CESITLI KEMIK GREFT MATERYALLERIi UZERINE iNSAN DISETI
FIBROBLAST ATASMANININ iN-VITRO DEGERLENDIRILMESI*

EVALUATION OF HUMAN GINGIVAL FIBROBLAST ATTACHMENT ON
VARIOUS BONE GRAFT MATERIALS IN-VITRO
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OZET

Biomateryal uygulamalarinin basarisinda rol oynayan faktérlerden birisi de greft materyalinin konuldugu bélgede primer
stabilizasyonunun saglanmasi ve materyalin agikta kalmayacak sekilde diseti tarafindan tamamiyla ortiimesidir. Bu ne-
denle greft materyalinin digeti bag dokusu ile biyolojik uyumlulugu primer stabilizasyon agisindan biyiik énem tagir. Bu
galigmanin amaci; insan diseti fibroblastlarinin 4 farkl kemik greft materyali ile olan biyolojik uyumlulugunun in-vitro ola-
rak degerlendiriimesidir. Aragtirmada; biyoaktif cam grandllerden olugan sentetik bir greft materyali, kalsiyum karbonat ya-
pisinda granillerden olugan sentetik bir greft materyali, kalsiyum karbonat yapisinda jel formunda sentetik bir greft ma-
teryali ve dondurulmus kurutulmus kemik greft materyali kullanildi. Ayni kiiltiir kabina deney materyallerinin timi uygun
sekilde yerlestirildi. Bu sekilde 4 adet kiltir kabi hazirlandi. Takiben her kiiltiir kabina 1 mi'sinde 2x10°® hiicre bulunan va-
sattan 2 ml konularak % 5 CO, % 95 hava igeren ortamda 37 °C'de 2.5 saat sire ile inkiibe edildi. Ornekler yizey tara-
ma elektron mikroskobunda (SEM) incelenerek hiicrelerin biomateryaller Gzerine olan tutunma ozellikleri degerlendirildi.
Sonug olarak; insan digeti fibroblastlarinin tiim greft materyallerine tutundugu ancak dondurulmus kurutulmug kemik gref-
ti grubundaki hiicrelerin diger gruplarda yer alan hiicrelere oranla daha fazla yayiim gdsterdigi belirlendi.

Anahtar kelimeler: Atasman, fibroblast, kemik greft materyali, in-vitro
' SUMMARY

The success of regenerative treatment procedures depends on primer stabilization of graft materials and covering these
materials by soft tissues. The biocompatibility between graft material and connective tissue is very important for the
primer stabilization. The purpose of this study is to compare the biocompatibility of these materials with human gingival
fibroblasts in-vitro. Bone graft materials used in this study are: bioactive glass particles, calcium carbonate granules,
calcium carbonate gel and freeze-dried bone graft. Each of these materials were placed in the same culture dish. Four
culture dishes were prepared. Then 2 ml medium containing 2x10° cell/m| was added to dishes. The culture dishes were
incubated at 37 °C for 2.5 hours in a humidified atmosphere of 5 % CO, in air. Scanning electron microscopic (SEM)
evaluation showed that human gingival fibroblasts attached to all of these bone graft materials. However, fibroblasts were
more spreaded in the freeze dried bone graft materials than other materials.
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GiRIS durdurmak degil, ayni zamanda kaybedilen peri-
odontal dokularin yeniden kazaniimasi olmalidir®. Bu

Periodonsiyumu olugturan dokularin kaybiyla or-  hedefe yonelik olarak giinimiizde cesitli tedavi me-
taya gikan inflamatuar periodontal hastaligin tedavi-  todlarn uygulanmaktadir. Rejeneratif tedavi metodlari
sindeki temel hedef; yalnizca hastaligin ilerlemesini  igerisinde y&nlendirilmis doku rejenerasyonu tekni-
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gi"** ve cesitli kemik greft materyallerinin kullanimi®&’
6n plana ¢ikmaktadir. Bu iki uygulama ayr ayri yapi-
labildigi gibi kombine olarakta kullanilabilmekte-
dirl.‘lo.ﬂ.m‘

