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OZET

Bu ¢aligmanin amaci, titanyum abutment iizerinde, insan gingival fibroblast hiicre hattinin (HGF-1), tutunma ve proliferasyon agisindan
fiksasyon soliisyon ve siirelerinin etkilerinin SEM ve immunofloresan gériintiileme ile degerlendirilmesi ve kiyaslanmasidir. Hazir temin
edilen insan gingival hiicre hatt1 (HGF-1) 10x10x1cm® boyutunda 32 adet titanyum alasim (Ti6Al4V) plaka iizerine ekildi. 8 grup belirlendi
(n=4). 48 saat sonucunda hiicreler degerlendirildi. Ornekler Gluteraldehit ile 30, 45, 60 dakika (Grup GA30, GA45, GA60), Formaldehit ile
6, 12, 24 saat (Grup FA6, FA12, FA24) ve Paraformeldehit ile 2 saat ve 20 dakika (Grup PFA2, PFA20) siire ile fikse edildi. Fiksasyon
sonrast her gruptan 2 &rnek Taramali elektron mikroskobunda (SEM) ve 2 6rnek Immunofloresan mikroskobunda goriintiilenmek igin
hazirlandi. Tim gruplardaki hiicrelerin temas alanlari Olgiildii, saatler arasindaki farklilik istatistiksel olarak degerlendirildi. SEM
degerlendirmesinde, en uygun HGF-1 hiicre morfolojisi goriintiilerinin formaldehit gruplarinin igsi sekilli homojen yayilim gosterdigi tespit
edildi. FA12 grubunda hiicre temas alani %95,83 bulunmus olup, tiim deney gruplart igerisinde en iyi hiicre yayilimimni gostermistir.
Gluteraldehit ve paraformaldehit gruplarinda birbirleriyle benzer sekilde hiicrelerin uzamus, belirli alanlarda Gbeklesmis ve iist liste
katmanlanmis belirgin cekirdekli hiicre goriintiileri tespit edildi. Immunofloresan goriintiilerinde her ii¢ (gluteraldehit, formaldehit,
paraformaldehit) gruptaki hiicrelerde de aktin filamentlerinin yogunluklari benzer seviyelerde goriilmesinin yani sira paraformaldehit
gruplarinda titanyum yiizeydeki hiicre gévdelerinin diger fiksatif gruplarina gore daha belirgin, iyi yayilmis ve daha biiyiik yiizey alanlarina
sahip oldugu gozlendi. Fiksasyon hiicre ¢calismalarinda goriintiilemenin en kritik basamaklarindan biridir. Arastirmacilarin basarili goriintii
sonucu elde edebilmek i¢in en uygun fiksasyon yontemini goz 6ntinde bulundurmalar1 gerekmektedir.

Anahtar Kelimeler: Ti6Al14V. HGF-1. Fiksasyon. immunofloresan.
Evaluation of the HGF-1 Cells on Titanium Abutments Fixed by Various Procedures

ABSTRACT

The aim of this study was to compare the effects of fixation protocols in terms of attachment and proliferation of human gingival fibroblasts
(HGF-1) on titanium abutment surfaces. HGF-1 cells were seeded on Titanium alloy (Ti6Al4V) plates with dimensions of 10x10x1 cm’.
Cells were evaluated at 48 hours. 8 groups were determined (n=4). The specimens were treated with glutaraldehyde (GA) for 30,45 and 60
minutes (Group GA30, GA45, GA60), with formaldehyde (FA) for 6, 12, and 24 hours (Group FA6,FA12,FA24) and with paraformaldehyde
(PFA) for 2 hours and 20 minutes (Group PFA2, PFA20) for fixation. Specimens were evaluated under Scanning Electron Microscope
(SEM) (n=2) and under Immonoflorescence (n=2). The contact areas of cells in all groups were measured and differences between hours was
evaluated statistically. According to SEM images, HGF-1 cell were similar for FA groups as spindled and homogeneous. Cell contact area
was 95.83% for FA12 which exhibited the best cell spread among all groups. In GA and PFA groups the cells were elongated, clustered in
certain areas and layered with distinct nucleated. According to immunofluorescence images, the densities of actin filaments were observed at
similar levels in cells in all three groups, and it was determined that the cell bodies on the titanium surface in the PFA groups were more
prominent, and better spread. The fixation process is one of the most critical step of imaging in cell studies. Researchers are needed to
consider the most appropriate fixation method in order to obtain successful image results.
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Insan gingival hiicreleri (Human gingival fibroblast,
HGF-1) diseti bag dokusunun adaptasyonundan, yara
iyilesmesinden ve yenilenmeden sorumludur.”

