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1.0ZET

Farkh Icerikli Agiz Calkalama Soliisyonlarinin Insan Gingival Fibroblast

Hiicre Kiiltiirleri Uzerindeki Toksik Etkilerinin Incelenmesi ve Degerlendirilmesi

Bu calismanin amaci; Klorheksidin diglukonat (KHG) , Listerine® (LN),
Gengigel® (GG) ve Benzidamin HCL (BHCI) gibi agiz ¢alkalama soliisyonlarinin total
antioksidan kapasite (TAS), total oksidatif durum (TOS), Laktat Dehidrogenaz (LDH)
diizeyleri iizerine etkilerinin insan gingival fibroblast (IGF) Kkiiltiirleri iizerinde
karsilastirilmali olarak incelenmesi ve degerlendirilmesidir.

Bu caligmada insan gingival fibroblast hiicre hatti kullanildi. Sekiz farkli
konsantrasyonda (%0, 1, 2, 5, 10, 25, 50, 100) dort farkli igerikli agiz gargarasiyla
(KHG, LN, BHCI, GG) muamele edilen iIGF’lerin hiicre canliligi ve gargaralarin
sitotoksitesi 1, 5 ve 15 dakikalik zaman araliklariyla LDH analiziyle; oksidan ve
antioksidan durum degerlendirmesi de ayni zaman araliklari ile TAS ve TOS analizleri
ile gergeklestirildi.

Calismamizda LDH  analizi  sonucunda, gargaralarin  sitotoksitesinin
degerlendirilmesinde istatistiksel olarak anlamli (p<<0.05) en yiiksek toksik etkinin GG
‘in %50 ve 100’lik, LN’in %10 ve iistii konsantrasyonlarinda oldugu goriilmektedir. En
diisiik sitotoksik etkinin ise BHCI ‘de oldugu tespit edilmistir. TAS analizlerinin
sonucunda IGF hiicreleri iizerine gargaralarla muamelelerde LN uygulamasinin
digerlerine gore daha fazla ve istatistiksel anlamli (p<0.05) oranda antioksidan seviyeyi
diigirdiigii gorilirken, diger gargaralarin tiim zamanlarda ve konsantrasyonlarda
antioksidan diizeyde istatistiksel anlamli (p>0.05) bir etki olusturmadigi goriilmiistiir.
TOS diizeylerinde ise oksidan seviyesindeki istatistiksel anlamli (p<0.05) artisin GG’in
%10, 25, 50 ve 100’liikk ve LN’in %100’liik konsantrasyonunda tiim zamanlarda oldugu
goriilmiistiir. En diisiik TOS seviyesinin ise BHCI uygulamas yapilan gruplarda oldugu

belirlendi.

Kullandigimiz gargaralarin IGF hiicreleri iizerine olumsuz etkilere sahip oldugu,
antioksidan kapasiteyi diisiirdigii ve oksidatif durumu negatif etkiledigi kanaatine

varildi. Periodontal tedavide, giinliikk oral hijyen temininde uzun siireli kullanimlarda



daha dikkatli olunmas1 gerekmektedir. Etki mekanizmalar1 ve etki siirecinin daha iyi

anlasilabilmesi i¢in ileri ¢aligmalara ihtiyag vardir.

Anahtar Sozciikler: Sitotoksite, Total Antioksidan Kapasite, Total Oksidatif
Durum, Klorheksidin diglukonat, Listerin, Gengigel, Benzidamin HCI



2. SUMMARY

Investigation and Evaluation of Cytotoxic Effects of Different contents

Mouthwashes Solutions on Human Gingival Fibroblast Cells

The aims of present study are to investigate and evaluate comparative effects of
Chlorhexidine digluconate (KHG), Listerine® (LN), Gengigel® (GG) and Benzydamine
HCI (BHCI) in accordance with total antioxidant status (TAS), total oxidant status
(TOS), and lactate dehydrogenase (LDH) concentrations on human gingival fibroblast
cell line.

Human gingival fibroblast cell line was used for this study. In the study, total
antioxidant status (TAS), total oxidant status (TOS), and lactate dehydrogenase (LDH)
concentrations were determined by analyses based on spectrophometric absorbance for
eight different concentration and (0%, 1, 2, 5, 10, 25, 50, 100), four different contented
mouthwashes solutions (KHG, LN, BHCI, GG), and 1, 5, and 15 minutes of incubation
periods.

Analysis of LDH, the highest and significantly different cytotoxic effects were
found for 50% and 100% concentrations of GG and 10% and above concentrations of
LN (p<0.01). Also, the lowest cytotoxic effects were found in the treatment with BHCI
mouthwash solution. The result of TAS analysis, although LN treatment was decreased
significantly TAS concentration when compared the other groups (p<0.05), treatment
with other mouthwashes solutions for all incubation periods and concentrations were
not changed significantly TAS concentrations (p>0.05). Additionally, the results of TOS
analysis, the significant decrease in TOS concentration was found in treatment with GG
for 10, 25, 50, and 100% concentrations groups for all treatment periods (p<0.05). The
lowest concentration of TOS was determined in the treatment with BHCI groups.

The results of analysis indicated that there was the negative effects of these
mouthwashes solutions on human gingival cells, these solutions were affected the
antioxidant capacity and total oxidant status dependent treatment periods and
concentration. In periodontal treatment, to should avoid long time usage of these
solutions for daily oral hygiene. Additionally, more detailed studies are needed to

determine the effect mechanism and duration of these solutions.



Key Words: Cytotoxicity, Total Antioxidant Status, Total Oxidative Status,
Chlorhexidine diglukonat, Listerine, Gengigel, Benzydamine HCI



3. GIRIS ve AMAC

Periodontal hastaliklar, etiyolojisinde primer olarak periodontopatojen bakterilerin
neden oldugu, patojenik bakteriler ile konak immiin cevap arasindaki etkilesimin bir
sonucu olarak; bag dokusu kaybi, alveoler kemik rezorpsiyonu ve periodontal cep
olusumu ile karakterize kronik inflamatuar bir hastaliktir (1). Hastaligin patogenezinde
mikrobiyal dental plaktaki gram negatif anaerobik veya fakiiltatif bakteriler ciddi bir yer
teskil etmektedir (2). Bu nedenle antimikrobiyal ajanlarin kullanimi uzun yillardir

tedavide basvurulan se¢enckler igerisinde vazgecilmez olmustur.

Son 30 yildir mekanik ve kimyasal metotlar ile yapilan agiz temizligi ve plak
kontrolii ¢liriik, gingivitis ve periodontal hastaliklara karsi primer koruyucu
miidahaledir. Dis firgalama ve dis ipi kullanma gibi mekanik yontemler, 6zellikle
dislerin aproksimal bolgelerinde yetersiz kaldigi icin kimyasal tekniklere ilgi artmistir
(3). Antimikrobiyal soliisyonlarin, plak kontroliinde mekanik metotlarla birlikte etkili
olduklar1 belirlenmistir ve buna bagh olarak agiz calkalama soliisyonlarinin kullanimi

artmistir (4).

Giiniimiizde farkli etken maddelere sahip ¢esitli agiz galkama soliisyonlar
bulunmaktadir. Bunlardan klorheksidin diglukonat, benzidamin hidrokloriir, esansiyel
yag igerikli soliisyonlar, setilpridinyum klorid, povidon iyot, yiiksek molekiil agirlikli
hyalunarik asit icerikli vb. gargaralar sik¢a kullanim alani bulmaktadir. Calismamizda
farkl1 etken madde igerikli gargara kapsaminda klorheksidin diglukonat igerikli
Klorhex®, benzidamin hidrokloriir igerikli Benzidan®, esansiyel yag igerikli Listerine®
ve son yillarda piyasada yerini bulmus olan yiliksek molekiil agirhikli HA igerikli
Gengigel® kullanilds.

Klorheksidin diglukonat (KHG) hekzametilen kopriisii igeren bisbiguanid
yapisinda antimikrobiyal bir ajan olup 30 yili askin bir siiredir kullanilmaktadir.
Piyasada en ¢ok bilinen formu olan KHG’nin anti bakteriyel etkisi bakterilerce emilimi
ile ilgilidir. Notral pH’da pozitif ylikli KHG’in molekiilii, negatif yiiklii bakterilerce
absorbe olur. Asidik sartlarda emilim azalir. Diisik yogunluklarda sitoplazma
membraninin organizasyonunun bozulmasina sebep olur. Boylece bakteriyi ilaca

gecirgen kilar ve Onemli metabolik olaylar inhibe olur. Yiiksek yogunluklarda ise



sitoplazma igeriklerini koagiile eder (5). KHG uygulamasi en yaygimn kullanilan, test
edilen ajan oldugundan, 6zellikle yliksek bakterisidal yetenegi, oral bakterilerin biiyiik
bir kisminda matriks metalloproteinazlar1 (MMP) azaltmasi ve proteolitik, glikosidik
aktiviteleri engelleme kabiliyetinden dolay1 antiseptik tedavide altin standart olarak

kabul edilmistir (6).

Esansiyel yag igerikli gargaralar son 30 yilda en ¢ok kullanilan agiz
gargaralarindan biri olmustur. Siklikla bakteri plagini azaltmak i¢in yapilan oral hijyen
bakiminin giinlilk bir parcasi haline gelmistir (7) ve igerdigi ugucu yag igerikleri
periodontal hastaliklarin kontrol edilmesi i¢in etkili oldugu bilinmektedir. Son yillarda
LN’nin toksitesi iizerine degisik deneysel modellerle daha cok temel ve klinik
arastirmalar yapilmistir. Flemingson ve ark (2008) insan diseti fibroblastlari {izerine

yaptig1 hiicre kiiltiirii ¢alismalarinda LN toksik oldugunu rapor etmislerdir (8).

Yiiksek molekiillii HA icerikli bir gargara olan Gengigel (GG) etkin bir anti-
hyaluronidaz aksiyonu, doku rekonstriiksiyon giicii ve anti 6demat6z etkisi oldugu
belirtilmistir (9, 10). Hyaluronik asit (HA) gingivitisin tedavisinde supragingival
scalingin yaninda bir klinik ¢alismada da kullanilmigtir (11). Yiiksek molekiil agirlikli
HA’in ¢ok ¢esitli bakteri suslar1 tizerine bakteriyostatik etkisi oldugu ifade edilmistir (9,
12).

Benzidamin hidrokloriir (BHCI); antienflamatuvar, analjezik, antipiretik ve lokal
anestezik etki gosteren, sistemik ve lokal olarak uygulanabilen indazol tirevi (13) bir
non-steroidal antienflamatuvar ilag (NSAII)’dir (14). BHCI antihelmintik 6zellige ve bir
dereceye kadar antibakteriyel ve antifungal etkiye de sahip oldugu bildirilmistir. Bu
ozelliklerinden dolayr dis hekimliginde cerrahi islemlerden sonra olusan agri ve
inflamasyonun azaltilmasinda kullanilmaktadir. Ayrica, aftoz iilserler ve gingivitis gibi

iltihabi olaylarin semptomatik tedavisinde de etkili olabilmektedir (14).

Periodontal hastalikta g6zlenen doku hasarindan; spesifik gram negatif anaerobik
veya mikroaerofilik bakteriler direk toksik iiriinleri ya da indirek olarak konak savunma
sistemini aktive etmeleri nedenli sorumludurlar (15). Reaktif oksijen tiirleri (ROT);
sadece hiicreler arasi sinyalizasyon ve metabolik siirecte rol oynamaz ayrica gesitli

inflamatuar hastaliklarin patogenezinde de yer aldiklar bildirilmistir (16). Periodontal



hastalikta hasari; aktive olan immun cevabin etkisiyle polimorfoniikleer lokositler
(PMNL) fizyolojik aktivitelerinin aracilik ettigi serbest radikaller (SR) ve ROT
olusturulur (1, 17, 18). Bir dizi antioksidan mekanizmalariin SR/ROT diizeyini
disiirerek veya etkisiz hale getirerek; SR/ROT tarafindan olusturulan zarar1 onarmak
veya yeniden form vermek gibi spesifik rolleri vardir (1, 18).  Viicutta ROT ile
antioksidan seviyeleri arasinda her zaman bir denge vardir (19). Serbest oksijen
radikalleri ve antioksidan savunma sistemi ile bu tiirlerin inaktivasyonu arasindaki
dengesizligin bir sonucu olarak ortaya ¢ikan oksidatif stres, ¢esitli hiicresel ve hiicre disi

bilesenlerde bir takim hasarlara sebep olabilmektedir (20).

Oksidatif stresin ve sitotoksitenin belirlenmesinde; enzimatik ve non-enzimatik
antioksidanlar, total antioksidan kapasite (TAS), total oksidatif durum (TOS) ve laktat
dehidrogenaz (LDH) gibi dirlinlerinin  Olglilmesi  seklindeki  parametrelerden

yararlanilmaktadir.

Literatiirde alkol igeren veya icermeyen agiz calkalama soliisyonlarinin toksik
etkileri hakkinda ¢ok az bilgi mevcuttur. Erciyas ve ark. (2010) calismalarinda
Drosophilia wingspot testinde her bir kanat i¢in total mutasyonlar agisindan KHG ve
BHCI’nin genotoksik oldugunu rapor etmislerdir. Ayni sekilde, KHG oral mukoza
hiicrelerinde ve periferal rat kaninda tek hiicre gel (Comet) testi ile yapilan ¢alismada

genotoksik bulunmustur (8, 21).

Yapilan literatlir taramalarinda bu gibi sik kullanilan ve regete edilen agiz
calkalama soliisyonlarinin toksik etkileri ve dokulardaki antioksidan kapasiteleri
tizerindeki olumlu/olumsuz etkileri hakkinda ¢alismalar olmakla birlikte, tam olarak
aydinlatilamamistir. Bu nedenle c¢alismamizda bu agiz calkalama soliisyonlarinin
antioksidan kapasite, oksidatif durum ve LDH analizi ile toksik etkilerinin arastirilmasi

amaclanmastir.



4. GENEL BIiLGILER

4.1. Periodontal hastahklar

Periodontal hastaliklar; diinyada sik goriilen dis ve g¢evre yapilarini etkileyen,
mikrobiyal dental plak icerisindeki patojen bakterilerin neden oldugu kronik enfeksiyoz
hastaliklardir (22). Etyolojisinde ana faktor, patojen bakterilerin olusturdugu biyofilm
tabaka ile viicut savunma sisteminin tetiklenmesi sonucu ortaya ¢ikan bazen doku kaybi
ve bazen de doku hasari ile karakterize durumdur (23). Periodontal hastaliklarin sonucu
olarak gingival enflamasyon, alveol kemik ve bag dokusunda kayiplar, periodontal cep

olusumu ve klinik atagman kayb1 goriilebilir (22).

Periodontal hastaliklar diinden bugiine; klinik bulgulari, etkiledigi periodontal
alanlar, doku farkliliklar1 ya da doku kaybmin derecesine, mikrobiyal flora,
immiinolojik 6zellikler, hasta yas1 gibi degisiklikler dikkate alinarak, bilimsel tani ve
tedavi metotlarindaki gelismeler géz Oniine alinarak gesitli sekillerde tasnif edilmistir
(24, 25). Periodontal atagman kaybi olmaksizin dis tasi temizligi ile geri donebilen,
gingival enflamasyon ve/veya kanama ile karakterize periodontal hastaliklar gingivitis
diye adlandirilirken, konak yaniti ve bakteriyel enfeksiyon ile kompleks etkilesimin bir
sonucu olarak periodontal atagman kaybi ve disler ¢evresinde kemik kaybi ile goriilen

periodontal hastaliga ise periodontitis denilmektedir (26).

Klasik bir deneyde; Loe ve ark.’lar1 agik¢a gingivitis gelisiminde plak birikiminin
roliinii gostermistir. Yaptiklar1 calismada, saglikli diseti bulunan hastalardan ii¢
haftaligina tiim oral hijyen prosediirlerini birakmalar1 istendi. Bu siiregte zaman/ plak
birikimi ve gingivitis bulgulart takip edildi. Sonucta gingivitis baglangict ile plak
birikimi ve plagin olgunlagmasi arasinda net bir zamansal iligki oldugu sonucuna varildi

(27).

Periodontal hastaliklarin ana sebebi olan bakteriyel plak olusumunun yani sira
hastaligin baglamasi ve ilerleme siirecinde ¢esitli sistemik hastaliklar, genetik faktorler,
stres ve sigara kullanimi gibi faktorler de etkili olabilmektedir (28). Bu faktorler dikkate
alindiginda gingivitis olarak baslayan periodontal hastalik senelerce periodontitise
dontismeden de kalabilecegi gibi, periodontal atagman kayb1 ve alveol kemik kaybi ile

periodontitise de doniisebilir (29).



4.2. Mikrobiyal Dental Plak

Oral kavitenin mikroflorasi pek ¢ok ¢esitlilik gostermektedir. Enfeksiydz oral
hastaliklara neden olabilen, ortalama 500 c¢esit mikroorganizma oral kavitede yer
almaktadir (30). Dislerin eriipsiyonundan sonra ¢ok kompleks bir oral flora olusmaya

baglar. Bu oral bakterilerin ¢ogu kommensal ve yararli bakterilerdir (22).

Intraoral dental plak, bakteriyel plak veya mikrobiyal dental plak olarak
adlandirilir (31). Mikrobiyal dental plagin olusumu ii¢ fazda meydana gelmektedir.
Birinci faz 0-2 giindiir. Firgalamadan hemen sonra pellikil denen disin tiim yiizeylerini
kaplayan ince tiikiiriik glikoproteinlerinden olusan film tabakasi iizerine ilk konumlanan
bakteriler stpretokoklardir. ikinci faz iigiincii ve dordiincii giinleri kapsar. ilk yapisan
bakterilerin arasinda ve lizerinde anaeroblasan alanlara gram pozitif ve gram negatif
tirler yerlesirler. Filamentdz organizmalara streptokoklarin yapigmasi ile ’musir
kogani*’ ya da gram negatif ¢omaklarin yapismasiyla ’test tiip firgas1’” gibi olusumlar
goriiliir. Ugiincii ve son evre ise dordiincii ve dokuzuncu giinlerdir. Bakteriler diseti
olugu i¢ine invaze olurlar. Anaerop gram negatif ¢omaklarin ve spiroketlerin arttig
donemdir. Diseti kenarina PMNL birikir. Disetinde kanama goriiliir ve gingivitis artik

gelismistir (32).
4.3. Plak Hipotezleri

1900’lerin ortalarinda periodontal hastaliklarin plak birikiminin zamanla, konak
duyarliligini1 ise yas ile artmasi sonucunda konak cevabinin azalmasiyla olustuguna
inantlirdi (22). 1970’lerin ortalarma gelindiginde ise o zamana kadar plag: bir biitiin
olarak hastalik ile iligskilendiren non-spesifik plak hipotezine alternatif olarak spesifik

plak hipotezi one siiriilmiistiir (33).
4.4. Periodontal Tedavinin Amaci

Ekstraseliiler bakteriyel polimerler, tiikiiriik ve/veya diseti eksudat {riinlerinden
olusan bir matriks i¢ine gomiilii bakterilerden meydana gelmektedir; ortama asit,
endotoksin ve antijen gibi irritanlar salarak zamanla dislerin ¢iirlimesine ve periodontal
destek dokularda kayiplara neden olmaktadir. Agirhg: yaklasik 1 mg olan 1 mm?3
mikrobiyal dental plak iginde 108°den fazla bakteri bulunmaktadir. Dental plak iginde



yasayan 300’den fazla tiirlin izole edilmesine karsin hala tanimlanamayan
mikroorganizmalar mevcuttur. Diseti kenari ile olan iliskisine gére mikrobiyal dental

plak supragingival ve subgingival olarak iki kategoride incelenir (31, 34).

