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OZET

ALTIN VE GUMUS NANOPARTIKULLERIN INSAN GINGIiVAL FIBROBLAST
HUCRELERINE SITOTOKSIK ETKIiSIiNIN iNVITRO OLARAK
DEGERLENDIRILMESI

Amag: Biyosentez ile elde edilen metalik nanopartikiller; mantar, viris, bakteri, bitki gibi
canli organizmalarin kullanilarak metal tuzlarinin indirgenmesi sonucu elde edilir. Giimiis
ve altin nanopartiklllerin antimikrobiyal, antienflamatuar, yanik yara iyilesmesini
hizlandirmak gibi etkileri oldugu bilinmektedir. Bu 6zelliklerinden dolay1 altin ve giimiis
nanopartikillerin periodontal tedavilerde de givenle kullanilabilirligini degerlendirmek
icin 48 saatlik sitotoksite, proliferasyon ve migrasyon gibi hicresel etkilerinin

karsilastirilmas1 amaglanmustir.

Gere¢ ve Yontem: Nar kabugu ekstrakti kullanilarak biyosentez ile altin ve giimiis
nanopartikiller elde edildi. Sentezlenen nanopartikillerin ultraviyole-gérinir bolge
spektroskopisi (UV-Vis) analizi, fourier dontisiimlii infrared spektroskopisi (FTIR) analizi,
taramali elektron mikroskobu (SEM) analizleri yapildi. Altin ve glimiis nanopartikiiller en
yuksek konsantrasyonlari sirasiyla 5,23 pg/ml ve 13,06 pg/ml olmak iizere yedi farkli
diliisyonda insan gingival fibroblast hiicrelerine eklenerek sitotoksisite deneyleri yapildi.
Ayrica en diisiik iki konsantrasyondaki altin ve giimiis nanopartikiillerin IGF hiicreleri

Uzerinde olusturulan yara modeline etkisi degerlendirildi.

Bulgular: Nar kabugu ekstraktindan elde edilen altin nanopartikiiller SEM sonuglarina gore
~ 25 nm, giimiis nanopartikiiller ise ~ 60 nm oldugu goriilmiistiir. Altin nanopartikiiller 24
ve 48 saatlik kullanilan tiim konsantrasyonlarda IGF hiicrelerine kars1 %95 ve tizeri canlilik
oranlar1 elde edilmistir. Gimiis nanopartiklllerde ise 24 ve 48 saatlik kullanilan tim
konsantrasyonlarda IGF hiicrelerine kars1 %80 ve iizeri canlilik oranlar1 elde edilmistir.
Benzer konsantrasyonlarda altin ve giimiis nanopartikiillerin IGF hiicreleri {izerine etkileri
karsilastirildiginda giimiis nanopartikiillerin daha sitotoksik oldugu goriilmiistiir (p<0,05).
IGF hiicrelerinde olusturulan yara modeli Uzerindeki iyilesmenin 24 saatlik sonuglari
degerlendirildiginde kapanmadan kalan yara miktarlar1 negatif kontrol grubuna gore tiim
nanopartikiil eklenen gruplarda daha basarili bulunmustur (p<0,05). 24 saatlik sonuclar

degerlendirildiginde iki nanopartikilde de yuksek olarak kullanilan konsantasyon daha



basarili bulunmustur (p<0,05). 48. saatlik sonuglara gore olusturulan tiim yaralar %100

kapanmugtir.

Sonug: Calismamizin sonuglari altin ve giimiis nanopartikiillerin IGF hiicrelerine kars:
sitotoksik etki gdstermedigi ve periodontal yara iyilesmesi i¢in terapdtik bir ajan olarak
tercih edilebilecegini gostermektedir. Glimiis nanopartikiiller proliferasyon ve migrasyonda
altin nanopartikillere gore istatistiksel olarak daha basarili bulunmustur. Bu bulgular

dogrulamak i¢in daha fazla calismaya ihtiyac vardir.

Anahtar Kelimeler: Insan gingival fibroblast hiicreleri, invitro, altin naopartikiil, giimiis

nanopartikil, bitkisel sentez, biyosentez, yara iyilesmesi



ABSTRACT

THE EVALUATION OF THE CYTOTOXIC EFFECT OF GOLD AND SILVER
NANOPARTICULES ON HUMAN GINGIVAL FIBROBLAST CELL INVITRO

Objective: Biosynthesis nanomaterials were obtained by reducing metalic salts using living
organisms such as fungi, virus, bacteria, plants. Silver and gold nanoparticles were known
with their antimicrobial, anti-inflammatory characteristics, and accelerating burn wound
healing. The aim of this study, compare the cellular effects such as 48-hour cytotoxicity,
proliferation and migration in order to evaluate its safe use in surgical and non-surgical

periodontal treatments.

Materials and Methods: Gold and silver nanoparticles were obtained by biosynthesis using
pomegranate peel extract. Ultraviolet-visible spectroscopy (UV-Vis) analysis, Fourier
conversion infrared spectroscopy (FTIR) analysis, scanning electron microscopy (SEM)
analyzes of the synthesized nanoparticles were accomplihed. Cytotoxicity experiments were
performed by adding gold and silver nanoparticles to human gingival fibroblast (IGF) cells
at seven different dilutions, with the highest concentrations of 5.23 pg / ml and 13.06 pg /
ml, respectively. In addition, the effect of gold and silver nanoparticles at the lowest two

concentrations on the wound model created on IGF cells was evaluated.

Results: According to SEM results, gold nanoparticles synthesized from pomegranate peel
extract are about 25 nm, silver nanoparticles are about 60 nm. Gold nanoparticles yielded
95% and above viability against IGF cells at all concentrations used for 24 and 48 hours. In
silver nanoparticles, 80% and above viability was obtained against IGF cells at all
concentrations used for 24 and 48 hours. When the effects of gold and silver nanoparticles
at similar concentrations on IGF cells were compared, it was observed that silver
nanoparticles were more cytotoxic (p <0.05). The healing potential at 24 hours between
groups were compared and it was found that silver and gold nanoparticle group significantly
increased the migration rate compared to negative control groups (p <0.05). When the 24-
hour results were evaluated, the higher concentration used in both nanoparticles group were

found to be more effective on wound healing (p <0.05).

Conclusion: According to the results showed that gold and silver nanoparticles any

cytotoxic effects against IGF cells and can be preferred as a therapeutic agent for periodontal



wound healing. Silver nanoparticles were statistically more effective in proliferation and

migration than gold nanoparticles. Further studies are needed to confirm these findings.

Key words: Human gingival fibroblast cells, gold nanoparticle, silver nanoparticle,
biosynthesis, wound healing
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1. GIRIS

Tim toplumlarda yaygin olarak gortlen periodontal hastaliklar,
multifaktoriyel, enfeksiyoz ve enflamatuar hastaliklardir [1]. Periodontal hastaliklar
sonucunda dokuda bir yara olusur. Yapilan cerrahi ve cerrahi olmayan periodontal
tedaviler sonucu gergeklesen iyilesme de bir yara iyilesmesi sureci olarak
distintilebilir. Clnku terim olarak yara, gesitli etkenler sonucu (delici aletler ile
mekanik olarak, travma sonucu, fiziksel ve kimyasal etkenlerle, mikroorganizmalar,
ameliyat sonrasi, vb.) canli dokunun baslangic anatomik yapi ve fonksiyonunun
kaybolmasi demektir [2].

Yara iyilesmesi, karmasik olaylar zinciridir ve diinya ¢apinda milyonlarca
insani etkileyen kronik enflamasyonda merkezi bir rol oynamaktadir [3]. Bir¢ok hiicre
tipi, bliylime faktorleri ve diger biyokimyasal olaylar birbirleriyle etkilesime girerek
bu siireci yiiriitiirler [4]. Hastalik sonucu azalmis periodontal dokuda olusan yara
iyilesmesinden sonra tam doku rejenerasyonu genellikle saglanamaz. Ozellikle, yara
bolgesinde enfeksiyon mevcutsa kronik bir iyilesme yanit1 gelisir [5].

Yara iyilesmesi sirasinda enfeksiyonu Onleyebilmek icin yara bakiminda
kullanilan terapotik ajanlarla ilgili farkli sonuglar bulunmustur. Son yillarda yapilan
bircok c¢alismada, alternatif olarak kullanilabilecek bitkisel preparatlar veya diger
alternatiflerin yara iyilesmesi sirasinda antimikrobiyal, antienflamatuar etkileri
incelenmistir [6].

Nanopartikiiller, tip ve dis hekimligi alaninda tibbi goriintiileme, ila¢ tasima,
kanser tedavisinde antimikrobiyal ve antienflamatuar etkileriyle oldukca poptler hale
gelmislerdir. Ozellikle giimiis nanopartikiller (AgNP) ve altin nanopartikiilleri
(AuNP) bilinen genis antimikrobiyal ve antienflamatuar etkilere sahip olan ve en
yaygin kullanilan nanopartikiillerdir [7, 8]. Bu partikiiller, fiziksel, kimyasal veya
biyolojik yontemlerle Uretilebilmektedir. Biyosentez ile nanopartikillerin Gretimi;
cevre dostu, basit, temiz, toksik olmayan ve ucuz uygulamalar olarak literatiire
kazandirilmistir [9].

Bu c¢alisma, bitkisel biyosentez ile elde edilmis altin ve giimiis

nanopartikiillerinin in-vitro kosullarda insan gingival fibroblast (IGF) hiicrelerine



sitotoksisitesini degerlendirmek ve yara iyilesme modeli Uzerindeki etkilerini

g0zlemeyi hedeflemistir.



2. GENEL BILGILER
2.1. Periodontal Hastaliklar ve Siniflandirilmasi

Dis ve destek dokular (diseti, periodontal ligament, alveoler kemik ve sement)
periodonsiyum olarak isimlendirilir. Bu dokulari etkileyen hastaliklar ise “periodontal
hastaliklar” olarak tanimlanmaktadir. Periodontal hastaliklarin tanimlamasi, 2017
Diinya Calistayr’'nin  “Periodontal ve Peri-implant Hastalik ve Kosullarmmn
Siniflandirilma Kriterleri” kararlarina gore yenilenmistir [10].

Yeni smiflandirmaya gore, klinik olarak disetinde enflamasyon goriilmeyen,
basarili bir sekilde tedavi edilmis gingivitis, periodontitis ge¢misi olan hastalar ve
diger periodontal durumlu kisiler “periodontal olarak saglikli” kabul edilir [11].
Periodontal hastaliklar, plak birikimine bagli gelisen basit enflamatuar yanitin konak
aleyhine bozulmasi ile baslar [12]. Sadece diseti dokusunda sinirli enflamatuar durum
gingivitis olarak adlandirilir. Gingivitis, disetinde Klinik olarak gézlemlenebilen 6dem,
sondlamada kanama, renk degisikligi ve kivam bozuklugu ile karakterizedir [13].
Gingivitis hastaliginda gorilen enflamasyon geri donebilen bir durumdur. Ancak eger
tedavi edilmezse gingivitis kroniklesir ve periodontitise dontisebilir [14].

Periodontitis ise dis etinde goriilen enflamasyonun ilerleyip periodontal doku
yikimina ve alveoler kemik kaybina neden oldugu kronik enflamatuar hastaliktir [15,
16]. Yeni siiflamada periodontitis hastalarinda tani; etiyoloji, prognoz, karmasiklik
dizeyi ve hastahigin niks veya progresyon riski degerlendirilerek daha
bireysellestirilmistir. Ayrica 1999 simiflandirmasimna gore “kronik” veya “agresif”
olarak bilinen ayr1 hastalik kategorileri “periodontitis” adi altinda toplanmuistir.
Evreleme (staging) ve derecelendirme (grading) sureciyle birlikte detayli bir
periodontitis siniflandirmasi olarak gelistirilmistir [10, 17, 18]

Periodontitis hastasinda evre (evre I-IV); interdental klinik atagman kaybi,
radyografik kemik kaybi, sondlama derinligi, dislerde migrasyon, furkasyon tutulumu,
acisal kemik defekti ve periodontitise bagl gelisen dis kayb1 varligina gore belirlenir
[19]. Periodontitis hastasinda derecelendirilme (derece A - diisiik risk, derece B - orta
risk, derece C - yuksek risk) ise periodontitisin ilerleme hizin1 belirler. Periodontitisin
derecelendirmesi; hastanin genel sistemik sagligi, sigara kullanimi, diyabetin

metabolik kontroll gibi kriterler degerlendirilerek yapilir [18].



