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OZET

ROSMANOLUN GINGIiVAL KAYNAKLI FIBROBLAST
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HASARA KARSI KORUYUCU VE TEDAVI EDICI ETKISI
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XIV +60

Bu in vitro ¢alismanin amact, insan gingival fibroblast (IGF) hiicrelerinde
hidrojen peroksit (H20>) ile olusturulan oksidatif hasarin 6ncesinde ve sonrasinda
rosmanol uygulamasinin oksidatif hasarda koruyucu ve tedavi edici etkileri etkisini
degerlendirmektir.

Calismamizda IGF hiicre hatti kullanildi. Hiicrelerde oksidatif stres
olusturmak icin 200 pM H2O: ile IGF hiicrelerine indiikleme islemi yapildi.
Oksidatif stres olusturulmadan dnce ve sonra 4 farkli konsantrasyonda (0.1, 0.5, 1
ve 5 pM) rosmanol uygulanarak IGF hiicrelerinin canlilig: iizerindeki etkisi XTT
testi ile incelendi.

Calismadan elde ettigimiz verilere bakildiginda; IGF hiicrelerine oksidatif
hasar 6ncesi rosmanol uygulandiginda hiicre hasarin1 %2.5-%7.2, oksidatif hasar
sonras1 uygulandiginda hiicre hasarini1 %2.1-%4.9 oraninda azaltti1 tespit edildi.
IGF hiicrelerine sadece rosmanoliin uygulandigi, 0.1, 05 ve 1 uM
konsantrasyonlarinda hiicre canliligini azaltict bir etki goriilmedi. 5 uM rosmanol
komsantrasyonunda hiicre canliligr %94 oraninda tespit edildi. 10, 25, 50 ve 100
uM konsantrasyonunda uygulanan rosmanol IGF hiicrelerinde doza bagimli bir
sekilde hiicre canliligin1 azalttig1 tespit edildi.

Sonug olarak, IGF hiicrelerinde H20, ile olusturulan oksidatif streste
rosmanol uygulamasinin koruyucu ve tedavi edici etkinligi oldugu goriildi. Elde
edilen sonuclar, rosmanoliin periodontitis gibi oksidatif stres kaynaklh
enflamasyonlarin ve doku hasarlarinin dnlenmesinde ve tedavisinde kullanimi
acisindan umut verici olup ileri ¢aligmalara ihtiya¢ duyulmaktadir.

ANAHTAR KELIMELER: Rosmanol, Fibroblast, Oksidatif stres, Hidrojen
peroksit



ABSTRACT

PROTECTIVE AND THERAPEUTIC EFFECT OF ROSMANOL
AGAINST OXIDATIVE STRESS-INDUCED OXIDATIVE DAMAGE IN
GINGIVAL-DERIVED FIBROBLAST CELLS
PHD THESIS
HIiLAL KECEL TURAN
BOLU ABANT IZZET BAYSAL UNIVERSITY FACULTY OF
DENTISTRY, DEPARTMENT OF PERIODONTOLOGY

(SUPERVISOR: DR. ASSISTANT PROFESSOR BILGE MERACI
YILDIRAN)

BOLU, APRIL 2020
XIV + 60

The aim of this in vitro study was to evaluate the protective and therapeutic
effects of rosmanol administration on oxidative damage before and after hydrogen
peroxide (H202)-induced oxidative damage in human gingival fibroblast (HGF)
cells.

IGF cell line was used in our study. IGF cells were induced with 200 uM
H>0O> to induce oxidative stress in the cells. Before and after induction of oxidative
stress, 4 different concentrations (0.1, 0.5, 1 and 5 uM) of rosmanol were applied
and the effect on the viability of IGF cells was examined by XTT assay.

Considering the data obtained from the study, it was determined that when
rosmanol was applied to IGF cells before oxidative damage, it reduced cell damage
by 2.5%-7.2%, and when applied after oxidative damage, it reduced cell damage by
2.1%-4.9%. No effect on cell viability was observed at 0.1, 0.5 and 1 uM rosmanol
concentrations at doses where only rosmanol was applied to HGF cells. At 5 uM
rosmanol concentration, cell viability was 94%. It was determined that rosmanol
applied at concentrations of 10, 25, 50 and 100 pM decreased cell viability in a
dose-dependent manner in HGF cells.

In conclusion, rosmanol application was found to be protective and
therapeutic in oxidative stress induced by H202 in HGF cells. The results obtained
are promising for the use of rosmanol in the prevention and treatment of oxidative
stress-induced inflammation and tissue damage such as periodontitis and further
studies are needed.

KEYWORDS: Rosmanol, Fibroblast, Oxidative stress, Hydogen peroxide
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1. GIRIiS