Bu nedenle, major etiyolojik sebebinin mikrobiyal dental plak oldugu bilinen
periodontal hastaliklarin tedavisinin temel amaci; patolojik bakterilerin varligini ortadan
kaldirmak, supra- ve sub-gingival alandaki patojenik bakteri mikroflorasinin
rekolonizasyonunu en aza indirmektir (35). Periodontolojide koruyucu veya tedavi edici
yaklasimlar, non-spesifik plak hipotezine gore bir biitiin olarak mikrobiyal dental plaga
yonelik ya da spesifik plak hipotezine gore secici olarak plaktaki 6zel bakterilere
yoneliktir (32).

4.5. Plak Kontrolii

Plak kontrolii, ¢lirik ve periodontal hastaliklarin Onlenmesinde temel teskil
etmektedir. Plak kontrolii mekanik ve kimyasal olarak yapilabilir (36). Mekanik olarak
plak kontrolii, kisisel olarak giinliik dis firgalanmasi ve dis ipi kullanilmas1 veya dental

hijyenistce yapilan profesyonel dis tas1 temizligi, scaling ve root planing islemleridir.
Kimyasal plak kontrolii i¢in bes ¢esit kemoterapotik siralanabilir (37);

1- Genis spektrumlu anti-bakteriyel antiseptikler

2- Cesitli bakteriyostatik ve bakterisit antibiyotikler

3- Plag1 bir arada tutan jel nevinden matriksi parcalayabilen veya plak aktivitesini
modifiye edebilen bir enzim ya da enzim kombinasyonu

4- Plagin veya metabolik aktivitesini bozabilen non- enzimatik ajanlar

5- Pelikil yiizeyine ve birbirlerine yapisan bakterilerin kolonizasyonuna engel
teskil eden ajanlar (32, 38).

Dis fircalama ve dis ipi kullanimi gibi mekanik yontemler, 6zellikle dislerin
aproksimal bdlgelerinde yeterli olmadig:1 i¢in kimyasal yontemlere olan ilgi artis

gostermistir (3).
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4.6. Antimikrobiyal Agiz Calkalama Soliisyonlari

Antimikrobiyal sollisyonlarn, plak kontrolinde mekanik yontemlerle birlikte
etkili olduklar1 belirlenmistir. Bdylece agiz ¢alkalama soliisyonlarinin kullanimi

artmistir (4).
4.6.1. Antimikrobiyal Agiz Calkalama Soliisyonlarin Kullanim Alanlari

Periodontolojide antimikrobiyal agiz ¢alkalama soliisyonlarinin pek ¢ok kullanim

alan1 olmakla beraber;

1- Koruyucu olarak,
2- Tedavi edici olarak,

3- Bazi profesyonel islemlere ek yardimei olarak
Ug ana baslikta kullanim amaclar1 tasnif edilebilir.

Bu soliisyonlardan beklentilerimiz daha ¢ok, dental sagligi korumalari, dis ¢ekimi,
oral cerrahi ve dental restoratif islemler sirasinda bakterilerin olusturabilecegi

enfeksiyonlar ve bu nedenle olusabilecek komplikasyonlar1 6nleyebilmeleridir (39).

4.6.2. ideal Bir Antiseptik Soliisyonun Ozelikleri

Ideal bir antiseptik soliisyon; toksisiteye, alerjiye, iritasyona neden olmamali, oral
yiizeylerde uzun siire kalmali, patojen mikroorganizmalar tizerine etkili olmali plak ve
gingivitisi klinik olarak 6nemli derecede azaltabilmelidir (32, 40). Antimikrobiyal
calkalama soliisyonlar1 bakteri adhezyonunu, kolonizasyonunu engellemeli ve plak
metabolizmasini etkileyebilmelidir. Lakin bunlarla beraber mukoza ve temas ettigi
dokulara zarar vermemeli ve yutulma durumuna karsin toksik olmamalidir Ayrica

kullanimi kolay, ekonomik ve tadi hos olmalidir (32).
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4.7. Klorheksidin Glukonat (KHG)

4.7.1. Yapisi

KHG mikroorganizmalara kars1 etkili oldugu i¢in, yaygm olarak Dis
Hekimliginde kullanim alani bulan kemoterapétik bir ajandir (41). KHG merkezi bir
heksametilen zincir tarafindan 2,4-klorofenil halka ve 2-biguanid grubun baglanmasiyla
olusan simetrik katyonik bir molekiildiir (42). Bir lipofilik hekzametilen zinciri yardimi
ile iki simetrik konumlandirilmis klorofenil guanid gruplarinin olmasi nedeniyle, hizli
bir sekilde emilmesi geri doniisiimsiiz bakteriyel membran hasari, sitoplazmik sizint1 ve
enzim inhibisyonuna sebep olur ve bakterinin dis hiicre duvarina zarar vererek

bakterisidik etki gosterir (43).

COCH
cl NH  NH NH  NH Cl H-C-OH

HO-C-H
L L ] ]
|

NH NH NH NH MM i-E-on
CH,0H

Sekil 1. Klorheksidin diglukonatin kimyasal yapisi

4.7.2. Etki Mekanizmasi

KHG’nin anti bakteriyel etkisi, bakterilerce emilimi ile ilgilidir. Notral pH’da
pozitif yikli KHG’in molekilii, negatif yiiklii bakterilerce absorbe olur. Asidik
sartlarda  emilim  azalir. Diisiik  yogunluklarda  sitoplazma membraninin
organizasyonunun bozulmasina sebep olur. Boylece bakteriyi ilaca gegirgen kilar ve
onemli metabolik olaylar inhibe olur. Yiiksek yogunluklarda ise sitoplazma igeriklerini

koagiile eder (5).

12



fla¢ alinimindan sonra, KHG oral mukoza ve gastrointestinal sistem tarafindan
emilir. Klirens mekanizmalarinin hareketi sayesinde, KHG karaciger, bobrege iletilir ve
en son mesaneden atilir. Boylece, dental pratikte en ¢ok kullanilan soliisyon olan
KHG’a maruz kalinmasi nedenli KHG ‘in kapsamli risk degerlendirmesi 6zellikle farkli

hedef organlarda 6nemlidir (42).

4.7.3. KHG Kullanim Alanlari
KHG °‘in kullanim alanlar1 agagiya siralayacak olursak;

* Anjin, farenjit, larenjit ve tonsilitte uygun antibakteriyel tedaviye yardimci

olarak,

» Kemoterapi, radyoterapi veya diger fizik sebeplerle (trakeal entubasyon gibi)

bagl agiz boslugu mukozitlerde,
* Aft ilserleri, glosit,

» A1z cerrahisi sonrasi ve periodontal prosediirleri iceren agrili a1z ve bogaz

durumlarinin gecici olarak rahatlatilmasinda,
* Gingivit tedavisinde ve dnlenmesinde,
* Ag1z i¢i enfeksiyonlarin tedavisinde,
* Oral mukoza enflamasyonlarinin tedavisinde (stomatitis),
* Dental plaklarin olugmasini 6nlemede profilaktik olarak,
* Paradental hastaliklar, asir1 zorlanmaya bagl paradentozlar,
» Yardimci tedavi olarak konservatif dis tedavileri ve dis ¢ekimlerinde,

* Agiz hijyeninin saglanmasi amaciyla kullanilir (44).

13



Bir bulgu olarak; % 0.2’lik KHG agiz gargarasinin, bir deneysel gingivitis
caligma modeli (45) kullanilarak; diger oral hijyen prosediirleri yoklugunda klinik
pratikte antimikrobiyal agiz gargaralari i¢in olas1 plak ve gingivitisten etkin bir sekilde
korudugu goriilmiistir. Bu durumda 6zellikle Avrupa’da 6 aylik (46) ya da 2 senelik
(47) gibi siirelerdeki pek ¢ok takip eden galismalarin yapilmasina sebep olmus ve bu
sayede KHG’inin riitin oral hijyen metotlarina ek olarak antiplak ve antigingivitis
etkinligini gosterilmistir. Sonug olarak, %0,2’lik KHG Avrupa'nin birgok iilkesinde
yaygin kullanilir hale geldi (48).

4.7.4. Yan Etkileri

KHG kullanimina bagli olarak bazi yan etkilerin bas gdstermesinin olas1 oldugu
bildirilmistir. Bunlar tat alma duyusunda bozukluk, dis renklenmeleri ve mukozal
erozyonlar olarak 6zetlenebilir (34). Agiz mukozasinda deskuamasyona neden olabilir

(32).

Ayrica plak ve gingivitisi azaltmak i¢in kullanilan en etkili ajan ve hatta bu alanda
altin standart (6) ya da ¢alismalarda pozitif kontrol olarak kabul edilen alkol igerikli
KHG ‘da alkol igerigi ile degismekle beraber bazi yan etkiler ve ayn1 zamanda bir takim
kiiltirel ve dini ¢ekinceler meydana gelmektedir. KHG igeren agiz ¢alkalama
soliisyonlart %12.6 oraninda alkol icermektedirler. Fazla alkol kullanan kisilerde

kullanimlarina baglh olarak intra oral kanser olusma riski mevcuttur (34).

Bu yan etkiler genel itibariyle %0,2’lik konsantrasyonda ve ii¢ haftadan fazla
kullanimda daha ¢ok goriilmektedir (36). Uzun siire kullanimda mikrobiyolojik olarak

direngli suslar gelisimi izlenmemistir (37).

4.75. KHG Toksik Etkileri

KHG klinik yararlar1 bile diisiik konsantrasyonlarda c¢esitli deneylerle ispat
edilmis olmasina ragmen, genotoksik potansiyeli ve biyokimyasal etkileri hakkinda

veriler hala ¢eligkilidir. KHG nin gingival fibroblastlar, epitel hiicreleri, makrofajlar,
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notrofiller ve kiiltiir kirmizi kan hiicreleri gibi ¢esitli hiicre tipleri i¢in toksik potansiyele

sahip oldugu bildirilmistir.

KHG’1n topikal uygulama da epitel bariyeri yoluyla penetre olmasi nedeniyle
doku hasarina sebep oldugu bildirildi. Dahas1t KHG’in dagitim iiriinlerinden olan bazi
Parachloroaniline gibi iirtinlerin de mutajenik oldugu kabul edilmistir. Cesitli calismalar
KHG’in toksik potansiyeline igaret etse de insan dokular1 iizerinde in vitro etkilerinde

hala belirsizlikler mevcuttur (41).

4.8. Listerine (LN)

4.8.1. Yapisi

Listerine (%26.9) hidroalkolik tasiyici icinde mentol ve metilsalisilat ve fenolle
iliskili esansiyel yaglarin kombinasyonudur (49). Bu gargaranin aktif bileseni %0.064
timol, %0.092, %0.060 metil salisilat, %0.042 mentol gibi esansiyel yaglarin belirli bir
birlesimidir (48).

Sekil 2. Listerine ait kimyasal formiil
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Karbolik asit (fenol) ile tiretilen Lister’in orijinal eseri olan bu formulasyon, on
dokuzuncu ylizyilla kadar uzanan uzun ge¢misi ile Ozellikle USA’da milyonlarca

tiiketici tarafindan kullanilan gargaralardan biridir (49).

4.8.2. Etki Mekanizmasi

Esansiyel yaglar gram-pozitif ve gram-negatif bakteriler ve mayalar etkileyen
genis bir antimikrobiyal spektruma sahiptir (50). Temel yagli gargaralarin non- spesifik
bakterisidal aktivitesinin genisligi hem in vivo hem in vitro c¢alismalarda agikca
gosterilmigtir (51). Oral antiseptikler genelde bakterisidal aktiviteleri ile bilinirken;

LN’in ayrica dis ylizeyindeki bakteri kolonizasyonunu 6nleme 6zelligi de vardir (50).

LN ag1z gargarasi; mikroorganizmalarin hiicre duvarinin biitiinliglinii bozarak ve
enzim aktivitelerini inhibe ederek onlar1 yok ederler. Esansiyel yaglarin gargaralari
gram pozitif oncii tiirleri ¢okelmesini saglayarak, bakterilerin ¢ogalmasini yavaslatarak,
gram negatiflerin endotoksinlerini ¢ikartarak bakterilere karst koruma saglarlar. Bu
durumda bakteriyel yiikii azaltabilir, plak maturasyonunu yavaglatabilir ve plak

kiitlesini azaltabilir ve bu da patogeniteyi azaltmis olur (52).

4.8.3.LN Kullamim Alanlari
LN’in KHG kullanildig: yerlere ek olarak;

Plak ve gingivitis olusumunu azaltic1 6zelligi uzun ve kisa dénem caligmalarla
ortaya konmustur (34). Supragingival mikrobiyal bakteri kompozisyonunda istenmeyen
etkiler izlenmeden uzun siireli kullaniminin miimkiin oldugu gdsterilmistir. Ayrica oral
mikrofloranin da antiseptik duyarliligi degismemekte dolayisi ile antimikrobiyal
rezistans da gelismemektedir (49). Ayrica dental plak (53), tikiiriik(54) ve dil

dorsumundaki (55) bakterilerin yok edilmesinde de etkili oldugu goriilmiistiir (51).

Esansiyel yag gargaralarinin plak biyofilmine niifuz yetenegine sahip oldugu
gortiniiyor (56). Listerin (LN) gargaranin supragingival plak, gingivitis ve agiz kokusu

tizerine oldukga etkili oldugu sonucunu goriilmiistir (51). Ayrica esansiyel yaglar
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ulasilmasi giic aproksimal yiizeylerdeki bakterileri dldiirerek, kotii agiz kokusunun tiim

gostergelerini baskilayarak etkili olur (49, 55).

Listerine (LN) son 30 yil boyunca en yaygin kullanilan agiz gargarasidir. Siklikla
LN bakteriyel plagr azaltmak i¢in giinliik oral bakimin bir parcast halinde
kullanilmaktadir. Ayrica LN’inin igerdigi esansiyel yaglar periodontal hastaliklarin
kontroliinde etkili oldugu bilinmektedir (8). LN klorheksidinin tadini tolere edemeyen

ve renklenme yapmasindan yakinan hastalar igin yararli olabilir (22).

4.8.4. Yan Etkileri

LN’in belirgin yan etkileri olmamakla beraber, alkol iceren formlarinda %
21,6’dan %26,9” a kadar degisen alkol igerdiginden dolay1 kserostomiaya sebep olabilir.
Ayrica LN alkolizm tedavisi nedenli antabuse (disulfiram) alan hastalarda kontra
endikedir (22).

4.8.5. Toksik Etkileri

Gegen yillar stiresince; LN cesitli deneysel modeller iizerine toksikositesini
degerlendirmek icin daha fazla temel incelemeler ve klinik arastirmalar yapilmistir.
Flemingson ve ark. LN’inin insan gingival fibroblastlar1 {izerine etkilerini inceledi ve
hiicre kiiltiirlerinde LN toksik bulundu (57). Welk ve ark. lar1 klorheksidin, triklosan,
etanol solusyonunda esansiyel yaglar (LN) ve amin/ stannoz florid igeren agiz
gargaralarinin izafi toksisitesinin rat periton eksplanti ile degerlendirilmistir (58). Bahsi
edilen ¢aligmanin sonuglari gosterdi ki; LN’inin toksitesi diger agiz gargaralarindan

belirgin sekilde daha azdir (8).
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4.9. Benzidamin Hidrokloriir (BHCI)

4.9.1. Yapisi

Antienflamatuar ilaglar ¢ogunlukla asidik olmalarina ragmen BHCI tuzu halinde
olan bir bazdir (59). BHCI kokusuz, beyaz, kristalimsi toz seklinde bir etken maddedir.
Oda sicakliginda sudaki ¢ozliniirligii birebirdir, etanol ve kloroformda ¢oziiniir, eter’de

¢oziinmez (60).

CH,
|
OCH,CH,CH,NCH,
|
N,N + HCI
|
CH,

Sekil 3. Benzidamin HCI’kimyasal yapisi

Erime derecesi ise 157-159°C’dir. Sudaki %10’luk ¢dzeltisinin pH’s1 4.0 —5.0
arasindadir (14). Benzidamin kimyasal olarak 3-(1-benzil-1H-indazol-3-oksi)-N,N-
dimetilpropan-1-amin yapisindadir (44).

4.9.2. Etki Mekanizmasi

Benzidamin antienflamatuar, analjezik, antipiretik ve lokal anestezik -etkisi
gosteren, sistemik ve topikal olarak uygulanabilen bir NSAII’dir (61). Benzidamin
hidroklorurun antienflamatuvar etki mekanizmasi adrenal aksis salgilanmasiyla iliskili
degildir. Diger steroid olmayan antienflamatuvar ajanlar gibi benzidamin belirli
kosullarda prostaglandin sentezini inhibe eder. Fakat bu oOzelligi tam olarak
aciklanamamakla birlikte; hiicre zarin1 kararli hale getirici etki mekanizmasina

baglanabilir. Benzidamin hidrokloriir her ne kadar bir NSAII ise de bilinen
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NSAIi’lardan farkl1 bir yapiya sahiptir. Diger asidik NSAli’lardan farkli olarak alkalik
pH’ya sahiptir. Bu alkali tabiati1 sistemik dolasima ge¢gmesini takiben iltihapli dokularda
yogunlasmasini saglar. Saglikli dokularda yogunlugu ise azdir. Platalet agregasyonunu

siklooksijenaz inhibisyonundan bagimsiz olarak inhibe eder (14, 62).

Enflamasyonda rol oynayan fagositlerin onemli cevabi degraniilasyon sonucu
yikict enzimlerin salinmasidir ve benzidamin bu cevabi Onleyebilir. Graniillerin ve
yikict enzimlerin salinmasiin engellenmesi hiicre zar1 kararlilastirilmasi denilen genel
bir olaya dahil edilmistir. Bu hiicre zar1 kararlilastirilmasi benzidaminin bazi

antienflamatuvar 6zelliklerinden kaynaklaniyor olabilir (44).

Benzidaminin protein baglama kapasitesi % 20°den azdir. Iyonlasmamis halinin
proteine baglanamamasi ve yagdaki yiliksek c¢oziiniirliigiinden dolayr benzidamin
hiicrelere serbestce dagilabilir. Dagilim hacmi viicut suyundan daha fazladir. Diger
bir¢ok bazik ilaglardan farkli olarak doku tarafindan daha diisiik derecede alinmasina

ragmen dagilim 6zellikleri bazik ve yagda ¢6ziinen ilaglara benzemektedir (44).

4.9.3. Benzidamin HCI Kullanim Alanlar:

Benzidamin hidrokloriiriin  antihelmintik 6zellige ve bir dereceye kadar
antibakteriyel ve antifungal aktiviteye de sahip oldugu bildirilmistir. Bu 6zelliklerinden
dolayr dishekimliginde cerrahi islemlerden sonra olusan agr1 ve inflamasyonun

azaltilmasinda kullanilmaktadir (14).