Kemik greft materyalleri dis hekimliginde su
amaglarla kullaniimaktadir':

1. Periodontal kemik ici defektlerinde,

2. implantlar gevresindeki kemik rezorpsiyonla-
rinda,

3. implant yerlestirimesi esnasinda agikta kalan
implant kismi (zerinde yeni kemik agumentasyonu
saglamada,

4. Periapikal kistlerin cerrahi tedavisinde,
5. ince alveol kretlerinin agumentasyonunda,

6. Kiclk veya blylk ¢ene kemigi kistlerinin te-
davisinde,

7. Cekimlerden sonra alveol soketlerinin doldu-
rulmasinda.

Greft materyali uygulamalarinda istenilen amaca
ulagilmasinda materyalin konuldugu bélgenin primer
stabilizasyonunun saglanmasi oldukga 6nemlidir.
Primer stabilizasyon greft materyalinin yerlestirildigi
bélgenin anatomik yapisinin yaninda, digeti doku-
suyla tamamen ortiilmesine ve adiz ortamiyla tim
iyilesme periyodu boyunca iligkiye girmemesine de
baghdir. Bu noktada greft materyalinin diseti bag do-
kusu ile olan biyolojik uyumlulugu olduk¢a Gnem ka-
zanmaktadir',

Calismamizin amaci; gesitli tipde kemik greft
materyalleri (izerine insan digeti fibroblast atagsmani-
nin in vitro olarak degerlendirilmesidir.

Arastirmamizda, 4 farkli tipde kemik greft mater-
yali kullanilmis olup , bu materyallerin gruplara gére
dagihmi su sekildedir :

1. (Biogren)" Silisyum, kalsiyum, sodyum, fosfor’
dan meydana gelen 300-355m buyukliglindeki biyo-
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aktif cam grantillerden olusan sentetik bir greft ma-
teryali,

2. (Biocoral 450)* Dogal koralden elde edilen kal-
siyum karbonat yapisindaki, 450m biy(kliginde
granillerden meydana gelen bir greft materyali,

3. (Biocoral jel)! Dogal koralden elde edilen, kal-
siyum karbonat yapisindaki jel formunda sentetik bir
greft materyali,

4. (Tutoplast spongiosa mikrogips)® Dondurul-
mus kurutulmus kemik.

GEREC VE YONTEM

Caligsmada kullanilan hiicreler ortodontik amagl
dis ¢ekimi esnasinda, hastalarin bilgisi dahilinde in-
terdental papillerinden alinan diseti biyopsilerinden
elde edildi. Biyopsileri alinan hastalarin sistemik ve
periodontal agidan saglikl bireyler olmasina dikkat
edildi. Digeti fibroblastlar hicre kiltlrd igin gerekli
ortam kosullarinda Uretildi®®. Galismada 7. Pasaj di-
seti fibroblastlar kullanildi.

Deney sirasinda kullanilacak olan greft materyal-
leri Dulbecco’s Modified Eagles Medium** (DMEM)
(%10 fetal kalf serum igceren DMEM F12) igerisinde 2
dakika bekletildi. Bu arada 1.4 gr. Agaroz** (Tip 7 low
gelling) 125 ml distile su ile kanstinlarak 20 dakika
sire ile steril edildi. Daha sonra 25 ml serum + 25 ml
DMEM karigimi agaroza ilave edildi. Karigim kulla-
nim anina kadar 56 °C de bekletildi. Herbiri lizerinde
2 gukurcuk bulunan steril edilmig akrilik bloklar, igeri-
sinde 2 ml agaroz bulunan 35 mm killtiir kaplar ige-
risine yerlestirildi. Greft materyallerinin yerlestirildigi
akrilik bloklarin hicrelerin Uremesi (zerine olumsuz
etkilerinin olmadigi daha énceden test edildi.