Periodontitis, diinya ¢apinda yetiskin niifusun yaklasik %50’sini etkileyen
en yaygin agiz hastaliklarindan biridir (1). Dental plakla iligkili bakteriyel
enfeksiyonun neden oldugu lokalize bir enflamatuar yanmittir (2). Bakteriyel
enfeksiyondan sonra ilk enflamatuar yanit, sitokinler ve kemokinler yoluyla
bagisiklik sistemini aktive eder. Notrofil hiicreleri bakteriyel enfeksiyona karsi ilk
savunma hattidir ve enfeksiyon bolgesinde reaktif oksijen tiirleri (ROT) dahil
olmak iizere gesitli toksik tiriinler tiretirler (3). Oksidatif stres kosullar1 altinda ROT
miktar1 oldukga artar. Diisiik konsantrasyonlarda ROT, dis eti fibroblastlarinin ve
epitel hiicrelerinin biiyiimesini uyarirken, daha yliksek konsantrasyonlarda serbest
radikal zincir reaksiyonunu baslatarak enflamatuar yanitlarin artmasina ve doku
hasarina neden olur (4). Periodontal patojenik bakteriler dogrudan oksidatif stresle
iliskilidir (5). Porphyromonas gingivalis’ten elde edilen lipopolisakkarit (LPS),
periodontitisin  6nemli bir uyaricisidir ve oksidatif stresi artirir (6). LPS,
transkripsiyon faktoriinii, niikleer faktorkappa B’yi (NF-kB) aktive eder ve bu da
proenflamatuar sitokinlerin tretimini indikler (7). Gilinimiizde periodontitis
tedavisi icin c¢esitli stratejiler kullanilmaktadir. Periodontal hastaliklarin
etiyolojisinde rol oynayan dental plagin ve dis taslarmin uzaklastirilmasini
amaglayan dis ylizeyi temizligi ve kok yiizeyi diizlestirilmesi periodontal tedavinin
temelini olusturur. Bu islemler periodontal tedavide etkili yontemler olsa da derin
cepler, furkasyon defektleri, kemik igi cep varligi gibi bazi durumlarda basari sansi
diismektedir (8, 9). Basariy1 arttirmak i¢in cerrahi olmayan periodontal tedaviye ek
yardimci antibiyotikler ve antienflamatuar ilaglar kullanilabilmektedir. Klinikte
kullanilan antibakteriyel ilaglar arasinda minosiklin hidrokloriir, klorheksidin,
metronidazol, doksisiklin, vb. yer alir (10). Bununla birlikte, antibiyotiklere uzun
siireli maruz kalma ve/veya asir1 kullanim, ¢esitli antibiyotiklere karsi direng
gelisimine neden olabilir. Cesitli ticari ilaglarin sistemik kullaniminin, hastalarda
ciddi yan etkilere neden oldugu da bilinmektedir (11). Tiim bunlar g6z 6niine
alindiginda diisiik yan etki ve genis kullanim alani sunan bitki ekstraktlari veya bitki
kaynakli aktif bilesenlerin periodontal tedavide kullanilmas1 dikkat ¢ekici arastirma
konularindandir (12). Insan gingival fibrolast hiicreleri (IGF), periodontal yumusak
dokulardaki baskin hiicrelerdir. Bir bariyer gorevi gorerek periodontal dokularin

korunmasinin yanisira, bu dokularin yeniden sekillendirilmesi ve onariminda gorev



alirlar. Ayrica enflamasyon ve enfeksiyonun etkilerini kontrol ederler (13). Siirekli
olarak oral patojenlere veya bunlarin iiriinlerine maruz kalan IGF’lerin daha fazla
interlokin 1 beta (IL-1B) ve tiimor nekrotizan faktér alfa (TNF-a) salgilamasi
enflamasyonun daha da siddetlenmesine neden olabilir (14). Yapilan ¢alismalarda
kullanilan ¢esitli antioksidan ilaglarin IGF’lerdeki enflamasyon belirteclerini
azalttigi ve enflamasyonun antioksidan tedavilerle tersine cevrilebilecegi

gosterilmistir (15).

Normal kosullar altinda koruyucu antioksidanlar (enzimler ve redoks
molekiilleri), ROT un neden oldugu hasar1 hizla onarir (16). Antioksidanlar, etki
sekillerine (Onleyici veya temizleyici), konumlarina (hiicre i¢i, hiicre dis1 veya
membranla iliskili), ¢oziintirliikklerine (suda veya yagda ¢oziiniir) ve kdkenlerine
(dogal veya sentetik) gore kategorize edilebilir (17). Stefana ve ark., ROT ve
antioksidanlar arasindaki dengesizligin periodontal hastaligin baslamasinda ve
gelismesinde anahtar faktor olabilecegini bildirmislerdir (18). ROT un artan ve
stirekli iiretimi, oksidatif strese yol acar ve bu da periodontal yapinin, alveol
kemiginin ve bag dokusunun giderek tahrip olmasina neden olur (19).
Antioksidanlar ROT’a kars1 gii¢lii bir savunma fonksiyonu sunar; E vitamini, taurin
ve likopen gibi antioksidanlarla yapilan destekleyici periodontal tedavilerin,
geleneksel periodontal tedaviyle karsilastirildiginda  klinik  periodontal
parametrelerde iyilesme, lokal ve sistemik antioksidanlarin daha ytiksek aktiviteleri

ve daha diisiik lokal ve sistemik ROT seviyeleri ile sonuglandigi gosterilmistir (20).

Dogal bitki igerikleri, diisiik yan etkileri, diisiik maliyetleri ve kabul
edilebilir genis araliklar1 nedeniyle son yillarda giderek arastirmalarin odak noktasi
haline gelmistir (21). Biberiye ( Rosmarinus officinals L. ) i¢erikleri baharat ve gida
aromasi olarak yaygin olarak kullanilmaktadir (22). Susan C. ve ark., biberiyenin
antioksidan, anti-enflamatuar, antikanser ve antiproliferatif aktiviteler dahil olmak
tizere farmakolojik ve fizyolojik ozelliklere sahip oldugunu bildirmislerdir (23).
Biberiye ekstrakti; ugucu yag, fenolik asitler, flavonoidler ve diterpenler igerir.
Karnosik asit, karnosol, rosmanol ve epirosmanol biberiyenin antioksidan
ozelliklerinden sorumlu baslica fenolik diterpenlerdir (24). Karnosik asit isleme ve
depolama sirasinda kararsiz oldugundan oksijen varliginda kolayca karnosol ve

rosmanol gibi diger diterpenlere doniisiir (25). Biberiyenin antioksidan aktivitesine



en Onemli katki diterpenler ile radikal temizleme aktivitesi arasindaki iliskidir.
Biberiye diterpenlerinin yapisinda bulunan en Onemli elementler katekol
grubundaki aromatik halka (Ci1 - Ci2) ile birlikte ii¢ temel halkanin
konjugasyonudur. Katekol grubu oksidasyon sonucu olusan radikal elektronun

temizlenmesinden sorumludur (21).