Ayrica, aftoz tlserler ve gingivitis gibi iltihapsal olaylarin semptomatik
tedavisinde de etkili olabilmektedir. Sabit ortodontik aygitlar nedeniyle olusan
tilserasyonlar, Kulak, burun ve Bogaz hastaliklari boliimiinde tonsillit, siniizit ve
ameliyatlarinda, ortopedi ve travmatoloji’de doku zedelenmesi ve/ya da iltihapli doku

ameliyatlarinda ayrica iiroloji ve jinekoloji ameliyatlarinda kullanilir (14, 63).

Terapotik irridasyon sebebiyle olusan mukozit, bogaz enfeksiyonlari, tekrarlayan
aftdz stomatitlerin nende oldugu agri gibi bir ¢ok intraoral enflamatuar durumun

septomatik tedavisinde bir lokal NSAII olarak kullanilmaktadir (61).
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Gingivit tedavisinde ve dnlenmesinde, agiz i¢i enfeksiyonlarin tedavisinde, Dental
plaklarin olusmasint Onlemede profilaktik olarak, paradental hastaliklar, asir1
zorlanmaya bagl paradentozlar, yardimci tedavi olarak konservatif dis tedavileri ve dis

cekimlerinde, agiz hijyeninin saglanmasi amaciyla kullanilir (44).

4.9.4. Yan Etkileri

Benzidamin Hidrokloriir’iin diger NSAII’lara oranla mide-barsak kanali yan etkisi
cok diisiiktiir. Ancak hastalarin kiigiik bir kisminda epigastrik ciddi olmayan ve gegici
yan etkilerle karsilagilmistir. Gargara tipi preparatinda agizda ¢ok hafif bir tat almada
duyarsizlik saptanmistir. Buna ragmen yan etkileri 6nemsenmeyecek kadar az
denilebilir (64, 65).

Formiilasyon igindeki maddelerden herhangi birine hipersensivitesi olanlarda
kullanilmaz. Gebelik ve emzirme donemlerinde kullanilmamalidir. Gebelik kategorisi
C’dir. Emziren kadinlarda herhangi bir veri mevcut degildir. Bu nedenle emziren

annelerin kullanim1 kontrendikedir (44).

4.9.5. Toksik Etkileri

Benzidamin in vitro ortamda lokotaksisi engellemesinin yaninda nétrofiller
tarafindan meydana getirilen ve doku zararina sebep olan siiper oksit (O2") iyonlarinin

olusumunu inhibe ederek diger NSAII ‘lardan farkli bir etki gosterir.

Benzidamin in vitro olarak fibroblastlar ve immiin komplekslerin neden oldugu
trombosit agregasyonunu da Onlemektedir. Notrofil agregasyonu,  makrofaj ve
monositlerdeki respiratuar aktivite ve hidrojen peroksit olusumu ve ayrica trombosit

aktive edici faktor tretimi de in vivo olarak benzidamin tarafindan inhibe

edilebilmektedir (61, 66).
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Diger NSAIi’lerin aksine; Benzidamine HCI siklooksijenaz (COXs) inhibe etmez
ama lokal anestezi ile sonuglanan membran Stabilizasyonu yapar. Bu da proenflamatuar
sitokinlerin tiretimini baskilamasinin yani sira notrofillerin 16kositlerin agregasyonu ve

adhezyonu araciligiyla ROT olusumunu inhibe eder (21).

Bunun yani sira bir NSAII olan BHCI’iin hiicre sayilar1 ve XTT testi birbitleri ile
uyumlu olarak osteoblastlar {izerine sitotoksik oldugunu ve proliferasyonlarini
simirladigin1  ayrica belirgin sekilde kiiltiirde {iremedigi ve canliliklarini devam

ettiremedigi gorilmiistiir (14).

4.10. Gengigel (GG)

4.10.1. Yapis1

Hyaluronik asit (HA); ekstraseliiler matriksin 6nemli bir bileseni seklinde ve
ozellikle doku hidrodinamigi, hiicre migrasyonu ve proliferasyonuna katkida bulunan
dogal siilfatli olmayan yiiksek molekiil agirlikli (67) tekrarlayan disakkaritler, D-

glukoronik asitveN-asetil glukozamiden olusan bir glikozaminoglikandir (68).
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HA memeli bag dokusu ekstraseliiler matriks’sinde dogrusal ve yayginca
kullanilan, primer olarak mezensimal hiicrelerdel sentez edilen; degisik
matriksmolekilleri, kollagen ve fibrinin baglanti kurmasi; proteoglikanlarin
organizasyonu icin omurga sekli meydana getiren (69);
ozellikle diseti mukozasinda bag dokusunun dogal bir fizyolojik bir bilesenidir (68).
GG ise sodyum Hyaluronan seklinde olan, yiiksek molekil agirlikli HA igeren oral tibbi

bir trtindiir (9).

4.10.2. Etki Mekanizmasi

HA bir kalsitonin gen iliskili peptid (CgRP) gibi osteojenik substratlar1 ve kemik
morfojenik protein ile kemik yapici 6zellikleri tasimaktadir. Son ¢aligmalar HA’nin hem

sert hem yumusak doku onarim siirecine yardim ettigini gostermistir (12).

Pirnazar ve ark. yiliksek molekiil agirlikli HA’in, molekiil agirligi ve derisimine
bagli olarak Porpynomonas gingivalis ve Agregatibacter actinomycetemcomitans dahil

farkl1 bir¢ok bakteri tiirii tizerinde bakteriyostatik etkisi gosterdigini kanitlamigtir (12).

HA’nin anti enflamatuar etkisi bakteriyel hyaluronidazlar1 etkisiz hale
getirmesine, bag doku proteoglikanlarin makroagregasyonunu normallestirmesine ve

anti-odem etkisi gelistirdigi i¢in susuz baglanmaya isnat edilebilir (70).

Ayrica, HA uyarict anjiyogenez tarafindan iyilesmeyi tesvik eden bir dogal ve
temel ekstraseliiler matriks madde oldugu ifade edilmistir. Bakteriyostatik ve antiseptik
ozellikleri vardir. Dokularin yapisal biitlinliigiinii korur. Doku hidrasyon ve hiicre
fizyolojisini diizenler. Bir bariyer olusturarak dokulari korur. Proenflamatuar
sitokinlerin iiretimini uyarir. Fagositlerin gogiinii diizenler. Bakteri kolonizasyonu onler.
Graniilasyon dokusu olusumunu ve iyilesmesini uyarir. Mineralize olan ve olmayan
mineralize dokular1 gelisimi i¢in bliyiime faktorleri ile etkilesir, dokulara lokal olarak

uygulandigi zaman ve emilir (70).
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4.10.3. Kullanim Alanlar

HA,; gingivitisli hastalarin tedavisinde supragingival scalinge ek olarak kullanilan
bir klinik ¢alismada uygulanmistir (11). Periodontolojide yo6nlendirilmis doku
rejenerasyonunda kombine kullaniminin cerrahi yaradaki bakteriyel kontaminasyonu en
aza indirerek fayda saglayabilecegi i¢in yara iyilesmesi ve yonlendirilmis doku
rejenerasyonunda (71) takip eden implant cerrahi prosediirleri (72) ve tekrarlayan aftoz

tilserasyon (73) yonetiminde de kullanilabilir.

HA’nin dental cerrahi sonrasi enflamasyonu azalttig1 rapor edilmistir (9). Ayrica
HA jelin gastrik duvardaki iilser alanlarini azalttigi; bunun yaninda koruma saglayarak
submukozal tabakaya 16kosit infiltrasyonunu ve 6demi azalttifi ya da engelledigi
gorilmistiir (74). HA’nin biyouyumluluk ve non-toksik olmasi nedeniyle oftalmoloji,

dermatoloji ve romatoloji gibi pek ¢ok biyomedikal alanlarda kullanilir (75).

4.10.4. Yan Etkileri

Hyaluronan, endotoksin varliginda, fibroblastlar tarafindan iretilir; o doku hasari
inhibisyonu yoluyla 6nemli bir antienflamatuar rol oynar ve iyilestirici kolaylastirir.

Ayrica dokularin biiyiimesi, gelisimi ve onariminda 6nemli bir faktordiir (67).

Ancak zaman zaman fizik tedavide enjektabl kullanimda lokal reaksiyonlara
rastlanabilmektedir. “Ps6doseptik reaksiyon” veya ‘“akut siddetli enflamatuar
reaksiyon” olarak tanimlanan, eklemde eflizyon, 1s1 artigi, hassasiyet ve agri ile

seyreden yan etkilere rastlanabilir.

Bunun haricinde yan etkisi herhangi bir yan etkisine rastlanmamigtir. GG hamile
kadinlar, emziren anneler ve gocuklar i¢in uygundur. Diabet hastalarinda da herhangi

bir seker bileseni igermedigi i¢in uygundur (76).
4.10.5. Toksik Etkileri

HA; prostoglandin, metalloproteinazlar ve diger biyoaktif molekiilleri
temizleyerek antienflamatuar bir ajan gibi rol oynar. Boylece enflamatuar mediatorlerin
seviyesini azaltir (77). Hyaluronan, mitoz, hiicre migrasyonu, angiogenezis, immiin

reaksiyonlar, fagositozis ve pek cok diger siirecte rol oynadigi bilinmektedir. Ama
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arastirmalar hala emekleme asamasinda olarak kabul edilmelidir (78). Toksik olmadigi

diisiiniilmek ile beraber yeni ¢aligsmalara ihtiya¢ duyulmaktadir.

Gargaralarin toksitesini degerlendirmek pek cok yolla olabilecegi gibi hiicre
kiltiir caligmalarinin da bu konuda hatir1 sayilir bir yeri doldurdugu bilinmektedir.

Bizim ¢alismamizda ise insan gingival fibroblast hiicre kiiltiiri kullanilmistir.

4.11. Hiicre Kiiltiirii

Hiicre kiiltiirli, spontan migrasyon, mekanik veya enzimatik parcalanma ile bir
dokudan ayrilmis olan hiicrelerin (79) viicut disinda yasatilmasi, siirekli {iretim ve
gelisimini ifade etmektedir. Canli yapilardan elde edilen dokular, viicut isilarinda
kiiltiire edilmekte ve viicudun 6zgiin fizyolojik durumunu taklit eden besleyici sivilarda

beslenerek ¢ogaltilmaktadir.

Hiicre kiiltiirlerinin elde edilmesinde dikkat edilmesi gereken ana kaide, steril
ortamlarin muhafazasidir. Viicut disinda izole edilmis hiicre ya da organlar,
enfeksiyonlara kars1 koyabilecek kapasitede olmadiklar1 nedeniyle, hiicre kiiltiirii
calismalarinda, 6zel techizat ve malzemenin tecriibeli personelce kullaniminin yaninda

kontaminasyondan kaginmak igin sterilizasyona azami 6zen gosterilmelidir (14).

4.11.1. Hiicre Kiltiirii Kullanim Alanlar

Hiicre kiiltlirlinliin ¢ok yaygin kullanim alanlar1 vardir. Bunlardan bazilar1 soyle

siralanabilir;

» Viral hastalik teshisi ve as1 liretimi,

» Monoklonal antikorlar ile antikor tiretimi,

> Interferon iiretimi,

> Enzim tretimi,

> Insektisit ve insekt as1 {iretimi,

» Hormon iiretimi.(instilin gibi),

> Interldkin gibi immiinregiilatorlerin iiretimi,

» Biiytime faktorleri tiretimi,

» Somatik gen tedavisi, sitogenetik, biyokimyasal, molekiiler biyolojik

calismalarda,
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» Tlmor agilari,

» Canli hiicrelerin greft amach kullanmasit,

» Kompleks ii¢ boyutlu dokular ve deri miihendisliginde ( yapay deri, yapay
kikirdak, yapay karaciger, yapay pankreas),

» Kanser arastirmalarinda (in vitro toksikoloji),

» Cesitli hastaliklarin tan1 ve arastirilmasinda,

» Tip bebek ve kisirlik tedavilerinde,

» Farmasotik proteinlerin tiretiminde ve

» Bitki, hayvan 1slah1 ve gelistirilmesi ¢alismalarinda kullanilir (14, 79, 80).

4.11.2. Hiicre Kiiltiirii Avantajlar

» Son yillarda hayvan haklar1 savunucularinin kamuoyunda olusturduklar1 baski
nedeniyle hayvan haklarina ge¢mise nazaran daha ¢ok 6nem verildigi diisiiniiliirse
hiicre kiiltiirii ¢aligmalar bir¢cok hayvan caligmasini gereksiz kilacak bir arastirma
tirtidiir (80).

» Hiicre kiiltiirii ortaminda fizikokimyasal ¢evre ve buna bagl olarak fizyolojik
kosullar daha iyi kontrol etmek miimkiindiir. Sicaklik, pH, ozmotik basing, Oz ve
CO:2 kismi basinglar1 gibi fizikokimyasal kosullar1 hiicre kiiltiirlinde daha kolay
saglanirken, canli viicudunda sabit bir cevreyi olusturarak bir takim testleri
yapmak zordur (79).

» Agiza yeni uygulandiklar1 zaman, tam olarak polimerize olmamis materyallerin
test hiicreler1 veya dokular1 ile herhangi bir immunolojik etkilesim olmadan
temasi, gergek akut kimyasal toksisitenin belirlenmesinde yararli olmaktadir. Bu
da hiicre kiiltiirii test yontemlerinin kullanimi ile saglanabilir (81).

> Hiicre kiiltiirleri ekonomiktir. In vivo sistemlerde test i¢cin organizmaya verilen
maddenin bir kismi ¢esitli yollarla disariya atilacak, bir miktar1 da organizmanin
immiin sistemince yok edilecektir. Bu durumlarda canli bir organizmada, verilen
maddenin ancak %10’una bir cevap alabilirken, hiicre kiiltiirlerinde bu oran

%90’a kadar ¢ikabilir (79).
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» Hiicre kiiltiirii test yontemlerinin kontrol edilebilme olanaklar1 yiiksektir ve
tekrarlanabilme Ozellikleri vardir. Ayrica sonuclar hiicreler iizerindeki etki
dogrudan dogruya gozlendigi i¢in daha kisa siirede ve daha hizli alinabilmektedir.

» Kimyasal maddelerin etkileri her cins doku ya da hiicrelerde ayr1 ayri
arastirilabilir. Organizmadaki karsilikli etkilesimler nedeniyle yapilamayan
aragtirmalar in vitro da yapilabilir.

> Istatistik olarak hayvan deneyleriyle karsilastirilamayacak kadar fazla hiicre
kullanilabilir.

» Hiicre soylar1 kolayca tasinabilir. Karantina gibi bir sorun olmadigindan
birbirlerinden uzak iilkelerde de deneyler ve uygulamalar ayni sartlarda yapilabilir

(14, 82).

4.11.3. Hiicre Kiiltiirii Dezavantajlar

» Hiicre kiiltiirii c¢alismalar1 ile kimyasal maddelerin davranislar {izerine olan
karmasik etkileri incelenemez.

» Tek basia doku kiiltiirlerinin yeterli bilgi saglamasi miimkiin degildir(in vivo ve
in vitro).

» Manipulasyon hatalar1 sonuglart ciddi bigimde etkiler. Deneyim ve uzmanlik
gerektiren bir uygulamadir.

» Hiicreler kendilerini koruyacak bir immun sistemden yoksun olduklarindan ¢ok
titiz ve steril bir laboratuar ¢aligmasi1 gerektirir

» Hiicreleri uzun siire dondurmak, biyokimyasal ve genetik degisikliklere sebep
olabilir. Ayrica normal dokulardan elde edilen hiicre soylar1 yavas yavas ¢ogalma
potansiyellerini kaybederler.

» Primer kiiltiir ile baglanildiginda birbirini izleyen pasajlarda hiicreler farklilagir ve
bir miktar 6liim her zaman gerceklesir. Yani her zaman istenen saflikta hiicre elde

edilemeyebilir (14, 79, 83, 84).

Dishekimliginde hiicre kiiltiirii c¢alismalar1 kendisine bir¢ok uygulama alani
bulmasina ragmen literatiirler incelendiginde hiicre kiiltiirii daha fazla olarak dental

materyallerin biyolojik uyumlarinin tespitinde siklikla bagvuru kaynagi olmustur (14).
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Bizim ¢aligmamizda ise gargaralarin insan gingival fibroblastlar {izerine sitotoksik etkisi

incelenmistir.

4.12. Bag Dokusu ve Ekstraseliiler Matriks

Yetiskin bag dokusunu olusturan degisik icerikli doku ailesinin esas gorevi,
viicuda ve organlara sekil vermek, desteklemek ve boliimleri baglayarak sikica bir arada
tutmaktir. Ayrica, diger dokular arasinda besinlerin, oksijenin ve bosaltim iiriinlerinin

degisimi i¢in bir ortam olusturarak, konak savunmasina yardim eder.

Yag dokusunun bulundugu bdlgelerde, tamponlama ve 1s1 diizenlemesi i¢in yag
depolar. Esas bag dokusu, kan, kikirdak ve kemikten olusan 6zellesmis bag dokusu
tiplerini olusturur. Hemen hemen tiim bag dokulari, hangi formda olursa olsun,
embriyolojik olarak mezodermden gelisir; kraniumdaki bazi bag dokular: krista noralis

ektoderminden koken alir.

Bag dokusu; hiicreler (sabit ve gezici) ve ekstraseliiler matriksten olusur.
Ekstraseliiler matriks ise amorf esas madde (ground substance) ve i¢ine gomiilmiis
liflerden meydana gelir. Bag dokusu hiicreleri, fibroblastlar, mast hiicreleri, makrofajlar,

plazma hiicreleri, adipositler (yag hiicreleri) ve perisitleri icermektedir.

Bag dokusunun bir¢ok fonksiyonu, temelini olusturan ekstraseliiller matriksin
ozelliklerine baglidir. Bag dokusu histolojik 6zelliklerine gore, ekstraseliiler matriksteki
fibroz bilesenlerinin yogunlugu ve miktarina gore, gevsek (areolar) veya siki bag
dokusu olarak simiflandirilmaktadir. Bag dokusu tendondaki gibi diizenli, ya da

dermisteki gibi diizensiz olabilir (85).

4.12.1.insan Gingival Fibroblast (IGF)

Fibroblast bag dokusunun temel hiicresidir. Fibroblastlar, kollagen, elastik ve
retikiiler lifler ve sekilsiz temel maddeye ait kompleks karbonhidratlarin sentezinden
sorumludur. Tek bir fibroblastin tiim ekstraseliiler matriks komponentlerini art arda ya

da ayn1 anda sentezleme kapasitesi vardir.
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Fibroblastlar, kollagen liflere olduk¢a yakinda konumlanirlar. Rutin Hemotoksilen
Eozinle boyali preparatlarda, yalnizca gekirdek olarak, bazen de bir gekirdekgikle
birlikte uzamis ya da disk seklinde yapilar olarak goriliirler. Sitoplazmanin soluk
boyanan esas kismini olusturan boliimii, kollagen fibrillerle karismis olmalar1 nedeniyle
belirgin degildir. Ancak 6zel olarak hazirlanmis preparatlarda, hiicre sitoplazmasini
fibroz komponentlerden ayirt etmek miimkiin olabilir. Elektron mikroskobik
incelemede; fibroblast sitoplazmasinin, endoplazmik retikulumu ve golgi aygiti
goriilebilir. Aktif biiyiime ya da yara iyilesmesi sirasinda ekstraseliiler matriks
materyalinin iiretimi artar, fibroblast sitoplazmasi daha genisler ve endoplazmik
retikulum aracili protein sentezi artar. Buna bagli olarak hiicrede bazofilik goriintii

olusur (86, 87).