Genel olarak periodontal hastaliklarin tedavisinde amag, enflamasyonu ortadan
kaldirarak hastaligin ilerlemesini durdurmaktir [20]. Bu amagla cerrahi ve cerrahi
olmayan tedavi secgenekleri kullanilmaktadir. Bu tedaviler sonucu gergeklesen

iyilesme, rol alan hiicresel ve molekiler olaylara baglidir [21].

2.2. Periodontal Yara Iyilesmesi

Periodontal yara iyilesmesi, viicudun herhangi bir bolgesinde gerceklesen yara
iyilesmesine benzerdir. Ancak en énemli fark: epitelin ve bag dokusunun tutundugu
bélgede bulunan mineralize dis ylzeyidir [21]. Melcher periodontal dokulardaki
iyilesmeyi agikladigi hipotezinde, ekspoze kok yiizeyinde tekrar kolonize olan hiicre
tipinin olusan tamir dokusunun yapisini belirledigini sdylemistir [22]. Bu hipoteze
gore, periodontal yara iyilesmesi sirasinda kOk ylizeyinde agiz epitelinden
kaynaklanan hucreler prolifere olursa, uzun baglant1 epiteli olusur. Diseti bag
dokusundan kaynaklanan hiicreler yara iyilesme bolgesinde aktif olursa, bag dokusu
adezyonu sert ve yumusak doku araligini doldurur, buna baglh olarak kok rezorpsiyonu
da meydana gelebilmektedir. Eger kemik iliginden kaynaklanan hucreler yara iyilesme
boélgesindeki aktif hiicrelerse, ankiloz ve kdk rezorpsiyonu meydana gelmesi beklenen
srectir [23].

Yara iyilesme slrecinin sonunda periodontal sagligin beklentileri tamir,
rejenerasyon, reatagsman Veya Yyeni atasman olusumudur. Rejenerasyon yapi ve
fonksiyonu bozulmus dokunun timuyle yenilenmesini igeren biyolojik bir suregtir.
Tamir ise hasara ugramis dokunun form ve fonksiyon agisindan eskiden mevcut doku
yerine yeni doku olusmasi ve devamliliginin saglanmasidir [22, 24] Baslangic
periodontal tedaviler sonucunda genel olarak hasarli periodontal dokular
rejenerasyondan ziyade tamir ile yanit verirler [25]. Bu sonuglar, yara iyilesmesi
sirasinda gerceklesen hiicresel ve molekiiler olaylara baglidir [21]. Ozellikle diseti bag
dokusunda baskin olarak bulunan gingival fibroblast hiicrelerinin proliferasyonlari,
sentezlenmeleri ve yikimlari yara iyilesmesini etkileyen énemli bir hiicresel faktordur
[26, 27]. Gingival fibroblast hucreleri bircok biylme faktorini eksprese ederek;
reepitelizasyonda, graniilasyon dokusu olusumunda, ekstraselltler matriks sentezinde
rol alirlar. Dolayisiyla tim bu mekanizmalar, gingival fibroblast hucrelerinin

proliferasyon ve migrasyon kapasiteleri ile direk iligkilidir [28].



Yara iyilesmesi, doku hasarindan sonra baslayan ardisik fazlardan olusur [5].
Bu kompleks stirecte ekstraselliiler matriksteki degisim fibroblastlar, makrofajlar,
trombositler ve endotelyal hiicreler gibi birgok basrol igerir ve hiicreler iirettikleri
sitokinler veya mediyatorler ile sireci yonetmektedirler [29]. Ozellikle cerrahi
tedaviler sonrasi beklenen yara iyilesmesi, yapilan cerrahi islemin basarisini da
etkilediginden 6tlirl ¢ok uzun yillardir arastirilan bir konu olmustur.

Yara iyilesmesini dogru yonetebilmek i¢in, yara iyilesme fizyolojisinin tam
olarak anlagilmasi1 6nemlidir. Bu fizyolojinin caligmasini bozabilecek faktorlerin
olumsuz etkilerini ortadan kaldirabilecek terapotik ¢alismalar giiniimiizde ¢ok fazla

arastirilan konulardan olmustur.

2.3. Yara lyilesmesinin Fizyolojisi

Yara iyilesme streci, koagulasyon ile baslar. Piht1 olusumu sonrasi birbirleriyle
ortiisen 3 ana fazdan olusur. Bunlar; enflamatuar, proliferatif ve remodeling fazlaridir
[30]. Bitun sureg, seluler ve ekstraseliler yapilarin etkisi ile sekillenir. Ayni1 zamanda
sitokinlerin ve biyime faktorlerinin spesifik olarak uyarici veya baskilayici gorevleri

de slreci yonetir [31].

2.3.1. Enflamatuar faz

Enflamatuar faz, iyilesme yanmitinin ilk habercisidir. Yaralanmadan hemen
sonra meydana gelir ve 3-5 giin siiresince devam eder [30]. Dokuda gergeklesen
travma sonucu kanama gozlenir. Kanamaya kars1 gerceklesen ilk vaskiiler yanit 5-10
dakika surebilen gecici vazokonstriksiyondur. Damarlardaki vazokonstriiksiyon

gegici bir ¢cozimdr.

2.3.1.1. Koagulasyon asamasi

Gegici vazokonstruksiyondan sonra pihtilagma kaskadi, lokal arteriyel ve
vendz kanamay1 kontrol etmek i¢in aktive edilir [5]. Pihtilagsma, bir fibrin aginda
trombositlerin bir araya getirilmesiyle baslar. Fibrin aginda temel amac vaskiiler
sistemi koruyarak vital fonksiyonun devamlilifin1 saglamaktir. Ayrica olusacak bu
piht1, gerceklesecek hiicre gocii igin gecici matriks olusturur [32, 33]. Aktive edilen
trombositler; hticre goég¢ini, adezyonunu ve proliferasyonunu uyaran sitokinleri,

blyume faktorlerini ve kemokinleri serbest birakirlar [34].



Trombositlerin sitoplazmasi, trombosit turevi blyume faktéri (PDGF),
epidermal biiyiime faktorii (EGF), transforme edici biiyiime faktori  (TGF-B), ve
insiilin benzeri biiyiime faktorleri (IGF) gibi sitokinlerle dolu a-granilleri icerir. Bu
molekdller notrofilleri aktive ederek ve bolgeye gogiinii saglayarak yara iyilesme
kaskadinda nétrofillerin promotdr olarak gorev yapmalarini saglar [35]. Daha sonra
makrofajlar, endotel hucreleri ve fibroblastlar da yara bolgesine yine bu sitokinler
sayesinde gelir. Ayrica trombositler, vazodilatasyona ve artmis vaskiiler gegirgenlige
neden olan serotonin gibi vazoaktif aminler icerir, bu da dokuda sivi

ekstravazasyonuna yol acan 6dem ile sonuglanir [36].

2.3.1.2. Enflamasyon asamasi

Damarsal gecirgenligin artmasi ile birlikte kan plazmasmnin ve diger
mediyatorlerin damar duvarlarindan diyapedez ile gecip ekstravaskiler alana
yerlesmesi gerceklesir [30]. Enflamatuar asamadaki hiicre yaniti, yara bolgesindeki
Iokositlerin akis1 ile karakterizedir. Polimorf nikleer Iokositlerden (PMNL),
notrofiller yara bolgesine ilk gelen enflamatuar hiicrelerdir, yaralanmadan 6 saat sonra
yarada gorilurler. 1-2 ginde maksimum sayiya ulasirlar. Notrofillerin gorevi
enfeksiyonun onlenmesi i¢in fagositoz ve proteaz saliim ile 6lii dokularin ortadan
kaldirtlmasidir [37].

Yaralanmadan 48-72 saat sonra, yarada makrofajlar gorulir ve fagositoz
siirecine devam eder. Bu hiicreler aslinda yaraya gelirken doku makrofajlar1 olmak
uzere fenotipik degisikliklere ugrayan kan monositleridir. Pihtilagsma faktorleri,
kompleman bilesenleri, PDGF, TGF-p, 16kotrien B4 ve trombosit faktdr IV gibi ¢cok
sayida ajan tarafindan yara bolgesine ¢ekilen makrofajlar, notrofillerden daha uzun bir
omre sahiptir ve daha diisiik bir pH degerinde ¢alismaya devam eder [38, 39]. Bu
hlcreler, énemli diizenleyici olarak islev géren TGF-B'nin yani sira bol miktarda
blyume faktori (TGF-a, heparin baglayici epidermal biiylime faktorii, fibroblast
biiyiime faktorii, kollajenaz) rezervuari saglayarak enflamatuar yanitin ge¢ asamalari
icin keratinositleri, fibroblastlar1 ve endotelyal hiicreleri aktive ederler. Boylece doku
rejenerasyonuna ve yara iyilesmesinin proliferatif evresine gegise destek olurlar [37].
Makrofajlar yara onarimu bitene kadar yara iyilesmesini diizenlemeye devam ederler

ancak sayilar1 ve aktiviteleri yaralanmadan sonraki besinci gune kadar azalir [30].



2.3.2. Proliferasyon fazi

Proliferatif faz, yaralanmadan sonraki ii¢lincii giinde baglar ve daha sonra
yaranin biiyiikliigiine gore ortalama 2 hafta siirer. Fibrin ve fibronektinden olusan
gecici fibrin aginin yerini alan yeni sentezlenmis ekstraselliiler matrisin birikmesi ve
fibroblast gogii ile karakterizedir [40]. Makroskopik diizeyde, yara iyilesmesinin bu
asamasi bol miktarda graniilasyon dokusu olusumu olarak goriilebilir. Fibroblastlar,

epitel hiicreleri ve endotel hiicreleri proliferatif fazda etkin olan primer hiicrelerdir.

2.3.2.1. Fibroblast migrasyonu

Yaralanmadan sonra, ¢evre dokulardaki fibroblastlar ve miyofibroblastlar ilk 3
giin boyunca proliferasyon i¢in uyarilirlar [41]. Enflamatuar hiicreler ve trombositler
tarafindan salinan TGF-B, EGF, PDGF gibi sitokinler ve fibronektin fibroblastlarin
yaraya goc¢lni saglar [42]. Fibroblastlar, yarada birikirler ve hyaluronik asit,
proteoglikanlar, fibronektin ve tip 1 ve tip 3 prokollajen matris proteinleri Uretirler
[38].

Kollajen, fibroblastlar tarafindan sentezlenmektedir ve tiim dokulara biitiinliik
ve saglamlik kazandirir. Ayrica, yara iyilesmesinin proliferatif ve yeniden sekillenme
fazlarinda anahtar bir rol oynar [43]. Kollajen iiretimi, doku hasarimin yaklasik 3-5.
giinlinde baslar ve epidermal biiylime faktorii (EGF), insiilin benzeri biiyiime faktorii-
1 (IGF-1) transforme edici biyime faktori-f (TGF-B), trombosit tiirevi biiylime
faktoru (PDGF) ve fibroblast biytime faktori-2 (FGF-2) tarafindan stimdile edilir [44].

Kollajen, yara igindeki hiicre i¢i matris olusumu igin bir temel gorevi gorur.

2.3.2.2. Anjiyogenez ve granilasyon doku olusumu

Yeni kan damarlarinin olusumu, var olan kan damarlarimin da filizlenmesi yara
iyilesmesinde kritiktir ve tim asamalarda eszamanli olarak gergeklesir. Yara
iyilesmesinin 2. gununde endotelyal hiicreler, fibroblastlara benzer sekilde go¢ ederler
[45]. Endotel hicreleri; FGF, vaskiiler endotelyal biyume faktéri (VEGF), PDGF,
anjiyojen dahil olmak tzere bir dizi anjiyojenik faktore yanit verir. Ayni1 zamanda
anjiyostatin ve steroidler gibi inhibitdr faktorlerin etkisi ile denge korunmus olur [46,
47]. Matriks metalloproteinazlar (MMP), anjiogeneziste ©6nemli gbrev alir ve

endotelyal hiicrelerin gegisine izin verecek sekilde ekstraselliler matrisin yikimini



saglar [48]. Anjiogenezde rol alan MMP-1, MMP-2, MMP-9 ve MMP-19 en 6nemli
matriks metalloproteinazlardir [49].

Enflamasyon fazinda olusan hiicre debrisleri ve bakteriler ortadan kaldirilinca
bir defekt meydana gelir. Bu defekti dolduran kan damarlart bakimindan zengin gegici
bag dokusu agina grantlasyon dokusu adi verilir. Yaralanmadan yaklasik 4 gun sonra,
gecici ekstraselliiler matriks dokusunun yerini alarak olusur. Graniilasyon dokusu;
fibroblast, kollajen ve kan damarlari igerir [29].