Fenolik diterpenlerden biri olan rosmanol yiiksek antioksidan,
antienflamatuar ve antitiimorojenik aktiviteye sahiptir (26). Rosmanoliin siiperoksit
anyon iretimini engelleme 6zelliklerinin yani sira lipit peroksidasyonu ve serbest
radikal temizleme aktiviteleri nedeniyle giiglii antioksidan olarak kullanilmistir
(27). Inatani ve ark.,yaptiklar1 ¢alismada biberiye ekstraktlarinin farkli solventler
kullanarak antioksidan kapasitesini Glgmiislerdir. Rosmanoliin antioksidan
kapasitesi hem linoleik asit hem de domuz yaginda sentetik antioksidanlardan dort
kat daha yiiksek oldugunu bildirmislerdir. Ayrica bu calismada rosmanoliin
antioksidan aktivitesi tert-biitil alkol (TBA) ve ferrik tiyosiyanat yontemleriyle

rapor edilmistir (28).

Rosmanoliin antienflamatuar etkileri esas olarak hiicre deneyleri ile in vitro
olarak arastirilmistir. Ching Sui Lai ve ark., yaptiklar1 ¢alismada rosmanoliin
lipopolisakkarit ile uyaritlan RAW 0264.7 hiicrelerinde, indiiklenebilir nitrik oksit
sentaz (iINOS) ve siklooksijenaz-2 (COX-2) proteini ve gen ekspresyonunu
azalttigini bildirmislerdir. Enflamasyon patogenezinde yer alan ve ayni zamanda bu
genlerin triinleri olan nitrik oksit (NO) ve prostaglandin E2 (PGE2)’yi belirgin
sekilde inhibe ettigi kanitlanmistir. Bu bulgulara dayanarak, rosmanoliin ¢esitli
enflamatuar hastaliklarin tedavisinde yeni bir kemoprotektif ajan olarak biiyiik

potansiyel gosterdigini bildirmislerdir (29).



2. GENEL BILGILER

2.1 Periodonsiyum

Periodonsiyum, disin etrafindaki destek dokular1 ifade eder. Bu dokular; dis
eti, periodontal ligament, sement ve alveol kemiginden olusur. Periodonsiyumun
ana isevi, disin alveolar kemik ve ¢igneme mukozasiyla olan biitiinligiini

korumaktir (9).

2.2 Diseti

Dis eti; alveol kemigi ve disin kok kismimi kaplar, mine ve sementin
birlestigi noktanin koronal kismina kadar uzanir. Dig eti anatomik olarak marjinal,
yapisik ve interdental olmak tizere 3 ayri kisimdan olusur. Anatomik olarak farkli
olan dis eti kisimlari histolojik ve morfolojik agidan birbirinden ayri sekilde
Ozellesmis olup, her biri mekanik ve mikrobiyal hasara karsi bir bariyer gorevi
yapar (30).

Marjinal dis eti, disi bir yaka gibi ¢evreleyen disetinin en servikal kismidir
ve genisligi yaklastk 1 mm’dir. Dis eti sulkusunun yumusak doku duvarini
olusturur. Serbest dis eti olugu ile yapisik disetinden ayrilir (31). Yapisik dis eti,
marjinal dis etiyle devamlilik gosterir ve mukogingival sinira kadar uzanir. Alveol
kemigindeki periosta sikict yapisiktir. Yapisik dis eti  periodonsiyumu
yaralanmalara kars1 korur, dis eti kenarinin stabil kalmasimni ve dis etine gelen
fizyolojik kuvvetlerin esit bir sekilde dagilmasmm saglar (32). Interdental dis eti,
diglerin kontak noktalar1 altindaki interdental boslugu kaplar. Fasial ve lingual
bolgelerde temas noktasina dogru sivrilirken, mezial ve distal yiizeylerde hafif
icbiikeydir. Interdental dis etinin sekli; dislerin arasindaki temas noktasina, bu
temas noktasinin kemige olan uzakligina baglidir. Temas noktasi olmayan dislerde
dis eti, interdental kemige sikica yapisiktir ve interdental papilla igermeyen

yuvarlak ve piiriizsiiz bir dis eti formu olusturur (33).



2.3 Dis Etinin Histolojisi

Dis eti mikroskobik olarak incelendiginde iist katmanda hiicreden zengin
cok katl yass1 epitel bulunmaktadir. Epitelin altinda kollajen lif agirhikli bag
dokusu bulunmaktadir (34).

2.3.1 Dis Eti Epiteli

Dis eti epiteli altta yatan dokular1 orter ve enfeksiyona karsi fiziksel bir
bariyer olusturur. Epitel hiicreleri bakterilere interaktif bir sekilde yanit verir ve
bakteriyel triinlerle siirekli temas halindedir. Cesitli hiicre tiplerini uyarmak ve
nétrofilleri cekmek igin interldkin-8 (IL-8), kemokin ve sitokinleri salgilar, bakteri
plagima yanmit olarak dogal antimikrobiyal peptitler iiretir. Bu antimikrobiyal
peptitler periodonsiyumdaki ekolojik dengeyi koruyan bagisiklik sisteminin bir
pargasini olusturur (35).

Dis etinin epitel kismi, dise ve alveolar kemige uyumu ac¢isindan farkl
morfolojik ozellikler gosterir. Morfolojik bakimdan dis eti epiteli; oral epitel,
sulkular epitel ve birlesim epiteli olarak iice ayrilir. Oral ve sulkular epitel biiyiik
Olctide koruyucu islev goriirken; birlesim epiteli dis eti sagliginin korunmasinda
onemli bir role sahiptir. Epitel hiicreleri dis etinin metabolik siirecinde aktif rol
oynarlar ve sitokin, enzim, bilylime faktorii sentezleyerek dis uyaranlara tepki
verirler (36, 37).

Dis eti 4 epitel tabakasindan olugsmaktadir. Bu tabakalar sirasiyla Strasum
basale, Strasum spinosum, Stratum graniilosum ve Stratum korneumdur. Strasum
basale’de yer alan bazal hiicreler hemidesmozomlar araciligiyla hem birbirlerine
hem de basal laminaya baglanirlar. Stratum basale’nin bazi hiicreleri epitel boyunca
go¢ edip keratinize olmaktadir. Bu hiicrelere keratinosit adi verilir (38).
Keratinositler dis eti epitelinin temel hiicresidir. Keratinositlerin gogalmasi ve
farklilagsmasiyla dis eti segici gegirgen bir hale gelirken, altta yatan dokular1 da
korumaktadir (39). Epitelde bulunan diger hiicreler; melanositler, nonkeratinositler,
Merkel hiicreleri ve Langerhans hiicreleridir. Melanositler; strasum bazale ve
stratum spinozumda yer alan dentritik hiicrelerdir. Melanozom adi verilen
organellerinde melanin sentezlerler (40). Kemik iligi kokenli Langerhans hiicreleri

mononiikleer fagosit sistemine aittir. Lenfositler i¢in antijen sunan hiicreler olarak



immun sistemde onemli bir role sahiptir (41). Merkel hiicreleri, epitelin derin

katmanlarinda bulunur ve sinir uglar1 barindirir (42).