HGF-1  hiicreleri  mikroskobik  olarak  c¢esitli
goriintilleme yontemleri ile morfoloji, tutunma ve
proliferasyon miktar1 bakimindan degerlendirile-
bilmektedir.”

Multidisipliner ~ bir  ¢alisjma  konusu  olarak
degerlendirildiginde, biyolojik deneylerin gercekles-

tirilmesinden mikroskobik goriintiileme ve
degerlendirmeye uzanan siirecte her bir islem
basamagi  6neme  sahiptir.  Yapilan  HGF-1

¢alismalarinda taramali elektron mikroskobu (SEM)™,
immunofloresan mikroskobu”, konfokal mikroskopg,
atomik kuvvet mikroskobu (AFM)’ gibi  cesitli
goriintiileme  yontemlerinin  kullanildigr  gozlem-
lenmektedir. SEM incelenen Ornegin nanometre ile
mikrometre Olceginde analizi icin detaylt yapisal,
morfolojik ve kimyasal bilgi edinmek amaciyla
kullanilan bir goriintiileme yontemidir.'® Gériintiileme
islemi Oncesi numunenin hazirlanmasi i¢in ilk islem
olan  fiksasyon, kullanilan c¢esitli  fiksasyon
soliisyonlariin hiicreye difiizyonu ile baslayan bir
fizikokimyasal siirectir. Kimyasal yapilarina gore
fiksasyon soliisyonlar1  aldehitler (gluteraldehit,
formaldehit, paraformaldehit) alkoller, okside edici
ajanlar ve metalik fiksatifler olarak simflandirilir."
Fiksasyon = mekanizmalar1  kullanilan  fiksasyon
sollisyonuna bagli olarak degisiklik gostermektedir,
capraz baglanti, dehidratasyon, 1s1 etkisi ve asit etkisi
seklinde etki edebilmektedir.'>® Yaygin olarak
kullanilan hiicre goriintiileme yodntemlerinden olan
SEM goriintiilemede fiksasyon sonrasi dehidratasyon,
kurutma, yiizey kaplama islemleri gergekles-
tirilmektedir.> Hiicrelerin morfolojik degerlendiril-
mesinde kullanilan bir diger yontem olan floresan
antikor boyamasi veya immunofloresan, hiicre
“smear'lar1”, kiiltiirlenmis hiicreler veya donmus doku
kesitleri {izerinde kullanilan bir antijen tespit
analizidir. Antijen, 6zel olarak modifiye edilmis olan
ajana 0zgl antikorlarin 6rnek matrisine baglanmasiyla
tespit edilmektedir.” Hiicre morfolojilerinde ve
yayllmasinda  meydana  gelen  degisikliklerin
incelenebilmesi icin hiicreler, hiicre iskeletine etki
eden Phalloidin boyast ile boyanmaktadir."*

Literatiirde, aym titanyum altllk malzeme ve hiicre
hatti kullanilan c¢aligmalarda Orneklerin ¢ok farkli
strelerde, farkli fiksasyon soliisyonlarina maruz
birakildigi tespit edilmigtir. Bugiline kadar hiicre
morfolojisini ideal olarak koruyan bir fiksasyon
soliisyonu ve fiksasyon prosediirii belirtilmemistir, bu
konuda arastirmalar devam etmektedir.

Bilgimiz dahilinde literatiirde, titanyum ylizeyi ile
HGF-1 iligkisi ile ilgili ¢aligmalar iginde SEM ve
immonofloresan  goriintileme  islemleri  Oncesi
uygulanan fiksasyon siiresi ve fiksatiflerin etkisinin
degerlendirildigi herhangi bir c¢alisma bulunma-
maktadir.
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Bu calismanin amaci, Titanyum alasimi (Ti6Al4V)
iizerinde prolifere olmus HGF-1 hiicrelerinin
mikroskobik goriintiilerini  elde edebilmek igin
uygulanan farkli fiksatif ve fiksasyon siirelerinden
olusan protokollerin, hiicre morfolojileri {izerine
etkilerinin SEM ve immunofloresan mikroskobu ile
kiyaslamali olarak degerlendirmektir. Bu ¢aligmanin

stfir  hipotezi, farkli siirelerin veya fiksatiflerin
morfolojik bakimdan HGF-1 hiicrelerini
etkilemedigidir.