Diseti; gingival fibroblast hiicreleri ve hiicreler arasi ekstraselliiler matriksten
olusur (88). Diseti bag dokusunun en 6nemli hiicreleri fibroblastlardir. Lif demetleri
arasinda ¢ok sayida fibroblast yer alir. Fibroblastlar mezensimal orjinlidirler ve gingival
bag dokusunun gelisim, idame ve tamirinde major rol oynarlar. Kollojen ve elastik

lifleri, glikoproteinleri ve glikozaminoglikanlar1 sentezlerler.

Ayni zamanda fagositoz ve kollojenaz sentezi yoluyla kollojen yikimii da
diizenlerler (22). Gingival fibroblastlar fizyolojik sartlarda, ekstraseliiler matriksin
sentezlenmesi, yikilmasi ve idamesi gérevleriyle periodontal dokunun 6nemli hiicreleri
arasinda yer almaktadirlar (88). Periodontal hastaliklarda bag dokusu ve tabii olarak
fibroblastlar etkilenmektedir. Bu durumda arastiricilarin daha ¢ok gingival fibroblast

kiiltiirli calismalarina yon vermelerine katkis1 olmustur.

Periodontal enfeksiyon ile ortaya ¢ikan doku yikimi, periodontopatojenler ile
konak periodonsiyumunda yer alan hiicreler arasindaki etkilesim sonucunda
olusmaktadir (89). Periodontal hastalikta enflamatuvar olaylarin baglamasina ve
ilerlemesine neden olan sitokinler, bag dokusu yikimindan kemik kaybina kadar pek

cok patolojik olaydan sorumludurlar (90).

Ayrica PMNL’lerin de periodontal hastaliklar gibi iltihabi hastaliklar siiresince

patojenik bakterilere karsi konak cevabinin primer mediatorleri oldugu bir¢ok kez rapor
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edilmistir (17, 91). PMNL’lerden ROT gibi bir¢cok antimikrobiyal faktoriin tiretildigi
gosterilmistir (92).

4.13. Reaktif Oksijen Tiirleri

ROT kaynagini molekiiler oksijenden alan bir grup kimyasal reaktif
molekiillerdir. ROT, ¢esitli hiicresel mekanizmalarin regulasyonunda dnemli vazifeleri
oldugu gibi canli organizmalarda ciddi yikimlara neden olabilecek bircok zararh

etkilere de sahiptirler (93, 94).

Aslinda, ROT terimi serbest oksijen radikallerinin yani sira radikal olmadig: halde
hiicre i¢i ve dis1 ortamlarda radikal olusturabilme kabiliyeti gosteren diger reaktif

tiirlerinin de dahil oldugu bir kullanimdir (95),(17).

ROT’un zararli maddelere karsi hiicresel cevap gelistirmesi, hiicresel haberlesme,
mitojenik cevap ve g¢esitli reseptorler yoluyla sinyal yollarini aktiflestirme gibi
kabiliyetler yararli etkilerindendir (96). Mikroorganizmalara karsi cevapta SR’nin
olusumu, fizyolojik bir durumdur. ROT un gereginden fazla salgilanmasi DNA ‘y1 da

igermek iizere hiicre diizeyinde biyomolekiiler hasart meydana getirebilir (94).

ROT’larin canli organizmalar {izerine sebebiyet verdigi zarara oksidatif hasar
denir. ROT’lar pek c¢ok kaynak kokenli olabilir (97). Ultraviyole isinlar y ve y
radyasyon, 1s1, terapotik ilaglar gibi kaynaklar da disaridan etkileyerek ROT iiretiminin
gerceklesmesine neden olabilirler(98). Bu gibi sekillenen ROT’lara dis kaynakli ROT
denir. Ayrica PMNL aktivasyonlar1 (99, 100) ve mitokondriyal metabolizmaya benzer
hiicresel fonksiyonlar yolu ile dogal olarak iretilen ROT’a i¢ kaynakli ROT denir.
Ayrica tiitiin kullanimi, kronik fazla egzersiz gibi bazi aktiviteler de ROT sentezi

sonucu ortaya ¢ikan oksidatif hasara katkida bulunurlar (93).

ROT molekiiler seviyede, serbest oksijen radikalleri ve non-radikal molekiiller
olarak iki smifta degerlendirilebilir. Serbest oksijen radikalleri bir ya da daha ¢ok
eslenmemis elektronu var olan ve serbest sekilde goriilebilen bir kimyasal molekiil
grubudur. Non-radikallerse hasar olusturabilecek radikal yeteneklere sahip olmasalar da

SR olusturma potansiyeline sahip molekiillerdir (92).
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Serbest oksijen radikalleri ile non-radikal molekiillerin birbirleri ile etkileserek
yeni bir radikal olusumuna sebep olabilmeleri her iki grup i¢in de dnemli bir 6zelliktir.
Baslica en ¢ok goriilen serbest radikal molekiiller hidroksili radikal (OH"), nitrik oksit
(NO") ve siiperoksittir (O27). Diger yandan hidrojen peroksitin (H202) ve singlet
oksijenin (!02) de aralarinda bulundugu bir grup molekiil ise non-radikaller sinifindadir
(92).

4.14. Oksidatif Stres

Oksidatif stres; cesitli hiicre ve hiicre dis1 hasara neden yetenegine sahip olan
bilesenlerden serbest oksijen radikalleri ve antioksidan savunma sistemiyle bu tiirlerin
etkisizlestirilmesi arasindaki dengesizligin bir sonucu olarak ortaya c¢ikar. Artmis

oksidatif stresin zararh etkileri oksidatif hasar olarak adlandirilir (20).

Periodontitiste, periferal kan noétrofillerinden salinan yiiksek miktarda ROT,
azalmis antioksidan kapasite ve artmis oksidatif stres biyomarkirlar1 rapor edilmistir
(101). Asirt artmis ROT seviyesi protein, lipid mekanizmasi ve DNA’da hasara yol
acabilir. Oksidatif stres; diabet, nérodejeneratif hastaliklar,(102) romatoid artrit,
vaskiiler hastaliklar, (95) Behget hastaligi, sistemik lupus eritematozus, multiple skleroz
ve Guillain-Barre sendromu gibi ¢ok sayida otoimmiin, kronik hastaliklarin

patogenezinde yer almakta ol dugu birgok ¢alismada yer almaktadir (103).

DNA hasari, DNA ‘da olusan modifikasyonlar, mutasyonlara ve genetik
diizensizliklere sebep oldugu icin ROT ile indiiklenen hiicresel degisikliklerin en
onemlilerindendir (104). Oksidatif hasar nedenli DNA’ da tek ve ¢ift dal kiriklari,
kontrolsiiz baz dizilimi, baz degisiklikleri ve DNA- protein arasinda ¢apraz baglanma
olusabilir (105).

ROT; lipid peroksidasyonu, protein ve DNA hasar1 6nemli enzimlerin
oksidasyonu ve pro-inflamatuar sitokin salinmminin stimulasyonu gibi ¢ok gesitli

mekanizmalar ile doku hasarina sebep olabilmektedirler (106).
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4.15. Total Oksidatif Durum (TOS)

Oksidatif stresin net belirlenebilmesi i¢in oksidatif hasar sonucu ortaya ¢ikan
tirtinlerin dl¢iimii yapilmaktadir (107). Ayrica farkli oksidan tiirlerinin serum(plazma)
konsantrasyonlari1 laboratuar ortaminda ayri ayri olgiilebilir. Ama bu 6l¢iimler zaman
alic1, pahali, yogun emek isteyen ve karmasik teknikler gerektirdiginden farkli oksidan
molekiilleri ayr1 ayr1 Olglimiinii yapmak pratik degildirve onlarin oksidan etkileri

birbirine katki saglar (108).

Bu sebepler ile total oksidatif durumun (TOS) 6l¢iilmesinin diger metodlara gore
daha istiin bir metot oldugu kanmisina varilmistir (24, 108). TOS o6l¢iimii, lipid
peroksidasyonunun ve oksidatif stresin tespit edilmesinde kullanilan gilincel bir metottur

(24, 109).

4.16. Antioksidanlar

Bir antioksidan su sekilde tanimlanabilir; diisiik konsantrasyonlarda bile
oksitlenebilen bir substrat ile karsilastiginda onun oksitlenmesini onemli derecede

onleyen ya da gegiktiren maddelerdir (110).

Antioksidanlar, SR’nin olusturdugu hasara karsi korunmayi SR’nin olusumunu
engelleyerek, reaktif metabolitleri temizleyip daha az reaktif metabolitlere gevirerek,
SR’yi onleyerek, SR’nin sebep oldugu hasarin tamirini kolaylastirarak ya da diger
antioksidanlarin etkili ¢aligabilmesini saglamak i¢in uygun ortami tesis etmek gibi farklh

mekanizmalar ile saglayabilirler (106).

4.16.1. Antioksidanlarin simiflamasi
Antioksidanlar ¢ok gesitli sekillerde siniflanabilmektedir (95).

A-Fonksiyonlarina gore antioksidanlar;
1- Koruyucu antioksidanlar

2- Zincir kirict antioksidanlar
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B- Lokalizasyonlarna gore antioksidanlar;
1- Hiicre i¢i antioksidanlar

2- Hiicre dis1 antioksidanlar

3- Membranla iligkili antioksidanlar

C- Coziinebilirliklerine gore antioksidanlar;
1- Suda ¢oziinebilen antioksidanlar

2- Yagda ¢oziinebilen antioksidanlar

D- Koruduklar: yapilara gore antioksidanlar;
1- DNA koruyucu antioksidanlar

2- Protein koruyucu antioksidanlar

3- Lipid koruyucu antioksidanlar

E- Kaynaklarina gore antioksidanlar;

1- Ekzojen antioksidanlar

2- Endojen antioksidanlar

3- Sentetik antioksidanlar

F- Yapilarina gore antioksidanlar;

1- Enzimatik antioksidanlar

2- Non-enzimatik antioksidanlar

4.17. Total Antioksidan Kapasite (TAS)

Antioksidanlar ROT iiretimi engeller, zararli reaksiyonlar: 6nler ve onlara karsi
koruma saglar. Pek ¢ok farkli antioksidanlarin serum konsantrasyonlarini ve bunlarin
etkilerini ayr1 ayr1 degerlendirilmesinin maliyetli ve ugrastirict olmasi sebebiyle yeni ve

daha pratik total antioksidan kapasite degerlendirme yontemi gelistirilmistir (111).

Total antioksidan kapasite testleri bireysel antioksidan tiirleri arasindaki biyolojik
etkilesimine bir genel bakis saglar ve oksidatif stresin periyotlar: siiresince konak hiicre
korumasinin ne kadar etkili oldugunu gosterir (112). TAS; total protein( ¢ogunluk %85
albumin), {irik asit, bilirubin, karotenoidler, tokoferol ve askorbik asidin antioksidan

kapasitesinden olusur (103).
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TAS degerlendirmesinde, TAS’a dahil olan tiirlerin kombine etkinligi incelenmis
olur. Bu etki tek tek antioksidanlarin etkisini toplamindan daha biiyiik olabilir. Bunun
yani sira TAS tespiti daha kesfedilmemis ya da 6lgiimii kolay olmayan antioksidanlarin
da etkinligini gostermektedir. Tek tek pek ¢ok sayida deney yapilmasindan daha etkili,
daha ucuz ve kolay bir tekniktir (112).

4.18. Laktat Dehidrogenaz (LDH)

LDH laktat ve piruvatin birbirine doniismesini katalizleyen bir enzimdir. Genis
capta dokularda mevcuttur. Ozellikle bobrek, iskelet kasi, karaciger ve kalp kasinda bol
miktarda bulunur (113). Bu nedenle patolojik hallerin bazilari, LDH aktivitesi
yiikselmesine sebep olabilir (114).

LDH, miyokard enfarktiisii, hematolojik hastaliklar, hipoksi ile birlikte olan
dolagim yetmezligi gibi hastaliklarda normalin bes mislinden daha fazla artar (115). Bu

da hastaliklarda tani agisindan 6nemlidir (116).

LDH anaerobik glikolitik yolda, hiicrelerin nekrozu ile agiga ¢ikan sitoplazmik bir
enzimdir, doku sivilarinda ekstraseliiler olarak bulunmasi hiicre Oliimiiniin bir

gostergesidir (117). Diseti cep sivisinda serumdan 15-20 kat daha ¢ok goriiliir (118).

Ayrica Lamster ve ark. dis eti cep sivisinda total LDH aktivitesinin enflamasyonla
iligkili oldugunu belirtmislerdir (119). Bazi ¢alismalarda LDH’in periodontal hastaliklar
ile sik1 bir iliskide oldugu belirtilmesine karsin,(120-122) bazi ¢aligmalarda da boyle bir
iligki olmadig1 goriilmiistiir (123-125).

LN, KHG, BHCI, GG gibi soliisyonlar sitoksik etkileri tam olarak bilinmemekle
beraber diinya capinda en ¢ok kullanilan agiz g¢alkalama soliisyonlaridir. Bu proje
kapsaminda bu soliisyonlarin sitotoksik etkilerinin antioksidan kapasitelerinin

incelenmesi suretiyle degerlendirilmesi amaglanmaktadir.

Bu amagla, calismada agiz calkalama soliisyonlarinin IGF hiicre kiiltiirii iizerine
sitotoksik, oksidan ve antioksidan etkileri TAS, TOS, LDH seviyeleri incelenerek

arastirilmasi planlanmaktadir.
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5. GEREC ve YONTEM
5.1. Materyal

5.1.1. Gingival fibroblast hiicrelerinin elde edilmesi

Gingival fibroblastlar, Selguk Universitesi Dishekimligi Fakiiltesi Periodontoloji
Anabilimdali dgretim iiyesi Prof.Dr. Sema Hakki Ozcan hanimdan temin edildi.

Kendimiz elde etse idik asagidaki protokol ve siiregler takip edilecekti (Sekil 5).

Sekil 5. Uremekte olan IGF hiicrelerine ait inverted mikroskop goriintiisii

Diseti papilinden 1x2 mm boyutlarinda epitelsiz bag dokusu 6rnekleri alinarak
tasima solusyonu Dulbecco’s Modified Minimal Essential Medium (DMEM), %10
Fetal Bovine Serum (FBS), 250 pg/ml gentamisin siilfat 1,5 pg/ml Amfoterisin B
igerisinde laboratuvara getirildi. Bag dokusu ornekleri, laminar flow kabin icerisinde
petri kabima transfer edilip tasima solusyonu ile iki defa yikandi. Ardindan doku
ornekleri 15 numaral bistiiri ile kii¢iik parcalara ayrildi. Boliinen doku o6rnekleri 60
mm’lik petri kaplarina aktarilip ii¢ kez daha %10 FBS iceren DMEM ile yikanarak
baska bir 60 mm’lik petri kabina transfer edildi. Petri kabinda dokular1 kaplayacak
sekilde 2 ml %10 FBS igeren DMEM ilave edilerek inkiibe edildi. Takib eden giinde
kiiltiir ortam1 %10 FBS, 100 U/ml penisilin ve 100 pg/ml streptomisin iceren DMEM ile
degistirilerek idame edildi ve etiivde bekletildi (Sekil 6). Hiicrelerin atagmani inverted
hiicre kiiltiirii mikroskobunda takip edildi (Sekil 7).
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Sekil 7. inverted hiicre kiiltiirii mikroskobu (Olympus, USA)

Hiicreler kabin yaklasik 1/4’tinii doldurduklarinda petri kabinin igindeki 2 ml
besiyeri aspire edildi. Petri kab1 igerisindeki hiicreler 2 ml serum igermeyen media ile
yikanarak ortamin tripsin enziminin ¢alismasi i¢in uygun hale gelmesi saglandi ve 1,5

ml Tripsin-EDTA kiiltiir kabina ilave edildi. Bes dakika, % 5 CO2 igeren su bazli
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inkiibator icerisinde bekletilerek hiicrelerin birbirlerinden ve kap yiizeyinden ayrilmasi

saglandi.

Hiicre kiiltiir kabinin igerisine 2 ml % 10 FBS igeren DMEM besiyeri aktarildi ve
Tripsin-EDTA’nin aktivitesi sonlandirildi. Petri kabindan toplanan hiicre siispansiyonu
oda 1sisinda 2500 rpm’de 3 dakika santrifiij edilerek tiipiin tabaninda hiicre peletinin
olugmasi saglandi. Olusan hiicre peleti 2 ml % 10 FBS iceren DMEM ile siispanse
edilip 100 mm’lik petri kabi igerisinde bulunan media ile karistirildi (Sekil 8).

Boylece IGF hiicrelerinin 1. pasajlari yapildi. Yirmidért saat sonra kiiltiir kabinin
icerisindeki besiyerinin tamami alinarak 8 ml yeni besiyeri eklendi. Devam eden
giinlerde giinasir1 petrilerin besiyeri degistirildi. Hiicreler kiiltiir kabinin 3/4'liik kismini

kapladigida, IGF kiiltiirii elde edilmis oldu.

Sekil 8. Calismamizda kullanilan santrifiij makinasi
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5.1.2. Fibroblastlarin Alt Kiltiirii

Bir tek tabaka halinde biiyiiyen hiicreler titreme, manyetik karigtirma gibi
fiziksel yontemlerle veya proteolitik enzimler( tripsin) ve selator (kenetleme) maddeler
( Etilen diamine tetra asetikasit [ EDTA]) gibi kimyasal metodlar ile alt kiiltiire
edilebilir.

Fibroblast alt kiiltiirleri, primer kiiltiirden harcanan medyum, doku parcalarinin
bir kag defa steril fosfatli tampon tuzlu su ile (PBS) ve fibroblastlar1 yapistiklari yerden
kaldirmak i¢in 0.5 - 0.8 ml tripsin ve EDTA ile yikanmasi gibi siireglerden sonra elde

edilir.

Tripsin ve EDTA ile muamele edilen hiicrelerin kiiltiir flasklarindan ayrildig:
goriildiikten sonra; hiicreler 37°C’de 2 dakika inkiibe edildi. Hiicreler nazik bir sekilde
davranilarak flasklardan uzaklastirildi ve enzim aktivitesi 5-8 ml %10’luk fetal sigir
serumu iceren DMEM eklenerek durduruldu. Hiicreler 3., 4. ve 5. Pasajlar i¢in benzer
bir yontem ile kiiltiire edildi. Gingival fibroblastlar tim deneyler i¢in 6 pasaj kullanildi
(Sekil 9).

Sekil 9. Zamanlara goére uygulanan kiiltlire edilmis plaklar
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5.1.3. Kullamlacak Agiz Gargaralan ile Fibroblast Kiiltiirlerinin Maruz
Birakilmasi I¢in Yapilan Deney Dizaym

Doku fibroblast kiiltiirii ve alt kiiltiirleri i¢in islemden gecirildi ve diizenlendi.
Fibroblast proliferasyonuna antiplak ajanlarin etkisi degerlendirildi. Piyasadaki mevcut
gargara sollisyonlar1 % 100 olarak g6z oOniine alindiginda 0 mg/I-%0, 2,5mg/I-%1,
5mg/1-%2, 12,5 mg/l-%5, 25mg/I-%10, 62,5 mg /1-%25, 125 mg/I-%50, 250 mg/l-%100
seklinde anti-plak ajanlar seyreltildi (Sekil 10).

