FARKLI KIMYASAL YAPILARDAKI AGIZ GARGARALARININ iINSAN DIiSETI
FIBROBLASTLARI UZERINE ETKILERININ KARSILASTIRILMASI *

THE EVALUATION OF THE EFFECTS OF ORAL RINSES WITH DIFFERENT
CHEMICAL AGENTS ON HUMAN GINGIVAL FIBROBLASTS
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OZET

Mikrobiyal dental plak ile periodontal hastalik arasinda giigli bir korelasyon oldugu giinimiizde yapilan ¢aligmalarla or-
taya konmustur. Bu nedenle periodontal hastaligi dnlemek igin etkili bir plak kontroli gereklidir. Plagin mekanik olarak
uzaklastinimasi en tercih edilen yéntemse de belirli endikasyonlar gergcevesinde bu amagla kimyasal ajanlardan da fay-
dalaniimaktadir. Kimyasal ajanlarin etkileri standart élgim metodlar ile klinik olarak degerlendirilebilmektedir. Ancak bu
ajanlarin yara iyilesmesi Gizerine etkileri de 6nem tagimaktadir. Calismamizda 6 degisik kimyasal yapidaki ajanin insan
gingival fibroblastlan (izerinde farkli sirelerdeki sitopatolojik etkileri aragtirildi. invitro kosullarda esit sayida hiicre igeren
gruplar olusturularak galismaya baslandi. Bu gruplara farkli yapilardaki gargara solisyonlar aym miktarlarda ilave edile-
rek, 10", 30", 60" ve 120" sirelerle muamele edildi. Daha sonra %5 CO, ve %95 hava i¢eren etiivde 37 °C de 4 giin si-
reyle inkiibe edildi. Sire sonunda her gruba ait hiicre sayimlari yapilarak istatistiksel olarak degerlendirildi. Sonugta; po-
vidin iyodiir ve triklosan igeren agiz gargaralarinin diger kimyasal ajanlardan daha az sitopatolojik etkiye sahip olduklan
saptandi (p<0.01).

Anahtar kelimeler: Agiz gargarasi, mikrobiyal dental plak,povidon iyodir, setilpiridinyum klorid, klorheksidin, triklosan,
benzidamin HCI, sodyum flordr, fibroblast, in-vitro

SUMMARY

Recent investigations suggest that, there is a strong correlation between microbial dental plaque and periodontal
diseases. Thus, an effective plaque control is necessary to prevent oral diseases. Dental plaque can be controlled
mechanically. Also, chemical agents are utilized during periodontal treatment. Although the effects of these agents can be
evaluated clinically by using standard measurement methods, their effectiveness on wound healing is also important. In
this study, the cytopathological effects of 6 different chemical agents on human gingival fibroblasts were evaluated in
different times. At the beginning of this in vitro study, the groups were formed with containing equal number of cells.
Chemical agents in different types were studied at 10", 30", 60" ve 120". Then they were incubated for 4 days at 37 °C
in a humidified atmosphere of 5% CO, ve 95% air. At the end of this period, cell measurements were done for each group
and the results were evaluated statistically. The data of the study showed that depending on different types and
application times, povidine iodine and triclosan have less cytopathologic effects than the other chemical agents (p<0.01).

Key words: Oral rinses, microbialdental plaque,povidon iodine, cetylpyridinium chloride, chlorhexidine, triclosan, benzy-
damine HCI, sodium fluoride , fibroblast, in-vitro
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GIRIS mektedir. Digeti saghginin korunmasinda ve sirdi-
rilmesinde plagin mekanik olarak dig yiizeyinden