Yara iyilesmesinde proliferatif asamanin sonu, bu fazda meydana gelen biitiin
streclerin belirli bir noktada sona ermesi ve granilasyon dokusu olusumunun
durmasidir. Yara defekti kollajen sentezi ile dolduktan sonra fibroblastlar hizlica
apopitoz ile viicut tarafindan ortadan kaldirilir. Bununla birlikte, yara kenarlarinin
yaklagmasina yardimci olan yara kasilmas1 miyofibroblastlarca gerceklesir [50]. Ayni
apopitoz sureci gorevi biten tim fibroblastlarda gergeklesir.

2.3.3. Remodelig faz1

Yara iyilesmesinin en uzun ve son evresi olarak kabul edilir. Kollajenin
sentezlenmesi, parcalanmasi ve hiicre dis1 matrisin yeniden sekillendirilmesi siirekli
olarak gerceklesir ve her ikisi de yaralanmadan yaklasik 3 hafta sonra dengelenir [43,
51]. Bu asamaya yeniden sekillenme (remodelling) denir. Yara iyilesmesinin 21.
giiniinde maksimum kollajen miktarina ulasilsa da yaranin gerilme direnci normalin
ancak %?20’sidir. 6. haftada ise yaranin gerilme direnci %80°e artar. Yaranin gerilme
kuvvetindeki bu artisin sebebi, kollajen yapim/yikiminin yeniden diizenlenmesidir
[48]. Kollajen yapim/yikimi aktivitor ve inhibitor faktorler tarafindan siki bir sekilde
diizenlenir. Yaradaki notrofiller, makrofajlar ve fibroblastlar tarafindan tretilen MMP,
kollajenin  yikimindan sorumludur. Yavas yavas, metalloproteinaz doku
inhibitorlerinin aktivitesinin artmasi1 ile birlikte MMP aktivitesinde bir disis
gerceklesir, boylece yeni matris birikimi tesvik edilir [52, 53].

Metalloproteinaz doku inhibitori (TIMP), MMP aktivitesini diizenler. Bu
dengenin herhangi bir sekilde bozulmasi durumunda, asir1 veya yetersiz matriks
olusumu ya da yaranin agik kalmasi gibi problemler olusabilir [54]. Dogru bir yara
iyilesmesinde, Tip | kollajen miktar artar, Tip 11 kollajen, proteoglikan ve su miktari

azalir. Bununla birlikte kollajen fibrillerinin kalinlig1 ve interfibriller baglanma artar
[55].



Yeniden sekillenme asamasinin sonlarinda, biylk 6lciide proliferatif asamada
basglamis olan yara kontraksiyonu gordlir. Sureg, en énemlileri PDGF, TGF- ve FGF
olan bir dizi faktor tarafindan diizenlenir [56]. Yara iyilestik¢e, fibroblastlarin ve
makrofajlarin yogunlugu apopitoz ile daha da azalir [57].

Zamanla bolgeye kan akisi azalir ve yara bolgesindeki metabolik aktivite de
azalmis olur [58]. Sonug, hiicre ve kan damarlarinin sayis1 azalmis ve yliksek gerilme

mukavemeti ile tamamen olgunlasmis bir yaradir.

2.4. Oral Mukozadaki Yara Iyilesmesi Farkhliklar

Oral mukozadaki yumusak doku iyilesmesinin hiicresel yonleri ile ilgili cok
daha az bilgi bulunmakla birlikte, yara iyilesmesinin benzer bir siire¢ temsil ettigi
varsayilarak yumusak dokudaki yara iyilesmesi hakkindaki bilgi daha ¢ok deri
yaralarinin iyilesmesi ile ilgili ¢alismalardan elde edilmistir [24, 59]. Oral mukozadaki
yara iyilesmeleri ile dermal yaralarin iyilesmesi arasinda genellikle skar olugmayisi,
iyilesmenin hizli olusu gibi farklar vardir [60, 61]. Ayrica, IL-1’in oral yara
iyilesmesinde rol oynamasina karsin dermal yara iyilesmesinde etkisinin olmadigi
gosterilmistir. Bunun sebebi olarak, oral kavite i¢inde yer alan kommensal bakterilere
kars1 savunma mekanizmasini kontrol etmek amaciyla IL-1’in gerekli oldugu

distintilmiistiir [62].

2.5. Nanoteknoloji

1974 wyilinda Japon bilim adami Norio Taniguchi tarafindan Tokyo
Universitesinde nanometre diizeyinde materyallerin hassas tiretimlerinin tanimlanmasi
ile nanoteknoloji terimi ortaya atilmistir [63]. Nanomateryaller 1-100 nm
boyutundadir ve kimya, biyoloji, miithendislik, fizik, tip ve dis hekimligi gibi pek ¢ok
bilim dalinin da ilgi odagidir [9, 64].

Bir materyalin, nano boyutta sergiledigi fiziksel ve kimyasal 6zellikleri normal
boyutlarindaki 6zelliklerinden ¢ok daha farklidir [65]. Boyutun kiigiilmesi ile degisen
fizikokimyasal Ozellikler, nanomateryalleri belirgin olarak digerlerinden iki temel
faktorle ayirir. Bu iki temel faktdr, nano boyutta ylizey alanmin artmasi ve kuantum
etkisinin olusmasidir [66].

Nanopartiktller kimyasal, fiziksel ve biyolojik yontemlerle Gretilebilmektedir.

Bu partikillerin elde edilmesinde; asagidan yukariya (bottom up), yukaridan asagiya
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(top down) ve fonksiyonel (functional) olmak iizere ii¢ temel yaklagim bulunur [67].
Asagidan yukariya olan yaklasimda nanopartikiiller direk sentezlenerek daha biiyiik
kompleks molekuller olusturmak {izere birlestirilirler. Yukaridan asagi olan sentezde
partiklller konvansiyonel olarak sentezlenip, bileme ya da 6giitme yoluyla daha kuciik
hale getirilmesidir. Fonksiyonel yaklasim ise nanopartikiillerin 6zel kullanim alanina
uygun Uretilmesidir [68].

Dis hekimliginde nanoteknoloji kavramindan 2000°1i yillarda bahsedilmeye
baslanmistir [69]. Glinlimiizde, dis hekimliginde metalik nanopartikiillerin iiretimi ve
uygulamalari lizerine yogun arastirmalar yapilmaktadir. Agiz ve dis hastaliklarinin
teshisi, tedavisi ve onlenmesinde, agr1 giderme ve agiz sagliginin iyilestirilmesinde
nanoteknolojinin kullanim1 6zellikle ilgilenilen alanlardir [70].

Biyolojik uygulamalarla sentezlenen metalik nanopartikullerin sitotoksik ve
antimikrobiyal etkileriyle ilgili calismalar son derece yaygindir [9]. Ozellikle, giimiis
ve altin gibi nanopartikiillerin antimikrobiyal etkileri daha 6nce de rapor edilmistir
[71]. Son yapilan c¢aligmalar, giimiis nanopartikiillerinin yanik tedavilerinde, dental
materyallerde, giines koruma losyonlarinda, gelik {iriinlerin kaplanmasinda, tekstil
tirlinlerinde, sularin temizlenmesinde kullanimi gibi birgok alanda yapilmistir.[72-77]
Glimiis nanopartikiillerinin insan hiicrelerine kars1 diisiik toksisitesi, yiiksek termal

stabilitesi nedeniyle kullanimu ilgi cekmektedir [72].

2.5.1. Dis Hekimliginde Altin ve Giimiis Nanopartikiller

Altin (AuNP) ve giimiis nanopartikillerin (AgNP) biyomedikal uygulamalarda
ve gelisen nanobiyoteknoloji alaninda kullanim1 olduk¢a yaygindir. Biyouyumluluk
ve toksik olmama Ozellikleri altin nanopartikillerin antimikrobiyal, antitimor
aktivitelerde ve ila¢ taginimi gibi uygulamalarda kullanilmasina olanak saglar [78].
Aynmi sekilde, giimiis nanopartikillerin de en blylk karakteristigi birgok
mikroorganizmaya ve bakteriye karsi antimikrobiyal ve antibakteriyel etki
gostermesidir [79-81]. Bununla birlikte, AgNP’nin, antienflamatuar etkisinin de
bulundugu bilinmektedir [82].

Dis hekimliginde metalik nanopartikiiller en ¢ok antimikrobiyal etkileri ve
mekanik etkileri sebebiyle kullanilmaktadir. Oei ve ark. polimetil metakrilat (PMMA)
icine dahil edilmis AgNP'lerin etkisini arastirmiglardir. AgNP'lerin eklenmesi ile
mekanik ve antibakteriyel 6zelliklerde iyilesme oldugu ve bu iyilesmenin 28 giine
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kadar siirdiigii gosterilmistir [83]. Acosta-Torres ve ark. yine PMMA’ya AgNP
ekleyerek biyouyumluluk ve antifungal ozellikler iizerindeki etkisini arastirmistir.
Sonugta C. albicans'in yapiskanliginin azaldigi gosterilmis ve sitotoksisite,
genotoksisite gozlenmemistir [84].

Vazquez-Garcia ve ark. mineral trioksit agregat (MTA) materyaline AgNP
eklenmesiyle  mekanik  ve  antibakteriyel  Ozellikleri  (zerine  etkisini
degerlendirmislerdir. Sonug olarak MTA nin daha yiiksek antibakteriyel etki ve daha
iyl mekanik 6zellikler gosterdigini bulmuslardir [85]. Cheng ve ark. biyofilm tizerine
etkisini aragtirmak i¢cin AgNP'lerin farkli konsantrasyonlarini kompozit materyaline
ilave  etmislerdir. AgNP'lerin  eklendigi  kompozitlerin, 06zellikle  distik
konsantrasyonlarda remineralizasyon ve antibakteriyel Ozelliklere sahip olmasi ile
dental restorasyonlar icin uygun oldugunu gosterilmistir [86].

Frankova ve ark. AgNP'lerin fibroblastlar, keratinositler ayrica interlokinler,
blylme faktorleri ve MMP Uzerindeki etkilerini arastirmiglardir. Calisma sonucunda,
AgNP'lerin 1-2 gun sonra IL-12, TNF-a gibi enflamatuar sitokinlerde azalmaya neden
olduklart bulunmustur [87]. Farkli bir c¢alismada, AgNP periodontal patlara
eklenmistir. Onarim ve rejenerasyon degisikliklerinin degerlendirilmesi igin histolojik
degisiklikler 4 ve 7 gun sonra gozlenmistir. Kontrollere kiyasla AgNP eklenen grupta,
goreceli olarak zayif enflamatuar hiicre infiltrasyonu ve belirgin neovaskiilarizasyon
ile birlikte yeni kolajen sentezi sergilendigi gdzlenmistir. Bu ¢alismaya gore,
AgNP'lerin  biyouyumluluga sahip olduklar1 bu nedenle; yerel ilag dagitimi,
periodontal pat, yonlendirilmis doku rejenerasyonu membranlari vb. igine dahil
edilebilir oldugu diisiiniilmiistiir [88].

Dental implantlar icin de peri-implantitis olusumunu 6nlemek i¢in titanyum
implantlar Uzerinde antimikrobiyal ylzey kaplamasi olusturmak igin AgNp
kullanilabilecegi gosterilmistir [89].

Altin nanopartikillerin giimiis nanopartikillere gére antimikrobiyal etkilerinin
daha diisiik oldugu rapor edilmistir [90]. Altin nanopartikiillerin toksik olmadig1 ve
osteojenik farklilasmay: indiikleyebildigi jel formunda kullanilan in-vivo hayvan
calismasiyla rapor edilmistir [91]. Dong ve ark. altin nanopartikiillerini titanyum

implantlarin yizeyinde kemik rejenerasyonunu desteklemek igin kullanmiglardir.
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Sonug olarak osteoblast farklilasmasini uyardigini ve yeni kemik olusumunu

arttirdigini in-vivo hayvan calismasiyla ortaya koymuslardir [92].