Gereg ve Yontem

Titanyum Orneklerin Hazirlanmast

Bu c¢alismada r=10 mm h=1 mm boyutlarinda
Titanyum alasim (Ti6Al4V) 32 adet disk kullandi.
Deneyde  kullanilan  tiim  Orneklerin  yiizey
plrizliiliikkleri ~ profilometre (TR100 Surface
Roughness Tester; Checkline Europe BV, Koln,
Germany) ile 6l¢tildii. Cihaz ucunun igne ¢ap1 0.25um
‘dur. Ol¢iim numune iizerindeki 4mm’lik bir aralikta
ve 0,5 mm/s hizda yapildi. Her bir 6rnek yiizeyinde ii¢
farkli noktadan Ol¢cim yapilarak her bir Ornegin
ortalama yiizey pirizliligi degeri (Ra, pm)
kaydedildi. Biyolojik deney Oncesi Orneklerin
sterilizasyon islemi %100’likk etanol igerisinde ve 15
dakika UV 15181 altinda bekletildi. Daha sonra ikiser
kere steril distile su ve steril fosfat tamponu (PBS) ile
yikandi.

Hiicre Kiiltiirii Calismalari

Hiicre Kiiltiirii Kosullari

Hiicre kiiltiir caligmalarinda hazir insan gingival hiicre
hattt (HGF-1) (ATCC-CRL-2014; American Type
Culture Collection, Manassas, VA) kullanildi. Bu
sebeple etik kurula bagvuruda bulunulmamistir. HGF-
1 hiicreleri Dulbecco’s Modified Eagle Medium
(DMEM) (4500 mg/l glikoz, sodyum piruvat ve
sodyum bikarbonat iceren Sigma D6429) besiyeri
icinde %10’luk 1st ile inaktive edilmis Fetal dana
serumu FBS (Biochrom S0115) ve 100 U/ml penisilin,
100 pg/ml streptomisin (Biochrom A2213) eklenerek
T75 hiire kiiltiir kaplarinda hiicre  yogunlugu
mililitrede 1x10° ulasana kadar 37°de %5 CO, °li,
%95 nemlendirilmis etiiv igerisinde inkiibe edildi.
Ti6Al4V ornekler {iizerine 2ml besiyer icinde 24
kuyucuklu plakalarda militredeki hiicre yogunlugu
5x10" olacak sekilde ekim yapild. Daha sonra
ornekler 48 saatlik inkiibasyona (%95 nem, %5 CO,
igeren 37'C doku kiiltiirii etiivii) birakildi.

MTT analizi

Hiicre proliferasyonu icin  MTT (3-(4.5-
dimethylthiazol-2-yl)-2.5-diphenyl-tetra- zolium salt)
test kiti (Sigma, St Louis, MO, USA) kullanildi. 48
saat inkiibasyon sonucunda kuyucukta 0.5 mg/ml
(DMEM hazirlanmis) MTT soliisyonu kuyucuklara
eklendi. Daha sonra hiicreler MTT soliisyonu
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icerisinde 2-4 saatlik inkiibasyona birakildi. Siire
sonunda MTT soliisyonu ortamdan uzaklastirilip
olusan formazan kristalleri {izerine 100 pl isopropil
alkol (0.04 M Hidroklorik asit (HC1) eklendi. Ornekler
formazan Kkristallerinin ¢dziinmesi i¢in oda 1sisinda
karanlikta 1-2 saat bekletildi. Siire sonunda 6rnekler
plaklarda ¢6ziinmiis olan formazan kristallerini i¢eren
soliisyon almip Elisa okuyucuda (Biotek Epoch,
Germany) 570 nm dalga boyunda spektrofotometrik
olarak o6lgiildii. Kontrol grubu herhangi bir malzeme
ile temas etmeyen hiicreler ile temsil edildi.
Spektrofotometrik veriler %100 olarak kabul edilen
kontrol grubunun yiizdeleri olarak ifade edildi.

Fiksasyon Islemleri

Omekler SEM goriintillemesi ve Immiinofloresan
mikroskobunda degerlendirilmek i¢in 2 gruba ayrildi.
(Tablo I). Her bir fiksasyon siiresi igin iki Ornek
secilerek belirtilen sekilde fiksasyon siireci baslatildi.