Kiiltiire edilmis fibroblastlar dort gruba ayrildi. Kontrol grubu herhangi bir agiz

calkalama soliisyonuna maruz birakilmadi.

1.grup: Klorheksidin glukonat (KHG grubu ma ruz kalan)
2.grup: Listerine i¢in maruz kalan (LN grubu)

3.grup: Benzadamin HCI i¢in maruz kalan ( BHCI grubu)
4. grup: Gengigel i¢in maruz kalan ( GG grubu)

Gargara

9% 0.2 Klorheksidin
glukonat igerir

Sekil 10. Kullanilan agi1z ¢alkalama soliisyonlarinin ticari preparatlari
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96 kuyucuklu kiiltir plaklart kullanilarak, gingival fibroblastlar 1.16 mg L-
glutamine/ml, 100 tnite penicillin/ml, 100 mg streptomycin/ml, 10% FBS ile DMEM

iceren biiylime ortamina ekilmis ve yapismasi, biiylimesi i¢in 37°C’de tutuldu.

24 saat sonra hiicreler KHG, LN, GG ve BHCI igeren ¢esitli konsantrasyonlardaki
(0 mg/l- %0, 2,5 mg/l- %1, 5mg/l- %2, 12,5 mg/l-%5, 25mg/lI-%10, 62,5 mg /I- %25,
125 mg/l- %50, 250 mg/I- %100 olarak verilen) DMEM medyumuna inkiibe edildi.

Kimyasal ajanlar1 igeren ortamlar c¢okeltme reaksiyonundan kaginmak icin
serumsuz olarak tasarlandi. Tiim kiiltiir 6rnekleri yukarida verilen konsantrasyonlara 1,

5 ve 15 dakikaligina maruz birakildu.

Kontrol grubu hiicreleri ise agiz gargaralar1 tatbik edilmeden ayni sartlar
saglanarak diizenlendi. Uretilen hiicreler spektrofotometrik analiz ile degerlendirildi

(Sekil 11).

Sekil 11. Spektrofotometrik analizde kullanilmak iizere hazirlanmis
96 kuyucuklu plaklar

5.1.4.TAS Diizeyinin Belirlenmesi

TAS diizeyi tespitinde, ilk olarak Tomasch et al. (2001) tarafindan uygulanan
fotomerik yontem kullanildi. Bu yontem 2-2’-azinobis (3-ethylbenzothiazoline 6-

siilfonat = ABTS") radikal katyonunun olusumunu inhibe edecek antioksidan
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kapasitenin tespitini temel almaktadir. Tespit isleminde Rel Assay Diagnostics® firmasi

tarafindan tretilen TAS (total antioxidant status) ticari kitleri kullanildi (126).

Kitin icerdigi Bilesenler
« Reaktif 1 Soliisyonu: 50 ml
« Reaktif 2 Soliisyonu: 10 ml
« Standard 1 Soliisyonu: 10 ml

« Standard 2 Soliisyonu: 10 ml

Calisma Prosediirii

30 pl plazma 6rneginin bulundugu kuvartz kiivete 500 pl Reaktif 1 soliisyonundan
ilave edilerek 660 nm’de ilk absorbans1 okundu. Daha sonra ayni kiivete 75 ul Reaktif 2
soliisyonundan eklenerek oda sicakliginda 10 dk. bekletildi. Bekleme sonunda 660

nm’de ikinci kez absorbansi okundu.

Elde edilen absorbans degerleri ve asagidaki formiil kullanilarak TAS diizeyleri

mmol Trolox Equiv./L cinsinden tespit edildi.

TAS (mmol Trolox Equiv./L) = [ (AStandart 1’in degeri) - (AOregin degeri] /
[(AStandart 1’in degeri) — (AStandart 2’nin absorbansi)] x 20

5.1.5. TOS Belirlenmesi

TOS (total oksidan durumu), tam otomatik kolorimetrik bir yontemdir. Incelenen
numunede bulunan oksidanlar ferroz iyon-o-dianisidin yapisini ferik iyona oksitlerler.
Bu reaksiyonu ortamda bulunan gliserol yaklasik ii¢ kat hizlandirmaktadir. Asidik

ortamda ferrik iyonlar “xylenol orange” ile renkli bir kompleks meydana getirirler.
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Numunede bulunan oksidanlarin miktartyla iligkili olan rengin yogunlugu
spektrofotometrik olarak Olgiilerek degerlendirme yapilir. Aragtirmamizda Rel Assay
Diagnostics® firmasi tarafindan iiretilen TOS (total oxidant status) ticari Kkitleri

kullanildi.

Kitin icerdigi Bilesenler
« Reaktif 1 Soliisyonu: 50 ml
« Reaktif 2 Soliisyonu: 10 ml
« Standard 1 Soltisyonu: 10 ml

« Standard 2 Soliisyonu: 10ml

Calisma Prosediirii

75 ul plazma 6rneginin bulundugu kuvartz kiivete 500 ul Reaktif 1 soliisyonundan
ilave edilerek 530 nm’de ilk absorbansi1 okundu. Daha sonra ayni kiivete 25 pl Reaktif 2
soliisyonundan eklenerek oda sicakliginda 10 dk. bekletildi. Bekleme sonunda 530

nm’de ikinci kez absorbansi okundu.

Elde edilen absorbans degerleri ve asagidaki formiil kullanilarak mmol TOD

diizeyleri Trolox Equiv./L cinsinden tespit edildi.

TOD (umol H20; Equiv./L) = (AOrnegin degeri/AStandart 2’nin degeri) x
(Standart 2 degeri)

5.1.6. Laktat dehidrogenaz(LDH) Tayini

Laktat dehidrogenaz sitoplazmada bulunan bir ¢6ziiniir enzimdir. Enzim apoptozis
ve nekroz siireci sirasinda hiicre hasar1 ve lizis nedenli ¢evre kiiltiir ortamina salinir.
Kiiltiir ortami igerisindeki LDH aktivitesi bu nedenle hiicre zari biitiinliigliniin ve

dolayisiyla sitotoksite 6l¢timiiniin bir géstergesi olarak kullanilir.
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Kiiltiir ortamindaki hiicrelerin sayisina karsilik gelen hiicre i¢i LDH aktivitesinin

yant sira hiicre lizatlarindaki LDH miktar1 hiicre biiylimesinin 6l¢iimiinde kullanilabilir.

Cayman’in LDH sitotoksite kiti ¢evresel faktorler ya da kimyasal bilesenlere
cevap olarak hiicre 6liimiinii 2 asamali1 reaksiyon ile dlgmektedir. Ik adim olarak LDH,
NAD"in NADH ve H" rediiksiyonu aracilifiyla Laktati piruvata oksidasyonunu
katalizler. Reaksiyonun ikinci asamasinda, diphorase 490-520 nm'de absorbe eder son
derece giiclii bir sekilde renkli formazan i¢in tetrazolyum tuzu (INT) azalmasi katalize
etmek icin yeni kurulan NADH ve H + kullanir. Uretilen formazan miktari sitotoksisite

sonucu olarak kiltir ortamina salinan LDH miktar1 ile orantilidir.

Calisma prosediirii

400 g’de 5 dakika 96 kuyucuklu kiiltiir plaklar1 santrifiij edildi. Yeni bir 96
kuyucuklu kiiltiir plaklar: kullanilarak, hazirlanmis olan standardin 100 pl’sini uygun
plaklar aktarildi. Yeni bir plak iizerinde karsilik gelen her bir kuyucuk igin kiiltiir
hiicrelerinin her kuyucugundan her bir supernatan’in 100u1’sini aktarildi. Her kuyucuga,
tekrarlanan bir pipet ile reaksiyon ¢ozeltisinin 100ul’si (bir yukarda hazirlanmis olan)
eklendi. Oda sicakliginda 30 dakika boyunca orbital ¢alkalayici iizerinde nazikge
calkalayarak plaklar inkiibe edildi. 490nm’ de bir plak okuyucu ile absorbans1 okundu.

Ornegin konsantrasyonunu hesaplamak i¢in ise su formiil kullanilds;

LDH aktivitesi(“U)_(M‘)Onm—y—mtercept)

slope

LDH aktivitesi testinden elde edilen deger(pU)
test edilen X 6rnek hacmi( genellikle 0.1ml)

Ornekte Total LDH aktivitesi(pU/ml)=

Testin Hassasiyeti tahlil edilen hiicre tipine bagl olarak, 10° gibi az sayida dahi

hiicre tespit edilebilmektedir.
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5.2. istatiksel Analiz

Istatiksel karsilastirmalar SPSS 20.0 (SPSS Inc., Chicago, IL) programi ile
yapilmistir. Gruplardan elde edilen degerler ortalamatstandart sapma ya da standart
hata(Ort.+S.D./S.E.M.) olarak ifade edildi. Verilerimizin degerlendirilmesinde ONE-
WAY ANOVA; Scheffe Post Hoc testi uygulandi. Bu degerlerin istatiksel analizlerinde

ve P< 0,05’in altindaki farkliliklar anlamli olarak degerlendirildi.
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6. BULGULAR

6.1. Kiiltiirlerde LDH Seviyelerinin Degerlendirilmesi

6.1.1. Agiz Calkalama Soliisyonlarinin Kiiltiirlerde Doza ve Zamana Bagh Olarak

LDH Seviyelerinin Degerlendirilmesi

Calismamizda dort farkli agiz ¢alkalama soliisyonu ile muamele edilen kiiltiirlerde doza
ve slireye bagli olusan sitotoksik etkinin degerlendirilmesi igin LDH seviyelerine
bakildi. Degerlendirmelerimize gore, BHCI ile 1 dakika muamele edilen kiiltiirlerde
LDH seviyesinde doza bagli istatistiksel bir artis izlenmedi (p>0.05). 5 ve 15 dakika
muamele edilen kiiltiirlerde ise %S5’lik konsantrasyondan sonra LDH seviyesinde
istatistiksel anlamli bir artis oldugu goriildi (p<0,05). BHCI’iin biitiin konsantrasyonlari
ile muamele edilen kiiltiirlerde zamana bagli LDH seviyesinde istatistiksel anlamli bir

artis oldugu gortldi (p<0.05) (Tablo 1).

Tablo 1. BHCI ile muamele edilen kiiltiirlerde LDH seviyelerinin siireye bagl

olarak degerlendirilmesi

Konsantrasyonlar 1 dakika 5 dakika 15 dakika

B1(0 mg/l-%0) 1.22+£0.084 1.35+0.062* 1.37+0.070*
B2(2,5mg/l-%1) 124 +0.075 1.36+0.063* 1.40 % 0.058*
B3(5mg/l-%2) 1.24+0.063 1.41+0.05% 1.39+0.058*

B4(12.5 mg/l-%5)  1.26+0.053 2.40 +0.184* 2.13+0.532%
B5(25mg/1-%610) 1.25+0.071 3.10 £0.436* 3.27 + 0.456*
B6(62.5 mg /1-9%625) 1.24+0.045 5.03 +0.434* 3.41+0.427*
B7(125 mg/l-%50)  1.25+0.055 6.11+0.173* 3.51 + 0.450"

B8( 250 mg/l-%100) 1.26+0.056 5.36 +0.359* 3.55+ 0.416"

* #p<0.05 aymi satirdaki veriler arasindaki istatistiksel anlamliligi ifade etmektedir.
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Sekil 12. BHCI uygulanan grubun doza bagli LDH seviyesi

LN ile muamele edilen kiiltirlerde 1 dakikalik muamelede %100 liik
konsantrasyonda LDH seviyesinde istatistiksel olarak anlamli artis oldugu goriiliirken
(p<0.05), 5 dakika muamele edilen kiiltiirlerde %5lik konsantrasyondan itibaren doza
bagli olarak LDH seviyesini istatistiksel olarak anlamli derecede artirdigi goriildii
(p<0.05). 15 dakika LN ile muamele edilen kiiltiirlerde ise LDH seviyesinin LN’in
%?2’lik konsantrasyonundan itibaren doza bagl arttig1 izlendi (p<0.05). Ayrica LN’nin
kiltiirlerde zamana bagl istatistiksel anlamli derecede LDH seviyesini artirdigi goriildi

(p<0.05) (Tablo 2).

45



Tablo 2. LN ile muamele edilen kiiltiirlerde LDH seviyelerinin siireye bagl

olarak degerlendirilmesi

Konsantrasyonlar 1 dakika 5 dakika 15 dakika
L1 (0 mg/1-%0) 1.22+0.049 1.35+0.062* 1.37+0.07*
L2 (2,5mg/l-%1) 1.21+£0.075 1.36+0.063* 1.40=+0.058*
L3 (5mg/1-%2) 1.24+0.073 1.33+0.07 2.83+0.087*
L4 (125 mg/l-%5)  1.27+0.056 2.73+0.102* 5.17 +0.146
L5 (25mg/I1-%610) 1.25+0.055 3.89+0.107* 6.40=+0.115%
L6 (62.5 mg /I-%25) 1.27+0.038 6.11+0.173* 6.45+0.113*
L7 (125 mg/l-%50)  1.28 £0.039  6.17+0.1*  6.44 +0.104*
L8 (250 mg/l-%100) 2.61+0.219 6.41 +0.14* 6.61 +0.184*

* #p<0.05 ayni satirdaki veriler arasindaki istatistiksel anlamlilig1 ifade etmektedir.
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Sekil 13. LN ile muamele edilen kiiltiirlerin doza bagli LDH seviyesi
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GG ile 1 dakika muamele edilen hiicre kiiltirlerinde GG’in %10’luk
konsantrasyondan itibaren doza bagli LDH seviyesinde istatistiksel anlamli bir artis
oldugu goriildii  (p<0.05). 5 ve 15 dakikalik muamelede ise kiiltirlerde LDH
seviyesinde %5’lik GG konsantrasyonundan itibaren doza bagl istatistiksel anlamli
artis oldugu izlendi (p<0.05). GG ile muamele edilen biitiin kiiltiirlerde zamana bagl

LDH seviyesinde istatistiksel olarak anlaml1 bir artis oldugu goriildii (p<0.05) (Tablo 3).

Tablo 3. GG ile muamele edilen kiiltiirlerde LDH seviyelerinin siireye bagl

olarak degerlendirilmesi

Konsantrasyonlar 1 dakika 5 dakika 15 dakika

G1(0 mg/l-%00) 1.22+£0.083 1.35+£0.068* 1.37+0.674*
G2(2,5mg/1-%1) 1.20+0.079 1.36 + 0.063* 1.40+ 0.083*
G3(5mg/1-%2) 122+0.084 1.38+0.041* 1.42+0.072*

G4(12.5mg/l-%5)  1.24+0.055 3.55+034*  3.17+0.312"
G5(25mg/1-%10) 35240247 3.03+0.342  3.26+0.326
G6(62.5mg /1-9625) 892+ 1.044  3.13+0.426% 3.75+0.154*
G7(125 mg/l-%50)  10.59 +0.445  10.57+0.35  9.42 +0.876*

G8(250 mg/l-%100) 10.71 £0.254 12.25+0.378* 13.56 + 0.989*

X #p<0.05 aymi satirdaki veriler arasindaki istatistiksel anlamlilig ifade etmektedir.

47



GG-LDH

40
A
- 30 A
>
S
% 20 15 dakika
5 5 dakika
= 10
==@==1 dakika
r
0

Gl G2 G3 G4 G5 G6 G7 G8
(%0) (%1) (%2) (%5) (%10) (%25) (%50) (%100)

Sekil 14. GG ile muamele edilen kiiltiirlerin doza bagli LDH seviyesi

KHG ile 1 Dakika muamele edilen kiiltiirlerdeki hiicrelerde LDH seviyesinde
doza bagh istatistiksel anlamli bir artis goriilmedi(p>0.05). 5 Dakika muamele edilen
kiiltiirlerde ise %1°’lik KHG konsantrasyonundan sonra LDH seviyesinde doza bagl
istatiksel anlamli bir artig gozlendi (p< 0.05). 15 dakika muamele edilen kiiltiirlerde ise
%25 lik konsantrasyondan itibaren doza bagli istatiksel anlamli bir artis goriildi
(p<0.05). KHG nin biitiin konsantrasyonlari ile muamele edilen kiiltiirlerde toksisitenin
gostergesi olan LDH seviyesinde zamana bagl istatistiksel olarak anlamli artis izlendi

(p<0.05) (Tablo 4).

Tablo 4. KHG ile muamele edilen kiiltiirlerde LDH seviyelerinin siireye bagli
olarak degerlendirilmesi

Konsantrasyonlar 1 dakika 5 dakika 15 dakika

C1(0 mg/1-%0) 1,220,084 1,35+0,064* 1,37+0,118*
C2(2,5mg/l-%1) 1,24 40,055 2,32+£0,297 1,40 +0,331*
C3(5mg/1-%2) 1,21+ 0,081 3,06+0,204* 2,13 + 0,731

CA4(12.5 mg/l-%5) 1,18 0,083 2,59 +0,429% 221 +0,364*
C5(25mg/1-%10) 1,25+0,062 2,67 +0,763* 2,25+ 0,643*
C6(62.5 mg /1-%25) 1,23 +0,087 2,79 +0,845* 3,98+ 0,512 "
C7(125 mg/l-%50) 1,20+ 0,104 3,26+ 0,439% 4,03 + 0,357

C8( 250 mg/l-%100) 1,26 +0,094 3,71 +0,272% 4,25 + 0,483

* # Aymi satirdaki verilerin istatistiksel anlamliligini ifade etmektedir .
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Sekil 15. KHG uygulanan kiiltiirlerin doza bagli LDH diizeyleri

5.1.2. Agiz Calkalama Soliisyonlarinin Kiiltiirlerde LDH seviyeleri iizerine olan

etkilerinin Kiyaslanmasi

Ag1z calkalama soliisyonlarinin kiiltiirlerdeki LDH seviyeleri iizerine olan etkileri
kiyaslandiginda farkli agiz c¢alkalama soliisyonlar1 ile 1 dakika muamele edilen
kiiltiirlerdeki LDH seviyeleri degerlendirilmesinde %>5’°lik konsantrasyona kadar
kullanilan gargaralar arasinda istatistiksel olarak anlamli bir farklilik izlenmedi
(p>0.05). Gargaralarin %10, %25, %50’lik konsantrasyonlari ile muamele edilen
kiiltiirlerde ise GG ile muamele edilen kiiltiirde olusan LDH seviyesi diger biitiin
gargaralara kiyasla istatistiksel olarak anlamli derecede yliksek bulundu (p<0.05).
%100’lik konsantrasyonda ise LDH seviyesi LN ve GG ile muamele edilen kiiltiirlerde
diger gruplara kiyasla istatistiksel olarak anlamli derecede yiiksek bulundu (p<0.05)
(Sekil 16).
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* istatistiksel olarak anlamiiig: (p<0.05 )ifade etmektedir.
Sekil 16. BHCI, LN, GG, KHG ile 1 dakika muamele edilen kiiltiirlerdeki

IGF doza gore LDH seviyeleri degerlendirilmesi

5 dakika siireyle muamele edilen kiiltiirlerde %1 ve %?2’lik konsantrasyonlarda
KHG ile muamele edilen kiiltiirlerdeki LDH seviyesi diger gruplara kiyasla istatistiksel
olarak anlamli derecede yiiksek izlenirken (p<0.05), artan konsantrasyonlarda KHG ile
muamele edilen kiiltiirlerdeki LDH seviyesinin diger gruplara istatistiksel olarak
anlamli derecede diisiik oldugu goriildii (p<0.05). %10 ve %25°1lik konsantrasyonlarda
LN ile muamele edilen kiiltiirlerdeki LDH seviyesi diger gruplardan istatistiksel olarak
anlamli derecede yiiksek oldugu gorildi (p<0.05). %50 ve %100 Lik
konsantrasyonlarda ise GG ile muamele edilen kiiltiirlerde olusan LDH seviyesinin
diger gruplara kiyasla istatistiksel olarak anlamli derecede artis gosterdigi izlendi

(p<0.05) (Sekil 17).
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* p<0.05 veriler arasindaki istatistiksel anlamlilig: ifade etmektedir.