2.5.1.1. Altin ve Giimiis Nanopartikullerin Antimikrobiyal Etki Mekanizmasi

AgNP'ler, hem gram pozitif hem de gram negatif organizmalar ve ¢esitli
antibiyotik direnci olan suslar iizerine bile etkili genis spektrumlu bir antibakteriyel
etki sergilemistir. Antibakteriyel etki i¢in g¢esitli mekanizmalar Onerilmis olmasina
ragmen, Kkesin etki sekli tam olarak anlasilamamistir. Glmis iyonlari, bakteri
hiicresinin farkli yapilar1 Gzerinde etkili olabilir. Oncelikle, hicre duvari ve
sitoplazmik membranin gegirgenligini arttirmakta ve bu yapilarin bozulmasina neden
olmaktadir [48,49]. AgNP'ler tarafindan bakteriyel molekillerden DNA [50-52],
proteinler [51,53] ve lipitlere [54] zarar verilebilir. AgNP'ler ayrica bakteriyel hiicre
yikimina neden olan oksidatif strese de neden olur [52]. Reaktif oksijen iiriinlerinin
(ROS) hiicre zar1 bozulmasina ve DNA modifikasyonuna neden oldugu literatiirde
bahsedilmistir [30].

Altin nanopartikillerin  antibakteriyel etkilerini esas olarak iki yolla
gerceklestirdikleri  bilinmektedir. Bunlardan biri, mikroorganizmanin membran
potansiyelini degistirmek ve ATP seviyesini azaltmak i¢in ATP sentaz aktivitelerini
inhibe etmektir. Bu da mikroorganizmanin metabolizmasinda genel bir diisiise neden
olur [93]. Digeri biyolojik siregte bir ¢okiisii gosteren tRNA baglanmasi igin ribozom
alt biriminin inhibisyonudur [93]. Bakterisidal altin NP'ler reaktif oksijen {irlinlerini
indiklemezler. ROS dretimi, ¢ogu bakterisidal antibiyotik ve antibakteriyel

nanomalzeme i¢in hiicre 6limUnd sagladiklar1 mekanizmadir [94, 95].

2.6. Nanopartikll Sentezi

Geleneksel olarak nanopartikiller, fiziksel ve kimyasal tekniklerle
sentezlenmekte ve stabilize edilmektedir. Fiziksel yontemler, lazer ablasyon [96],
litografi [97] ve yuksek enerjili 1isinlama [98] gibi teknikleri icerir. Kimyasal yaklasim
ise, kimyasal indirgeme, elektrokimya ve fotokimyasal indirgeme gibi tekniklerden
olugmaktadir [99-102]. Yapilan calismalar, sentez islemi sirasinda, nanopartikiillerin
boyut, sekil, stabilite ve fizikokimyasal 6zelliklerin gesitli faktérlerden gucli bir
sekilde etkilendigini gostermistir. Bu nedenle nanopartikillerin boyut, sekil, stabilite
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ve fizikokimyasal 6zellikleri etkin bir sekilde kontrol eden siireglerin tasarlanmasi
nanopartikil sentezine yonelik arastirmalarda 6nemli hale gelmektedir [103, 104].

Geleneksel kimyasal nanopartikil sentezleri hiicreye toksik, kanser olusumuna
sebep olan ve gevresel olarak toksik, pahali ve zehirli kimyasallarmn kullanildig:
yontemlerle gerceklestirilmektedir [105]. Geleneksel kimyasal sentez yontemleri
ayrica igerdikleri organik ¢ozucdler, indirgeyici ajanlar ve kolloidlerin istenmeyen
aglomerasyonunu 6nlemek icin kullanilan stabilizorler gibi tehlikeli kimyasallardan
dolay da toksik olabilmektedirler. Bazi nanopartikiillerin ise bilesim, boyut, sekil ve
yuzey kimyasi gibi faktorler nedeniyle toksik oldugu da bilinmektedir. Sonug olarak,
bu toksik ajanlar ile sentezlenmis veya potansiyel olarak toksik olan nanopartikillerin
klinik ve biyomedikal uygulamalarda kullanimi miimkiin olmamaktadir. Fiziksel ve
kimyasal yontemler metal nanopartikiillerin sentezinde yaygin olarak kullanilmasina
ragmen, fiziksel yontemler olduk¢a pahali, kimyasal yontemler ise ¢evreye ve canli
organizmalar icin zararlidir. Bu sentez yontemleri ile genis Olcekli nanopartikil
uretimi yiksek enerji tlketiminden kaynaklanan maliyetler, zehirli organik
¢oziiclilerin kullanimi, tehlikeli ara maddelerin liretimi ve ¢evre kirliligine ve ¢esitli
biyolojik risklere yol acan zararhi atik iirlinlerinin olusumu nedeniyle siirhdir. Bu
sorunu ortadan kaldirmak i¢in nanopartikillerin sentezinde temiz, giivenilir, biyolojik
olarak uyumlu ve gevreci yesil siireclerin gelistirilmesine ile ilgili ¢aligmalar son
zamanlarda artis gostermektedir [103, 106].

Son yillarda, nanopartikiillerin biyosentez ile sentezlenmesi geleneksel sentez
yontemlerine cekici bir alternatif olarak ortaya ¢ikmistir. Biyosentez, aktinomisetler
[107, 108], bakteriler [109, 110], mantarlar [107, 111], virtsler [112] ve bitkiler [113,
114] gibi tek hicreli ve ¢ok hicreli biyolojik materyallerin  kullanimi ile
gergeklestirilen ¢evre dostu yesil kimya temelli bir yaklasimdir. Nanopartikiillerin
sentezinde biyolojik fabrikalar olarak biyolojik materyallerin kullanimi ile genis bir
boyut, sekil, kompozisyon ve fizikokimyasal 6zellikte temiz, toksik olmayan ve cevre
dostu nanopartikiillerin sentezi gergeklestirilmektedir [115].

Bakteri, virlis, mantar ve maya gibi biyolojik materyallerin nanopartikdllerin
sentezinde kullanimina alternatif olarak bitki ekstraktlarinin nanopartikiil sentezinde
kullanim1 nispeten daha kolay ve daha avantajhidir [116, 117]. Bitki ekstraktlar1 ile

gerceklestirilen nanopartikil sentezinde mikroorganizmalarla gerceklestirilen
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sentezlerde gerekli olan mikroorganizma izolasyonu, Kiltir hazirlama ve kaltir
bakimi gibi 6zel, karmasik ve ¢ok asamali prosediirlere ihtiyag duyulmamaktadir.
Ayrica, bitki ekstrakti ile sentezlenen nanopartikiller mikroorganizmalar ile
sentezlenenlere gore biyuk miktarlarda nanopartikillerin dretimi icin daha kolay,

daha hizli ve daha uygun maliyetlidir [118].

2.6.1. Nanopartikullerin Bitkisel Sentezi

Bitkilerin metalik iyonlar1 biriktirme ve biyolojik olarak azaltma potansiyeline
sahip olduklar1 uzun zamandir bilinmektedir. Bu ilging 6zellikler nedeniyle, bitkiler,
metalik nanopartikillerin  biyolojik olarak sentezlenmesi ve detoksifikasyon
uygulamalari i¢in daha ¢evre dostu bir yontem olarak kullanilmaktadir. Kolayca elde
edilebilen bitki materyalleri ve bitkilerin toksik olmayan yapis1 sayesinde uretilen bitki
kaynakli sentezlenen nanopartikiller, biyomedikal ve ¢evre alanlardaki uygulamalar
icin gerekli olan yiksek talebin karsilanmasina imkan saglamaktadir. Bitkilerin
yaprak, meyve, sap, kokler ve cicek ekstraktlarmin kullanimiyla metal
nanopartikillerin sentezi gergeklestirilebilmektedir [119]. Biyoaktif alkaloidler,
fenolik asitler, polifenoller, proteinler, sekerler ve terpenoidleri iceren bitki ekstreleri,
metalik iyonlar1 indirgemede ve stabilize etmede 6nemli role sahiptir [120]. Ornegin
El-Kassas ve ark. Corallina officinalis ekstraktindaki polifenollerdeki hidroksil ve
proteinlerindeki karbonil grubunun altin nanopartikiillerin sentezinde ve kararli hale
getirilmesinde etkili olabilecegini gdstermislerdir [121]. Ozellikle, tohumlu bitkiler
nanopartikil sentezi igin uygun olabilecek bircok ikincil metabolitleri icermektedir
[119].

Nanopartikul sentezi, bitki ekstrakt numunesinin bir metal tuzu ¢ozeltisi ile
karistirilmasiyla baslar. Tuzlarin biyokimyasal olarak indirgenmesi hemen gergeklesir
ve nanopartikiillerin olusumu reaksiyon karigiminin renginde degisiklikle sebep olur.
Sentez sirasinda, islem metal iyonlarinin mono veya iki degerlikli oksidasyon
durumlarindan sifir degerli durumlara dondstiiriildiigii ve indirgenmis metal
atomlarinin ¢ekirdeklenmesinin gerceklestigi bir baslangic basamag ile baslar [122].
Bunun hemen ardindan, kiiglik komsu par¢aciklarin, metal iyonlarmin biyolojik olarak
daha fazla indirgenmesi gergeklesirken, termodinamik olarak daha kararli olan daha
blyik nanopartikiller olusturmak (izere birlestigi bir blylme periyodu izler. Blyime

ilerledikce, nanopartikller, kupler, kiireler, ticgenler, altigenler, pentagonlar, gubuklar
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ve teller gibi ¢esitli morfolojileri olusturmak igin toplanirlar. Sentezin son asamasinda
ise bitki ekstrakti nanopartikiilii stabilize etmekte ve en uygun ve kararli morfolojiyi

olusturmaktadir.

2.6.1.1. Nar Bitkisi ve Nar Bitkisinden Nanopartikll Sentezi

Nar (Punica granatum L.) Punicaceae ailesine ait ve bilinen en eski yenebilen
ve kutsal kitaplarda da adi gegen meyvelerden birisidir [123]. Kaynaklarda
insanoglunun nar1 6500 yildir bildigi, yedigi ve sifa kaynagi olarak kabul ettigine
deginilmistir. Nar meyvesi fenolik maddeler, vitamin, mineral, organik asitler,
antosiyaninler gibi insan sagligini olumlu yonde etkileyen bir¢ok bilesen sayesinde
antioksidan kapasitesi yiiksek besinler arasinda yer almaktadir [124]. Narin icerdigi
fenolik madde 0zelikle kabukta bulunmaktadir. Yiksek antioksidan kapasitesi
sayesinde; kanser, kalp-damar hastaliklar1, diyabet gibi yayginlasan birgok hastaliktan
korunmada etkilidir [125]. Ayrica enfeksiyonlarda, periodontal hastaliklarda, gida
zehirlenmelerinde, iilser, diyare, dizanteri, hemoroid tedavisinde yararli olmaktadir
[126].

Ahmad ve ark. nar kabugu ekstresinden kuresel sekilli giimiis ve altin
nanopartikiller sentezleyebilmislerdir [127]. Sentezledikleri AgNP'lerin  ve
AuNP'lerin ortalama kristal boyutunun, sirasiyla 5 nm ve 10 nm oldugunu
bulmuglardir [127]. Ancak bu calismalarinda sadece nanopartikiil karakterizasyonu
yapilmistir.

Devanesan ve ark. nar kabugu ekstresinden ortalama 26,95 nm'lik bir partikiil
boyutuna sahip olan AgNP sentezlemislerdir. Yaptiklar: calismada AgNP’lerin ¢esitli
gram-negatif ve gram-pozitif bakteriler lizerinde iyi antimikrobiyal etkiler sergiledigi
bulunmustur [128]. Ayrica, kolon kanseri hiicre hattina karsi sentezlenen AgNP’ler
test edilmistir. AgNP’lerin kolon kanseri tedavisinde kullanilabilecegini
bildirmislerdir.

Esawya ve ark. aymi sekilde nar kabugu ekstraktindan bitkisel sentezle AgNP
elde etmislerdir. [129]. Sentezledikleri AgNP ve nar kabugu ekstraktlariyla
olusturduklar 4 farkli agiz gargarasinin Streptococcus mutans ve dental plaktan izole
edilen Lysinibacillus cresolivorans, Lysinibacillus cresolivorans ve Lysinibacillus
boronitolerans’a kars1 antimikrobiyal etkilerinin yiiksek oldugu gosterilmistir. Ayni

zamanda, AgNP' den hazirlanan agiz gargaralari BJ-1 hicre hattina kars1 % 35 ve
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23.66' ya esit sitotoksisitede azalmaya yol agmistir [129]. Son olarak, olusturulan iki
gargarada da gucli anti-plak etkisi ve anti-hemorajik etkisini gozlemlemislerdir [129].

Tum bu bilgiler degerlendirildiginde, multifaktoriiyel, enflamatuar ve
enfeksiydz bir hastalik olan periodontitisin cerrahi ve cerrahi olmayan tedavilerinin
hepsinde nanopartikuller antimikrobiyal, antienflamatuar ve diger olumlu etkileriyle
birlikte stirece destek olabilirler.