Tablo 1. Calismada SEM ve Immunofloresan
goriintilleme Oncesi uygulanan fiksatifler

ve slreleri

Fiksatif ad Siire Grup adi
Gluteraldehit 30 dakika GA30
45 dakika GA45
60 dakika GAGB0
Formaldehit 6 saat FAG6
12 saat FA12
24saat FA24
Paraformaldehit 2 saat PFA2
20 dakika PFA20

Gluteraldehit fiksatifi kullanilan 6rnekler ii¢ kez PBS
ile yikandiktan sonra %4 lik gluteraldehit ile
GrupGA30 30 dakika'’, GrupGA45 45 dakika,
GrupGa60 60 dakika oda 1sisinda inkiibe edildi. Siire
sonunda iki kez PBS ile yikanip %40-50-60-70-80-90-
95 alkol serisinden (5’er dakika) gecirildi. Kurumasi
saglanarak +4 °C’ de saklandi.

Formaldehit fiksatifi kullanilan 6rnekler ti¢ kez PBS
ile yikandiktan sonra %4 lik formaldehit ile
GrupFA6, 6 saat, GrupFA12 12 saat ve GrupFA24'
24 saat oda 1sisinda inkiibe edildi. Siire sonunda iki
kez PBS ile yikanip %30-40-50-60-70-80-90-99 alkol
serisinden (5’er  dakika) gegirildi. Kurumasi
saglanarak +4 °C’ de saklandi.

Paraformaldehit fiksatifi kullanilan 6rnekler ii¢ kez
PBS ile yikandiktan sonra %#4 liikk paraformaldehit ile
GrupPFA2 2 saatl8, GrupPFA20 20 dakika oda
1s1sinda’ inkiibe edildi. Siire sonunda iki kez PBS ile
yikanip %20-30-40-50-60-70-80-90-99 alkol
serisinden (5’er  dakika) gegirildi. Kurumasi
saglanarak +4 °C’ de saklandi.

Taramali Elektron Mikroskobu (SEM) analizi

SEM goriintiilemesi i¢in bos ve fiksasyon iglemleri
uygulanan Ornekler 5Snm AuPd kaplanarak 500 ve
5000 biiyiitmede SEM cihazinda incelendi (Zeiss LS-
10, Germany). Her 6rnekten 3 fotomikrograf (1 tane
merkezden ve 2 tane rastgele periferik alandan) 500
biiylitmede secildi. Goriintii boyutu kalibre edildikten
sonra hiicresiz Ornekteki alan % total yiizey alam
olarak ifade edildi. Her mikrograf kodlanarak
hiicrelerin kaplamis olduklar1 alan Image J-NIH
(Bethesda, USA) progranu ile degerlendirildi'”.

Floresan boyama

Immunofloresan gériintiileme igin belirlenen 6rnekler
hiicre membran gegirgenligini artirmak igin, %0.5°lik
Triton X-100 (Sigma) ¢dzeltisinde +4 °C’de 20 dak
bekletildi. Triton X-100 ¢6zeltisi uzaklastirilip PBS ile
yikama yapildiktan sonra iizerine bloklama soliisyonu
(%3 Bovine serum albumin, %10 rabbit serum)
dokiiliip 1 saat bekletildi. Bloklama sonrasinda Alexa
Flour 488 Phalloidin (1:200) ¢ozeltisi eklenerek 1 saat
karanlikta inkiibe edildi. Hiicreler floresan uyumlu
kapatma medyumu (Abcam) ile kapatildi, floresan
mikroskobu altinda  goriintillendi ve floresan
mikroskobu kamerasi araciligiyla fotograflandirildi
(Olympus BX53, Japan).

Istatistiksel Analiz

Istatistiksel analizlerde GraphPad Prism programi
kullanildi. MTT 24 ve 48 saatte elde edilen
spektrofotometrik 6l¢iim sonuglari, student’s t testi ile
istatistiksel olarak degerlendirildi. Hiicrelerin 6rnek
yiizeylerinde kapladiklari temas alan Olglimlerinde
fiksasyon  soliisyonlarmma  gore saatler  arasi
farkliliklarin ~ degerlendirilmesinde iki gruba ait
drnekler Student’s t-testi ile karsilastirildl. Iki veya
daha fazla grup birbiri ile karsilastirilirken “Tek Yonlii
Varyans Analizi (One-Way ANOVA)” testi ve
“Turkey” yardimci testi kullanildi. Tim analizlerde
anlamlilik degeri p <0.05 olarak kabul edildi.