Sekil 17. BHCI, LN, GG, KHG ile 5 dakika muamele edilen kiiltiirlerdeki

IGF’1nda doza gére LDH seviyeleri degerlendirilmesi

15 dakika siireyle LN ve GG ile muamele edilen kiiltiirlerde olusan LDH
seviyesinin artan konsantrasyonla beraber diger gruplara kiyasla istatistiksel olarak
anlamli derecede daha fazla oldugu izlenirken (p<0.05), yine %50 ve %100’lik
konsantrasyonlarda GG ile muamele edilen kiiltiirlerdeki LDH seviyesinin diger
gruplardan istatistiksel olarak anlamli derecede daha fazla oldugu goriildii (p<0.05)
(Sekil 18).
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* p<0.05 veriler arasindaki istatistiksel anlamliligi ifade etmektedir.

Sekil 18. BHCI, LN, GG, KHG ile 15 dakika muamele edilen
kiiltiirlerdeki IGF’inda doza gore LDH seviyeleri

degerlendirilmesi

6.2. Agiz calkalama soliisyonlarinin kiiltiirlerde Total Antioksidan Kapasitenin

(TAS) seviyelerinin iizerine etkisi degerlendirilmesi

6.2.1. Doza ve zamana bagh olarak kiiltiirlerde TAS seviyelerinin

degerlendirilmesi

Calismamizda diger sitotoksite markirt olarak dikkate aldigimiz TAS ig¢in
degerlendirirken de sirayla kullanilan agiz calkalama soliisyonlarini tek tek ele alacak
olursak; BHCI’in doza ve zamana bagl hiicre kiiltiirlerinin TAS kapasiteleri iizerine

istatistiksel anlamli bir etkisi olmadig tespit edildi (p>0.05) (Tablo 5).
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Tablo 5. BHCL ile muamele edilen kiiltiirlerde TAS seviyelerinin siireye bagli

olarak degerlendirilmesi

Konsantrasyonlar 1 dakika 5dakika 15 dakika
B1(0 mg/I-%0) 0.97+0.107 1.01+0.136* 1.06+0.262
B2(2,5mg/1-%1) 0.97+0.167 1.07+0.155 1.02+0.104
B3(5mg/1-%2) 0.99+0.091 099+0.221 1.06+0.174
B4(12.5 mg/1-%05) 1.01 +£0.112 1.03+0.149 1.05+0.188
B5(25mg/1-%10) 1.02+0.217 1.01+0.161 1.03+0.182
B6(62.5 mg /1-%25) 1.01+0.163 1.05+0.123 1.08+0.097
B7(125 mg/l-%50)  1.03+0.131 1.06+0.167 1.10+0.147
B8( 250 mg/l1-%100) 1.03+0.108 1.08+0.176 1.06+0.121
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Sekil 19. BHCI ile muamele edilen kiiltiirlerdeki doza bagli LDH diizeyleri
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LN doza bagh hiicrelerde TAS kapasitesini istatistiksel anlamli derecede
distirmektedir. 1 dakikalik muamelede %25°den itibaren etkilemekte iken, 5 dakikalik
muamelede %10’dan itibaren TAS’1 disiirdiigii goriildi. Ayrica LN’in %100°1iik

konsantrasyonu ile muamele edilen kiiltiirlerdeki hiicrelerde LN’in zamana baghh TAS

seviyesini istatistiksel anlamli derecede diisiirdiigii izlendi (Tablo 6).

Tablo 6. LN ile muamele edilen kiiltiirlerde TAS seviyelerinin siireye bagl

olarak degerlendirilmesi

Konsantrasyonlar 1 dakika 5 dakika 15 dakika

L1 (0 mg/l-%60) 0.97+0.107 1.01+0.136 1.06+0.155
L2 (2,5mg/1-%1) 0.96+0.067 0.98+0.14  0.91+0.305
L3 (5mg/I-%2) 0.87+0.065 0.97+021 0.93+0.183
L4 (12.5 mg/l-%5)  0.80+0.161 0.96+0.256  0.87 +0.136
L5 (25mg/l-%10)  0.82+0.117 0.66+0,128  0.75+0.247
L6 (62.5 mg /I-9%625) 0.61+0.22  0.64+0.13  0.57+0.133
L7 (125 mg/l-%50)  0.58 £0.162 0.51+0.16  0.38 £0.161

L8 (250 mg/l-%100) 0.45+0.098 0.39+0.063* 0.22+0.083*

*Ayni satirdaki verilerin istatistiksel anlamliligini ifade etmektedir.
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Sekil 20. LN uygulanan kiiltiirlerdeki doza bagli TAS seviyeleri

GG’in kiiltiirlerdeki hiicrelerin tas kapasiteleri lizerine doza bagli istatistiksel

anlaml bir etkisi olmadig1 goriildii (p>0.05). GG’in sadece %?2’lik konsantrasyonunda

15 dakikalik muamelede zamana bagli istatistiksel anlamli derecede TAS kapasitesini

artirdig1 goriildii (p<0.05) (Tablo 7).

Tablo 7. GG ile muamele edilen kiiltiirlerde TAS seviyelerinin siireye bagl

olarak degerlendirilmesi

Konsantrasyonlar 1 dakika 5 dakika 15 dakika

G1(0 mg/1-%0) 0.97+0.106 1.01+0.104 1.06+0.174
G2(2,5mg/1-%1) 091 +0.215 0.98+0.127 0.95+0.184
G3(5mg/1-%2) 0.89 +0.063 0.93+0.086 1.04+0.123*
G4(12.5 mg/l-%5)  0.91+0.199 0.90+0.062 0.98 +0.127
G5(25mg/1-%610) 0.96+0.167 1.06+0.117 1.08+0.163
G6(62.5 mg /1-9%625) 0.98+0.124 1.07+0.121  1.01 +0.09

G7(125 mg/l-%50)  1.02+0.136 1.08+0.163 1.00+0.116
G8(250 mg/l-9100) 0.97+0.146 1.1+£0.139 1.03+0.159

*»<0.05 %2’lik konsantrasyonda I dakika ve 15 dakika muameleler arasindaki
istatistiksel anlamiilig: ifade etmektedir.
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Sekil 21. GG uygulanan kiiltiirlerdeki TAS seviyesinin doza bagli degisimi

KHG’in hiicre kiiltiirlerinde gingival fibroblastlarin TAS kapasiteleri lizerine
istatistiksel anlaml1 bir etkisi izlenmedi (p>0.05). Ayrica KHG’ nin hiicre kiiltlirlerindeki
TAS kapasitesi ilizerine zamana bagl istatistiksel anlamli bir etkisi olmadig1 goriildii

(p>0.05) (Tablo 8).

Tablo 8. KHG ile muamele edilen kiiltiirlerde TAS seviyelerinin siireye bagh

olarak degerlendirilmesi

Konsantrasyonlar 1 dakika 5 dakika 15 dakika

C1(0 mg/I-%0) 0.97+0.285 1.01+0.167 1.06+0.173
C2(2,5mg/1-%1) 0.99+0.178 0.97+0.146 1.06 +0.303
C3(5mg/l-%2) 0.94+0.078 0.99+0.132 1.07+0.192
C4(12.5mg/l-%5)  0.96+0.12 0.95+0.085 1.00 + 0.088
C5(25mg/1-%10) 0.94+0.179 0.96+0.084 1,02+ 0.062
C6(62.5 mg /I-%25) 0.92+0.115 0.93+0.078 0.98 + 0.075
C7(125 mg/lI-%50)  0.89+0.135 0.93+0.072 0.99+0.11

C8( 250 mg/l-%100) 0.89+0.094 0.91+0.086 0.97+0.09
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Sekil 22. KHG ile muamele edilen hiicre kiiltiirlerinde doza bagli TAS

diizeyi degisimi

6.2.3. Agiz Calkalama Soliisyonlarinin Kiiltiirlerde TAS seviyeleri iizerine olan

etkilerinin Kiyaslanmasi

Farkli gargaralar ile farkli siirelerde muamele edilen kiiltiirlerde agiz g¢alkalama
soliisyonlarinin hiicrelerin  TAS iizerine etkileri incelendiginde; 1 dakika LN ile
muamele edilen kiiltiirlerdeki TAS seviyesi diger gruplara nazaran istatistiksel olarak

anlaml1 derecede daha fazla diistiigii gozlendi(P<0.05) (Sekil 23).

H BHCI
ELN
» GG
m KHG

1% 2% 5% 10% 25% 50% 100%

* p<0.05 veriler arasindaki istatistiksel anlamliligi ifade etmektedir.

Sekil 23. BHCI, LN, GG, KHG ile 1 dakika muamele edilen
kiiltiirlerdeki IGF’da doza gore TAS seviyeleri

degerlendirilmesi
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5 dakika farkli gargaralara ile muamele edilen kiiltiirlerde %10, %25, %50, %100’Lik
konsantrasyonlarda LN ile muamele edilen kiiltiirlerde TAS seviyesi diger gruplara gore

istatistiksel olarak daha fazla diistiigii izlendi (p<0.05) (Sekil 24).

H BHCI
W LN
m GG
® KHG

1% 2% 5% 10% 25% 50% 100%

* p<0.05 veriler arasindaki istatistiksel anlamlilhig1 ifade etmektedir.

Sekil 24. BHCI, LN, GG, KHG ile 5 dakika muamele edilen kiiltiirlerdeki
IGF’da doza gore TAS seviyeleri degerlendirilmesi

15 dakika farkli gargaralara ile muamele edilen kiiltiirlerde %10, %25, %50,
%100’liik konsantrasyonlarda LN ile muamele edilen kiiltiirlerde TAS seviyesi diger
gruplara gore istatistiksel olarak daha fazla distiigii izlendi (p<0.05) (Sekil 25).
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H BHCI
W LN
u GG
m KHG

1% 2% 5% 10% 25% 50% 100%

* p<0.05 veriler arasindaki istatistiksel anlamlilig ifade etmektedir.

Sekil 25. BHCI, LN, GG, KHG ile 15 dakika muamele edilen

kiiltiirlerdeki IGF doza gére TAS seviyeleri egerlendirilmesi

6.3. Agiz calkalama soliisyonlarinin kiiltiirlerde TOS seviyelerinin iizerine etkisi

degerlendirilmesi

6.3.1. Doza ve zamana bagh olarak kiiltiirlerde TOS seviyelerinin

degerlendirilmesi

BHCI ile 1,5 ve 15 dakikalik muamelelerde kiiltiirlerdeki hiicrelere doza bagl
TOS seviyelerinde istatistiksel olarak anlamli bir sonuca sebep olmadigr goriildii
(p>0.05). BHCI’ un uygulamasinda zamana gére BHCI ‘un %25’lik konsantrayonunda
1 dakikalik muamele edilen hiicreler ile 15 dakikalik arasinda istatistiksel olarak anlamli
bir farkliligin olmasi(p> 0,05) haricinde istatistiksel olarak anlamli bir fark izlenmedi
(p< 0,05)(Tablo 9).
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Tablo 9. BHCI ile muamele edilen kiiltiirlerde TOS seviyelerinin siireye

bagli olarak degerlendirilmesi

Konsantrasyonlar 1 dakika 5 dakika 15 dakika

B1(0 mg/l-%0) 0.73+0.202 0.78+0.117 0.78 % 0.172
B2(2,5mg/1-%1) 0.71+0.115 0.81+0.073 0.77 + 0.068
B3(5mg/l-%2) 0.73+0.126 0.79+0.05 0.80 % 0.05
B4(12.5 mg/l-%5)  0.75+0.068 0.80+0.164 0.79 +0.06
B5(25mg/l-%10)  0.72+0.074 0.78+0.09 0.81+0.133
B6(62.5 mg /1-%25) 0.71 £0.054 0.76 +0.057 0.82+0.112*
B7(125 mg/l-%50)  0.74 +0.030 0.78 +0.055 0.80 +0.103

B8( 250 mg/l-%100) 0.77+0.172 0.83+£0.074 0.83 +0.11

*p<0.05 [ dakikalik uygulamaya gére 15 dakikalik uygulama arasindaki zamana gore istatistiksel
anlamliligr ifade etmektedir.

BHCI-TOS
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Sekil 26. BHCI ile muamele edilen kiiltiirlerdeki doza bagli TOS seviyesi

LN ile 1, 5, 15 dakikalik muamele edilen hiicre kiiltiirlerinde TOS seviyesi doza

bagl olarak Listerine’nin %100’luk konsantrasyonunda istatistiksel olarak anlamli artig1
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izlendi (p<0.05). LN ile muamele edilen kiiltiirlerde zamana bagl olarak istatistiksel

anlamli bir farklilik goriillmedi (p>0,005) (Tablo 10).

Tablo 50. LN ile muamele edilen kiiltiirlerde TOS seviyelerinin siireye bagl

olarak degerlendirilmesi

Konsantrasyonlar 1dakika  5dakika 15 dakika

L1 (0 mg/I-%0) 0.73+0.202 0.78+0.109 0.78 +0.218
L2 (2,5mg/l-%1) 0.77+0.096 0.80=0.157 0.78 % 0.109
L3 (5mg/l-%2) 0.79+0.235 0.83+0.118 0.79+0.148
L4 (12.5 mg/l-%5)  0.77+0.107 0.79+0.235 0.83 £0.104
L5 (25mg/l-%10)  0.82=0.117 0.81+0.214 0.85+0.108
L6 (62.5 mg /1-9%25) 0.80+0.161 0.83+0.148 0.86+0.129
L7 (125 mg/l-9%50)  0.81=£0213 0.85+0.131 0.89 + 0.404

L8 (250 mg/l-96100) 1.43+0.061 1.51+0.154 1.60+0.222

LN-TOS
5
_ 4
2
S 3 15 dakika
e
§2 r—a—i—a—7_ O—7 -5 dakika
! — —4—1 dakika
0
L1 L2 L3 L4 L5 L6 L7 L8
(%0)  (%1) (%2) (%5) (%10) (%25) (%50) (%100)

Sekil 27. LN ile muamele edilen hiicre kiiltiirlerindeki TOS seviyesinin

doza bagl degisimi
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GG ile 1 dakikalik muamele edilen kiiltiirlerde %25’lik GG konsantrasyonundan
itibaren doza bagl istatistiksel olarak bir artig goriildii (p<0.05). 5 ve 15 dakikalik
uygulamada ise %25’lik konsantrasyondan itibaren istatistiksel olarak anlamli bir artig
izlendi (p<0.05). GG ile muamele edilen kiiltiirlerde zamana bagl olarak %50°‘lik GG
konsantrasyonunda 1 dakika muamele edilen diger zamanlara gore istatistiksel olarak
farklidir (p<0.05) (Tablo 11)

Tablo 11. GG ile muamele edilen kiiltiirlerde TOS seviyelerinin siireye

bagli olarak degerlendirilmesi

Konsantrasyonlar 1 dakika 5 dakika 15 dakika

G1(0 mg/I-%0) 0.73+£0.202 0.78+0.092 0.78 = 0.092
G2(2,5mg/1-%1) 0.85+0.095 0.84+0.125 0.85+0.108
G3(5mg/l-%2) 0.87+0.136  0.85+0.107 0.93 = 0.086

G4(12.5 mg/l-%5)  0.87+0.068 0.88+0.314 0.98 +0.158
G5(25mg/l-%10) 0.93+0.866 0.99+0.137 0.98+0.117
G6(62.5mg /1-%25) 1.15+0.148 1.17+0.032 1.19 +0.048
G7(125 mg/l-%50)  1.27+0.077* 1.36+0.06 1.40 +0.059

G8( 250 mg/l-%100) 1.88+0.063 1.90+0.051 1.91+0.066

*»<0.05 ayni satirdaki veriler arasindaki istatistiksel anlamlilig1 ifade etmektedir.

GG-TOS

A

A
; 15 dakika
==g==1 dakika
G1 G2 G3 G4 G5 G6 G7 G8
(%0) (%1) (%2) (%5) (%10) (%25) (%50) (%100)

TOS diizeyi
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Sekil 28. GG ile muamele edilen kiiltiirlerin doza bagl TOS diizeyi degisimi
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KHG ile 1, 5 ve 15 dakika muamele edilen kiiltirlerde KHG’in tiim

konsantrasyonlarinin TOS seviyelerini doza bagh istatistiksel olarak degistirmedigi

goriilmiistir ( p>0.05). KHG’1n kiiltlirlere zamana bagli istatistiksel olarak etki etmedigi

izlendi (p>0.05)(Tablo 12).

Tablo 12. KHG ile muamele edilen kiiltiirlerde TOS seviyelerinin siireye bagli

olarak degerlendirilmesi

Konsantrasyonlar 1 dakika 5 dakika 15 dakika
C1(0 mg/1-%0) 0.73+0.18 0.78+0.102 0.78 +0.086
C2(2,5mg/l-%1) 0.77 +0.088 0.77+0.077 0.83 + 0.095
C3(5mg/l-%02) 0.74+0.075 0.77+0.115 0.86=+0.098
C4(12.5 mg/l-%5)  0.76 £0.085 0.79+0.221 0.84 +0.084
C5(25mg/1-%610) 0.72+0.08 0.83+0.113 0.89+0.067
C6(62.5 mg /1-%25) 0.79+0.084 0.85+0.114 0.87+0.187
C7(125 mg/I-%50)  0.83 £0.107 0.84 +£0.138 0.89 +0.147
C8( 250 mg/I-%100) 0.85+0.123 0.91+0.14 0.89+0.157
KHG-TOS
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Sekil 29. KHG uygulanan kiiltiirlerdeki TOS seviyesinin doza baglh degisimi
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6.3.3. Agiz calkalama soliisyonlarinin kiiltiirlerde TOS seviyeleri iizerine olan

etkilerinin Kiyaslanmasi

Farkli agiz calkalama soliisyonlar ile farkli zamanlarda muamele edilen kiiltiirlerde
gargaralarinin  hiicrelerin  TOS iizerine etkileri incelendiginde; 1 dakika farkli
gargaralara ile muamele edilen kiiltiirlerdeki %10, %25, %50 konsantrasyonlarda GG
ile muamele edilen kiiltiirde TOS seviyesi istatistiksel olarak anlamli derecede yiiksek
oldugu gozlenirken (p<0.05); %100°liik konsantrasyonda LN ve GG ile muamele edilen
kiiltiirlerde TOS seviyesinin istatistiksel olarak anlamli derecede daha fazla oldugu

goriildii (p<0.05) (Sekil 30).