Cukurcuklara greft materyalleri konularak her
greft materyalinden 4 ayn ornek olusturuldu (Sekil
1). Daha sonra kiltiir kaplarina 2.10%1 ml hiicre bu-
lunan vasatdan 2 ml ilave edildi.
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Sekil 1. Kiltir kabinin Gstten ve yandan goérintsu.
1. Igerisinde Agaroz bulunan 35 mm'lik
kiiltir kabi
2. Akrilik parca
3. Greft materyalinin yerlestirildigi akril
igerisinde olusturulan gukurcuklar

Takiben drnekler 37 °C de %5 CO, %95 havali
etiivde 2.5 saat sire ile inkiibe edildi. Ornekler bu
periyotdan sonra % 2 lik gluteraldehit ile 1 saat si-
reyle tespit edildi. Daha sonra da SEM ile (Jeol JSM-
6400 Scanning Electron Microscope) degerlendirildi.

BULGULAR

Caligmamizda, farkl yapidaki greft materyalleri-
ne tutunan hicrelerin SEM gériintilerine gére deger-
lendiriimesi sonucunda, tutunan hiicre sayisi agisin-
dan gruplar arasinda dikkate deger bir farklilik izlen-
medi. Ancak gruplar, hiicrelerin materyaller (izerinde
gostermis olduklari yayilma dzelliklerine gore deger-
lendirildiginde; biyoaktif cam grandlleri (Sekil 2), kal-
siyum karbonat yapisinda grandl (Sekil 3), ve kalsi-
yum karbonat yapisinda jel (Sekil 4) formundaki ke-
mik greft materyalleri (izerine tutunan hicrelerin yu-
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Sekil 3: Kalsiyum karbonat yapisinda grandl

varlak sekilli oldugu izlenirken, dondurulmus kurutul-
mus kemik grefti grubunda (Sekil 5) yer alan hiicre-
lerin diger gruplardaki hiicrelere nazaran parmaga
benzeyen organelleri vasitasiyla ylizeyde daha fazla
yayllma gosterdigi bulgulandi. Ayrica bu gruba ait
fibroblastlarin diger greft materyallerine tutunan fib-
roblastlara oranla daha fazla olgunlastigi ve ylzeyle-
rinde mikroprojeksiyonlarin gelismekte oldugu goz-
lendi.

AR

. Ly .?

formdaki greft materyali grubuna ait SEM
gérinimi (X700).
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Sekil 4: Kalsiyum karbonat yapisinda jel formdaki
greft materyali grubuna ait SEM gériinimi
(X2000).

Sekil 5: Dondurulmus kurutulmug kemik grefti
materyali grubuna ait SEM gérinimi
(X1000).

e

TARTISMA VE SONUC

Biomateryallerin kullanim amaci periodontal has-
talik sonucu kaybedilmis dento alveolar kemigin ye-
niden olugturulmasidir®. Greft materyali uygulamala-
rinin bagarili olabilmesi igin en 6nemli faktérlerden
biriside greft materyalinin konuldugu bélgede primer
olarak stabilizasyonunun saglanmasi ve hi¢ agikta
kalmayacak bicimde diseti tarafindan tamamiyla 6r-
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tllmesidir'. Greft materyali yerlestiriimesi sonrasi
kok ylzeyi, alveoler kemik ve diseti bag dokusu tara-
findan gevrelenir. Digeti bag dokusu primer stabili-
zasyon agisindan bu dokulardan belki de en énemli-
sidir diyebiliriz.

Diseti bag dokusunun greft materyalleri ile erken
dénemde olusturacag! tutunma, biomateryal uygula-
malarinin klinik basarisi agisindan énemlidir. Ayrica,
erken dénemde olusan tutunma digetine ait epitel
hiicrelerinin kok ylizeyi boyunca apikale migrasyonu-
nu engellemede yeterli olmasa da epitel hiicrelerinin
greft materyali ylizeyinde apikale ilerleyerek mater-
yalin agiz ortamina agilmasini engelleyebilecedi di-
stnlebilinir. Caligmamiz farkli tipdeki greft materyal-
lerinin diseti ile olan biyolojik uyumlulugunun hiicre
bazinda degerlendiriimesi amaciyla in-vitro olarak
gergeklestirilmigtir.

