Dort Farkli Saklama Ortaminin
Avulse Disler Uzerindeki Etkisinin
Hiicre Kiiltiirii Metodu ile incelenmesi

A STUDY ON THE EFFECTS OF 4 DIFFERENT STORAGE MEDIA ON
AVULSED TEETH BY USING CELL CULTURE METHOD
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OZET

Amag: Bu ¢alismanin amaci kiiltiirlerden elde edilen insan peri-
odontal ligament (PDL) hiicrelerinin Hanks's Balanced Salt
Soliisyonu (HBSS), siit, serum fizyolojik ve tiikiiriikte
birakildiginda  canhiligimi  koruyabilme ozelliginin  arastiril-
masudir.

Materyal ve Metod: Hiicreler 20 C'de 30dk, 1. 3, 8, 12, 24, 36. 48,
72 ve 96 saat siireyle bu ortamlarda bekletildi. Hiicrelerdeki
morfolojik degisiklikler fotograflar: alinarak incelendi.

Bulgular: Calismamiz sonucunda HBSS'de 96 saat sonra PDL
hiicrelerinin % 50'ye yakini saglikli ve tablalarda bagh kald: ve
saklama ortami olarak en iyi sonu¢lar HBSS'ile elde edildi. Siit

de uygun bir saklama ortama idive 72 saat sonra %50"ve yakin

hiicrenin canli ve saglikli oldugu saptandi. Serum fizyolojik ile
muamele edilen PDL hiicrelerinin 12 saatte yalnizca %25'i
tablalarda bagh kald:.

Sonug: Sonug olarak oda isisinda HBSS ve siitiin PDL hiicrelerini
saklamak i¢in uygun bir ortam oldugu, fakat tiikiiriigiin uygun
bir ortam olmadigi goriilmiistiir.

Anahtar Kelimeler: Avulse disler, Saklama ortami

GIRIS

Travma sonucunda dislerin alveol soketinden digari
ciktigr siklikla gérilmektedir (Avulsiyon) (1-3). Avulse dig-
lerin periodontal ligament hucrelerinin canhiliginin korun-
masi, reimplantasyonun basarisini etkilemektedir (3-12).
Travmadan sonra ¢ok az dis alveol soketi igine hemen
yerlestirilebilmektedir (3,7,13). Bu nedenle avulse disin
periodontal ligament hicrelerinin uzun sire canliliginin
korundugu bir ortamda dikkatlice tutularak dis hekimine
goturulmesi buyik énem tasimaktadir ( 3,5,7,8,10).

Reimplantasyonunun basarisini etkileyen faktorlerin
basinda alveol soketinin durumu ve avulse diste herhan-
gi bir periodontal hastaligin bulunmamasi, ikincisi disin
yerlestirilecedi bdlgede kemik kaybinin fazla olmamasi,
Gglncislt saklanma ve dis hekimine goétirilme ortami,
dordincusi de dis hekimine gidene kadar disin elle tutu-
larak nasil taginacagidir. Kazadan sonra disler kron kis-
mindan tutulmali, kék bdlgesinden tutulmadan muhafaza
ortamina yerlestirilmelidir (13).

Soketinden ¢ikmis olan dislerin dis hekimine ulagin-
caya kadar gesitli solUsyonlar igerisinde saklanmasi

' ALl Arastirma fonu tarafindan desteklenmistir,
* Dr.Dt.A.O.Dis Hek.Fak.Endodonti B.D. Aras.Gér.
** Uz.Dr.Sap Enstitlisii Arastirma ve Kontrol Bolim Baskani
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SUMMARY

Purpose: The purpose of this study was to compare the viability of
cultured human periodontal ligament (PDL) cells in Hank's
Balanced Salt Solution (HBSS), milk, saline and saliva.

Material and Method: Cells were exposed to media for 30 min, 1,
3.6, 12,24,36,48. 72 and 96 hours at 20 C. The morphological
changes were examined and photographs taken.

Results: Our results showed that HBSS gave the best resultas a

storage medium for PDL cells since 50 % of cells were healthy
and attached after 96 h.Milk was a suitable medium and 50 %

PDL cells remained healthy and attached for 72 h. 25 % of PDL

cellsin saline remained attached to the plates for only 12 h.

Conclusion: We concluded that at room temperature HBSS and
milkwere suitable however saliva was not a suitable storage
media for PDL cells.