2.3.2 Dis Eti Bag Dokusu

Epitel, basal lamina araciligiyla alttaki bag dokusuna baglanir. Bag dokusu
hiicresel kisim ve liflerden zengin ektraselliiler kistmdan olusur. Bu nedenle dis eti
bag dokusu biiyiik 6lclide fibroz bir bag dokudur. Ana bilesenleri kollajen fibril,
fibroblast, damar sinir paketi ve matrikstir. Bag dokusu, epitele komsu papiller
uzantilardan olusan papiller kisim ve alveolar kemigin periostu ile bitisik olan
retikiiler kisim olmak {izere iki kistmdan olusur (36).

Bag dokusunda kollajen, retikiiler ve elastik olmak tizere 3 tip lif bulunur.
Kollajen tip I bag dokusunun biiyiik bir kismini olusturur ve dis etine gerginlik
kazandirir. Birlesim epitelinin hemen altinda siralanmig kollajen lif demetleri bag
dokusu atagsmanini olusturur ve birlesim epitelinin migrasyonunu sinirlandirir.
Elastik lif demetleri oktalan, elaunin ve elastin liflerden olusur ve kollajen lifler
arasinda dagmik halde bulunur (43). Marjinal dis etinin bag dokusu gingival lifler
ad1 verilen kollajen lif demetine sahiptir.

Gingival liflerin gorevleri:

-Marjinal dis etini desteklemek

-Dis ylizeyinden uzaklagmadan, ¢igneme kuvvetlerine kars1 dis eti
stabilitesini saglamak

-Serbest marjinal dig etini; sement ve birlesim epiteli ile birlestirmek (44).

2.3.3 Bag Dokusu Hiicreleri

Dis eti bag dokusunda baskin hiicreler fibroblastlardir. Lif demetlerinin
arasinda ¢ok sayida fibroblast bulunur. Fibroblastlar mezenkimal kdkenlidir ve dis
eti bag dokusunun gelisimi, bakimi ve onariminda gorev alir (45). Mast hiicreleri
oral mukoza ve bag dokusunda ¢ok sayida bulunur. Mast hiicreleri bag dokusunun
ilerleyici yikima neden olan enflamasyon durumlarinda sayica artar ve fibroblastlar
ile enflamasyonun diizenlenmesinde gorev alir (46). Makrofajlar ve histiositler

mononiikleer fagosit sisteminin bir {iyesi olarak dis eti bag dokusunda yer alir.



Adipoz hiicreleri ve eozinofiller de az sayida olsa bag dokusunun icinde yer alan

hiicrelerdir. (47)

2.4 Fibroblast

Fibroblastlar bag dokuda sayica en ¢ok bulunan hiicrelerdir. Dis eti bag
dokusunun onarimi, bakimi ve gelisimini diizenlerler. Ayrica yara iyilesmesi,
enflamasyon, fibrozis gibi fizyolojik ve patolojik durumlarda anahtar rol oynarlar
(48).

Fibroblastlarin ana islevi, hiicre dist matriksi sentezlemek ve yeniden
sekillendirmektir. Hiicre dis1 matriks, dis eti dokularindaki hiicreler i¢in hiicresel
mikrogevreyi olustur ve dis eti dokulari i¢in yapisal biitiinliigii saglar (49). Kollajen,
glikozaminoglikan ve proteoglikan gibi biiyiik miktarlarda protein sentezleyerek
hiicre dis1 matriksi olusturur (50). Yabanci cisimleri fagosite etmenin yani sira;
kollajenaz ve matriks metalloproteinaz enzimleri ile hiicre dis1 matriksi pargalama
aktivitesine de sahiptir. Bu yapim ve yikim dongiileri sayesinde dis etinin yapisini
ve doku biitiinliigiinii diizenler (51). Fibroblastlar ayrica biliyiime faktorii ve
sitokinler salgilayarak diger hiicrelerle iletisim kurar ve karmasik hiicresel iletisim
aglar1 olusturarak birbirleriyle ve diger hiicrelerle hiicre-hiicre temaslar1 gelistirirler
(49).

Isik mikroskobuyla bakildiginda fibroblastlar; soluk ve biiyiik ¢ekirdege
sahip, uzamis ve igsi yapida bir govdeye sahip oldugu goriiliir. Elektron
mikroskobuyla bakildiginda, bol mikarda endoplazmik retikulum, genis bir Golgi
aygiti ve ¢cok miktarda mitokondri bulundurmasiyla tipik bir aktif sentez yapan

hiicrenin tiim karakteristik 6zelliklerini tasir (32).



2.5 Periodontal Hastahklar

Periodontal hastalik, dental biyofilmdeki bakterilerle iliskili kronik,
enflamatuar bir hastaliktir. Alveol kemik, dis eti, periodontal ligament gibi disi
destekleyen dokular1 etkileyerek dislerin kaybina neden olur (52). Periodontal
dokularin kaybina, spesifik patojenik bakterilerin yanisira yetersiz konak immun
yanit da neden olur (53). Konak immun yanit periodontal hastaligin ilerlemesinde
kilit rol oynar. Periodontal hastaligin ilerleme sekli patojenik bakterilerin konakta
meydana getirdigi immun cevabin siddetine baghdir (54). En yaygmn iki
periodontal hastalik gingivitis ve periodontitistir. Gingivitis, bakterilerin neden
oldugu dis eti iltihabin1 ifade ederken, periodontitis periodontal dokularin kaybina
neden olan periodontal hastaligin ilerlemis bir formudur. Gingivitisin erken
donemlerinde sondlamada kanama ve dis eti olugu sivisinda artis goriiliir. Klinik
olarak dis eti kizarik ve 6demlidir, radyografide kemik kaybi1 gozlenmez. Tedavi
edilmedigi takdirde periodontitise ilerler ve destek dokularin kaybiyla sonuglanir

(55).