Guy ve arkadaslarn® gesitli implant materyallerine
insan digeti fibroblastlarinin materyalin yiizey sekli
ve dogasina gore tutunma gdsterdiklerini ortaya koy-
muslardir. Hiicre kultiri caligmalarinda kullanilan
fibroblastlar hangi dokuya ait olursa olsun, Kiltdr or-
tamina konulduklarinda yuvarlak bir yapiya sahiptir-
ler. ideal Greme sartlan saglandiginda éncelikle ko-
nulduklari ylzeye tutunmak amaciyla ylzeylerinde
mikroprojeksiyonlar olustururlar bunu takiben geli-
simlerini tamamlayarak yuvarlak yapilarini kaybeder
ve yayllmaya baglarlar sonunda da ig seklinde bir
gorinime kavusurlar. Nitekim cgaligmamizda da,
hiicre sayisi ve inkiibasyon siiresi tamamen ayni tu-
tuldugu halde, biomateryallere tutunan hicrelerin
gosterdikleri gelisimsel 6zellikler farkliliklar goster-
mektedir. SEM gérintileri degerlendirildiginde, don-
durulmusg kurutulmus kemik allogrefti lizerine tutun-
musg hicrelerin diger greft gruplarina ait hiicrelere
oranla daha fazla yayilma egiliminde oldugu gorl-
mektedir. Bu farklilik biomateryallerin farkl yapisal
ozelliklerinden kaynaklanabilir.

Dondurulmus kurutulmus kemik allogrefti peri-

odontal tedavilerde yaygin sekilde kullaniimakta-
dl rﬂ.ls.zc.zu [

Calismamizda kullanilan greft materyalleri iceri-
sinde tek organik kaynakl greft materyali dondurul-
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mus kurutulmus kemik allogreftidir. Bu allogreftlerin
kullanimini cazip hale getiren en nemli neden yeni
kemik olusturma yetenegine sahip proteinleri yani
kemik morfojenik proteinlerini igermesidir”’. Shigeya-
ma ve arkadaslarinin®, ticari olarak elde edilen ke-
mik greft materyallerinden hazirlanan protein ekst-
raktlarinin biyolojik aktivitelerini saptamak lizere yap-
mig olduklari in-vitro arastirmalarinin sonuglari, pro-
tein ekstraktlarinin hiicre atagmanini arttirma kabili-
yetine sahip oldugunu ve ayni zamanda hiicrelerin
tutunduklan ylizeylerde yayilma egilimlerini arttirdi-
gini gostermistir. Nitekim arastirmamizda, dondurul-
mus-kurutulmus kemik greft materyali grubunda hiic-
renin materyal (izerinde tutunmasinin yaninda diger
gruplara gére daha fazla yayllmaya baglamig olma-
sl, bu biomateryalin digerlerinden farkli olarak tek al-
logreft tipde greft materyali olmasina bagh olabilir.
Bu bulgumuz Shigeyama ve arkadaglarinin®® ¢alig-
mas! ile uygunluk gostermektedir. Diger kemik greft
materyallerine ait SEM gdriintulerinde hicrelerin ya-
yllma egiliminde olmayip yuvarlak olarak gériilmesi,
bu greft materyallerinin kemik morfojenik proteinleri-
ni icermemelerinden kaynaklanmig olabilecegini di-
sundirmektedir.

Sonug olarak greft materyallerinin biyouyumlulu-
gu cesitli faktoérlere bagh olarak degerlendirilebilir.
Calismamizda hicreler sadece tutunma ozellikleri
bakimindan incelenmigtir. Bu yoniiyle bakildiginda
dondurulmus kurutulmus kemik greft materyali diger
greft materyallerine gore digeti fibroblastlarinin tutun-
mas! ve gelismesi agisindan daha uygun géziikmek-
tedir. Yalnizca bu sonuglara gére biyouyumlulugu de-
gerlendirmek yeterli olmayacagindan, diger faktorle-
ri de inceleyen galigmalara gereksinim oldugu di-
slncesindeyiz. Ek olarak gesitli tipdeki greft mater-
yallerinin biyolojik uyumlulugunun hicre kiltGrd da-
zeyinde incelenmesinin yanisira, bu bulgularin klinik
olarak yapilacak arastirmalarla desteklenmesinin ge-
rekliligi gbzardi edilmemelidir.
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