Bu calismanin amaci, bitkisel biyosentez ile nar kabugundan elde edilen altin
ve glimiis nanopartikiillerin periodontal tedavilerde de giivenle kullanilabilmesi i¢in
in-vitro kosullarda insan gingival fibroblast (IGF) hiicreleri iizerindeki proliferasyon,

sitotoksisite  ve hiicre migrasyonu etkilerinin ~ degerlendirilmesidir.
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3. GEREC VE YONTEM

Bu caligmada kullanilan altin ve giimiis nanopartikillerin sentezi Gebze Teknik
Universitesi Kimya Boliimii Biyokimya Laboratuvarinda, hiicre kiiltiirii deneyleri ise
Tokat Gaziosmanpasa Universitesi Biyomiihendislik Boliimii Hiicre ve Doku Kiiltiirii

Laboratuvari’nda gerceklestirildi.

3.1. Nar Kabugu Ekstraktimin Eldesi

Oncelikle temin edilen nar meyvesinde taneler ayrilarak kabuklar 6nce ¢esme
suyu daha sonra ise distile su ile yikandi. Daha sonra kiigiik parcalara ayrilan nar
kabuklar1 karanlik bir ortamda oda sicakliginda yaklasik bir hafta kurutulmaya
birakildi. Kurutulan nar kabuklar1 kullanilacaklar1 zamana kadar -20°C’da muhafaza
edildi.Kurutulmus kabuklar elektrikli 6giitiicii ile kiigtiltiilerek un haline getirildi ve
fenolik bilesen eldesi i¢in kaynatma yontemi kullanildi. Coziicii olarak %80 metanol-
su kullanildi. 400 ml metanol ile 100 ml ultra saf su karistirilarak 500 ml %80 metanol-
su hazirlandi. Kurutulmus nar kabugu tozundan 50 g tartildi ve 500 ml %80 metanol-
su tozun iizerine ilave edildi. Elde edilen karigim 80°C’de 300 rpm’de 40 dakika
manyetik karistiricida karistirildi.

Ekstraksiyon sonrasi karisim adi siizge¢ kagidi ile suzildi. Elde edilen
ekstrakttan doner buharlastiric1 cihazi (Heidolph, Schwabach, Almanya) ile organik

¢0zucu olan metanoliin uzaklagtirilmasi saglandi.
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3.2. Nar Ekstraktindan Nanopartikul Eldesi

3.2.1. Nar Ekstraktindan Giimiis Nanopartikiil Eldesi

Nar kabugu ekstraktlar1 ile glimiis nanopartikiillerin biyosentezinde, giimiis
nitrat (AgNO3) sulu ¢ozeltisinin bitki 6ziitii ile etkilesimi sonucu glimiis iyonlari
indirgenerek glimiis nanopartikiillerin sentezi gerceklestirildi. Nar kabugu ekstrakti,
hem indirgeyici hem de olusan partikiillerin ¢oziinmesine karsi stabilize etme gorevi
gorar [130].

Eppendorf tuplerde; AgNO3 (10 mM) ve farkli oranlarda nar kabugu ekstrakti
kullanilarak giimiis nanopartikiil sentezi i¢in optimum sartlar belirlendi (Tablo 3.1).

Optimum kosullardaki AgNOs/nar ekstrakti 40°C’de 30 dakika inkiibe edildi.

Tablo 3.1. Gliimis nanopartikil sentezinde kullanilan AgNOz/nar kabugu ekstrakti
orani

AgNOs3 miktari (UL) | Nar kabugu ekstrakti miktar (LL)

970 30
950 50
930 70

Elde edilen AgNP'ler 30 dakika boyunca 13,000 rpm'de 4 C’de santrifiije edildi
(Fotograf 3.2). Daha sonra ortamda reaksiyona girmeden kalan AgNO3 ve nar kabugu

ekstrakt1 iki kez ultradeiyonize su ile yikanmig ve giimiis nanopartikiil elde edildi.
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Fotograf 3.1. Nar kabugu ekstraktindan sentezlenen altin ve giimiis nanopartikal

3.2.2. Nar Ekstraktindan Altin Nanopartikil Eldesi

Nar kabugu ekstraktlari ile altin nanopartikiillerin biyosentezinde kloroaurik
asit (HAuCl4) sulugozeltisi bitki oziitii ile etkileserek altin iyonlarin indirgenmesi
sonucu altin nanopartikiillerin sentezi gergeklestirildi.

Eppendorf tiplere alinan HAuCls (%0.1) ve farkli oranlarda nar kabugu
ekstraktlar1 kullanilarak optimum sartlar belirlendi (Tablo 3.2). Optimum kosullardaki
HAuCI4/nar ekstrakti oda sicakliginda 30 dakika inkube edildi . Sentez sonrasinda elde
edilen AuNP'ler 30 dakika boyunca 13,000 rpm'de 4°C’de santrifiije edildi (Fotograf
3.2.). Daha sonra ortamda reaksiyona girmeden kalan HAuUCI4 ve nar kabugu ekstrakti

iki kez ultradeiyonize su ile yikanmig ve altin nanopartikul elde edildi.

Tablo 3.2. Altin nanopartikul sentezinde kullanilan HAuCla/nar kabugu ekstrakti orani

HAUCI4 miktar1 (unL) | Nar kabugu ekstrakti miktar: (pL)
995 5
990 10
985 15
980 20
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Fotograf 3.2. Sentez ve santrifilj sonrasi goken altin ve giimiis nanopartikil

3.3. Sentezlenen Nanopartikillerin Karakterizasyonu

Sentezlenen altin ve glimiis nanopartikiillerin 6zelliklerinin belirlenmesi igin
taramali elektron mikroskobu (SEM), ultraviyole-gorinir bolge spektroskopisi (UV-
Vis) ve fourier doniisiimlii infrared spektroskopisi (FTIR) spektral analizleri Gebze
Teknik Universitesi Malzeme Bilimi ve Miihendisligi Béliimii ve Kimya Boliimiinde

gerceklestirildi.
3.4. Hicre Kiiltiirii Calismasi

3.4.1. Hucrelerin Cozulmesi, Pasajlanmasi, Cogaltilmalar: ve Sayilmasi

Nanopartikiiller kullanilarak in-vitro olarak gergeklestirilecek hiicre kiiltiirti
deneylerinde Tokat Gaziosmanpasa Universitesi Hicre ve Doku Kiltiri
Laboratuvari’nda stok halde bulunan insan gingival fibroblast (IGF) (ATCC®CRL-
2014TM) hiicreleri kullanilda.

-196°C igerisinde saklanan siv1 azot, kryotiipten ¢ikartilir ¢ikartilmaz, vakit
kaybetmeden 37°C’deki su banyosu igerisinde ¢ozdiiriildii. Igerigi ¢oziinen kryotiip
biyogiivenlik kabinine alinarak iizerine hazirlanan besi ortami damla damla eklenerek
santrifiij tiipiine aktarildi. Hiicreler 800 rpm (devir/dakika)’de 4'C'de 5 dk sogutmali
santrifiij cihazinda ¢oktiiriildii (Fotograf 3.3).

20



Fotograf 3.3. Sogutmali santrifuj cihazi

Santrifligasyon sonrasinda olusan iist faz (siipernatant) atilarak, pelet lizerine
taze besi ortami eklenerek homojenize edildi. Homojenize edilen hucreler taze
hazirlanmis 37°C’ye 1s1tilmis, DMEM HG (Dulbecco's modified Eagle’s medium, 4,5
g/L glikoz) besi ortami, %10 (v/v) inaktif fetal sigir serumu (FBS) ve %1 (v/v) L-
glutamin iceren besi ortamu ile flasklara gegirilerek 37°C'de, %5 CO; iceren %95 nemli

ortamda inkiibasyona birakild: (Fotograf 3.4).

Fotograf 3.4. Kullanilan inkubator

ECCD

CelCulture €0- INCUBATOR,
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Hucrelerin morfolojileri, ters-faz mikroskop (Olympus, Tokyo, Japonya) ile

incelenmis ve hiicrelerin besi ortami iki giinde bir degistirilerek %70-80 konfluensiye

ulasilmasi igin beklenmistir (Fotograf 3.5).

Fotograf 3.5. Kullanilan ters-faz mikroskop

%70-80 konfliensiye ulasmis flasklardaki hicrelerin Gzerinde bulunan
kullanilmis besi ortami uzaklastirildiktan sonra 37°C’de 1sitilmis olan, steril Ca* ve
Mg*? igermeyen fosfat tamponu ile hiicrelerin yiizeyi yikandi. Daha sonra hiicrelerin
iizerine 37°C' de 1sitilmus tripsin-EDTA (2,5 g/L tripsin, 0.5 mM EDTA) ¢ozeltisi
eklenerek 37°C' de 5 dk bekletilip, hiicrelerin yiizeyden ve birbirlerinden ayrilmasi
sagland1 (Fotograf 3.6).
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Fotograf 3.6. Kullanilan EDTA soliisyonu

Calismamizda kullanilan hiicrelerin canliligi ve sayimi, tripan mavisi boya
yontemi ile Neubauer Lami kullamilarak belirlendi (Fotograf 3.7). Bu yontemde; hiicre
stispansiyonu %0.4°likk 45 tripan mavisi (Sigma Aldrich, Missouri, ABD) ile 1:1

oraninda karistirildiktan sonra, Thoma Lami iizerine yliklenerek 151tk mikroskobu

altinda hiicre sayimi yapildi.

Fotograf 3.7. Neubauer lam1
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Olii hiicreler, hiicre membranlarini kaybettikleri icin boyay1 igine alarak mavi
renkte, canli hiicreler ise boya almadigi igin parlak sari renkte izlendi. Sayim
alanindaki tiim bolmeler sayilarak, hiicre konsantrasyonu (hiicre/ml) olarak asagidaki

gibi formdile edildi:

A (Saymm alaninda sayilan hiicre sayis1 )xSF (Sulandirma faktorii)x 104

Ayrilan hiicrelerin Gizerine serum iceren besi ortamu ilave edilerek stispansiyon
homojenize edilmis ve tiipler, 800 rpm’de 4 C'de 5 dk. santrifiijlendi. Santrifiigasyon
sonrasinda Ust faz (supernatant) atildiktan sonra, pellet Uzerine taze besi ortami
eklenerek homojenizasyon saglanmistir. Hicre siispansiyonundan, her kuyucuga
5x10* hiicre/ml konsantrasyonda olacak sekilde alt1 tekrarli (n=6) olarak 96 gozlii
kiiltiir kaplara cogaltilmak iizere ekilmistir. Hiicreler %5 CO; iceren 37°C’deki nemli

inkibatdrde 24 saat boyunca inkube edildi.

3.4.2. MTT Testinin (3-[4,5-Dimethylthiazole-2-yl]-2,5-diphenyltetrazolium
bromide) Uygulanmasi

Kiltive edilen hiicreler inkubatorde iken, ultraviyole ile altin ve gimis

nanopartikilleri 4 saat boyunca steril edildi. Sterilizasyonu saglanmig

nanopartikiillerin ultraviyole cihazmin iginden steril kabin igerisinde agild1 (Fotograf

3.8).

Fotograf 3.8. Steril nanopartikullerin kabin i¢indeki gorintusu

u;m me

STERIL
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Altin ve giimiis nanopartikiller igin en ylksek konsantrasyon sirasiyla %13.06
ve %5.23 olacak sekilde 4,5 g/L Dulbecco's modified Eagle’s medium (DMEM HG)
glikoz besi ortaminda siispansiyon halinde ¢ozdiiriildii. 96 gozlii kiiltiir kaplarinda
nanopartikiil ve DMEM HG siispansiyonu 7 diliisyonla uygulandi. Negatif kontrol
olarak birakilan 12 kuyucuga ise sadece tam besi ortami koyuldu (Fotograf 3.9). 24

saat 37°C'de, %5 CO; iceren %95 nemli ortamda inkilbasyondan sonra pleytteki

kullanilmis besi ortami bosaltildi ve htcrelerin Gzerine %10 MTT (5 mg/mL

konsantrasyonda, PBS igerisinde hazirlanmis) iceren besi ortami eklendi.

Fotograf 3.9. Nanopartikil ve DMEM HG eklenmis 96 gozIu kiltir kaplar

Mikroplaklar yine aymi inkiibatorde ti¢ saat daha inkiibe edildi (Fotograf 3.10).

