 sementin periodontal hasta-
T1klarin patogenezinde ve doku tamirinde etkili olabilecedi sonucuna

varildr.



DZET

Calismamizda; plak, dis tasi ve hasta11k11 sement ekstraktla-
rinin hicre kiiltlirlerindeki periodontal 1igamentten lretfImis fibroblast-

lar Uzerine etkileri kiyaslamali1 olarak incelendi.

Hiicre kiiltiirlerinde kullanilmak lizere ekstraktlar klinigimize
basvuran hastalardan edinilen plak ve dis taslarindan hazirlandi. Saglik-
11 ve hastalikl1 sement ekstraktlar: ise periodontal hastalik nedeniyle

cekilmis dislerden ve gtmillii 20 yas dislerinden sagland1.

falismamizin sonucunda, hiicre kiiltiirlerine vysulanan plak, dis
tas1 ve hastalikl1 sement ekstrakt konsantrasyonlarina badli olarak hiicre
sayisinda ve timidin inkorporasyonu sayim sonuclarinda dlisme oldudu gbiz-
Tendi. Plak ekstraktlarinin fibroblastlar iizerine etkilerinin digerlerine

oranla daha fazla oldudu saptand1.

Sonuc olarak, plak ve dis tasinin periodontal hastaliklarin pa-
togenezinde fibroblastlar1 inhibe ederek yeni doku yapimini engelleyebi-
lecekieri ve hastalikli sementin ise fibroblastlarin kok ylizeyine yapis-
masin1 engelleyerek sagliklt bir atagman Unitesinin olusmasini geciktire-

bilecedi sonucuna varildi.



KAYNAKLAR

1- Adelson, L.J., et al.: In Vitro Cytotoxicity of Periodontaliy Diseased Root
Surfaces. J.Periodontol. 51:700, 1980.

2- Alteo, J.J., et al.: The Presence and Biologic Activity of Cementum+ Bound
Endotoxin.d. Periodontol. 45: 672,1974.

3- Aleo, J.J., De Renzis, F.A., Farber, P.A.: In Vitro Attachment of Human
Gingival Fibroblasts to Root Surfaces. J.Periodontol. 46: 639,1975.

4- Armitage, G.C.,Christie,T.M.: Structural Changes in Exposed Human Cementum.
I.Light Microscopic Observations.J.Periodont.Res.8:343, 1973.

5- Armitage, G.C., Chrﬁstie, T.M.: Structural Changes in Exposed Human Cementum.
II. Electron Microscopic Observations. J. Periodont. Res. 8:356,1973.

6- Barrington, E.P.: An Overview of Periodontal Surgical Procedures. J.Periodontol.
52(9):518, 1981.

7- Boyko, G.A., Brunette, D.M., Melcher, A.H.: Cell Attachment to Demineralized
Root Surfaces In Vitro. J.Periodont. Res. 15: 297, 1980.

8- Buckingham, R.B. and Castor, C.W., Hoag, P.F.: The Effect of Bacterial

Products on Synovial Fibroblast Function : Hypermetabolic
Changes Induced by Endotoxin. J.Clinical Invest. b5l1: 1186,1972.

g- Carranza, F.A.: Glickman's Clinical Periodontology, Sth ed., W.B. Saunders

Co., Philadelphia, 1984.

10- Caglayan, G.: Disler Uzerinde Biriken Ek]enti]ér. Hacettepe Dis Hekimligi
Fakiltesi Dergisi. 5 (3-4): 78, 1981.

11- DeRenzis, F.A., and Chen, S.Y.: Ultrastructural Study of Cultured Human
Gingival Fibroblasts Exposed to Endotoxin. J.Periodontol. 54:86,1983.



12-

13-

156-

17-

18-

20-

21-

23-

24-

- 74 -

Duguid, R., Al- Makadsi, F., Cowley, G.C.: Cytotoxic Material Extracted
from Human Dental Plaque and Oral Streptococci. Arch. Oral Biol. 25:
349,1980.

Fllegaard. B., Karring, T., and Loe, H.: New Periodontal Attachment Precedure
Based on Retardation of Epithelial Migration. J. Clinic. Periodontol
1: 75, 1974.

Fine, D.H., et al.: Studies in Plaque Pathogenicity. I. Plaque Collection
and Limulus Lysate Screening of Adherent and Loosely Adherent Piague.
J. Periodont. Res. 13: 17, 1978.

Fine, D.H., et al.: Preliminary Characterization of Material Eluted from
the Roots of Periodontally Diseased Teeth. I.Periodont. Res.15:10,1980.

Frank, R.M., Voegel, J.C.: Bacterial Bone Resorption in Advanced Cases of
Human Periodontitis. J. Periodont. Res. 13:251,1978.