Bulgular

Disk 6rneklerin ylizey piiriizliiligii Ra=0.27 £0.03 pm
olarak kaydedilmistir. Ti6Al4V oOrneklerin hiicre
ekilmeden oOnceki SEM goriintilleri Sekil 1°de
sunulmustur. MTT analizinde 24 saat sonucunda disk
ornekler {iizerindeki HGF-1 hiicre canlilik orani
kontrole gore %95 ve 48 saatte %89 olarak
oleiilmiistiir. 1ki siirede de kontrole gore istatistiksel
olarak anlamli farklilik bulunmamaktadir (p>0.05)
(Sekil 2). SEM degerlendirmelerinde elde edilen
mikrograflardan hiicrelerin temas alanlar1 Sl¢limiinde
GA30 grubunun %70,43 +0.03, GA45 grubunun
%5891 £7,2, GA60 grubunun %65,73+£9,13; FA6
grubunun, %69,39 + 13,2, FA12 grubunun %95,83
+0,1 FA24 grubunun %58,83 +1.11; PFA20 grubunun
%67,33 £9,3 ve PFA120 grubunun ise %77,41 +2,43
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HGF-1 ile kaplandig: tespit edildi. Hiicrelerin disk
yiizeylerinde kapladiklari temas alanlar1 bakimindan
ayn1 fiksasyon sollisyonlarina gore farkli siirelerin
etkisi; GA ile fiksasyon sonucu GA30 ile GA4S5,
GA45 ile GA60 ve GA30 ile GA60 gruplar1 arasinda
istatitistiksel olarak anlamli farklilik bulunmustur
(p<0.05). FA ile fiksasyon sonucunda, FA6 ile FA12,
FA6 ile FA24 ve FA12 ile FA24 gruplararasi
degerlendirildiginde istatitistiksel olarak anlamli
farklilik bulunmustur (p<0.05). PFA ile fiksasyon
sonucu PFA20 ile PFA120 degerlendirildiginde de
istatistiksel olarak anlamli farklililk bulunmustur
(p<0.05) (Sekil 3). SEM goriintiilerinde HGF-1 hiicre
morfolojileri  degerlendirildiginde, her 1ii¢ GA
grubunda birbiriyle benzer olacak sekilde, yilizeyde
hiicrelerin uzamus, disk yiizeylerinde kismi olarak
belli alanlarda titanyum yiizeylerinden daha yiiksek
Obeklenmis, belirgin ¢ekirdek goriintiisii gosterdikleri
tespit  edilmistir. Tim gruplarda Ti6Al6V
yiizeylerinde yer yer bosluklarin oldugu ve benzer
yayilim gosterdigi gozlenmistir. En genis alana
ulagsmis HGF-1 goriintiisiinii GA30 grubunun verdigi
goriilmektedir. FA fiksasyonu sonucu tiim gruplarda
HGF-1"lerin disk yiizeyinde igsi sekilli ve homojen
yayilim  gosterdikleri  gdzlemlenmistir. Bunlar
icerisinde en yilksek yayilim orammi FAI12
gostermistir. Paraformaldehit gruplarinda SEM
degerlendirmesinde, birbirleriyle benzer olmak {izere
hiicrelerin uzun yapida ve st iste konumlandigi,
belirgin ¢ekirdek goriintiisiiniin  gluteraldehit ve
formaldehit gruplarina nazaran daha diizensiz
biiyiikliikkte heterojen oldugu tespit edilmistir (Sekil
6A). Fiksasyon siiresinin paraformaldehit igin hiicresel
morfoloji bazinda bir degisiklik meydana getirmedigi
gorilmiistir. SEM degerlendirmesi i¢in FA12 tiim
soliisyon ve siireler igerisinde en iyi hiicre morfolojisi
goriintiisiiniin ve en iyi hiicre yayiliminin gézlendigi
grup olmustur.