Key Words: Avulsed teeth, Storage media

o6nerilmektedir (3,5,7,8,10-15). Bdylece uygun sekilde
yapilan transport periodontal ligament hicrelerinin uzun
stre canlihgini korumasina yardimci olmaktadir. Bugline
kadar sit, serum fizyolojik, tukirik, musluk suyu v.b.
transport solisyonu olarak kullaniimistir .1994' de
Amerikan Assosiotion of Endodontists tarafindan acilen
reimplante edilemeyen avulse dislerin transportasyonun-
da en uygun ortam olarak Hanks Balanced Salt
Solliisyonu tavsiye edilmistir .Eger HBSS yoksa, ikinci
derecede sut, Uglincu olarak serum fizyolojik, dérdincu
olarak tukurik ve su kullanilabilecegi bildirilmistir (13).

Sitlin yagsiz oldugu ve pastdrize oldugunda peri-
odontal ligament hicrelerini depolamak igin iyi bir ortam
olusturdugu bildirilmistir. Sutin ozmatik basinci (250
mOsm/kg) ve pH (6,5-6,8) dir. Sutin periodontal ligament
hicrelerinin canhhgini koruyabilmek i¢in besleyici esas
maddeleride igerdigi saptanmistir(3,8,16). Serum fizyolo-
jigin ozmotik basinci (280 mOsm/kg), tukirik ozmotik
basinci (60-80 mOsm/kg) olup hipotonik bir solisyondur.
HBSS'nin ozmotik basinci 270 mOsm/kg.dir (3).

Transporte edilecek dis asla gazli bezle tutulma-
malidir (13).

Bu galismada Hanks Balanced Salt Sollisyonu, pas-
torize sit, serum fizyolojik ve tukuruk ile periodontal liga-
ment hicreleri 1/2, 1, 3, 6, 12, 24, 36, 48, 72 ve 96 saat
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Tablo 1. Farkli sirelerde farkli solisyonlir ile muamele edilen Hucrelerin Canli kalma skorlari

SAAT HESE BO5T SERL FIZYOLORK
172 e b b Akt o
1 b b A b L b
3 P+ e ke A
3} ++++ +++4 Ra R
12 4+t e + - o
24 ottt o+ o R
36 +4+ - 4t - - - -
48 +++ - Ao . -
72 - - L A e - -
96 L EUREE .- P
sireyle muamele edilerek sitotoksisitelerinin incelenmesi BULGULAR

amagclandi.

MATERYAL VE METOD

Bu calismada, Sap Enstitisi Hicre Kultard
Kolleksiyonundan alinan saglikli ¢ekilmis insan daimi dis-
lerinden elde edilen periodontal ligament fibroblast
hicreleri kullanildi. Sivi azottan ¢ikartilan 1 ml hiicre sus-
pansiyonu %10 fétal dana serum (FSC:Biochrom,
Almanya) iceren antibiyotiksiz a- MEM* (lretme vasati)
icerisinde homojenize edildi ve 25 cm® yuzeyli hicre
kultura flaksina (Greiner, Almanya) konularak 37°C de
Inkiibasyona birakildi. 72 saat sonunda %90-95 mono-
layer olan hicrelerin tripsin-EDTA sollUsyonu ile ylizey-
den ve birbirlerinden ayrilmalari saglandi, Gretme vasati
ile homojenize edilerek gok kuyucuklu ve 24 bdlmeli doku
kultiri tablalarina (Greiner, cloning plate, Almanya)
gegcirildi. 37°C, %5 CO0, ile %95 hava igeren rutubetli or-
tamda 48 saat inkibasyona birakildi. Bu siure sonunda
Uretme vasati aspire edildi, 44 bdlme/ test sollisyonu ile
bir bez yikandiktan sonra (li+retme vasatinin ortamdan
tamamen uzaklastirilmasi amaci ile) ilgili bélmelere test
solusyonlari (1 ml/bélme) konuldu ve oda isisinda bek-
letildi (20°C). Test sollisyonu olarak HBSS**, Sut ***,
Serum Fizyolojik**** ve Tukarak***** kullanildi. Test
solUsyonlari 6-8 saatte bir degistirildi. 1/2, 1,3,6,12,24,
36,48,72 ve 96 saatlerde bu sollisyonlarla muamele
edilen hicrelerdeki morfolojik degisiklikler inverted faz
kontrast mikroskobu****** jle incelendi ve mikrofotografi
ile tespit edildi. Her numune igin kiltir kabi yuzeyinin
farkli boélgelerinden 5 ayri fotograf gekildi. Goruntinin
netlestirilebilmesi amaci ile sit iceren bélmeler, deger-
lendirme 6ncesinde 3-4 kez HBSS ile yikandi. 96 saat
sonunda kalan canli hicrelerin treme o6zelliklerini ko-
ruduklarini belirlemek amaci ile, igerdikleri test sollisyon-
lari aspire edildi ve lUretme vasatina konularak 37°C de,
%5 CO0,, %95 hava iceren rutubetli etivde 96 saat
inkliibe edildi. Bu siure sonunda mikroskobik inceleme ve
mikrofotograf ileri alinarak degerlendirmeleri yapildi.