1% 2% 5% 10% 25% 50% 100%

* p<0.05 veriler arasindaki istatistiksel anlamliligi ifade etmektedir.

Sekil 30. BHCI, LN, GG, KHG ile 1 dakika muamele edilen kiiltiirlerdeki

IGF doza gore TOS seviyeleri degerlendirilmesi

5 dakika farkli gargaralara ile muamele edilen kiiltiirlerdeki %10, %25, %50
konsantrasyonlarda GG ile muamele edilen kiiltiirde TOS seviyesi istatistiksel olarak
anlamli derecede yliksek oldugu goézlenirken (p<0.05); %100’liikk konsantrasyonda LN
ve GG ile muamele edilen kiiltiirlerde TOS seviyesinin istatistiksel olarak anlamli

derecede daha fazla oldugu goriildii (p<0.05) (Sekil 31).
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H BHCI

BLN
H GG
u KHG

1% 2% 5% 10% 25% 50% 100%

* p<0.05 veriler arasindaki istatistiksel anlamliligi ifade etmektedir.

Sekil 31. BHCI, LN, GG, KHG ile 5 dakika muamele edilen
kiiltiirlerdeki IGF’ inda doza gére TOS seviyeleri

degerlendirilmesi

15 dakika farkli gargaralara ile muamele edilen kiiltiirlerdeki %10, %25, %50
konsantrasyonlarda GG ile muamele edilen kiiltiirde TOS seviyesi istatistiksel olarak
anlamli derecede yliksek oldugu gozlenirken (p<0.05); %100’liikk konsantrasyonda LN
ve GG ile muamele edilen kiiltiirlerde TOS seviyesinin istatistiksel olarak anlamli

derecede daha fazla oldugu goriildii (p<0.05) (Sekil 32).

H BHCI

WLN
B GG
» KHG

1% 2% 5% 10% 25% 50% 100%

* p<0.05 veriler arasindaki istatistiksel anlamlilig1 ifade etmektedir.

Sekil 32. BHCI, LN, GG, KHG ile 15 dakika muamele edilen
kiiltiirlerdeki IGF’ inda doza gére TOS seviyeleri

degerlendirilmesi
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7. TARTISMA ve SONUC

Antimikrobiyal agiz calkalama sollisyonlar1 gerek dis hekimligi gerekse tip
alaninda iilkemizde olduk¢a siklikla regete edilen ilaglar grubundadir (127). Bu tip
ajanlar mikrobiyal plagin kontrolii amaciyla oral hijyen uygulamalar1 arasinda genis bir
yer almaktadir. Periodondontal tedavi siirecinde mekanik plak kontroliiniin yani sira
oral antimikrobiyal ajanlar ile uygulanan lokal kimyasal plak kontrolii her ne kadar
tedavinin basarisi a¢isindan 6nemli olsa da, bu ajanlarin bilingsiz kullanimlarinin g¢esitli
yan etkilere sebep olabilecegi daha dnce pek ¢ok ¢alismada bildirilmistir (8, 32, 45, 47,
128-131). Antimikrobiyal agiz gargaralarmin oral ve gingival dokular iizerindeki
etkileri daha 6nce pek ¢ok arastirmacinin ¢alisma konusu olmustur. Giiniimiize kadar
ag1z gargaralar1 {lizerine bir¢ok in vivo ve in vitro, deneysel hayvan, klinik insan ve
hiicre kiiltliri ¢alismalar1 mevcuttur (9, 45, 68, 71, 132-135). Literatiir taramalarinda
ag1z gargaralarinin hiicre ve dokular tizerine olan etkilerinin degerlendirilmesinde daha

cok hiicre kiiltiirlerinin kullanildig1 gériilmektedir.

Insan iizerinde yapilan klinik arastirmalarda viicut metabolizmasi, immiin sistemi
ve buna bagli olarak viicut ilag metabolizmasi gibi bireysel farkliliklar ile olusabilecek
doku cevabindaki degisiklikler c¢alisma sonuglarinda bazi ¢eligkilerin meydana
gelmesine neden olmaktadir (136-139). Bu durum birgok arastirmaciy1 in vitro hiicre
kiiltiirti ¢alismalarina sevk etmistir. Literatiir ¢alismalarinda hiicre kiiltiirii ile ilgili
calismalari, pek ¢ok saha da hayvan g¢alismalarinin yerine kullanilmakta ve hayvan
deneylerini gegersiz hale getirmektedir. Misal verilecek olursa Ingiltere'de bir yilda 2,5
milyon hayvan c¢alismalarda kullanilirken; ABD’de ise bir yil siiresince deneyler
nedenli oldiiriilen hayvanlarin sayist 18-22 milyon civarinda degismekle beraber, bu
caligmalarin 554.000 tavsan ve 180.000 kopek, 61.000 maymun, 50.000 kediyi icerdigi
bilinmektedir (80). Hiicre kiiltiirii calismalarinin en biiyiik avantajlarindan biri canli bir
organizma izerinde yapilmadigi i¢in hayvanlarin  sakrifiye etmeye gerek
duyulmamasidir. Direkt hayvan deneyi yapmak yerine, halihazirda daha ¢ok ilerlemeler
kaydeden molekiiler biyolojik yontemler ile tasarlanmis hiicre kiiltiirii caligmalarindan
varilan sonuglara gore sadece gerekli durumlarda hayvan deneyi yaparak hem pek ¢ok
sayida hayvanin oldiiriilmesi onlenmis olmakta hem de uygun bir ¢aligma ortaminin

hazirlanip, sadece denenen maddeye ya da metoda hiicrenin tepkisinin ol¢iilebilmesi
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gibi ¢cok onemli bir avantaj temin edilmektedir (14, 80, 140). Bunun yaninda hiicre
kiiltiirti test metotlarinin takip edilebilme imkanlar1 daha fazladir, daha kolaydir ve
tekrarlanabilme 6zellikleri vardir. Sonuglar daha kisa zamanda elde edilebilmektedir.
Hiicrelere yonelik etki direk gozlemlenir. Kimyasal materyallerin etkileri her tiir hiicre
veyahut dokularda tek tek calisilabilir. Istatistiksel olarak hayvan calismalariyla
kantitasyon yapilabilecek miktarda hiicrede islem yapilabilir. Viicuttaki karsilikli
etkilesmeler sebepli denenmeyen veya bu gibi soru isareti igerecek bulgular ve
arastirmalar hiicre kiiltiirlerinde daha saglam sekilde tamamlanabilir (141). Bu nedenle
yapilan literatiir taramalar1 15181 altinda, ¢alismamizda inceleyecegimiz materyallerin
insan {izerindeki muhtemel etkilerinin arastirilmast amaciyla hiicre kiltiiri

kullanilmasina karar verildi.

Periodontolojide pek ¢ok hiicre kiiltlirii ¢alismasi yapilmasina ragmen; gingival
fibroblastlar iizerine daha fazla ¢alisma yapildigi goriilmektedir. Fibroblastlar,
periyodonsiyumun yumusak bag dokularinda baskin hiicre tipi olup, bu hiicrelerdeki
patolojik degisiklikler periodontal dokularda meydana gelecek degisikliklerde merkezi
bir rol oynar (57). Gingival fibroblastlar, periodontal bag dokusunun yapimi ve
idamesinde o6nemli rol alip, periodontal hastalik seyrinde ekstraselliiler matriksi
yikmakla ve proenflamatuar sitokinleri salgilamakla vazifelidirler (142). Bu hiicreler,
immun cevapta aktif olduklar gibi ¢esitli interferon gamma (IFN-y), prostaglandin-E2
(PGE2), interleukin -1 (IL-1), IL-6 ve IL-8 gibi enflamatuar mediatorler de salgilarlar.
Bu fibroblast tiirevli mediatorlerin periodontal enflamatuar cevapta 6nemli bir rolii

olduguna inanilmaktadir (143).

Periodontolojide ve baska bilim dallarinda birgok arastirmaci giiniimiizde hiicre
kiiltirii yontemini biomateryallerin ve ilag etken maddelerinin test edilmesinde
kullanmustir (144-149). Bizde bu nedenlerle arastirmamizi IGF hiicre kiiltiirii iizerinde
yapmaya karar verdik. Calismamizda dort farkl igerige sahip gargaranin IGF iizerine

olan etkisinin in vitro olarak degerlendirilmesi amaclandi.

Periodontal hastalikta aktive olan enflamasyonla beraber ROT iiretimi kemik
rezorbsiyonuna ve bag dokusu yikimina neden olmaktadir (150). Geleneksel olarak
yang1 hiicreleri tarafindan iiretilen ROT mikroplarin etkin 6ldiiriilebilmesi igin viicut

savunma mekanizmasinin bir pargast olarak gorev yapar. Buna karsin yiiksek
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seviyelerde ROT tiretimi dokularda oksidatif strese neden olabilir, ekstraseliiler matriks
ve hiicrelerde direkt zarar ile sonuglanabilmektedir (95, 151). Enzimatik ve non-
enzimatik antioksidanlar SR’nin zararli etkilerini yok ederek, hiicresel yapiyr ve doku
biitiinliigiini korurlar. SR’nin diizeyleri ve antioksidan diizeyleri arasinda dengesizlikler
enflamatuar agiz hastaliklarinin baglangici ve gelisiminde énemli bir rol oynamaktadir
(17, 18, 152). ROT’un biyomarkirlarinin ana kaynaklar1 lipid peroksidasyonu,
protein/amino grup asit oksidasyonu, karbonhidrat hasar1 ve DNA hasaridir (151).

TAS; biitiin antioksidanlarin antioksidan kapasitelerinin toplami ile elde edilen
biyokimyasal bir parametre olup bir¢ok periodontititis ¢alismasinda seviyeleri doku
hasarinin biyomarkiri olarak arastirilmistir. Chapple ve ark. hasta ve kontrol gruplarinin
serum ve tiikiiriik 6rneklerinde TAS seviyelerinin 6l¢limiinde hastalikli gruplarin TAS
seviyelerinin diistiigiinii belirlemislerdir (153). Ayrica TAS’in dlglilmesinin giivenilir
bir metot oldugu ve daha kesfedilmemis antioksidan ¢esitlerinin etkilerini de yansittigi
one slirmiiglerdir (112). Bir diger taraftan Moore ve ark. Trolox esdeger testi
kullanilarak periodontal hastalikli ve saglikli bireylerde tiikiiriik antioksidan kapasitesi
olgtiikleri ¢alismalarinda gruplar arasinda anlamli bir fark bulamamuslardir (154). Son
yillarda, bozulmus tiikiiriikk antioksidan ve artmis oksidatif hasar ile gingivitis ve
periodontitisin olasi iliskisi Sculley ve Langley-Evans tarafindan da arastirilmistir. Bu
arastirmacilar periodontal hastaligin oral kavitede oksidatif hasarin artmasi ve azaltilmig
tiikiiriik antioksidan kapasite ile iligkili oldugunu bildirmistir (155). Baltacioglu ve ark.
‘nin serum ve diseti olugu sivisinda TAS diizeylerini pre ve post menapozal
periodontitis hastalarinda arastirdiklar1 ¢alismalarinda, kronik periodontitiste diseti
olugu sivis1 ve serum TAS seviyelerinin istatistiksel anlamli derecede azaldigini ifade
etmiglerdir (156). Canake1 ve ark. preeklemptik ve periodontitisli hastalarda yaptiklar
serum, tiikiirtik ve diseti olugu sivisinda TAS seviyelerini inceledikleri ¢alismalarinda,
preeklemptik durumun periodontal hastaliga eklenmesi ile TAS seviyesinin istatistiksel

olarak anlamli derecede azaldigini gostermislerdir (157).

Ayrica farkli oksidan molekiillerin ayr1 ayr1 dl¢limii pratik bir yontem olmadig: ve
oksidan molekiillerin birbiriyle etkilesimini tam olarak gostermeyebilecegi gibi
nedenler ile TOS tespitinin, diger metotlara nazaran daha iistiin bir metot oldugu 6ne

siiriilmiistiir (108). Calismamizda farkli gargaralarin IGF hiicreleri iizerindeki
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antioksidan kapasite ve oksidan durum iizerine etkilerin degerlendirilmesi amaglandigi
icin TAS ve TOS diizeyleri ol¢iildii.

Glinlimiizde agiz calkalama soliisyonlarimin toksik etkilerinin
degerlendirilmesinde mikroniikleus (MN) testi, single cell gel electrophoresis (SGCE),
Methyltetrazolium (MTT), XTT (2,3-Bis(2-methoxy-4-nitro-5-sulfophenyl)-2H-
tetrazolium-5carboxanilide), Notral Red, Laktat dehidrogenaz (LDH), Siiksinik
dehidrogenaz (SDH) seviyesi Ol¢iimii gibi tekniklerin kullanildigi goriilmektedir.
Calismamizda gargaralarin  IGF  kiiltiirleri {izerine olan sitotoksik etkilerin
degerlendirilmesinde hiicre zarinin biitiinliigliniin bozulmasinin bir gostergesi olan LDH

seviyesi Ol¢ctimii kullanildi.

KHG ile ilgili yapilan gesitli ¢alismalarda KHG’ nin IGF’de in vitro sitotoksik
etlilere sahip oldugu kanitlanmistir (6, 57, 128, 158-160). Gianelli ve ark. in vitro
KHG’nin kaydadeger bi¢cimde sitotoksik oldugunu ve cerrahi islemlerde dikkatli
kullanilmasi gerektigini tavsiye etmislerdir. Ticari olarak tavsiye edilen dozda (0.12%)
ve hatta % 0,00009’a kadar seyreltilmis konsantrasyonda KHG’nin gingival
fibroblastlar iizerinde cerrahi alanlarda kisa stireli kullaniminda bile yara iyilesmesini
onemli Ol¢iide olumsuz etkiledigi vurgulanmistir (6). Ayrica Mariotti ve ark.’lar
KHG’nin doza bagl hiicresel proliferasyonu azaltacagini ileri siirerek yaptiklari
calismada, ancak dozun hiicre proliferasyonu iizerindeki etkilerinden ¢ok kollajen ve
kollajen olmayan protein iiretimini anlamli derecede azalttigini belirtmislerdir (158).
Yine yapilan diger caligmalarda KHG’nin doza bagli toksisitenin anlamli derecede
arttigr gosterilmistir (57, 131, 160, 161). Dozun toksisite iizerine olan etkilerini
inceledigimizde, calismamizda KHG’ye 1 dakika siireyle maruz kalan kiiltiirlerde doza
bagli bir toksik etki goriilmezken, 5 dakika ve 15 dakika siirelerle KHG’ye maruz
birakilan kiiltiirlerde toksisitenin doza bagl arttig1 izlenmistir. Bu ¢alismanin sonuglari
KHG’nin doza bagli toksik etkisinin arttigin1 gosteren g¢alismalar1 desteklemektedir.
Yapilan cesitli ¢alismalarda KHG’ nin hiicre kiiltiirlerinde doza bagh toksik etkisinin
artmasinin yani sira kiiltlirlerin KHG’ye maruz kalma siiresinin de toksisite iizerinde
etkili oldugu rapor edilmistir (129, 160). Ancak Mariotti ve ark. yaptigi calismada

IGF’nin hiicresel proliferasyonunun KHG’ye maruz kalmaktan etkilenmedigini ileri
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stirmiislerdir (158). Bulgularimiza baktigimizda, KHG ile muamele edilen gingival

fibroblastlarda zamana bagli olarak sitotoksik etki izlendi.

Yapilan literatiir taramalarinda KHG’nin ¢esitli hiicre kiiltiirlerinde oldukca
sitotoksik etkilere sahip olmasina ragmen, sitotoksik etkileri altinda yatan
mekanizmanin heniiz tam olarak anlasilamadigi rapor edilmektedir (130, 158). Pucher
ve ark. , Goldschmidt ve ark. KHG nin diisiik konsantrasyonlarda bile fibroblastlarda ve
epitelyal hiicrelerde protein ve DNA sentezini inhibe ettigini belirtilmislerdir (132,
162). Yine yapilan gesitli calismalarda KHG’nin mitokondriyal membran potansiyelini
bozarak hiicrelerde apopitotik ve nekrotik hiicre 6liimlerine neden oldugunu bildirmistir
(6, 163). Browne ve ark. %0,01°lik KHG’nin IGF’de belirgin hiicre éliimlerine neden
oldugunu ve %0,004’luk KHG’ye 10 dk maruz kalan IGF’de protein sentezinin
geciktigini gozlemlemislerdir (81). Son yillarda yapilan caligmalarda, KHG’nin
fibroblastlarin kok ytlizeylerine baglanmasini bozdugu ve hiicre cogalmasini engelledigi
(130) ve hiicrelerde in vitro olarak toplam protein iiretimini etkiledigi gosterilmistir (57,
162). Gianelli ve ark. KHG’nin hiicre ici Ca*? iyon artigini tetikledigini ve ROT
tretimine neden oldugunu rapor etmelerine ragmen (6), calismamizda KHG’nin
gingival fibroblast kiiltiirlerinde total antioksidan enzim seviyeleri ve total oksidatif
durum ftizerinde anlamli bir etkisinin olmadig1 izlenmistir. Yine ¢alismamiz bu bulgular
yoniiyle KHG nin antioksidan enzim kapasitesinin olmadigini rapor eden Battino ve
ark. nin bulgulart ile de c¢elismemektedir (1). Hiicre kiiltirlerinde KHG nin doza ve
zamana bagli meydana getirdigi toksik etkilerin yukarida belirtilen diger mekanizmalar
lizerinden yliriimiis olabilecegini ve antioksidanlar iizerine KHG’nin etkileri ile ilgili

ileriye yonelik yeni ¢calismalara ihtiyac¢ oldugunu diisiinmekteyiz.

Literatiirde LN ile ilgili de pek ¢ok ¢alisma olmasina ragmen (48, 133, 164-169)
hiicre kiiltiirii ¢aligmalar1 klinik ¢aligmalara nazaran daha az oldugu goriildi (8, 57,
128). Tsourounakis ve ark. ile Flemingson ve ark LN’nin gingival fibroblast hiicre
kiiltiirlerinde toksik etki gostererek doza bagli hiicre O6liimiine neden oldugunu
belirtmislerdir (57, 128). Bizim c¢alismamizda da LN’nin gingival fibroblast hiicre

kiltiirlerinde doza ve uygulama siiresine bagli hiicre 6liimiine neden oldugu izlenmistir.