Sekil 1:

Ti6 Al4V orneklerin bos SEM goriintiileri (x1000 ve
x500 biiyiitme)
Sekil 2:
HGF-1 MTT sonuglarmmin kontrole gore istatistiksel
olarak degerlendirilmesi (24 ve 48 saat) (p>0.05)
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Sekil 3:

HGF-1 hiicrelerinin disk yiizeyine kapladiklart
alanlarn fiksasyon soliisyonu ve siireye gére
degerlendirilmesi. Istatistiki degerlendirme iki gruba
ait orneklerin karsilastirilmasinda, Student’s t-testi
yéntemi, iki veya daha fazla grup birbiri ile
karsilastirimasinda “Tek Yonlii Varyans Analizi
(One-Way ANOVA) " testi ve “Tukey” yardimci testi
ile yapilmistir. (£SS, n=3) p* <0.05 ayni fiksasyon
soliisyonlarinda farkl siirelerin etkileri
karsilastirildiginda istatistiksel farkliliklar: gosterir.

Immunofloresan ~ mikroskobundan  elde  edilen
goriintiiler incelendiginde her iic (gluteraldehit,
formaldehit, paraformaldehit) gruptaki hiicrelerde de
aktin filamentlerinin yogunluklar1 benzer seviyelerde
goriilmektedir. Bununla birlikte paraformaldehit
grubunda titanyum yilizeydeki hiicre govdelerinin
diger fiksatif gruplarina gore daha belirgin, yaygin igsi
ve uzamis olduklar1 tespit edilmistir. Bu grubun
hiicrelerinin daha iyi yayilmig ve daha biiyiik yiizey
alanlarina sahip oldugu izlenmistir. Her iki GrupPA2
ve GrupPA20 paraformaldehit grubunda, floresan
goriintiilerinin benzer oldugu tespit edilmistir (Sekil
6B).

A 30 dk 45 dk

60 dk

- : ;
: d '4
: RIE

Sekil 4:
A) 30, 45 ve 60 dakika GA solusyonu ile fiksasyon
sonrast HGF-1’lerin x500 ve x1000 biiyiitmede SEM
goriintiileri. Her ii¢ siirede de Ti6AI4V yiizeyleri yer
yer kaplanamamigtir. HGF-1 belirgin ¢ekirdeklere
sahiptir. Hiicreler uzamus ve iist iiste obeklenmis
sekilde bulunmaktadir; B) 30, 45 ve 60 dakika GA
solusyonu ile fiksasyon sonrast immunofloresan
goriintiileri, Bar; A: 50 um, 100 um. B: 200 um,
100 um
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A

6 saat 24 saat

12 saat

B 6 saat 12 saat 24 saat

Sekil 5:

A) 6, 12 ve 24 saat FA solusyonu ile fiksasyon sonrasi
HGF-1"lerin x500 ve x1000 biiyiitmede SEM
goriintiileri. Ti6AI4V yiizeylerinin homojen
kaplandigi, hiicrelerin igsi uzamis sekilde az katmanli
vaygin yayilim gésterdigi goriilmektedir. FA12
tamamen HGF-1 ile kaplanmugstir. B) 6, 12 ve 24 saat
FA solusyonu ile fiksasyon sonrast HGF-1lerin
immonofloresan goriintiileri, Bar;, A: 50 um, 100 um.
B: 200 um, 100 um

20 dk 120 dk

AL’

B 20 dk

Sekil 6:

A) 20 ve 120 dakika PFA solusyonu ile fiksasyon
sonrast HGF-1"lerin x500 ve x1000 biiyiitmede SEM
goriintiileri. Ti6AI4V yiizeylerinin yer yer
kaplanamadig, hiicrelerin belirgin ¢ekirdeklere sahip
oldugu, hiicrelerin uzun yapida ve obeklenerek tist
tiste konumlandiklar: gériilmektedir. B) 20 ve 120
dakika PFA solusyonu ile fiksasyon sonrast HGF-
1’lerin immonofloresan goriintiileri, Bar; A: 50 um,
100 um. B: 200 um, 100 um

Gluteraldehit ile fikse edilmis GA30 ve GA45
gruplarinda hiicrelerin uzun yapida ve {ist iiste
konumlandig1 gozlenirken, GA60 gurubunda hiicre
sayisinda azalma ve morfolojisinde farkliliklar
izlenmistir. GA30 ve GA45 gruplarinin hiicreleri daha
fazla ¢ikintiya ve hiicreler arasi etkilesime sahipken,
GA60 gurubunda bu 6zellikler izlenilememistir (Sekil
4B).