Periodontal hastaliklarin gelismesinde primer eti-  yzaklagtinimasi oldukga dnemlidir. Mikrobiyal dental
yolojik faktérlin mikrobiyal dental plak oldugu bilin-  plagin mekanik olarak dis yilizeyinden tamamen
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uzaklagtinlmas!i mimkiin olmakla birlikte bireylerin,
plagi optimal diizeyde uzaklagstirmada bagarisiz kal-
diklar da ortaya konmus ve yapilan klinik ve epide-
miyolojik ¢aligmalarda gingivitisin en yaygin digeti
hastaligi oldugu tespit edilmistir'®*®. Bu noktada me-
kanik temizlie ek olarak plagin kimyasal olarak
uzaklastiriimasina ydnelik uygulamalar da énem ka-
zanmaktadir. Kimyasal plak kontrolli, hastanin me-
kanik plak kontrollini saglamada yetersiz kaldig! du-
rumlarda, cerrahi uygulamalardan sonra, akut peri-
odontal hastaliklarda ve mental retardasyonlu hasta-
larda kullanim alani bulmaktadir**&**,

Belitilen endikasyonlarin 1511 altinda Povidon
iyodir, Setilpiridinyum Klorid (CPC), %0.2'lik Klor-
heksidin (CHX), Triklosan, Benzidamin Hidroklorir
(Benzidamin HCI), NaF gibi gesitli etken maddeleri
iceren gargara soliisyonlarindan da yararlaniimakta-
dir. Bu ajanlar, plak inhibisyonu, kalkulus olugumunu
onleme ve antiinflamatuar 6zellikleri nedeniyle tercih
edilmektedirler'**.

Literatirll inceledigimizde, bu ajanlarin klinik et-
kilerinin degerlendirildigi cok sayida arastirma mev-
cut olmasina ragmen sitopatolojik etkilerini degerlen-
diren sinirh sayida galigma tespit edilmigtir®®®'21%,

Caligmamizda; farkli etken madde igeren garga-
ra sollsyonlarinin insan digeti fibroblastlar {zerine
olabilecek sitotoksik etkilerinin in-vitro olarak deger-
lendiriimesi hedeflenmigtir.

GEREC VE YONTEM
Hicre kiltird

Caligmada kullanilan hiicreler sistemik olarak ve
periodontal agidan saglikli, gonllli bireylerin lokal
anestezi altinda interdental papilinden alinan digeti
biyopsilerinden elde edildi. insan diseti fibroblastlari
hiicre kiltird icin gerekli ortam kosullarinda dretildi.
Caligmada 7. pasaj diseti fibroblastlar kullanildi.

Deney oncesi kiltir kaplarnina (5 adet, 24- well
plate)'her bolmede 1x 10%ml hicre igeren vasattan
1 ml eklendi. Takiben insan digeti fibroblastlar 37°C
de % 5 CO, % 95 havali etiivde inkiibe edildi. Kaltir
vasat olarak Dulbecco’s Modified Eagles Medium/
Ham's F12*1:1 Nutrient Mixture kullanild.
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Soliisyonlarin hazirlanmasi

Caligmada; Povidon iyodir’, CPC", % 0.2k
CHX, Triklosan®, Benzidamin HCI¥, NaF" gargara
solisyonlan kullanildi. Solisyonlar dretici firmalarin
dngordikleri konsantrasyonlarda hazirlandi. Batdn
solisyonlar 0.20 pm filtre ile sizllerek steril edildi.

Toksisite Deneyi

Hicrelerin 24 saat inkiibasyonundan sonra he-
mositometre ile sayim yapilarak her bélmede ortala-
ma 27 x 10* hiicre bulundugu tespit edildi. Vasatlari
uzaklastinlan kiltir kaplarninin {zerine gargara so-
lisyonlan (1 ml olmak Gzere) 10", 30", 60" ve 120"
sirelerle ayn ayrn uygulandi. Kontrol grubuna ise sa-
dece vasat konuldu.