2.6 Periodontal Hastaliklarin Simiflandirilmasi

Periodontal hastaliklarin 1999 smiflamasi, hem klinik uygulamada hem de
bilimsel literatiirde kabul gormiis olsa da, agresif periodontitis teshisinin gdzden
gecirilmesi, klinik atagman kaybinin yasa ve ilerlemesine bagli verilerin gézden
gecirilmesi, akut periodontal lezyonlarin teshisi, periodontal hastaligin risk
faktorlerinin degerlendirilmesiyle yeni bir siniflamaya ihtiya¢ duyulmus ve 2017

yilinda periodontal hastalik siniflamasi revize edilmistir (56-58)(Sekil2.1).



Periodontal saglik, Geligimsel ve kazanilmig

Gingival hastalik ve Periodontitis deformite ve durumlarin
durumlar periodonsiyuma etkisi
J J J
: Sistemik hastalik
. - Nekrotizan
|| Periodondal saglik || periodontal || veya durumlarin

ve gingival saglik periodonsiyuma

hastaliklar etkisi

Periodontal apseler

|| Dental plaga bagh || ; . || ve endodontik
olusan gingivitis Periodontitis periodontal
lezyonlar
Dental plakla Sistemik Muko-gingival
— iligkili olmayan — hastaliklarla iligkili — deformite ve
gingivitis periodontitis durumlar

Travmatik okluzal
kuvvetler

Disler ve protezle
iliskili faktorler

Sekil 2.1 Periodontal hastalik ve durumlar

2.6.1 Periodontal Saghk, Gingival Hastaliklar ve Durumlar

2.6.1.1 Saghkh Periodonsiyumda Klinik Gingival Saghk

Saglikl1 periodonsiyumda klinik gingival saglik, atasman ve kemik kaybinin

olmadigi, klinik olarak enflamasyonun gézlenmedigi durumdur.

2.6.1.2 Azalmis Periodonsiyumda Klinik Gingival Saghk

Azalmis bir periodonsiyumda klinik gingival saglik, azalmis klinik atagman

ve kemik seviyelerine ragmen; sondalamada kanama, dis etlerinde kizariklik, 6dem



olmadigi durumlardir. Daha Onceden periodontitis ge¢misi olan; ancak su an
periodontal olarak stabil olan hastalarda enflamasyon yoksa, klinik gingival saglik

olarak tanimlanir (58).

2.6.1.3 Dental Plakla Iliskilendirilen Gingivitis

e Sadece dental plak biyofilmi ile iligkili
e Sistemik veya lokal risk faktorlerince yonetilen

e Ilaca bagh gingival biiyiimeler

2.6.1.4 Dental Plakla iliskilendirilmeyen Gingivitis

e Genetik/gelisimsel hastaliklar

e Endokrin, nutrisyonel ve metabolik hastaliklar
e Enflamatuar ve immun durumlar

e Spesifik enfeksiyonlar

e Reaktif prosesler

e Neoplasmlar

e Travmatik lezyonlar

e Gingival pigmentasyon

2.6.2 Periodontitis

Yeni simiflandirma sistemine gore; birbirine komsu olmayan 2 veya daha
fazla diste interdental atagman kaybi1 varligi veya bukkal/oral yiizeyde klinik
atagman kaybinin 3 milimetre(mm) ve daha fazla oldugu ve sondlama derinliginin

3 mm’den fazla oldugu durumlarda periodontitis teshisi konulur (55).

2.6.2.1 Nekrotizan Periodontal Hastaliklar

e Nekrotizan gingivitis

e Nekrotizan periodontitis
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e Nekrotizan stomatitis

2.6.2.2 Periodontitis

2017 simiflamasina gore periodontitis siniflandirmasi, hastaligin siddetini ve
karmasikligin1 gosteren evre “stage” ve hastaligin ilerleme hizini tanimlayan derece
“grade” sistemine dayanmaktadir (Tablo 2.1 ve Tablo 2.2).

Periodontitis evresinin (evre 1,11, 111 ve IV) belirlenmesinde ilk asamada
klinik atasman kayb1 (KAK) degerlendirilmektedir. Eger KAK verileri yoksa evre
radyografik kemik kaybina gore belirlenmektedir. Periodontal hastaligin siddeti ele
alinirken periodontal nedenli dis kaybi da degerlendirilmektedir. Evre 111 ve evre
IV arasindaki ayrim, oncelikli olarak karmasiklik faktorlerine dayanmaktadir.
Hastalik durumunun karmasikligi belirlenirken sondlama derinligi, kemik kayb1
paterni, furkasyon lezyonlarinin varhigi, dis mobilitesi, kret defektleri, ¢igneme
disfonksiyonlar: dikkate alinmaktadir (56).

Periodontitisin derecesi (derece A, B ve C) periodontitisin ilerleme hizinin
geemise dayali analizi; daha fazla ilerleme riskinin degerlendirilmesi; tedavinin
olas1 kotii sonuglarinin analizi ve hastanin genel sagligini olumsuz etkileme riskinin
degerlendirilmesi dahil olmak iizere hastaligin biyolojik 6zellikleri hakkinda ek
bilgiler saglamaktadir. Derecelendirmede periodontitisin ilerlemesi, genel saglik
durumu, diyabetin kontrol diizeyi ve sigara kullanimi gibi hastaya o6zel risk
faktorleri de degerlendirilir (56).
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Tablo 2.1: Periodontitis evreleri