LN icerdigi aktif maddelerden timol (% 0,064) ve etanoliin ( %21,6) (170, 171)

hiicre kiiltiirleri iizerinde toksik etkileri daha dnceki ¢aligmalarda izlenmisken, 6kaliptol
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(% 0,092) (172), metil salisilat (% 0,060) (1), mentoliin (%0.042) genotoksik etkilerinin
olmadig1 rapor edilmistir. Hatta Battino ve ark. LN’nin igerdigi metil salisilat araciligi
ile antioksidan etkiye sahip oldugunu belirtmislerdir (1). Ancak ¢alismamizda LN’nin
diisiik konsantrayonlarinda TAS {izerine herhangi bir anlamli etkisi izlenmezken,
%25’lik konsantrasyondan sonra biitlin uygulama siirelerinde kiiltiirlerdeki antioksidan
kapasiteyi doza bagli olarak anlamli derecede diisiirdiigii izlendi. Onceki calismalarla
celisen bu bulgu LN nin diigiik dozlarinin yararli antioksidan etkiye sahip olabilecegini,
yiiksek dozlarda hiicrelerin antioksidan kapasitelerini olumsuz yonde etkileyebilecegini
diisiindiirmektedir. Yine LN ile muamale edilen kiiltiirlerde TOS seviyelerinde
istatistiksel olarak anlamli olmasa da doza bagh bir artis oldugu goriilmiustiir. TOS
seviyesindeki artisin anlamli olmayisi, LN icerigindeki antioksidan etkiye sahip metil

salisilatin ortamdaki ROT’lar1 nétralize etmesi ile iligkili olabilir.

BHCI bir¢ok klinik ¢alismada arastirilmis olmasina ragmen sitotoksitesi ile ilgili
pek fazla ¢alisma bulunmamaktadir. Wilken ve ark. in vitro ¢aligmalarinda %0.15’lik
BHCI uygulamasinin IGF hiicreleri iizerine sitotoksik oldugunu ve BHCle
muamelesiyle fibroblastlarin metabolik aktivitelerinin durdugunu rapor etmislerdir.
(159). Erdemir ve ark. caligmalarinda BHCI’nin insan gingival epitelyal hiicreler
lizerine zamana bagli sitotoksik etkiye sahip oldugunu gosterilmislerdir (127). Erciyas
ve ark. yaptigi ¢alismada KHG ve BHCI Drosophila melanogaster {izerine toksik ve
genotoksik etkilerinin oldugunu gostermislerdir (21). Erdemir ve ark. yaptigi ¢alismada
BHCI uygulamasindan once ve bir hafta sonra alinan gingival epitelyal hiicrelerde
yapilan MN testleri sonucunda genotoksisite degerlerinin karsilastirilmasinda
istatistiksel olarak anlaml1 bir artis izlenmistir (127). Ozkan’mn yaptig1 ¢alismada 10 ve
10° molar konsantrasyonlarda BHCI uygulamasmin 72 saat siireli inkiibasyonunun
osteoblastlar iizerine sitotoksik oldugunu ayni zamanda 10 konsantrasyonun ise
osteoblast hiicreleri iizerine sitotoksitesinin ¢ok yiiksek oldugunu MTT analizi ile
gostermigtir. Ayrica aymi konsantrasyonlarda BHCI'nin osteoblast hiicrelerinde
proliferasyonu baskiladigi XTT analizi ile belirlenmistir (14). Literatiirde BHCI’nin IGF
hiicreleri iizerindeki toksik etkilerinin doza ve hiicrelerin bu ajana maruz kalma
stireleriyle ilgili herhangi bir ¢alismaya rastlanmamistir. Bu ¢alismada BHCI’nin biitiin

konsantrasyonlarda zamana bagl toksik etkilere neden oldugu izlenirken, hiicrelerin bu
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ajana 5 dakika ve 15 dakikalik siirelerde maruz kalmalari durumunda da doza bagh

olarak anlamli derecede toksik etkilere sebebiyet verdigi izlenmistir.

Yapilan literatiir taramalarinda BHCI’nin enflamatuar sitokin seviyelerini
etkileyerek hiicresel diizeyde sinyal mekanizmalarini bozdugu belirtilse de (173-175)
BHCI’nin toksisite mekanizmasi iizerine literatiirde heniiz yeterli veri bulunmamaktadir.
Ayrica, BHCI'nin antioksidan enzim seviyeleri tizerindeki etkileriyle ilgili de herhangi
bir calismaya rastlanmamistir. Calismamizdan elde edilen verileri inceledigimizde,
BHCI’nin kiiltiirlerde antioksidan kapasite tizerine istatistiksel olarak anlamli derecede
bir etkisi izlenmezken, TOS iizerinde de kaydadeger bir etkisi goriilmemistir. Yani
BHCI’'nin  toksik etkisinin  antioksidan mekanizma fizerinden yiiriimedigini

sOyleyebiliriz.

Yiiksek molekiil agirlikli HA igerikli bir gargara olan GG ile ilgili yaptigimiz
literatiir taramalarinda Mesa Ve ark. bu ajanin hiicrelerin proliferasyonunu azalttigin
belirtirken (176), diger calismalar yiiksek molekiil agirlikli HA’nin hiicreler iizerinde
herhangi bir toksik etkiye sahip olmadigini (177, 178) ve hatta yara iyilesmesi iizerine
anlamli pozitif etkilere sahip oldugunu (71, 75, 135, 179) ileri siirmektedir. Dahasi,
Bogovic ve ark. bir hemotositometre ile fibroblastlarin ve odontoblastlarin canliligini
degerlendirdikleri calismada; HA’nin direkt pulpa kapatmada en etkili ve en az
sitotoksik oldugunu gostermiglerdir. Ayrica aynm1 ¢alismada HA ile tedavi edilen
kiiltiirlerde kontrol grubuna gore daha ¢ok sayida odontoblast ve fibroblast oldugu; HA
ile muamele edilen kiiltiirlerde daha az bir oranda apoptotik ve nekrotik hiicre
bulundugu izlenmistir (177). Calismamizda yiiksek molekiil agirlikli HA igerikli bir
ajan olan GG’nin IGF Kkiiltiirlerindeki toksik etkilerinin incelenmesinde diisiik
konsantrasyonlarda anlamli bir sitotoksik etki izlenmezken, yiiksek konsantrasyonlarda
IGF Kkiiltiirlerinde zamana bagli sitotoksik etkilere sahip oldugu izlendi. Yine 6zellikle
uzun siire GG’ye maruz kalan kiiltiirlerde doza bagli anlamli derecede sitotoksik etki
goriildii. Ke ve ark. diisiik ve yiiksek molekiiler agirliklara sahip HA uygulamasi
yapilan immunsiiprese edilmis farelerde karaciger dokusu ve kan serumu antioksidan
enzimlerden olan Siiperoksit dismutaz (SOD), Glutatyon peroksidaz (GSH-Px), Katalaz
(KAT)  seviyelerinin HA uygulamasi ile arttigi ve oksidan bir enzim olan

Malondialdehid (MDA) seviyesinin ise azaldigi belirlenmistir. Ayrica 60 mg/kg doz HA

72



uygulamasinda TAS seviyesinin arttigi rapor edilmistir (180). Bucak ve ark. kog
spermlerine oksidatif koruyucu amagla kattiklar1 0.5 mg/ml ve 1 mg/ml dozlarindaki
HA maddesinin oksidan (MDA) ve antioksidan (GSH, KAT ve GSH-Px)
parametrelerde istatistiksel olarak onemli bir farklilik olusturmazken, 0.5 mg/ml HA
uygulamasmin Vit-E konsantrasyonunu arttirdigi bildirilmistir (181). Balogh ve ark.
caligmalarinda ROT aracili HA yikimmin 6nlenmesi ve antioksidan kapasitenin
belirlenebilmesi i¢in ¢inko bagli HA (Zn-HA), kobalt bagli HA (Co-HA) ve manganez
bagli HA (Mn-HA) ile kompleks olusturulmus maddelerin metal iyonlar1 aracili SR
olusumunu 6nledigi ve antioksidan kapasitesini korudugunu ifade etmistir (182). Ancak
calismamizda yiiksek molekiil agirlikli HA nin kiiltiirlerdeki antioksidan ve oksidan
seviyeleri iizerine etkilerini inceledigimizde, GG nin TAS seviyeleri iizerinde anlaml
bir etkisinin olmadig1r izlendi. Bununla birlikte, GG’nin kiiltiirlerde %100°lik
konsantrasyonda TOS seviyesini anlamli derecede artirirken daha disiik

konsantrasyonlarda herhangi bir etki olusturmadig1 izlendi.

Erdemir ve ark. KHG, BHCI iizerine yapmis olduklar1 caligsmalarinda kontrol
grubuna gore her iki grupta da uygulama sonrasi MN degeri artarken; BHCI
sollisyonunun sitotoksik etkisinin KHG'ye kiyasla daha diisiik oldugunu bildirmislerdir
(127). Yine Erciyas ve ark. KHG ve BHCI {izerine Drosophila Wing-spot testi ile
yaptiklar1 caligmada BHCI 'nin KHG’ye gore daha giivenilir oldugunu ifade etmislerdir
(21). BHCI ve KHG'nin toksik etkileri arasinda yapilan kiyaslamalarda elde ettigimiz

bulgular bu galismalarin sonuglari ile paralellik gostermektedir.

Flemingson ve ark. KHG, LN kullanarak yapmis olduklari calismalarinda IGF
tizerine her iki soliisyonun da sitotoksik oldugunu MTT ile gostermislerdir. Ayrica
KHG bu 2 gargara arasinda en fazla toksik oldugu goériilmesine ragmen; %1 ve %2’lik
konsantrasyonlarda LN’in KHG’den daha sitotoksik oldugu ifade edilmistir (57).
Tsourounakis ve ark. LN ve KHG’nin IGF iizerine etkilerini degerlendirdikleri
calismalarinda ayni konsantrasyonlarda (%10 ve %15 konsantrasyonlarda) KHG’nin
LN’e gore hiicre migrasyonunu ve canliligin istatistiksel olarak anlamli bir sekilde
azalttigini belirlemiglerdir. Ancak; LN’in KHG’ye gore daha kisa zamanda hiicrelerde
migrasyonu engelledigi ve uzun siirelerde (uygulamadan yedi giin sonra) ise KHG nin

LN’ye gore daha ¢ok sitotoksik etki gdstererek IGF’lerin &liimiine yol agtifini rapor

73



etmiglerdir (128). Bizim g¢alismamizda elde ettigimiz bulgularimizda LN doza ve

zamana bagli olarak KHG’den daha sitotoksik oldugu goriilmiistiir.

Literatiir taramalarinda, GG ile diger agiz c¢alkalama soliisyonlarinin toksik
etkilerini kiyaslayan herhangi bir ¢alisma bulunamamistir. Sadece yara iyilesmesine
tizerine yapilan ¢alismalarda Sahin ve ark. KHG-%]1 jel ve HA-%0,8 jel’in ratlarda yara
iyilesmesi lizerine olan etkilerinin degerlendirerek kullanilan diger soliisyonlara ait yara
cap1 azalma oranlar ile karsilastirilma yapildiginda; HA-%0,8 jel, KHG-%1 jele gore
yara ¢apinda istatistiksel olarak daha fazla azalmaya sebep oldugunu ifade etmistir (71).
Hammad ve ark. KHG, GG yara iyilesmesi iizerine etkilerini arastirdiklari
calismalarinda; KHG ve GG arasinda istatistiksel olarak anlamli bir fark

bulamamuglardir (75).

Calismamizda LDH analizlerinin degerlendirilmesinde, agiz ¢alkalama
sollisyonlarinin 1 dakikalik uygulamalarinda en yiiksek sitotoksik degerlerin GG igin
%10, 25, 50 ve 100’1lik konsantrasyonlarda ve LN i¢in ise %100’liik konsantrasyonda
oldugu izlenmistir. 5 dakika siireli uygulamalarin sitotoksik analizinde en yiiksek GG ve
en disik KHG’ de oldugu belirlenirken; BHCI, LN ve GG ‘in o6zellikle %25’lik
konsantrasyondan sonra sitoksik etkisinin olduk¢a arttigi gozlemlenmistir. Agiz
calkalama soliisyonlarmin sitotoksitesinin degerlendirilmesinde ise en yiiksek toksik
etkinin GG ‘in %50 ve 100°’lik, LN’in %10 ve istii konsantrasyonlarinda oldugu
goriilmektedir. En diisiik sitotoksik etkinin ise BHCI ‘de oldugu tespit edilmistir.

Literatiir taramalarinda agiz ¢alkalama soliisyonlarinin antioksidan kapasite ve
oksidatif durum yoniiyle degerlendiren ayrintili ¢aligma bulunmamaktadir. Bu duruma
karsin Battino ve ark. calismalarinda LN ve KHG’in herhangi bir antioksidan
ozelliginin olmadigin1 fakat, LN’in igerdigi metil salisilatin gii¢lii bir antioksidan
oldugundan dolay1 antioksidan 6zelliginin olabilecegini, igerigi KHG olan baz ticari
soliisyonlarin ise zayif antioksidan ozelligi gosterdikleri ve bu ticari soliisyonlarin
bilesiminde bulunan diger maddelere bagli olarak bu o6zelligi gosterebilecegi One
striilmistiir (1). Bizim ¢alismamizda ise LN KHG’ye oranla daha fazla antioksidan

kapasiteyi diistirdiigli bulunmustur.
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Ayrica yine ¢alismamizin TAS analizlerinin sonucunda IGF hiicreleri iizerine 1,
5 ve 15 dakika siireli gargara ile muamelelerde bu soliisyonlardan LN uygulamasinin
digerlerine gore daha fazla ve anlamli oranda antioksidan seviyeyi diistirdigi
goriiliirken diger gargaralarin tiim zamanlarda ve konsantrasyonlarda antioksidan
seviyesi tizerinde anlamli bir etki olusturmadig: goriilmiistiir. Ayrica TOS diizeylerinin
degerlendirilmesinde ise oksidan seviyesindeki anlamli artisin GG’in %10, 25, 50 ve
100’liik konsantrasyonlarinda ve LN’in %100’liikk konsantrasyonunda 1, 5 ve 15 dakika
siireli uygulamalarinda oldugu tespit edilmistir. En diisiik TOS seviyesinin ise BHCI

uygulamasi yapilan gruplarda oldugu belirlendi.

Sonug olarak BHCI, KHG, LN ve GG halen giiniimiizde siklikla kullanilan en
etkili ag1z calkalama soliisyonlaridir. Ozellikle antibakteriyel etkisinden dolayr gerek
plak dnleyici ajan olarak gerekse ¢esitli periodontal tedavilerden sonra ya da periodontal
tedaviler esnasinda irrigasyon amaciyla olduk¢a genis bir kullanim alani bulmaktadir.
Bu nedenle oral olarak kullaniminda yol agabilecegi sitotoksik ve antioksidan
etkilerinin molekiiler diizeyde arasgtirilacagi daha detayli ¢alismalar ile giivenilirligi

destekleninceye kadar uzun siireli kullanimlardan kaginilmalidir.

Bu tez ¢alismasinin sonuglarina gore;

1. IGF hiicre Kkiiltiirlerine uygulanan biitiin gargaralar 1, 5 ve 15 dakikalik
uygulama zamanlara ve uygulanan konsantrasyona bagli olarak kontrol
gruplarmma gore sitotoksik olduklari yani LDH seviyesini arttirdiklar

goriilmiistiir.
2. Agiz calkalama soliisyonlar: ile 1, 5 ve 15 dakika muamelede IGF hiicreleri
tizerine Ozellikle GG ve LN’nin istatistiksel olarak anlamli bir sitotoksik etki

gosterdigi goriilmiistiir.

3. Agiz calkalama soliisyonlar1 ile 1 dakikalik uygulmanin BHCI ve KHG gruplari

arasinda istatistiksel bir farkin olmadigi goriiliirken, 5 dakikalik uygulamanin ise
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istatistiksel olarak anlamli ve en az sitotoksik etkili olanin KHG oldugu ve 15

dakikada ise en az sitotoksik etkinin BHCI uygulanan gruplarda oldugu goriildii.

4. IGF hiicre Kkiiltiirlerine uygulanan LN’in tiim konsantrasyonlarda ve tiim
uygulama zamanlarinda istatistiksel olarak anlamli bir sekilde TAS seviyesini

disiirdiigii gézlenmistir.

5. KHG, GG ve BHCI’'nin TAS seviyelerine etkilerini inceledigimizde; tiim
konsantrasyonlarda ve tiim zamanlarda istatistiksel olarak anlamli bir etki

olusturmadig1 gorillmistiir.

6. GG ve BHCI uygulamalarinda ise istatistiksel olarak anlamli olmamakla

beraber, doza bagli olarak TAS seviyelerini arttirdigi goriilmistiir.

7. 1GF hiicre kiiltiirlerine muamele edilen LN ve GG istatistiksel olarak anlaml1 bir
sekilde TOS seviyesini doz bagimh olarak arttirrken; BHCI ve KHG
istatistiksel olarak anlamli olmamakla beraber TOS seviyesini doza bagli olarak
hafif¢e arttirdig1 gortilmiistiir.

8. 1, 5 ve 15 dakika siireli IGF’lere uygulama sonrast TOS diizeyini istatistiksel

olarak anlamli bir sekilde arttiran gargaralar sirastyla GG ve LN dir.

9. 1, 5 dakika IGF’lere uygulanan gargaralar arasinda istatistiksel olarak anlaml
bir TOS diizeyi artist % 10 ‘luk konsantrasyon ve istii konsantrasyonlarda

izlenmistir.

10. IGF’lere 15 dakika siireyle uygulanan agiz ¢alkalama soliisyonlarmin ancak %5
ve daha {istli konsantrasyonlarinin TOS seviyesinde istatistiksel olarak anlamli

bir artisa sebep oldugu belirlenmistir.
Ozetle, bu calismada periodontal tedaviye ek tedavi ve oral hijyen kontroliine

yardimci olarak uygulanan, giiniimiiz ila¢ piyasasinda en c¢ok yer alan agiz calkalama

soliisyonlarindan BHCI, GG, LN ve KHG’nin IGF hiicreleri iizerine sitotoksik etkileri
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oldugu belirlendi. Periodontal doku hiicrelerinden biri olan IGF hiicreleri iizerinde
olusan etkileri nedeniyle periodontal sagligin korunmasi i¢in bu agiz calkalama
soliisyonlarinin daha dikkatli kullanilmas1 gerektigi kanaatine vardik.

Ayrica dikkate alinmasi gereken bir noktada su dur ki; bizim c¢alismamizda
gargaralar direk IGF hiicre kiiltiirlerine uygulandig1 icin; her ne kadar daha onceki
literatiirlerin 151¢1nda doz ayarlamasi yapilarak bir ¢alisma metodu izlense de; in vitro
ortamda hasta lizerinde taklit edilemeyecek ve tahmin edilemeyecek birgok faktor
(ilacin dokudaki konsantrasyonu, ilacin dokuda nasil bir cevaba sebep olabilecegi,
konak doku cevabinin nasil olacagi vb.) oldugu goz ardi edilmemelidir.

Bu duruma karsin hiicre kiiltiiriine uyguladigimiz gargaralarin iGF hiicreleri
tizerindeki etkisi bu metot ile dogrudan tahlil edilebilmekte ve bize bu etkilerinin
periodontal tedavi ve saglik konusunda nasil bir yontem izlenmesi gerektigi hususunda
yardimct olmaktadir. Ayrica bu agiz calkalama soliisyonlarinin sitotoksik, antioksidan
ve oksidan durum hakkinda yeterli g¢alisma olmamasi nedeniyle ilerde etki
mekanizmasinin agiga kavusturulmasi adina daha ¢ok in vivo kosullarda olusabilecek
gercek etkilerin degerlendirilebilmesi i¢in hayvan galismalar1 ve klinik deneyler ile de

literatiiriin desteklenmesi gerektigi kanisindayiz.
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