Formazan kristalleri, 100 uL dimetil siilfoksit (DMSO) kullanilarak ¢oziindiiriildi ve
plakalar, ELISA plaka okuyucusu kullanilarak 570 nm'de okundu.
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Fotograf 3.10. MTT c¢ozeltisi eklenmis 96 g0zl kultlr kaplart
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Nanopartikil ile muamele edilen kuyucuklarda 6lculen optik dansite (OD)
degerleri, negatif kontrol olarak hazirlanan kuyucuklarin OD degerleriyle
karsilagtirild1 ve nanopartikiillerin her diliisyonu i¢in canlilik degerleri (%) asagidaki

gibi formdle edildi:

% Canlilik = OD (Ornek) / OD (Kontrol) x100

Her test materyalinin her bir diliisyonu i¢in li¢ kuyucuk kullanildi ve deneyler
iki kez tekrarlandi. Elde edilen verilerin ortalamalar1 hesaplanarak analizler

tamamland.

3.4.3. In-Vitro Yara Modeli

Insan gingival fibroblast hiicrelerinin migrasyon/invazyon kapasitesinin
belirlenmesi igin in vitro yara iyilesmesi modeli testi yapildi. IGF hiicreleri 6 gozlii
kiiltiir plakalarina ekilerek ve hiicrelerin %80-90 konfluensiye gelmesi beklendi. 6

g0zl kiiltiir plakalarinda yeterli konfluensiye gelen hiicreler tizerine steril P200 pipet

ucu ile bir '¢izik' olusturuldu (Fotograf 3.11). 0. giin inverted mikroskop altinda 4x ve
10x biiyiitmede fotografland1 (Fotograf 3.12). Besi ortami ve MTT analizinde

kullanilan en disiik iki konsantrasyondaki altin ve giimiis nanopartikiil
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konsantrasyonlar ile hiicreler, in-vitro ¢izik tahlili icin 37°C, %5 CO: igeren nemli
ortamda inkiibasyona birakildi. Negatif kontrol ise sadece besi ortami ile 37°C, %5

CO:s: iceren nemli ortamda inkbe edildi.

Fotograf 3.11. Cizik olusturma esnasinda 6 gozIi kultlr kaplart

Hiicreler ilgili bilesenlerle 48 saat kiiltiire edildi ve her 24 saatte bir inverted
mikroskop altinda 4x biiyiitmede fotografland1 (Fotograf 3.13 ve Fotograf 3.14). 48
saat sonunda goriintiiler, mikroskop yazilimi (Olympus, Tokyo, Japan) aracigiyla
analiz edildi. Kapanmayan yara alanlar1 alansal olarak ImageJ software 1.49 (Public
Domain, BSD-2) ile hesaplandi. Elde edilen veriler negatif kontrolle oranlanarak %

yara iyilesme oranlari tespit edildi.

% Yara Iyilesme Oram = Kapanmayan Yara Alan1 (Ornek) / Kapanmayan Yara
Alan1 (Kontrol) x100
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Fotograf 3.12. Olusturulan yara modelinin 0.saat inverted mikroskop goriintusi

Fotograf 3.13. Olusturulan yara modelinin 24.saat inverted mikroskop goruntisu
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Fotograf 3.14. Olusturulan yara modelinin 48.saat inverted mikroskop goriintusu

3.5. istatistiksel Analiz

Elde edilen verilerin istatiksel karsilastirmalart SPSS 20.0 (SPSS Inc., Chicago,
IL) programi kullanilarak gerceklestirildi. Calisma verileri degerlendirilirken
tanimlayici istatistiksel metotlarla (ortalama, standart sapma) birlikte niceliksel
verilerin karsilastirilmasinda Tek yonlii varyans analiz testi (ANOVA) kullanildu.
Istatistiksel olarak fark bulunan gruplara ise Bonferroni Post Hoc diizenlemesi
uygulandi. Tiim degerlerin istatiksel analizlerinde ve p<0,05’in altindaki farkliliklar

anlaml1 olarak kabul edildi.
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4. BULGULAR

4.1. Giimiis Nanopartikulinin Karakterizasyonu

4.1.1. Ultraviyole-Goriunur Bolge Spektroskopisi (UV-Vis) analizi

Gimiis nanopartikillerinin  sahip olduklar1 serbest elektronlarin yiizey
plazmon rezonansina (SPR) ait dalga boylar1 400 ile 470 nm dalga boyu araliginda
maksimum pikler vermektedir [131]. Farkli tepkime kosullarinda olusan
nanopartikiillerin UV-Vis spektral analizleri, Gebze Teknik Universitesi biinyesindeki
UV-VIS-NIR Spektrofotometre (Shimadzu, Kyoto, Japonya) cihazi ile yapildi ve
gorintr bolgede keskin pikler elde edildi. Giimiis nanopartikill sentezinin
gerceklestigi, orneklerin agik kahverenginden koyu kahverengiye donmesi ve 400 ile
470 nm dalga boyu araliginda maksimum pikler verdigi UV-Vis spektrumlari ile
belirlendi (Sekil 4.1).

Konsantrasyona bagli olarak 444 ile 453 nm arasinda absorpsiyon
gozlemlenmistir. Nar ekstrakti, 30 pL konsantrasyonda kullanildiginda absorbans
grafigi sonuglarinca sentez igin en uygun konsantrasyon olarak belirlendi. Tim giimiis
nanopartikiller, AgQNO3z (10 mM) ve 30 pL nar kabugu ekstrakti kullanilarak elde
edilmis ve diger karakterizasyon islemleri bu sentez sonucu olusan giimiis
nanopartikiillerle yapildi. Ayrica, 380 nm'de gdzlemlenen absorpsiyon bandi, nar
kabugundan elde edilen ekstraktta bulunan organik maddelerin n-n* gecisinden
kaynaklanir. Nar kabugu ekstresinde bulunan polifenoller, AgNOs'lin indirgenmesinde

guclu bir indirgeme maddesi olarak islev gérmiistiir.

Tablo 4.1. Farkli konsantrasyonlarda nar ekstraktindan sentezlenen giimiis
nanopartikillerin dalga boylari

Nar ekstrakti miktar: (uL) Dalga boyu (nm) Amax
30 444 1.13
50 449 1.25
70 453 0.89
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Sekil 4.1. Farkli konsantrasyonlarda nar ekstraktlari ile sentezlenen AgNP UV
spektrumlari

1.50 - — 0wl
— 50 ul

@ 1.00 - — 0l

1}

o]

P

o

8 050 A

2o

0.00 . . . . . .
300 350 400 450 500 550 600

Dalga Boyu (nm)

4.1.2. Fourier doniisiimlii infrared spektroskopisi (FTIR) analizi

Gumiis nanopartikil sentezinin  hangi baglar Uzerinden yiiridigiini
belirleyebilmek icin elde edilen nar kabugu ekstrakti AgNOz cozeltisi ile
etkilestirilmeden once ve sonra (nar kabuk ekstraktt + AgNPs) FT-IR (PerkinElmer,
Inc., Massachusetts, ABD) ile analizleri yapildi. FTIR sonuglarina gore
absorbanslardaki kaymalar bag degisikliginin gostergeleridir. 3500-3000 araliginda
yapilan okumalarda nanopartikiilde absorbans azalmasi O-H baglarinin ayrildigina

isaret etmekte ve olusan C-O baglar1 1250-1000 arasindaki absorbans degisikligini
aciklamaktadir (Sekil 4.2).
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Sekil 4.2. Nar ekstrakti ile sentezlenen AgNP FTIR spektrumu
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4.1.3. Taramah elektron mikroskobu (SEM) analizleri

Gebze Teknik Universitesi Malzeme Miihendisligi Boliimii SEM (Philips,
Amsterdam, Hollanda) cihazi ile nar kabugu ekstrakti/AgNP’lerin boyut ve icerdigi
elementel analizleri gergeklestirildi. Elde edilen nanopartikiillerin yiizey morfolojileri
SEM analizleri ile belirlendi.

Elde edilen verler, sentezlenen nanopartikiillerin monodispers, kiiresel sekilli

ve yaklasik ~60 nm ¢aplarinda oldugu tespit edildi (Sekil 4.3).
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Sekil 4.3. Nar ekstraklar ile sentezlenen AgNP ler farkli blylitme oranlarindaki SEM
goruntaleri
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4.2. Altin Nanopartiktlinin Karakterizasyonu
4.2.1. Ultraviyole-Gorunur Bolge Spektroskopisi (UV-Vis) analizi

Altin nanotaneciklerin sahip olduklar1 serbest elektronlarin yilizey plazmon
rezonansina (SPR) ait dalga boylar1 sayesinde genellikle 500 ve 550 nm arasindaki
piklerin varhig: ile tespit edilir [132, 133]. Cesitli tepkimeler sonucu olusan
nanopartikillerin - UV-Vis spektral analizleri UV-Vis-NIR Spektrofotometre
(Shimadzu, Kyoto, Japonya) cihazi ile yapildi ve goriiniir bolgede keskin pikler elde
edildi.

Altin nanopartikiillerinin olusumu 6rneklerin renginin saridan sarap kirmizi
rengine donmesi ve UV-Vis spektroskopisi kullanilarak 530 ile 560 nm dalga boyu
araliginda maksimum pikler verdiginin izlenmesi ile belirlendi (Sekil 4.4). Nar
ekstrakti, 15 pL konsantrasyonda kullanildiginda absorbans grafigi sonuglarinca
sentez icin en uygun konsantrasyon olarak belirlendi (Tablo 4.2). Tum altin
nanopartikiller, AuCls (%0.1) ve 15 pL nar kabugu ekstrakti kullanilarak elde edilmis
ve diger karakterizasyon islemleri bu sentez sonucu olusan altin nanopartikiillerle
yapildi. Ayrica, 380 nm'de gozlemlenen absorpsiyon bandi, nar kabugundan elde
edilen ekstraktinda bulunan organik maddelerin n-n* ge¢isinden kaynaklanmaktadir.
Nar meyvesi ekstresinde bulunan polifenoller, AuCls 'nin indirgenmesinde guclu bir

indirgeme maddesi olarak iglev gérmiistiir.

Sekil 4.4. Farkli konsantrasyonlarda nar ekstraklari ile sentezlenen AUNP UV
spektrumlari

Dalga boyu Amax Ae50 /As30 Nar kabugu ekstrakti miktari
(nm) (1))
556 0,155 0,74 5
531 0,172 0,7 10
534 0,432 0,56 15
538 0,496 0,61 20
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Tablo 4.2. Nar ekstraktinin farkli konsantrasyonlartyla elde edilen altin
nanopartikillerin dalga boylar
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4.2.2. Fourier doniisiimlii infrared spektroskopisi (FTIR) analizi

Altin  nanopartikil ~ sentezinin  hangi baglar (zerinden yiiriidigiini
belirleyebilmek igin elde edilen nar kabugu ekstrakti AuCls ¢ozeltisi ile
etkilestirilmeden 6nce ve sonra (nar kabuk ekstraktt + AuNPs) FT-IR (PerkinElmer,
Inc., Massachusetts, ABD) ile analizleri yapildi. FTIR spektroskopisi ile, ylzey
kimyasinin arastirilmasi ve nanopartikiil sentezi sirasinda yiizeye ilave olan karbonil
ve hidroksil gruplar1 gibi fonksiyonel gruplar1 tanimlamak i¢in kullanilmistir (Sekil

4.5).
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Sekil 4.5. Nar ekstrakti ile sentezlenen AuNP FTIR spektrumu
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4.2.3. Taramal elektron mikroskobu (SEM) analizleri

Gebze Teknik Universitesi Malzeme Miihendisligi Boliimiinde SEM cihazi
(Philips, Amsterdam, Hollanda) ile nar kabugu ekstrakti/AuNP’lerin boyut ve igerdigi
elementel analizleri gergeklestirildi ve elde edilen nanopartikillerin = ylzey
morfolojileri belirlendi.

Sentezlenen nanopartikillerin monodispers, kiresel sekilli ve yaklagik ~25 nm

caplarinda nanopartikller olarak olustugunu gosterildi(Sekil 4.6).
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Sekil 4.6. Nar ekstraklar1 ile sentezlenen AgNP ler farkli blyttme oranlarindaki SEM

goruntuleri
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4.3. Altin ve Giimiis Nanopartikillerin Doza ve Zamana Bagh Olarak

Sitotoksisite Sonugclar:

Calismamizda altin ve glimiis nanopartikiil ile muamele edilen insan gingival
fibroblast hiicrelerinde doza ve stireye bagli olusan sitotoksik etkinin degerlendirilmesi
icin MTT analizi yapildu.