En Fazla Kaymp
Baélgesinde
interdental Klinik 1-2 mm 34 mm =5 mm >5 mm
Atagran
Hastalik Kaybi
Siddeti Radyografik Kemik Karonal Ugliide Koronal Ugliide Kokiin ortasma veya Kkiln orfasma veya
Kaybi <8515 = 9al5 apikal tiglilye uzanan apikal iigliiye uzanan
O Kayor iodontiti i Periodontitise Bagls Periodontitise Bagh
Periodontitise Bagh Dis Kayb Yok Dis Kaybi <4 v
. Maksi Evre 1I'ye ek olarak: Evre [Il%e ek olarak:
Maksimum mum Sondlama Derinligi =6 asafdaki nedenlerden
Sondlama Sondlama mm dolay: kompleks
Karmasiklik Lokal Derinligi Derinligi Vertikal Kemik Kaybi =3 | rehabilitasyon gereklilii,
=4 =3 mm Cigneme Disfonksiyonu
Horizontal Horizontal Suuf 11 veya Smif 1T Segpdrﬁ:i t;ickrl:lzla)le mna
B . Furkasvon Problemi I
Kemik Kayb Kemik Kayb Orta Der Kret Defekti Kapans bozuklugu,
Dislerde Siiniklenme,
Agilma
207den az dis
Kapsam ve | Tamumlayser olarak
il of . 3 i ) . o i
Dagihm Evreye Fkle Her evre igin, lokalize (%o 30 dis dahil), generalize veya molar / kesici dis paterni

Tablo 2.2: Periodontitis dereceleri

[lerlemenin | Longitudinal Veri 5 yilin tizerinde 5 yilin iizerinde S yilin tizerinde
Dogrudan | (Radyografik Kemik| kayip bulgusu yok <2 mm >2mm
Kanitlan Kayb: veya KAK)
% Kemik Kaybs <0.25 0.25-1.0 >1.0
Primer ilerlemenin /Yas -
Kriter Dolayh . ) biyofilm
Kanrtlagi biyofilm miktarina biyofilm miktarina miktarina
Vakg ) gore periodontal gore
Fenotipi periodontal dokularda yikim ile periodontal
dokularda yikim diisiik uyumlu dokularda yikim
fazla
Sigara Sigara Kullanmayan  Sigara < 10/ giin Sigara > 10/ giin
Derece Risk
Belirleyicisi Faktorleri Diyabet Normoglisemik HgAlc < %7 HgAlc 2%7
Periodontitisin B
Sistemik Etki | Enflamatuvar <1 mg/lL 1-3 mg/L >3mglL
Riski Yiik sl
Biyobelirtegler = KAK/Kemik | Salya, DOS, 9 ) 9
Kaybi Serum ?
Gostergeleri
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2.7 Periodontal Hastaliklarin Patogenezi

Periodontal hastalifin primer etiyolojik faktorii mikrobiyal dental biyofilm
olusumu olarak kabul edilmektedir. Periodontal hastaligin ilerlemesi ise biyofilmde
yer alan patojenik bakterilere verilen konak immun yanit, genetik yatkinlik ve
cevresel faktorlerden etkilenmektedir (59).

Periodontal hastaliklarin gelisimi; baslangig, erken, yerlesik ve ileri
lezyonlar olmak tizere bir dizi asamaya ayrilir (60). Baslangi¢ lezyonu mikrobiyal
dental plagin birikmesinden 2-4 giin sonra baslar. Baslangi¢ lezyonu sirasinda
kapiller damarlarin genislemesi, polimorfoniikleer (PMN) hiicrelerin birlesim
epitelinden diseti sulkusuna gogii, dis eti sulkusundan sivi eksiidasyonu ve
perivaskiiler kollajen kayb1 gozlenmektedir (37). Erken lezyon 4-10 giin ig¢inde
geligir. Bu lezyon, T lenfositlerin ve diger mononiikleer hiicrelerin yogun
infiltrasyonunun yani sira fibroblastlarin patolojik degisimi ile karakterizedir. Bu
asamada klinik olarak sondalamada kanama ve dis eti olugu sivis1 (DOS)’nda artis
gozlenir (61). 2-3 hafta i¢inde yerlesik lezyon gelisir. Bu lezyona aktive B hiicreleri
(plazma hiicreleri) hakimdir ve dis eti bag dokusu matriksinde daha fazla kayip olur.
Heniiz kemik kaybi tespit edilemez ancak dis eti cebi kademeli olarak olusur (62).
Son olarak ilerlemis lezyonda, alveolar kemik ve periodontal ligamentin yikimi ile
birlikte dis eti dokusunun yapis1 bozulurken plazma hiicreleri baskin olmaya devam
eder. Ilerlemis lezyon, baglant1 epitelinin cep epiteline doniismesi, plazma hiicreleri
ve makrofajlardan olusan daha yogun enflamatuar infiltrat olusumu ve alveolar
kemigin rezorpsiyonu ile karakterizedir (63).

Konak-bakteri etkilesimi sonrasi akut enflamatuar yanit olarak baglayan
periodontal enflamasyon, yogun T lenfosit evresini takiben B lenfositler ve
makrofajlarin hakim oldugu kronik bir evreye ilerler (64). Bu asamalar arasindaki
gecis, enflamatuar bolgede immiin hiicrelerin birikimi ve farklilagsmasi “sitokinler”
aracilig1 ile gergeklesir. Sitokinler hematopoez, yara iyilesmesi, sistemik ve lokal
enflamatuar yanitlar gibi bir¢ok biyolojik silirece katkida bulunan ¢6ziinebilir
aracilardir (65). Epitel hiicreleri, dis eti, periodontal ligament fibroblastlar1 ve
keratinositler gibi immiin hiicrelerin bakterilerle etkilesime girmesi sonucunda
sitokin direttigi gosterilmistir. Sitokinler hiicre aktivasyonunu, proliferasyonunu ve

fonksiyonunu diizenleyerek farkli hedef hiicreler iizerinde pleiotropik etkiler
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gosterir (65). Bu nedenle sitokinlerin net etkisi, romatoid artrit, enflamatuar
osteoartrit ve periodontitis gibi birgok enflamatuar kronik hastalikta doku yikiminin
kritik bir belirleyicisi olarak hizmet edebilecek immiin yanitin yogunlugunu ve
stiresini yonlendirmektedir (66). Periodontal hastaliklardaki baslica enflamatuar
sitokinler; interlokinler ve TNF-o’ dir (67). Bu sitokinler periodontal sert ve
yumusak doku yikimindan temel olarak sorumludur (67). Periodontal hastalikta
sitokinlerin yaninda prostanoidler (PGEZ2), enzimler [matriks metalloproteinaz
(MMP) vb] ve ROT’un asir1 iretimi goriiliir (68). Periodontal hastaliklarin
patogenezinde pro-enflamatuvar ve anti-enflamatuar sitokinler ve enzimler
arasindaki denge son derece 6nemlidir (69). Periodontal saglikta; prostaglandinler,
cogu sitokinleri igeren pro-enflamatuvar mediatorler ve ROT; anti-enflamatuvar

sitokinler, lipoksinler ve anti-oksidanlar tarafindan dengelenmistir (70).