10",30",60",120" sireler ile fibroblastlarin garga-
ra solUsyonlar ile muamele edilmesini takiben or-
tamdaki gargara sollsyonlar uzaklagtinlarak hicre-
ler 3 kez fosfat buffer solisyonu (PBS) ile yikand.
Uzerlerine 1 ml vasat konularak 37°C % 5 CO, % 95
haval etiive kaldirildi. Fibroblastlarin bu sekilde 4
gun sireyle Gremelerine izin verildi.

Dérdiincli giiniin sonunda her gruptan farkl uy-
gulama strelerine ait 4 6rnegin kantitatif degerlendir-
meleri her bir bélmedeki toplam canli hiicre sayisi
hemositometre ile sayim yapilarak elde edildi. Daha
sonra ayrilan érnekler Giemsa ile boyanarak (Zeiss
Axiovert 100) 1s1k mikroskobunda x100 blyltmede
gorintilendi.

Her bélmedeki canli hiicre sayim sonuglar x*
testi kullanilarak istatistiksel olarak degerlendirildi.

BULGULAR

Caligmamizda farkli etken maddelere sahip gar-
gara sollisyonlarinin insan digeti fibroblastlari Gzerin-
deki sitotoksik etkileri 10", 30", 60" ve 120" lerde de-

*  Sigma St.Louis USA
** Betadin

1t Oral-B

# Colgate Plax

§§ Tantum Verde

1111 ipanol
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gerlendirildi. Gruplara ait hiicre sayilan Tablo I'de
gosterilmistir.

TUm gruplara ait farkli zaman dilimlerindeki can-
Il hiicre sayilari gruplar arasinda karglastirma yapila-
rak degerlendirilmistir (Sekil 1). Gargara solisyonla-
rinin 10 sn. slreyle uygulandi§! gruba ait degerlen-
dirmede; povidon iyodiir grubunda 48 X 10°, CHX
grubunda 15 X 10°, CPC grubunda 15 X 10?, triklo-
san grubunda 31 X 103, Benzidamin HCI grubunda
13 X 10% NaF grubunda 13 X 10’ ve kontrol grubun-
da 37x10’ sayida canli hiicre tespit edildi. Povidon
iyodiir, Triklosan ve kontrol gruplarina ait hiicre sa-
yisi ile CHX, CPC ve Benzidamin HCI gruplarina ait
hiicre sayilan arasinda istatistiksel olarak anlamii
farklilk kaydedildi (p<0.01). Ancak Povidon iyoddir,
Triklosan ve kontrol gruplari arasinda anlamli bir fark
bulunamadi.

Gargara sollsyonlarinin 30 sn. uygulandid gru-
ba ait canli hiicre sayimi sonuglarina gére povidon
iyodir grubu (17 X 10°) ile triklosan (08 X 10°) ve
Benzidamin HCI (8 X 103) gruplar arasinda istatis-
tiksel olarak anlaml bir fark tespit edildi (p<0.01). Di-

Tablo I. Tam gruplara ait canli hiicre sayilar

ger gargara sollsyonlari arasinda ise istatistiksel
olarak anlamh bir fark bulunmad:! (p>0.01). Kontrol
grubu ile tim gargara solisyonlari arasinda anlamli
bir farklilik vardi (p<0.01).

60" ve 120" de gargara sollisyonlarina ait canli
hiicre sayimlari arasinda istatiksel olarak anlamli bir
fark saptanmadi (p>0.01). Kontrol grubu ile gargara
sollsyonlari arasinda anlamh farklilik tesbit edildi
(p<0.01).

Gruplar kendi iglerinde farkli zaman dilimlerine
gore de karsilastirildi (Sekil 2). Sonuglara gére Povi-
don iyodir grubunda hiicre sayilarinda 30" ile 60"
arasinda fark bulunmazken diger tim zaman dilimle-
ri arasinda istatistiksel olarak anlamli farkllik saptan-
di (p<0.01). CHX ve CPC grubunda 10" ile 120"
arasinda anlamli bir fark (p<0.01) tespit edilirken, di-
ger sureler arasinda fark saptanmadi. Triklosan gru-
bunda 10sn ile 30, 60, 120". ler arasinda anlamli bir
farklilik belirlenirken, 10" den sonraki sireler arasin-
da istatiksel olarak anlaml bir farkliik bulunmadi
(p>0.01). Benzidamin HCI grubunda sireler arasin-
da anlamli bir farklilik kaydedilmedi (p>0.01).