Formaldehit ile fikse edilmis GrupFA6, GrupFA12 ve
GrupFA24’daki hiicrelerin genig temas alani ile hiicre
govde sinirlarmin paraformaldehit ve gluteraldehit
gruplarina gore daha belirsiz oldugu gozlenmistir. Bu
grubun hiicrelerinin ¢ikintilar1 ve hiicreler arasi
etkilesimi diger iki fiksatif grubu kadar net
izlenememistir  (Sekil 5B). Her ¢ GrupFA®6,
GrupFA12 ve GrupFA24’teki immunofloresan
goriintiilerinin benzer oldugu tespit edilmistir.

Tartigsma ve Sonug¢

Insan gingival fibroblast hiicrelerinin mikroskobik
olarak goriintiilenebilmesi igin en kritik sathalardan
olan fiksasyon prosediirii igin literatiirde farkli
solisyon ve fiksasyon siireleri uygulandig
goriilmektedir. Bu ¢aligmada, titanyum {izerine ekilen
HGF-1 hiicrelerinin 48 saat sonundaki
proliferasyonlarimin  SEM ve Immiinofloresan ile
mikroskobik goriintiilenmesi Oncesinde fiksasyon
soliisyonlarinin ve siirelerinin neden oldugu degisim
incelendi. Bu amagcla gluteraldehit, formaldehit ve
paraformaldehit soliisyonlar1 literatiire uygun siireler
ve yiizdelerde hiicrelere uygulandi. Giliniimiizde
yaygin kullanilan fiksasyon soliisyonlar1, aldehit
grubu (Gluteraldehit, formaldehit, paraformaldehit)
soliisyonlardir.'"™ Bunlardan gluteraldehit karbon-
hitratlar, proteinler ve enzimlerin c¢ogunu fikse
edebilmektedir."”” Bu soliisyon ile fiksasyondan sonra
orneklerin tamponlarda biiziismeden uzun bir siire
muhafaza edilebildigi bilinmektedir. Gluteraldehit
lipitleri iyi fikse edememe ve bunlarla tespit edilmis

orneklerin  boyalarin1  yeterince alamama  gibi
dezavantajlara  sahiptir. Bu yiizden aldehitle
fiksasyondan sonra 0s0y’le postfiksasyon
onerilmektedir." Arastirmacilar, formaldehitin

gluteraldehitten daha kiigiik molekiile sahip olmasi
sebebiyle doku ve biyolojik molekiillere daha kolay
penetre olabildigini belirtmistir.'""* Bu calismada
hiicrelerin 6rnek yiizeylerinde kapladiklar1 temas
alanlar1 ylizde oran olarak degerlendirildiginde,
%95,83 ile en yiiksek degeri FA12 grubu gostermistir.
Her ¢ fiksasyon soliisyonu ile fikse edilmis HGF-1
hiicrelerinin temas alanlar1 6l¢iimlerinde fiksasyon
stirelerine gore gruplar arasinda istatistiksel olarak
anlaml farklilik bulunmustur (p<0.05). Thavarajah ve
ark., fiksasyonda kullanilan formaldehit soliisyonunun
disik molekiiler agirliga sahip olmasindan o6tiirii
hiicrelerden ¢ok c¢abuk penetre oldugunu ancak
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fiksasyon icin gerekli siirenin uzun oldugunu, rutin
uygulamada 25'C’de 24 saatte veya 37 C’de 18 saatte
uygun fiksasyonun gerceklesebildigini belirtmisler-
dir."! Bu durum hiicre fiksasyon yapilan doku veya
hiicrenin tipine, fiksasyon soliisyonunun Ph’sina,
uygulama hizi ve sekline, miktarina, osmoloritesine,
kimyasal ozelliklerine gore degisiklik gostermekte-
dir."® Calismamizda, tim inkiibasyonlar oda 1sisinda
gerceklestirilmis  olup, aym tip  formaldehit
soliisyonunun farkls siireler ile uygulanmasi sonucun-
da hiicrelerin morfolojik 6zelliklerinin benzer oldugu
ancak hiicrelerin yiizeyde kapladiklar1 alanlarin
istatistiksel olarak farkli olduklar: tespit edildi.