[k 24 saatte elde edilen sonugclara gore, giimiis nanopartikiillerin hiicre kiltiirt
ile etkilesiminde %80 ve iizeri hiicre canlilig1 saptand1 (Tablo 4.3). Benzer sekilde,
altin nanopartikiiller ile muamele edilen kiiltiirlerde %95 ve {izeri hiicre canlilig1
gozlendi (Tablo 4.4). Benzer konsantrasyonlarda altin ve giimiis nanopartikiiller ilk
24 saatteki performanslar1 karsilagtirildiginda, altin nanopartikiiller ile istatistiksel
olarak anlamli ve daha yiiksek hiicre canliligi elde edildi (p<0,05).

Altin ve glimiis nanopartikiillerle muamele edilen insan gingival fibroblast
hiicrelerinde zamana bagli hiicre canliliginda istatistiksel anlamli bir artis oldugu
goruldi (p<0.05). 48. saat sonundaki veriler degerlendirildirildiginde de tim
konsantrasyonlardaki nanopartikuller insan gingival fibroblastlar1 ile muamele

edildiginde herhangi bir sitotoksik etki gdstermemistir (Tablo 4.3 ve Tablo 4.4)
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Tablo 4.3: Farkli konsantrasyonlardaki AgNP’nin MTT analiz sonuglari

Konsatrasyon

13,06

6,53
3,27
1,63
0,82
0,41
0,2
Y

24 Saat
86,83+0,00°
94,74+0,00°
96,85+0,00°
98,330,001
90,89+0,00°
87,84+0,00
118,840,009
0.000

48 Saat
83,87+0,00°
127,4+0,00°
126,360,00°
130,67+0,00¢
129,58+0,00°
105,06+0,00
126,02+0,009
0.000

p: Tek yonli varyans analiz testi (ANOVA)

abedefg: simgeleri gruplar arasi istatiksel olarak anlaml farklihig: gostermektedir.

Sekil 4.7. Farkli konsantrasyonlardaki AgNP’nin MTT analiz sonuglari

AgNP MTT Sonuglar

160.00%
140.00%
120.00%

2 100.00%
= 80.00%
S 60.00%
40.00%
20.00%
0.00%

13.06 6.53 3.27 1.63 0.82 0.41 0.2
Konsantrasyon

M 24 saat W48 saat
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Tablo 4.4: Farkli konsantrasyonlardaki AuNP’nin MTT analiz sonuglari

Konsatrasyon

5,23
2,61
131
0,65
0,3
0,16
0,08
P

24 Saat
100,01+0,00?
106,18+0,00°
95,43+0,00°
104,830,001
105,68+0,00°
97,36+0,00f
114,650,009
0.000

48 Saat
109,62+0,00°
125,560,00°
124,36+0,00°
126,67+0,00¢
131,94+0,00°
114,56+0,00f
134,230,009
0.000

p: Tek yonlu varyans analiz testi (ANOVA)

a,b,c,d,e,f,g: simgeleri gruplar aras istatiksel olarak anlamli farklilig1 géstermektedir.

Sekil 4.8. Farkli konsantrasyonlardaki AgNP’nin MTT analiz sonuglari

AUNP MTT Sonuglari

160.00%

140.00%

120.00%

. 100.00%

= 80.00%
<

O 60.00%

40.00%

20.00%

0.00%

5,23 2,61 1,31 0,65 0,3 0,16 0,08
Konsantrasyon

M 24 saat W48 saat
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4.4. Altin ve Giimiis Nanopartikullerin Doza ve Zamana Bagh Olarak Yara

Tyilesmesi Modeli Sonuglar

Calismamizda yiiksek ve diisiik konsantrasyon olarak adlandirilan iki farkli
konsantrasyonda altin ve giimiis nanopartikiiller ile muamele edilen insan gingival
fibroblast hiicresi iizerinde olusturulan yara modelindeki iyilesme zamana ve doza
bagli olarak incelendi.

[lk 24 saat sonuclarma gore negatif kontrol grubuna kiyasla tim
konsantrasyonlarda hem altin hem de glimiis nanopartikiil ile muamele edilen yara
modelinde iyilesmeden kalan yara alani yiizdesi istatistiksel olarak anlamli sekilde
diistiktii (p<0.05) (Tablo 4.5). Ayni zamanda iki nanopartikiilde kendi iginde yiiksek
konsantrasyonlarinda yara modeli iizerinde istatistiksel olarak daha basarili bulundu
(p<0.05) (Tablo 4.5).

24 saatlik sonuclar birbirleri ile karsilastirildiginda giimiis nanopartikiil
eklenen IGF yara modelinde hem yiilksek hem de diisiik konsantrasyonda altin
nanopartikiil eklenen IGF yara modeline gore istatistiksel olarak daha basarili yara
kapanmasi elde edildi (p<0.05) (Tablo 4.5).

Yara iyilesme modelinde verilen yiizdeler olusturulan yaranin kapanmadan
kalan kisminin oramidir. 48. saatte alinan sonuclarda tim yara modelleri %2100

kapandig icin degerlendirmeye alinmadi.

Tablo 4.5: 24. saat farkli konsantrasyondaki nanopartikllerin yara iyilesme sonuglari

N K AgNP AuNP s

Diisiik Konsantrasyon 5,08+0,00  3,93+0,00%¢  4,05+0,00*°  0.000
Yuksek Konsantrasyon 5,16+0,00  1,30+0,00%¢  2,06+0,00*°  0.000
e 0.000 0.000 0.000

p%; Tek yonlu varyans analiz testi (ANOVA)
p#; Tek yonlu varyans analiz testi (ANOVA)

abe: simgeleri gruplar aras istatiksel olarak anlamli farklilig1 gostermektedir.

41



5. TARTISMA

Calismamiz, nar kabugundan biyosentez ile elde edilen iki farkli
nanopartikiiliin in vitro kosullarda insan gingival fibroblast hiicrelerine karsi hem
sitotoksisite hem de yara iyilesmesinde etkisini degerlendiren ilk ¢alismadir. Primer
hicre Kkultiri c¢aligmamiz sonucunda altin ve giimiis nanopartikullerinin
sitotoksisitelerinin diisiik oldugu, hiicre migrasyonu ve proliferasyonunu da arttirdigi
bulunmustur.

Bu calisma sonucunda, altin ve gimiis nanopartiklller yara iyilesmesi
siresince kontrol grubuna gore daha basarili bulunmustur. Yara iyilesmesi sonuglarina
gbre en Dbasarili uygulama yilksek konsantrasyonda kullanilan  giimiis
nanopartikiilinde elde edilmistir. Ayrica, sitotoksisite agisindan  benzer
konsantrasyondaki altin nanopartikiller giimiis nanopartikillere kiyasla daha iyi
sonuglar vermistir. Tim sonuglar istatistiksel olarak anlamli bulunmustur (p<0.05).

Periodontal hastaliklarin ilerleyisi, bakterilerin viriilans1 ve konak immdin
yanit1 arasindaki dengenin bozulmasi sonucu gerceklesir. Periodontal hastaliklarin
tedavisinde en énemli ama¢ mikrobiyal dental plagin uzaklastirilmasidir. Dis ve kok
yuzeylerinin mekanik temizliginin saglanmasiyla birlikte hastanin oral hijyen
motivasyonunun arttirilmasi periodontal baslangi¢ tedavisi olarak adlandirilir. Bu
tedaviye yanit alinamayan durumlarda, farkli bakteriyel etiyolojik faktorlere sahip
olan ve/veya basarili bir tedaviye ragmen tekrarlayan periodontal hastaliklarin tedavisi
icin lokal ve/veya sistemik antimikrobiyal ajan uygulamalari gereklidir.

Periodontolojide kemateropotik ajan olarak antibiyotikler ve antimikrobiyaller
cok sik tercih edilmektedir. Sistemik antibiyotik kullanimi tiim viicudu etkiler; ayn1
zamanda antibiyotik direnci gelismesi ve normal floranin baskilanmasi gibi yan
etkileri vardir [134]. Lokal antibiyotik uygulamalari, olusan yan etkileri ortadan
kaldirmak i¢in tercih edilmistir. Ancak lokal olarak kullanilan antibiyotiklerin tiim
agz1 etkileyen bir enfeksiyonun tedavisinde yetersiz kaldig1 gosterilmistir [135].

Oral flora dengesinin periodontal hastalik olusturacak sekilde bozulmasi
sonucu olusan mikrobiyal yiikle basa ¢ikmak i¢in antiseptikler de tercih edilmektedir.
Klorheksidin, periodontolojide en ¢ok kullanilanilan antiseptiklerin basinda gelir.

Klorheksidinin antibakteriyel etkinligini saglayan olumlu 6zellikleri ayn1 zamanda
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oral dokular i¢in toksik etkiler de olusturabilir [136]. Bunun haricinde, klorheksidinin
diglerde renklenme ve mantar stperenfeksiyonu gibi farkli yan etkileri de
bulunmaktadir [137]. Antibiyotikler ve antiseptiklerde bulunan bu olumsuz 6zellikler,
farkli kemoterapotik ajan arayislarini beraberinde getirmistir.

Dis hekimliginde metalik nanopartikiiller antimikrobiyal etkileri nedeniyle
tercih edilmektedir. Ozellikle, giimiis ve altin gibi nanopartikiillerin hem gram pozitif
hem de gram negatif bakterilere etki ettikleri daha 6nce de rapor edilmistir [98]. Ancak
bu nanopartikillerin insan gingival fibroblast hicreleri Uzerine sitotoksisitelerini
degerlediren ¢aligma sayist azdir.

Sktadanowski ve ark. biyosentez ile elde ettikleri farkli konsantrasyonlarda
gimiis nanopartikillerin L929 fare fibroblast1 hiicresine karsi sitotoksik etkisini MTT
analizi ile degerlendirmislerdir. Glimiis nanopartikiillerin 10 pg/ml’ye kadar herhangi
bir sitotoksik etkisi bulunmazken, 100 pg/ml ve 50 pg/ml konsantrasyonlarinda fare
fibroblastlarina karsi sitotoksik etkiler bulmuslardir [138].

Suwannakul ve ark. meyan kokiinden bitkisel sentezle elde ettikleri giimiis
nanopartikillerin sitotoksik etkisini hem insan gingival fibroblast hem de insan bas ve
boyun karsinom hiicrelerine kars1 gozlemlemislerdir.[139]. Yaptiklar1t MTT analizleri
sonucunda 10 pg/ml konsantrasyonunda glimiis nanopartikiillerin insan bas ve boyun
karsinom hiicrelerinin % 80'ini 6ldiirebildigini ayn1 zamanda bu konsantrasyonun
insan gingival hicrelerine sitotoksik etkisi olmadigimni gostermislerdir. [139]. Bu
nedenle oral hastaliklarin tedavisinde giimiis nanopartikiillerinin kullaniminin yararl
olabilecegini belirtmislerdir [139]. Bu ¢alismada da 6nceki ¢alismalarla tutarl olarak
benzer konsantrayonlarda bitkisel olarak sentezlenmis giimiis nanopartikillerinin
insan gingival fibroblast hiicresine kars1 sitotoksik etkisi olmadigi bulunmustur.

Fernandes ve ark. 1929 fibroblast hiicre hattin1 kullanarak nanopartikiillerle
ilgili sitotoksisite calismalar1 yapmislardir [130]. Yaptiklar1 ¢aligmada, kimyasal
yontemle elde edilen giimiis nanopartikiillerini, nar kabugu ekstraktindan elde edilen
glimiis nanopartikiillerini ve nar kabugu ekstraktini kullanmislardir. Bitkisel sentezle
elde edilen giimiis nanopartikiil 50 pg/ml ve daha diisikk konsantrasyonlarda 1.929
fibroblast hiicre hattinda %80 ve {izeri canlilik gosterirken, kimyasal sentezle elde
edilen giimiis nanopartikul 6,25 pg/ml’de bile %20 canlilik gostererek oldukca
sitotoksik bulmuslardir.[130]. Fernandes ve ark. nar bitkisinin antioksidan ve
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antienflamatuar etkilerinin bitkisel sentezle elde edilen glimiis nanopartikiilleri ile
sinerjist bir etki gosterdigi ve giimiis nanopartikillerinin insan hiicrelerine karsi toksik
etkilerini azalttigin1 diisiinmiislerdir[130]. Bu ¢alismada da nar kabugu ekstraktindan
glimiis nanopartikiil elde edilmis ve kullanilan en yiiksek konsantrasyonda bile insan
gingival fibroblast hiicrelerine kars1 sitotoksik bir etki gdzlenmemistir.