GARGARA 10" DEKI | 30" DEKi | 60" DEKI 120" DEKI
SOLUSYONU CANLI HUCRE CANLI HUCRE CANLI HUCRE CANLI HUCRE
SAYISI SAYISI SAYISI SAYISI

Povidon
lodine 48 x 10° 17 x 10° 1ax10" 6x10°
0.2% CHX 15 x 10° 11 x 10° 11 x 10° 8x10°
CPC 15 x 10° 13 x 10° 13 x10° gx10
Tsiklosan 31 x10° 8x10° 8x10° 6 x 10°
Benzidamin
HCI 13x10° 8x10° 8x10° 8x 10°
NaF 13x 10° 11x10° 8x10° 6x10°
Kontrol 37 x 10° 37x10° 37 x 10° 37 x10°
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Sekil 1. Diseti fibroblastlarinin gargara soltsyonlar: ile 10,30,60,120 saniye muamele edilmesi sonrasi canli

hicre sayilarinin gruplar arasi karsilastiriimasi

NaF grubuna ait hiicre sayimlarinda 10" ile 120"
arasinda canli hicre sayisi yéninden anlaml bir
farklilik tesbit edilmedi(p>0.01).

Tam gruplara ait farkl sirelerdeki 11k mikrosko-
bik gérintiler elde edilirken (Sekil 3,4,5,6,7), triklo-
san grubunda canli hicre sayimi yapilabilmesine
ragmen Giemsa ile boyandiginda gérintli saglana-
madi.

TARTISMA VE SONUG

Mekanik plak konrolline ilaveten plak olusumunu
ve patojenitesini elimine etmeye yonelik antimikrobi-
yal kimyasal ajanlarin kullanimi ginimizde Gzerin-
de ¢ok sayida ¢alismanin yapildigi ve yapiimakta ol-
dugu bir konudur*®'®*2, Farkli etken maddeleri iceren
bu kimyasal ajanlarin klinik etkilerinin ortaya konul-
dugu ¢ok sayida ¢alisma bulunmasina ragmen, sito-
toksik etkilerini degerlendirmeye yénelik oldukca si-
nirl sayida galigma tespit edilebilmis , bu ¢aligma-
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larda da 6nceligi CHX ‘in aldigi belirlenmistir*”. Bu
nedenle galigmamizda farkli etken madde igeren
gargara soliisyonlarinin insan digeti fibroblastlari
Uzerine olabilecek sitotoksik etkilerinin in vitro olarak
degerlendiriimesi hedeflenmigtir. Caligmamiz, ben-
zer arastirmalarda oldugu gibi in vitro kosullarda ger-
¢eklestirilmis, ancak deney hayvan hiicrelerinden
degil insan digeti fibroblastlarindan yararlaniimistir.

Deney asamasinda, inkiibasyon stresi, hlcre sa-
yisi ve gargara sollsyonlarinin uygulanma streleri
tim gruplarda esit tutularak standardizasyon saglan-
maya calisiimigtir. Yine benzer sekilde, kullanilan
gargara solUsyonlarinin konsantrasyonlari ve uygula-
ma sireleri klinik kullamm amaciyla énerilen sekilde
hazirlanmis ve uygulanmugtir. Boylece farkli etken
maddelere sahip solisyonlarin hiicreler (zerindeki
toksik etkisi kargilagtirmali olarak degerlendirilebil-
mistir. Yapilan ¢aligmalarda optimal plak inhibisyonu
amaciyla kullanilan kimyasal ajanlarin antiinflamatuar
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0 30 saniye
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Pl 0,2%CHX CPC Triklosan Ben.HCI NaF Kontrol
Sekil 2. Tum gruplara ait 10,30,60,120 saniyedeki canli hiicre sayilarinin grup ici degerlendiriimesi