Al Shehadat ve arkadaslari, amniyotik membranlari
formaldehit veya gluteraldehit fiksasyon soliisyonlari
ile fikse ederek kiyasladiklar1 SEM calismasinda,
formaldehit ile fikse edilen hiicrelerin daha uygun
morfolojide SEM  goriintiisic  sonucu  verdigini
belirtmistir.'”” Bu sonu¢ kullanilan hiicre hatti farkl
olmasina ragmen Dbizim c¢alismamizla uyum
gostermektedir. Bu ¢alismada, gluteraldehit ve
paraformaldehit soliisyonlar1 ile fiksasyon, siireye
bagli olmaksizin hiicre morfolojilerinde benzerlik
gosterirken, en uygun hiicre morfolojisi SEM
goriintiileri formaldehit soliisyonu ile fikse edilen
gruplarda elde edildi.

Farkli yiizey piiriizliilik degerlerine sahip titanyum
ornekler tizerine uygulanan insan gingival hiicrelerinin
48 saat canlilik sonucu goriintiilenmesi i¢in 2 saat siire
ile %4’liik paraformaldehit fiksasyonu uygulanip
SEM ile degerlendirildigi bir ¢alismada, hiicrelerin
titanyum yiizeyine uygun yayilim gosterdigi,
plriizliliigiin fazla oldugu Orneklerde daha fazla
tutulum  gerceklestigi  bildirilmistir.”®. Bahsedilen
calismanin ~ SEM  goriintiileriyle  ¢alismamizin
paraformaldehit gruplari degerlendirildiginde,
fiksasyon islemindeki farklilikla beraber, hiicrelerin
titanyum ylizeyinde yayilim gosterdigi ancak bizim
calismamizda kullanilan titanyumun yiizey piiriizliilik
ortalamasinin ¢ok daha diisiik olmas1 sebebiyle (Ra:
0.27 £0.03 pm) yayilimin farkli oldugu goézlenmistir.
Belirli hiicre ve dokularin fiksasyon metodlarini
degerlendiren aragtirmacilar fiksasyon yonteminde her
tipe uygun tek bir yontem olmadigi, baz1 fiksatiflerin
belirli hiicre bilesenlerini korumada digerlerinden
daha etkili oldugunu belirtmektedir.”’  Bizim
sonuclarimiza goére FA12 grubuTi6Al4V vyiizeyine
ekilen HGF-1 i¢in 48 saat sonucunda SEM goriintiisii
elde etmede en uygun fiksasyon yontemi oldugu
onerilmektedir. Diger yontemler basarisiz bulunmus-
tur. Immunofloresan goriintiilerinde paraformaldehit
fiksasyonu ile elde edilen gruplarda ise diger
fiksasyon gruplarma gore morfolojik olarak hiicre
sekilleri ve uzantilar1 daha belirgin gézlenmistir.

Daha ileri c¢aligmalar dis hekimliginde spesifik
kullanilan hiicre gesitlerinin fiksasyon yontemleri i¢in
uygun oran, soliisyon ve siire gibi parametreleri
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kapsayan veriler sunarak multidisipliner konularda
calisan aragtirmacilar igin yol gdsterici olmalidir.
Fiksasyon islemi sonrasi hiicreler kullanilan fiksasyon
soliisyonun cinsi, hacmi, yilizdesi, uygulanma siiresi
gibi birgok parametreden etkilenebilmektedir.'® Bu in
vitro ¢alismanin sinirlart dahilinde de, altlik malzeme
olarak Ti6Al4V yiizeyine ekilen HGF-1 hiicrelerinde,
farkli fiksasyon soliisyonlar1 ve uygulama siirelerinin
hiicrelerin morfolojik ve proliferasyon 6zelliklerini
etkiledigi gézlenmistir.

Caligmanin limitasyonlari, tek tip altlik malzeme, tek
tip  hiicre ile fiksasyonlarin  etkinliklerinin
degerlendirilmis olmasidir. Ortam 1sis1 ve nem
parametreleri degerlendirilmemistir. Sonraki ¢aligma-
larda  hiicrelerin  ileri mikroskobik  morfolojik
degerlendirmesi, farkli fiksatif karigimlarinin ve post-
fiksasyon islemlerinin de kiyaslanmasi amag-
lanmaktadir. Aragtirmacilara, basarilt hiicre goriintiisii
elde edilebilmesi i¢in 6n c¢alisma ile fiksasyon
protokoliiniin kesinlestirilmesi onerilmektedir.

Etik Kurul Onay Bilgisi:
Bu ¢alismada hazir hiicre hatt1 kullanildig1 igin etik kurul onayina
gerek yoktur.
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