a-MEM (Biological Industries Israil)

HBSS (Hanks's Balanced Salt Solutien)

Pinar, Turkiye
' % 0,9 NaOCI soliisyonu
" Parafin gignetilerek tek bireyden steril olarak elde edildi.
"** Zeiss Axiovert, Germany
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Elde edilen perlodontal tgament hicreleri HBSS,
sit, serum fizyolojik ve tukuruk ile 1/2, 1, 3, 6, 12, 24, 36,
48, 72 ve 96 saat slUreyle muamele edildikten sonra
tablalarda canh kalan hicrelerin miktari asagidaki gibi
skorlandi (Tablo 1).

++++ Hucrelerin tumu normal morfolojide ve
herhangi bir toksik etki gézlenmedi.

++ - Hucrelerin % 751 normal morfolojik
ozellikte, % 25'Inde dejenerasyon mevcut.

++- - Hucrelerin % 50'ye yakininda morfolojik
olarak canli %50'ye yakininda sitotoksik
Ozellik goézlendi.

+ — Hucrelerin % 75'inde toksik etki
Hucrelerin tamaminda sitotoksik etki

g6zlendi ve hicreler tablalardan ayrildi
ve 61da.

Sollisyonlarin timi deney esnasinda oda isisinda
periodontal igament hucreleri ile temas ettirildi. HBSS ile
muamele edilen PDL hicrelerinde 36.saat sonunda bile
norma! morfolojik 6zellikler saptanarak herhangi bir tok-
sik etki gorilmedi. 48 saat sonunda da hicreler canli idi
ve morfolojik 6zelliklerini korudu. 72 ve 96 saat sonunda
tablalardakl mevcut hicrelerin %50'sinin canli oldugu
saptandi. 96 saat sonunda hicrelerin hala tekrar ¢ogal-
ma kabiliyetlerinin olup olmadigina ayrica bakildi. Kalan
hicreler a-MEM igerisine tekrar konularak, bu hicrelerin
¢ogalma kabiliyetlerinin devam ettigi gézlendi (Resim 1
a-b-c).

Sit ile muamele edilen PDL hicrelerinin 24 saate
kadar tablalarda canli kaldigi ve morfolojik 6zelliklerinin
bozulmadigi tespit edildi. Sutin PDL hucreleri igin sito-
toksik etki gostermedigi izlendi. 48. ve 72. saatlerde
tablalardaki canli htucrelerin %50'ye yakininin normal
morfolojik 6zellikte oldugu, 96 saat sonunda tablalarda
HBSS kadar oimasada canli hiicrelerin varhgr gézlendi.
Ayrica bu kalan canli hicreler 96 saat sonra tekrar a~
MEM igerisine konuldu ve hiucrelerin ¢ogalma
yeteneginin devam ettigi gérildu (Resim 2a-b-c).

Serum fizyolojik ile temas ettirilen PDL hucrelerinde
ilk yarim saatte herhangi bir bozulma etkisi gézlenmedi.
1. saat sonunda hicrelerde hafif dejenerasyonlar
basladi, 3. saat sonunda az sayida hiicrede yuvarlaklas-
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Resim 1. Inverted faz kontrast mikroskobunda HBSS ile muamele edilen PDL hicreleri a)6 saat sonra b)36 saat sonra izlenmekte c)96
saat sonra kalan canli hicrelerin tekrar gogalma yeteneginin oldugu géruliyor.