Genco, R.J., Evans, R.T., Ellison, S.A.: Dental Research in Microbiology
with Emphasis on Periodontal Disease. J.Am. Dent. Ass. 78: 1016,1969.

Genco, R., Zander, H.: Proceeding From State of the Art. Workshop. J.
Periodontol. 53(8): 477,1982. '

Goidman, M.H., Cohen, D.W.,: Periddonta] Therapy, 6. ed., The C.V. Mosby
Comp. St. Louis, Toronto, London, 1980. "

Gonzales, F., Sognnaes, R.F.: Electronmicroscopy of Dental Calculus.
Science. 131: 156, 1960.

Grant, D.A., Stern, I.B., Everett, F.G.: Periodontics, In the Tradition of
Orban and Gotlieb. The C.V. Mosby Co. St. Louis, 1979.

Hatfield, C.G., Baumhammers, A.: Cytotoxic Effects of Periodontally Involved
Surfaces of Human Teeth. Arch. Oral Biol. 16: 965, 1971.

Hausmann, E., Raisz, L.G., Miller, W.A.: Endotoxin: Stimulation of Bone
Resorption in Tissue Culture. Science. 168:862,1970.

Hiep, N., Stallarel, R.E., Shapiro, L.: Dental Plague. J. Periodontol.
45: 117, 1974.



27~

28~

29-

30-

31-

32-

33-

34-

35~

- 75 -

Ito, Koichi, et al.: Determination of the Presence of Root- Bound Endotoxin
Using the Local Shwartzman Phenomenon (LSP). J. Periodontol. 56:8,1985.

Johnson, D.A., et al.: Role of Bacterial Products in Pericdontitis. I.
Endotoxin content and Immunogenicity of human plaque. J.Periodont.
Res. 11:349,1976.

Jones, W.A., O'Leary, T.: The Effectiveness of In Vivo Root Planing in
Removing Bacterial Endotoxin from the Roots of Periodontally Involved
Teeth.J.Periodontol. 49: 337, 1978.

Larjava, H., et al.: The Effect of Human Dental Plaque on Bone Resorption
and Hyaluronic Acid Synthesis in In-Vitro Cultures of Fetal Rat
Calvaria. Archs. Oral Biol. 27, 147, 1982.

Larjava, H., et al.: Enhanced Synthesis of Hyaluronic Acid by Human Gingival
Fibroblasts Exposed to Human Dental Bacterial Extract. J. Periodont.:
Res. 18: 31, 1983.

Largava, H.: Metabolic Change in Cultured Gingival Fibroblasts Exposed to
Bacterijal Extracts. Stimulation of Hyaluronic Acid Synthesis. J.
Periodont . Res. 1984: 19. 230, 1984.

Levine, M., Adams, R.L.P., Cowley, G.C.: Effect of Dental Plaque Extracts
on Mammalian Cells In Vitro J. Periodont. Res. 8: 296, 1973.

Levine, M., Cowley, G.C.: Human Dental Plaque Extracts. Their Crude Chemical
Composition and Toxicity to Cultured Hela Ceils. Archs. Oral Biol.
19: 583, 1974. '

Levine, M., DelLuca, C.: VYariation in the Cytotoxic Activities of Human
Dental Plague. Archs. Oral Biol. 23: 1135,1978.

Lindhe, J.: Textbook of Clinical Periaodontology, W.B. Saunders Co.,
Philadelphia, 1984.

Listgarten, M.A., Ellegaard, B.: Electron Microscopic Evidence of &
Cellular Attachment Between Junctional Epitheljum and Dental Calculus.
J. Periodont. Res. 8: 143, 1973.



36~

37-

39-

41~

42~

43-

44 -

46-

47-

- 76 -

Lucas, R.M., Chen,-S.Y., Aleo, L.J.: Histochemical Study of Strain L-
Fibroblasts Exposed to Endotoxin. The Effect on Cellular Organelles.
J. Periodontol. 50: 20, 1979.

Nabers, C.L., et al.: In Our Opinion. In Order to Secure "fill" in Osseous
Defects Is It Necessary or Desirable to "Plane" the Exposed Root
Surfaces Until They are Hard and Smooth to the Touch? J. Periodontol.
41: 419,1970.

Nakib, N.M., et al.: Endotoxin Penetration Into Root Cementum of Periodontally
Healthy and Diseased Human Teeth. J. Periodontol. 53: 368,1982.

Neiders, M.E., Weiss, L.: The Effects of Endotoxin on Cell Detachment In
Vitro. Arch. Oral Biol. 18: 499, 1973.

Newman, M.G., Socransky, S.S.: Predominant Cultivable Microbiota in
Periodontics. J.Periodont. Res. 12: 120, 1977.

Nisengard, R.J.: The Role of Immunology in Periodontal Disease. J.Periodontol.
48:505,1977.