| -

Sekil 3. Gargara soliisyonlarina ait 10 saniyedeki Sekil 4. Gargara soliisyonlarina ait 30 saniyedeki
canli hicre gérantdleri. canl hicre goruntileri.
A-Povidon lyodir, B-Klorheksidin, C-CPC, A-Povidon iyodir, B-Klorheksidin, C-CPC,
D-Triklosan, E-Benzidamin HCI, D-Triklosan, E-Benzidamin HCI,
F- Sodyum Florir F- Sodyum Florir
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Sekil 5. Gargara solisyonlarina ait 60 saniyedeki
canli hiicre gortintileri.
A-Povidon iyodiir, B-Klorheksidin, C-CPC,
D-Triklosan, E-Benzidamin HCI,
F- Sodyum Floriir

Sekil 6. Gargara sollisyonlarina ait 120 saniyedeki
canli hiicre gérintleri.
A-Povidon iyodiir, B-Klorheksidin, C-CPC,
D-Triklosan, E-Benzidamin HCI,
F- Sodyum Florir

ve sitotoksik etkilerinin doza bagl oldugu bildirilmig-
tir®. Caligmamiz, inkibasyon siresi , hiicre sayisi ve
gargara solusyonlarinin uygulanim siresi agisindan
tamamen esit sartlarda gerceklestiriimis olmasina
ragmen, sonuglar arasindaki farkhligin ajanlarin kim-
yasal yapisiyla ilgili olabilecegini disinmekteyiz.

Balos ve arkadaslarinin® gesitli konsantrasyon-
lardaki CHX ‘in insan periodontal ligament fibroblast-

112
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Sekil 7. Kontrol grubuna ait canli hiicre gérintleri.

lar Uzerine etkisini degerlendirdikleri ¢aligmada,
farkll dilisyon ve uygulama sirelerinin uzunluguna
bagl olarak hicrelerin sitoplazmasinda, sitoplazmik
vakuolasyondan sitolizise kadar degisen sitopatolojik
etkinin varh@ tespit edilmistir.

Alleyn ve arkadaglarinin', % 0.12'lik CHX uygu-
lanmis kdk ylzeylerine insan diseti fibroblastlarinin
atagmanini deg@erlendirdikleri in vitro galigmada,
CHX'in kok yiizeylerine fibroblast atagmanini dnem-
i 6lglide inhibe ettigi sonucuna varnlmigtir. Ayrica
CHX'in insan digeti fibroblast kdiltlirleri ve insan ser-
viks epitelloid karsinoma (HeLA) hiicre kiltlrlerinde
protein sentezinin inhibisyonu, hiicre 6limi ve hicre
hasarina neden oldugu gosterilmigtir’. Digiik kon-
santrasyonlarda (0.01%) CHX'nin insan epitel hiicre-
lerini, insan fibroblastlarini ve rat makrofajlarini &l-
dirdigl kanitlanmigtir’. %0.2 lik konsantrasyonlari
agiz ici calkalama amaciyla kullaniimakla birlikte,
CHX'in penetrasyonunu 6nlemek igin oral kaviteyi
kaplayan epitel hiicrelerinin devamhhgini korumasi
ve bariyer olusturmasi gerekliligi bildirilmigtir*.

Biz de galismamizda gargara sollisyonlarinin di-
seti fibroblastlar ile etkilestigi stre arttikga canh hiic-
re sayisinda belirgin bir azalma oldugunu gérdiik. Bu
sonu¢ yukarida belirtilen calismalarin bulgular ile
uyumludur.