Jadhav ve ark. bitkisel sentezle elde ettikleri altin nanopartikillerin
karakterizasyonunu yaptiklar1 ¢alismalarinda, altin nanopartikiiliin olas1 osteoindiiktif
etkisini ve ortodontik amagla ¢ekilmis dislerden izole ettikleri periodontal fibroblast
hicrelerine  kars1  sitotoksisitesini  degerlendirmislerdir  [140].  Sitotoksisite
deneylerinde kullandiklart altin nanopartikil konsantrasyonlarint 7,25 pg/ml’den
baslayarak seri dilisyon yontemi ile degistirmislerdir [140]. Calistiklar1 tim
konsantrasyonlarda periodontal fibroblastlara kars1 herhangi bir sitotoksik etki tespit
etmemislerdir[ 140]. Bu ¢alismada da benzer sekilde altin nanopartikller seri dillisyon
ile farkli konsantrasyonlarda insan gingival fibroblast hucreleri Uzerinde kullanilmistir
ve hicbir konsantrasyonda sitotoksik etki saptanmamustir.

Ahmad ve ark. daha 6nce nar kabugu ekstraktindan bitkisel sentezle glimiis ve
altim  nanopartikil elde etmislerdir [127]. Calismalarinda elde ettikleri
nanopartikillerin sadece karaterizasyonunu gergeklestirmislerdir. Bu ¢alismada,
Ahmad ve ark. farkli olarak glimiis ve altin nanopartikiillerin karakterizasyonu ile
birlikte IGF hiicrelerine karsi sitotoksisite ve yara iyilesme modeli deneyleri de
yapilmistir. Bu calismada yapilan MTT analizinin 24 saat sonundaki sonuglarina gore
benzer konsantrasyonlarda giimiis nanopartikiiller, altin nanopartikiillere gére daha
fazla sitotoksik etki gostermislerdir. Bunun nedeni iki nanopartikiliin etki
mekanizmalarinin farkliligindan kaynaklanmis olabilir.

Periodontal cerrahilerin ve rejenerasyonun ana konularindan olan yara
iyilesmesi, G¢ok sayida hicrenin (epitel hucreleri, fibroblastlar, osteoblastlar,
sementoblastlar, periodontal ligament hiicreleri) gorev aldig1 karmasik bir siirectir
[141]. Yara iyilesmesi asamalarinin en kritik noktalarindan biri kollajenin yapim-
yikiminin rol oynadig1 remodelling evresidir. Bu evrede ana karakter olan kollajen,
bilindigi Uzere fibroblastlar tarafindan sentezlenmektedir ve tim dokulara bitunlik ve
saglamlik kazandirir. Bununla birlikte tim yara iyilesmesi sireci sistemik, ¢evresel ve

lokal faktorler tarafindan da etkilenmektedir. Oral kavitenin ¢ok sayida kommensal
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bakteriye ev sahibi olmas1 yani sira, yara iyilesmesini lokal olarak etkileyen faktorlerin
baginda enfeksiyonun gelmesi bu slreci zorlastirmaktadir. TUm bunlar
distiniildiiginde, oral dokularda vyara iyilesmesini destekleyebilmek icin
kullanilabilecek kemoterapotik ajanlar; hem ana hiicre fibroblastlara karsi toksik
olmayan hem de antibakteriyel, antienflamatuar seklinde tercih edilmelidir. Bilindigi
lizere glimiis nanopartikiillerin antimikrobiyal, antibakteriyel antienflamatuar etkisi
bulunmaktadir. Aymi sekilde, altin nanopartikillerin de antibakteriyel etkileri
bulunmaktadir. Bu 0zelliklerinden dolayr nanopartikiller daha 6nce de yanik
yaralarinin iyilesmesinde ya da periodontolojide periodontal patlara eklenerek
kullanilmigtir [75, 88].

Habiboallah ve ark. tavsanlar (zerinde yaptiklari ¢alismada, sol ve sag
mandibular kesici dislerin bukkal dis etine gingivektomi uygulamiglardir [88].
Gingivektomi sonrasi randomize bir sekilde A grubunda (25% v/v) ve B grubunda
(%50 v/v) gimiis nanopartikil igeren periodontal pat kullanmislardir [88]. Bu
caligmanin sonucunda, giimis nanopartikil eklenmis periodontal patlarin lokal
uygulamasinin, kontrol grubuna kiyasla iyilesme surecini Onemli Olglide
hizlandirdigini  gostermislerdir [88]. Yapilan histolojik incelemelerde, tiim
enflamatuar ve onarim parametrelerinin skorlarinin kontrol grubunun aleyhine olarak
A ve B gruplarinda hem 4. hem de 7. giinde istatistiksel olarak anlamli bulmuslardir
[88]. Bu calismada da insan gingival fibroblastlarinda olusturulan yara modelinde
iyilesme ile gerceklesen kapanma miktarinin hem giimiis hem de altin nanopartikller
tarafindan desteklendigini saptandi. Ozellikle, IGF hiicrelerinde yara iyilesmesini en
cok destekleyen, giimils nanopartikiiliin yiiksek konsantrasyonda kullanildigi grup
olarak bulunmustur (p<0.05).

Min ve ark. giimiis nanopartikil eklenmis ipek fibroin siingerimsi yara sargisini
tavsanlarin sirt tarafindaki tam kalinhiktaki deri yaralarmin iyilesme sirecini
destekledigini gostermislerdir [142]. Aym sekilde, Tian ve ark. glimiis nanopartikiil
iceren yara patlarinin yara iyilestirme yeteneklerini belirlemek i¢in farelerde termal
yara modeli iizerine kullanmislardir [75]. Standart yanik yara tedavisinde kullanilan
giimiis sllfadiazine kiyasla giimiis nanopartikil iceren yara patlarinin topikal

uygulamasi yanik yaralarinin iyilesmesini hizlandirdigini belirtmislerdir [75].
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Frankova ve ark. in-vitro kosullarda giimiis nanopartikillerinin insan
epidermal keratinosit hucrelerine ve dermal fibroblast hucrelerinde gizik testi
kullanarak  olusturduklar1  yara iyilesme  modeli  Uzerinde  etkilerini
degerlendirmislerdir. Giimiis nanopartikiillerinin her iki hiicrenin IL-12, TNF-a gibi
inflamatuar sitokinlerinin sentezini azalttigi ve epidermal keratinositlerin MMP
uretimini (MMP-3) azalttigin1 bulmuslardir [87]. Bu sonuglarina dayanarak, giimiis
nanopartikillerin yara iyilesme siirecini destekleyebilecegini 6nermislerdir.

Sunitha ve ark. fareler (zerinde yaptiklar1 ¢alismada, bagirsakta defekt
olusturmuglar ve defektleri normal siitur materyali ve altin nanopartikiil kaplanmis
sttur materyali ile dikmislerdir [143]. Bir hafta sonra yapilan histolojik ¢alisma
sonucunda altin nanopartikiil ile kaplanmis dikislerle daha iyi iyilesme ve daha az
iltihaplanma go6zlemlemislerdir [143]. Cerrahi alan enfeksiyonlarmi 6nlemek igin
situr  materyalinin  nanopartikillerle  gelistirilmesinin  uygun olabilecegini
onermislerdir [143]. Tiim bu calismalar1 destekler sekilde bu calismada da altin ve
giimiis nanopartikillerin insan gingival fibroblastlar1 Uzerinde olusturulan yara
modellerinde iyilesmeyi hizlandirdigi bulunmustur.

Bilgimiz dahilinde, daha once literatirde bitkisel sentezle elde edilen altin ve
giimiis nanopartikillerin in-vitro kosullarda IGF hiicrelerinde olusturulan yara
modelinde iyilesmeye etkisini inceleyen bir ¢alismanin olmayisi, bu ¢alismanin
ozgiinliigiinii ve gerekliligini gostermektedir. Ayrica, iki farkli nanopartikiilii IGF
hlcreleri tizerinde ayni kosullarda inceleyen c¢alisma da bulunmamaktadir. Bu durum
sonuglarimizi yorumlamamizi gii¢lestirmektedir.

Kullanilan konsantrasyonlar, hem nanopartikillerin pg 6lgeginde tartilmasinin
zorlugundan hem de literatiirde net bir konsantrasyon yorumu tespit edilmediginden
dolay1 Jadhav ve ark.’nin ¢alismasinda oldugu gibi seri dilusyon seklinde
olusturulmustur. [140]. Elde edilen veriler dogrultusunda, nanopartikiller hicbir
konsantrasyonda IGF hiicrelerine kars1 sitotoksik etki gdstermemislerdir. Bu sonucun
nedeni, literatiirde kullanilan yiiksek konsantrasyondaki nanopartikiillere nazaran bu
calismada daha diisiik konsantrasyonlar tercih edilmis olmasi olabilir. Bu ¢alismada
diisiik konstantrasyonlarin secilmesinin sebebi, sitotoksisite deneyinde kullanilan en
diisik konsantrasyon degerlerilerinin yara iyilesme modelindeki etkinligini

incelemektir.
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Bu calismada elde edilen verilere gére IGF hiicrelerine karsi benzer
konsantrasyolarda altin nanopartikulleri, giimiis nanopartikillerine gére daha az
sitotoksik bulunmustur. Daha onceki ¢aligmalarda, daha kii¢iik boyutlu AgNP'lerin,
daha biiyiik boyutlu AgNP’ye gore sitotoksisitesinin yiiksek olabilecegi bildirilmistir
[144, 145]. Ancak bu ¢alismada, altin nanopartikiiller daha kii¢iik boyutlu olmalarina
ragmen, sitotoksititeleri glimiis nanopartikiiller ile karsilastirildiginda daha diisiik
bulunmustur. Bu sonu¢ géz 6niine alindiginda sitotoksik etkinin, partikiil boyutundan
ziyade iki nanopartikilin etki mekanizmalarinin farklihgindan kaynaklandigi
diistiniilebilir. Ancak bu konuda baska calismalara da ihtiyag vardir.

Bu ¢aligma, insan gingival fibroblast hiicrelerinde olusturulan yara iyilesmesi
modelinde bitkisel kaynakli nanopartikillerin kullanildigi ilk g¢alismadir. Hem
sitotoksisite hem de yara iyilesme analizi sonuglar1 dis hekimligi agisindan 6zellikle
de periodontoloji bilimi agisindan umut vericidir. Ancak elde edilen sonuglarin in-vitro
kosullarda laboratuvarda elde edilmesi bu ¢alismanin kisitliliklarindandir. Daha ileri
deneysel hayvan g¢alismalarinin da yapilarak histolojik agidan biyosentez ile elde

edilen nanopartikiillerin roliiniin degerlendirilmesi gerekmektedir.
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6. SONUCLAR

Calismamizda nar kabugu ekstraktindan bitkisel sentez ile elde edilen glimiis
ve altin nanopartikillerinin farkli konsantrasyonlarinin insan gingival fibroblast
hiicrelerine karsi etkisi incelendi. Ayrica, sitotoksisite deney sonuglarina gore uygun
iki farkli konsantrasyon kullanilarak, nanopartikillerin insan gingival fibroblastlarinda
olusturulan yara modeli Gizerine etkisi degerlendirildi. Elde edilen verilere gore;

1.Yapilan sitotoksisite deneyi sonucunda hi¢bir konsantrasyon insan gingival
fibroblast hiicrelerine karsi  sitotoksik  bulunmamustir.  Altin  ve  giimiis
nanopartikillerin  benzer konsantrasyonlarinin  sitotoksisite deney sonuglari
karsilastirildiginda, altin nanopartikiiller glimiis nanopartikiillere gore sitotoksisite
acisindan istatistiksel olarak anlamli olarak diisiik bulunmustur.

2. Insan gingival fibroblastlarinda olusturulan yara modeli iizerinde kullanilan
altin nanopartikilinin iki farkli konsantrasyonda da negatif kontrole gore daha
basarili oldugu saptandi. Yiuksek konsantrasyondaki altin nanopartikil, disiik
konsantrasyona gore yara iyilesme modelinde istatistiki olarak daha basarili oldugu
tespit edildi.

3. Insan gingival fibroblastlarinda olusturulan yara modeli tizerinde kullanilan
giimiis nanopartikdliin iki farkli konsantrasyonda da negatif kontrole gore daha basarili
oldugu tespit edildi. Yiksek konsantrasyondaki giimiis nanopartikil, disiik
konsantrasyona gore yara iyilesme modelinde istatistiki olarak daha basarili bulundu.

4. Gimiis nanopartikdl, alti nanopartikil ve kontrol grubu karsilastirildiginda
insan gingival fibroblastlarinda olusturulan yaranin kapanmasiin en hizli oldugu
grup, gimiis nanopartikullerin yuksek konsantrasyonda kullanildigi grup oldugu

bulunmustur.
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