2.8 Serbest Radikaller

Serbest radikaller normal hiicresel metabolik aktivitenin triinleridir (71).
Serbest radikal, dis yoriingesinde bir veya daha fazla eslesmemis elektron igeren ve
bagimsiz olarak var olabilen bir atom veya molekiil olarak tanimlanabilir (71). Bir
serbest radikalin tek sayida elektron(lar)a sahip olmasi onu kararsiz, kisa dmiirlii ve
yiiksek reaktif yapar (72). Yiiksek reaktiviteleri nedeniyle, kararlilik elde etmek i¢in
diger bilesiklerden elektron c¢ekebilirler. Bdylece saldirtya ugrayan molekiil
elektronunu kaybederek kendisi de bir serbest radikal haline gelir ve sonunda canli

hiicreye zarar veren zincirleme bir reaksiyon dizisi baglar (73, 74).

2.9 Reaktif Oksijen Tiirleri

ROT, toplu olarak serbest radikalleri ve diger radikal olmayan reaktif tiirleri
olusturur (72). ROT, canli sistem i¢in hem faydali hem de toksik bilesikler olarak
iki yonlii bir gorev {istlenir. Orta veya diisiik seviyelerde ROT, faydali etkilere
sahiptir ve bagisiklik fonksiyonu, patojenik mikroorganizmalara kars1 savunma, bir
dizi hiicresel sinyal yolagi, mitojenik aktivite ve redoks diizenlemesi gibi ¢esitli
fizyolojik fonksiyonlarda rol oynar (75). Ancak daha yiiksek konsantrasyonlarda
ROT, oksidatif stres olusturarak biyomolekiillerde potansiyel hasara neden olur.

Oksidatif stres, bir tarafta agirt ROT firetimi ve diger tarafta enzimatik ve enzimatik
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olmayan antioksidanlarin eksikligi oldugunda gelisir (76). En 6nemlisi asir1t ROT;
lipidler, proteinler ve DNA dahil olmak iizere gesitli biyomolekiillerin biitiinliigiine
zarar verebilir ve diabetes mellitus, norodejeneratif hastaliklar, romatoid artrit,
katarakt, kardiyovaskiiler hastaliklar, solunum yolu hastaliklar1 ve yaslanma siireci

gibi ¢esitli hastaliklarda oksidatif stresin artmasina neden olabilir (77).

Genel olarak, ROT; siiperoksit(O 2 ~) , hidrojen peroksit (H202), hidroksil
radikali (-OH) ve single oksijen (*O2) igerir (78). Bu tiirler endojen olarak
peroksizomlar; endoplazmik retikulum (ER); NADPH oksidazlar (NOXs), ksantin
oksidazlar (XOs), siklooksijenazlar (COXs) ve lipooksijenazlar (LOXSs) gibi
enzimler ve mitokondriyal elektron tasima zinciri tarafindan tretilir (74). Giinlik
olarak iiretilen hiicre ici ROT miktar1 her bir hiicrede ~1 milyar molekiile
ulagsmaktadir (79). ROT iiretimi, redoks homeostazini korumak igin antioksidan
enzimler, kii¢iik molekiiller [6rn. C vitamini ve glutatyon (GSH)] ve glutaredoksin
ve tiyoredoksin sistemleri dahil olmak iizere ¢ok sayida ROT temizleyen molekiil
ile dengede gergeklesir (80). ROT'un iiretimi ve ortadan kaldirilmasi arasindaki
denge insan saglig1 i¢in kritik 6neme sahiptir. Asir1 ROT iiretimi, diisiik antioksidan
seviyeleri veya antioksidan enzimlerin inhibisyonu oksidatif strese neden olur ve

biyolojik makromolekiillerde (lipidler, proteinler ve DNA) hasara yol acabilir (81).

Reaktif oksijen tiirlerinden biri olan H2O, oksidatif hasar nedeni olmanin
yani sira fizyolojik ve patolojik siiregler sirasinda hiicre iginde iiretilen ROT'un
onemli bir bilesenidir (82). Lipid peroksidasyonu, H202‘nin neden oldugu hiicresel
hasarin baglica mekanizmalarindan biridir (83). H20> hiicre ve doku kiiltiirleri de
dahil olmak iizere ¢esitli deneysel modellerde oksidatif strese bagli hiicre 6liimiinii
incelemek i¢in yaygin olarak kullanilan bir oksidandir. H202, genis bir biyolojik
etki spektrumuna sahipken, H>O; 'ye verilen hiicresel yanitlar hiicre tipine ve
konsantrasyona 6zgii bir sekilde farklilik gésterebilir (84). Bu endojen H202 sadece
oksidatif hasara onemli bir katkida bulunmakla kalmaz, ayn1 zamanda 6nemli bir
sinyal molekiiliinii de temsil eder (85). H20: kararsizdir ve biyolojik molekiillere
zarar veren oldukga reaktif bir OH-‘a kolayca ayrisir (86). Hiicrelerde H.O>
mitokondri, sitozol ve peroksizomlarda cok cesitli koruyucu mekanizmalar

araciligryla pargalanir (87). H20: iiretimi ve dejenerasyonu arasindaki dengesizlik
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ve dolayisiyla hiicresel enzimler tarafindan detoksifikasyon oksidatif hasara yol
acar (88).
2.10 Periodontitis ve Oksidatif Stres