CHX'in %0.2 konsantrasyonlarinda devamh kul-
lanima bagl olarak oral mukozal lezyonlarin olugtu-
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gu kaydedilse de, Loe ve arkadaglarinin™ glinde iki
kez CHX kullanan 61 hasta (zerinde yaptiklan 2 yil
sireli aragtirmada hastalarin higbirinde boyle bir bul-
guya rastlanmamigtir. Bu galigma bizim galigmamiz-
dan farkh olarak klinik diizeyde yapilmigtir. Hicresel
dizeyde ne gibi degisikliklerin olugabilecegini cevap-
lamaktan uzaktir.

Yapilan klinik ¢calismalarda mekanik plak kontro-
It ile birlikte CHX uygulamasinin sadece mekanik te-
mizlige oranla plak akiimilasyonu ve gingival enfla-
masyonu 6nemli dlglide azalttigi belirlenmigtir®*.

Ramberg ve arkadaslarinin®® yaptiklari Klinik bir
galigmada triklosan (% 0.06 ) ve CHX ( % 0.12 ) ige-
ren gargara solusyonlari karsilastiriimis ve triklosan
grubunda gingival inflamasyonun CHX grubuna
oranla daha fazla oldugu bildirilmistir. Skaare ve ar-
kadaglarinin” yaptiklar bir arastirmada triklosanin
aftéz Ulserlerin olusumunu ve buna bagh olarak olu-
san agry! azalttigi bulgulanmigtir. Bununla birlikte
triklosanin anti enflamatuar etkisinin doza bagh oldu-
gu bildirilmistir. Ayrica Benzidamin HCI'den radyote-
rapi, kemoterapi, travma ve agiz i¢i dermatozlara
baglh olarak geligen mukositlerin tedavisinde de ya-
rarlanildigi saptanmigtir®.

Unsal ve arkadaslan™ diseti saghginin korunma-
sinda farkh a@iz gargaralarinin klinik etkinliklerini
kargilastirdiklan galigmalarinda ; aktif maddesi CHX
ve CPC olan gargaralarin, NaF ve Triklosan olanlara
gore digeti iltihabini azaltmada daha etkili oldugunu
kaydetmiglerdir. Gerek CHX gerekse CPC plag: bir
miktar arttirmalarina ragmen gingival skorlar ve mik-
roorganizma ortalama degerlerinde belirgin azalma-
ya neden olmuslardir.

Galismamizda uygulama siresi arttikga gargara
sollisyonlarinin hiicreler Uzerindeki toksik etkisinin
de arttigi gdzlenmistir. Isik mikroskobik bulgular de-
gerlendirildiginde gargaralarin uygulama siresi art-
tikga diseti fibroblastlarinin sayisinin azaldigi ve ya-
yilma &zelliklerini kaybettigi gérilmektedir. Bu hemo-
sitometre ile yaptigimiz canl hiicre sayimi sonugla-
rini destekler niteliktedir. Ancak triklosan grubunda
diger gruplardan farkli olarak canli hiicre sayimi ya-
piimasina ragmen 151k mikroskobik goriintl elde edi-
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lememigtir. Bu durumun kullanilan boya maddesi ile
triklosanin etkilesimi sonucu hiicrelerin gérinti ver-
mesini engellemesi nedeniyle ortaya ¢iktigi kanisin-
dayiz.

Sonug olarak desquamatif lezyonlarin ve aftéz
tilserlerin varliginda kimyasal ajanlarin kullaniminda
dikkatli olunmasi, kullanimin kaginiimaz oldugu du-
rumlarda kullanim sireleri kisith olmak sartiyla sito-
toksik etkileri daha az goriilen gargara sollisyonlari-
nin tercih edilmesi uygun olacaktir. Kimyasal plak
kontroliiniin mekanik plak kontrolline rutin bir alter-
natif gibi disUnllmeyip, gereginde ve uygun dozda
kullaniimasinin dogru olacagi kanisindayiz.
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