Resim 2. inverted faz kontrast mikroskobunda Sit ile temas eden PDL hiicreleri a)6 saat sonra b)12 saat sonra c)24 saat sonra al

nan fotograflar.

malar goéruldi.6. saat sonunda bu vyuvarlaklagsmalar
yavas yavas devam etti. 12. saatte yine tablalarda hicre
mevcut ancak yuvarlaklasma hala devam ediyordu.
24 .saat sonunda hucreler iyice bozuldu ve sitotoksik etki
goruldi. 36. ve 48. saatte tamamen dejenere olan hiicre-
ler tablalardan ayrildi (Resim 3 a-b-c).

Takdarikle birakilan hucrelerde ilk yarim saat
icerisinde hicrelerde toplanmalar saptandi. 1. saat so-
nunda c¢ok sayida hiicrede morfolojik degisiklikler mev-
cuttu ve yuvarlaklasmalarin hizli bir sekilde devam ettigi
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gbzlendi. 3 .saat sonra dejenerasyonda artma hicre-
lerde, kenarlarda toplanma ve ylizeyden ayrilma vardi.
6.saatte hucreler iyice yuvarlaklagmisti. 12.saatten sonra
tium hicrelerde dejenerasyonlar vardi ve hi¢ canli hicre
kalmamisti (Resim 4a-b-c).

TARTISMA

Bu arastirmada Huang ve ark'nin (3) ¢alismalarin-
da oldugu gibi PDL fibroblast hicreler kullanildi. Bag
dokusunun olusumu ve uretiminden bulyuk oranda so-
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Resim 3. Serum fizyolojik ile muamele edilen PDL hicreleri a)1/2 saat sonra b)3 saat sonra c)24 saat sonra(yuvarlak hale gelen ve

toplanan dejenere hicreler).

,rr’. ?" '
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Resim 4. Tuklrlikle muamele edilen PDL hiicreleri a)1/2 saat sonra(hticrelerde toplanmalar baslamis) b)1 saat sonra (hicrelerde yu-
varlaklasmalar ve dejenerasyon izleniyor) c)12 saat sonra (hiicreler tamamen dejenere olmus ve toplanmalar mevcut).

rumlu olan fibroblastlarin, PDL dokusunda kollagenin,
kollagen olmayan proteine donligsmesinde ve sentezinde
blyilk rol oynadidi, ayrica bu hicrelerin kdki ankiloza
karsi korudugu bildirilmistir (3),

Avulse dislerin kok ylzeyinde mevcut periodontal
ligament hucrelerinin canhliginin korunmasi reimplante
bir disin prognozunun saptanmasinda en 6nemli faktor-
lerden birisidir, acil islemin avulse disin zaman gegirme-
den soketi igine vyerlestirmesi oldugu bildirilmistir
(1,3,5,7,8,13). Avulse dislerin hemen soketi icine yer-
lestiriimesi her zaman mimkin olmamakta ve belirli bir

T Klin J Dental Soi 1997, 3

sire ge¢mektedir. Bu nedenle calismamizda PDL
hicreleri farkli zaman periyodlarinda, kullandigimiz fark-
I soliisyonlarla muamele edildi.

Huang ve ark. (3) ¢ekilmis saglkl insan dislerinden
elde ettikleri PDL hicrelerini sit, serum fizyolojik, HBS S
solisyonu ve kontakt lens solUsyonlari ile 0, 1, 3, 6, 10,
16, 24, 36, 72 ve 96 saat slireyle muamele etmislerdir.
Sutlin kisa zaman periyodunda en iyi saklama ortami
oldugunu, 72 saat sonra HBSS 'de saklanan hicrelerin
%46,8'inin canliligini korudugunu bildirmislerdir, 96 saat
sonunda higbir depolama ortaminda hiicre baglanmasi
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gérememislerdir. Calismamiz sonucunda HBSS ile
muamele edilen hicrelerin 24 saat slreyle tamaminin
canli kaldigi, 36. saatte ¢ok az hicrede morfolojik
degisikliklere rastlandigini 96 saat sonunda da hicrelerin
tablalara bagl kaldigini ve yariya yakininin tekrar gogal-
ma kabiliyetinin oldugunu saptadik. Sit ile temas eden
grupta da 12 saat sureyle hucrelerin canli oldugu
goéruldi. 36, 48 , 72 ve 96 saat sonra hicrelerin can-
lihigini yitirmedigi gézlendi. Serum fizyolojik grubunda ilk
yarim saatte en iyi sonuglar alinirken 1. saatte baslayan
morfolojik degisikliklerin 3, 6 ve 12. saatlerde yavas
yavas arttigi goézlendi ve 24 saatte hic canh hicre
kalmadidi tespit edildi. Tukuruk ile temas ettirilen grupta
ilk yarim saatte baslayan hicre dejenerasyonu 1, 3, 6.
saatlerde hizla artarak devam etmis ve 12. saatte
tablalardan tamamen ayrilan hucrelerin canlihigini yitirdigi
tespit edildi. Bu sonuglar Huang ve arkadaslarinin calis-
malari ile paralellik gdstermesine ragmen bulgular
arasindaki farkhliklar, bizim deney esnasinda tim solus-
yonlari oda isisinda kullanmis olmamizdan kaynakla-
nabilir. Pratikte de her an farkli 1si derecelerinde solls-
yonlari temin etmek zordur.