Nishimine, D., O'Leary, T.J.: Hand Instrumentation Versus Ultrasonics in
the Removal of Endotoxins From Root Surfaces. J.Periodontol. 50,
345, 1979.

0lson, R.H., Adams, D.F., Layman, D.L.: Inhibitory Effect of.Periodonta11y
Diseased Root Extracts on the Growth of Human Gingival Fibrablast.
J.Periodontol. 56: 591,1985.

Page, R.C., Schroeder, H.E.: Pathogenesis of Inflammatory Periodontal
Disease. A Summary of Current Work. Lab. Invest. 33: 235,1976.

- Polson, A.M., Caton, J.: Factors influencing Periodontal Repair and

Regeration. J.Periodontol.53: 617, 1982.

Ramfjord, S.P., Ash, M.M.: Periodontology and Periodontics. W.B. Saunders
Co., Philadelphia, 1979.

Register, A.A., Burdick, F.: Accelerated Reattachment with Cementogenesis
to Dentin Demineralized In Situ. I. Optimum Range. J.Periodonto].
46: 645, 1975. '



-77 -

48- Register, A.A., Burdick, F.: Accelerated Reattachment with Cementogenesis

to Dentin Demineraljzed In Situ: II. Defect Repair. J.Periodontol. 47:

497, 1976.

49- Schluger, S., Yuodelis, R.A., Page, R.C.: Periodontal Disease. Lea Febiger
Co., Philadelphia, 1977. '

50~ Schwartz, J., Stinson, F.L., Parker, R.B.: The Passage of Tritjated
Bacterial Endotoxin across Intact Gingival Crevicular Epithelium.
J.Periodontol . 43: 270, 1972.

61- Selvig, K.A., Hals, E.: Periodontally Diseased Cementum Studied by Correlated

Microradiography, Electron Probe Analysis and Electron Microscopy.
J.Periodont.Res.12:419,1977.

52- Shands, J.W., et al.: In Vitro and In Vivo Effects of Endotoxin on Mouse
Peritoneal Cells. Infect. Immun. 9: 106, 1974.

53- Shapiro, L., et al.: Endotoxin Determinations in Gingival Inflammation.
J. Perijodontol. 43: 591, 1972.

54- Shaw, I.H., et al.: Textbook of Oral Biology. W.B. Saunders Co.,
Philadeliphia, 1978.

55- Simon, B.I., et al.: The Role of Endotoxin in Periodontal Disease. I. A
Reproducible, Quantitative Method for Determining the Amount of
Endotoxin in Human Gingival Exudate. J. Periodontol. 40: 695,1969.

56- Simon, B.I., et al.: The Role of Endotoxin in Periodontal Disease. II.
Correlation of the Quantity of Endotoxin in Human Gingiva¥® Exudate
with the Clinical Degree of Inflammation. J. Periodontol. 41:81,1970.

57- Simon, B.I., et al.: The Role of Endotoxin in Periodontal Disease. III.
Correlation of the Quantity of Endotoxin in Human Gingival Exudate

with Histologic Degree of Inflammation. J. Periodontol. 42: 210G, 1971.

58- Singer, R.E., Bucner, B.A.: Butyrate and Propionate: Important Components
of Toxic Dental Plaque Extracts. Infec. Immun. 32: 458,1981.

59- Socransky, $.5.: Microbiology of Periodontal Disease ~ Present Status and
Future Considerations. J. Periodontol. 48: 497, 1977.



- 78 -

60- Stahl, §$.S.: The Nature of Healthy and Diseased Root Surfaces. J. Periodontol.
46: 166, 1975.

.61- Synderman, R.: Role of Endotoxin and Complement in Periodontal Tissue
Destruction. J. Dent. Res. 51: 356,1972.

62- Tzamouranis, A., et al.: Increase of Endotoxin Consentration in Gingival
Washings During Experimental Gingivitis in Man. J. Periodontol. 50:
175, 1979.

63- Van Palenstein Helderman, W.H.: Microbial etilogy of Periodontal Disease.
J. Clinic. Periodont. 8: 261, 1981.

64- Waerhaug, J.: Healing of the Dento-Epithelial Junction Following Subgingival
Plaque Control. I. As Observed in Human Biopsy Material. J. Periedontol.
49: 1, 1978.

65- Waerhaug, J.: Healing of the Dentogingi&a] Junction Following Subgingival
Plaque Control. II. As Observed on Extracted  Teeth. J. Periodontol,
49: 119, 1978.

66- Westphal, 0., Jann, K.: Bacterial Lipopolysaccharides. Extraction with
Phenol-Water and Further Applications of the Procedure. R.L. Whistier
(ed.), Methods in Carbohydrate Chemistry. V. General Polysaccharides,
New York Academic Press, 1965.