BlomlIo6f ve ark (5) endodontik tedavi gérmus cekil-
mis maymun dislerini sut ve tukurikte 2 ve 6 saat bek-
lettikten sonra reimplante etmisler ve 8 hafta sonra peri-
odontal dokulari histolojik olarak incelemislerdir. 2 ve 6
saat sutte ve 2 saat tukurikte bekletildiginde hemen
hemen acilen reimplante edilen dislerdeki gibi periodon-
tal dokularin saghkli oldugunu tespit etmislerdir. Disler
tukurikte 6 saat ve 1 saat agikta kurudugu zaman rep-
lasman rezorpsiyonu goéruldigiuni saptamislardir. Sttin
acilen reimplante edilemeyen avulse diglerin reimplan-
tasyondan once saklanabilecegi iyi bir ortam oldugunu
belirtmiglerdir. Yine bu arastiricilar salivanin bakteri igeri-
ginin sitten daha fazla oldugunu periodontal ligament
hicrelerinin enfeksiyonuna neden olarak zarar verdigini
bildirmislerdir. Ayrica tukurUkte depolanan periodontal
ligament hicrelerine bakterilerin sitten daha fazla bag-
landidini, bakteriyel baglanmanin virilan bir faktér olus-
turdugunu, uzun sure tukurikte depolamanin zararl et-
kileri oldugunu da belirtmislerdir. Bu arastiricilarin
sonuglari da c¢alismamizla paralellik géstermesine rag-
men ilk 2 saatte tlklrikte, bize gére daha iyi sonuglar
bildirmeleri, onlarin degerlendirme yonteminin farkliligi
ve invivo bir calisma olmasindan kaynaklanabilir.

HBSS'nin pH ve ideal ozmolitesi ile 24 saat sure ile
periodontal ligament hicrelerinin canhhdini korumak igin
biyolojik olarak uyumlu oldugu belirtilmistir (3,13).
Arastiricilar reimplantasyondan 6nce 30 dakika sire ile
avulse diglerin HBSS icine kondugunda, dejenere olan
periodontal ligament hicrelerinin yenilenmesi i¢in uygun
bir ortam olusturacagini bildirmislerdir (13). Bizim arastir-
mamizda da tim zaman periyotlarinda en iyi sonuglar
HBSS ile alinmistir.

Bu solUsyonun steril bir cam kap icinde saklanabile-
cegi, sogutmanin gerekli olmadig: bildirilmistir (13).
Avulse digleri transporte etmek igin iyi bir ortam olmasi
nedeniyle HBSS, okullarda, evlerde, spor egitim merkez-
lerinde, eczanelerde, arabalarda ilk yardim cantasinda
bir cam kap igerisinde bulundurulabilir.
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SONUGC

1- Reimplante bir disin prognozunu belirleyen en
6nemli faktérlerden birisi avulse disin kdk ylzeyinde
kalan periodontal ligament hucrelerinin canlihgidir.

2- Avulse disleri travmadan sonra mimkin olan en
kisa slrede reimplante etmekle en iyi sonuglar alinabilir.

3- Calismamiz sonucunda HBSS acilen reimplante
edilemeyen disleri en iyi saklama ortami olarak saptandi.

4- Sit temini en kolay olmasi nedeniyle HBSS'den
sonra PDL hicrelerinin canhilidini korumak igin iyi bir or-
tamdir,

5- Serum fizyolojik ve tiklruk uzun sureli depolama
sollisyonu olarak tercih edilmemelidir.
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