Periodontal dokularda; diisiik seviyelerdeki ROT; hiicresel sinyal iletimi,
hiicresel farklilasma, apoptozis ve patojenlerin etkisiz hale getirilmesi gibi
fizyolojik siireglere katilir (89). Porphyromonas gingivalis (P. gingivalis) ve
Tannerella forsythia (T. forsythia) gibi periodontal dokularda enflamasyona yol
acan patojen bakteriler oksidatif ortamdaki degisikliklere olduk¢a hassastir (90).
ROT, oksidatif degisikliklere yol acarak patojenlerin 6ldiiriilmesine katki saglar.
Ornegin 16kositlerin, in vitro olarak P. gingivalis ve Fusobacterium nucleatum (F.
nucleatum) ile etkilesime girdiginde ROT seviyelerinin arttig1 gozlenmistir (91).
Treponema denticola (T. denticola) gibi periodontal patojenlerin  ROT
indiiksiyonunu bastirmak i¢in stratejiler iirettigini gosteren ¢alismalar mevcuttur
(92). ROT un optimal seviyede kalmasini saglayan antioksidan sistem yetersiz veya
etkisiz kaldiginda oksidatif stres olusur, bunun sonucunda sitotoksik etkiler baslar
ve periodontal doku hasar1 olusur (93). Birkag kesitsel ¢alismadan elde edilen
veriler, periodontitis hastalarinda, saglikli kontrollere kiyasla daha diisiik serum ve
plazma total antioksidan (TAOS) konsantrasyonlar1 oldugunu gostermektedir (70),
(94).

Patojenik biyofilm tarafindan konak yanitinin baglatilmasindan sonra,
noétrofiller periodontal dokuda ve dis eti sulkusunda toplanan en yaygin enflamatuar
hiicreler haline gelir ve periodontitiste baskin ROT kaynagidir (95). Patojenler
tarafindan uyarilmalarinin ardindan nétrofiller, fagositoz sirasinda NADPH oksidaz
tarafindan katalize edilen “solunum patlamasi” adi verilen metabolik yolla
O, tretirler (70). O2 fagozomal ve hiicre dig1 ortama salinabilir ve daha sonra
H202, hipoklordz asit (HOCI), OH- ve O, gibi farkli radikal ve radikal olmayan

tiirevlere doniistiiriilebilir (84).
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Periodontal doku hasar1 dogrudan oksidatif stresten, dolayli olarak
enflamasyon, apoptoz, sinyal iletimi ve gen transkripsiyonunu diizenleyerek olusur.
ROT’un neden oldugu doku hasari; lipid peroksidasyonu, hiicre zar1 yikimi ve
bunun sonucunda gerceklesen protein denatiirasyonu ve enzim deaktivasyonu,
niikleik asit hasart ve kromozom bozulmasi, mitokondriyel hasar ve ROT
patlamalar1 sonucunda gerceklesir (89), (93), (96).

ROT'un sinyal iletimini ve gen transkripsiyonunu diizenlemesiyle
periodontal doku hasar1 meydana gelir. Ik olarak ROT, NF-xB 'yi aktive ederek
enflamatuar ve immiin yanitlar1 diizenleyen bir sinyal kaskadi baslatabilir (97).
Ikincisi, ROT, c-Jun N-terminal kinaz (JNK) aktivasyonunu indiikleyerek hiicre
apoptozuna neden olur (98). ROT'un agir1 iretimi ve oksidatif stresin ortaya
¢ikmasi, sinyal yollarinin aktivasyonu yoluyla proenflamatuar sitokinlerin
salinimina ve toplanmasina neden olarak periodontal doku hasarni siddetlendirir ve
ayn1 zamanda inflamazomlarin bir araya gelmesini de saglar. Inflamazom apoptoz
ile iliskili kaspaz-1 aktivasyonu ve enflamasyon indiiksiyonu yoluyla
mikroorganizmalara karsi koyan dogustan gelen bagisiklik sisteminin bir pargasidir
(99). Periodontal hastalikla ilgili olarak, NOD-, LRR- ve pyrin domain igeren
protein 3 (NLRP3) inflamazomunun ekspresyonunun periodontitisli hastalarda
periodontal olarak saglikli bireylere kiyasla arttigi gosterilmistir (100, 101). Son
olarak, ROT otofajide de rol oynar. Otofaji, enerji homeostazini korumak igin uzun
Oomiirlii proteinlerin ve hasarli organellerin geri doniistiiriildiigii hiicresel bir kendi
kendini pargalama siireci olarak tanimlanabilir (102). Yiiksek miktarlardaki ROT,
otofaji ile iligkili genleri hedef alarak otofaji faaliyetlerinin bir indiikleyicisi veya

inhibitori olarak islev gorebilir (103).

2.11 Antioksidanlar

Antioksidanlar, ortamdaki oksijeni hapsederek oksidasyon reaksiyonlarinin
baslamasini veya ilerlemesini engelleyen bilesiklerdir (104). Hiicre ve dokularin
yapisal biitiinliigiinii koruyarak, normal fonksiyonlarinin siirdiiriilmesinde, oksidan
ve antioksidan mekanizmalar arasindaki dengenin saglanmasinda onemli rol

oynarlar (70).
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Vitaminler, mineraller, enzimler ve hormonlar gibi antioksidanlar, besin
maddeleri ve bitkisel takviyelere ek olarak ekzojen ve endojen kaynaklardan elde
edilebilen molekiillerdir (105).

Endojen antioksidanlar enzimatik ve enzimatik olmayan olmak iizere ikiye
ayrilir;

a)Enzimatik antioksidanlar arasinda glutatyon peroksidaz, glutatyon
rediiktaz, glutatyon transferaz, katalaz, siiperoksit dismutaz, mitokondriyel
sitokrom oksidaz bulunur (106). Glutatyon peroksidaz, H20 diizeyini azaltarak
lipit peroksidayonunu 6nler (107). Antioksidanlarin enzim aktivitesi gosterebilmesi
icin glutatyonun indirgenmis halde olmasi Onemlidir, bir flavoporetin olan
glutatyon rediiktaz glutatyonun indirgenmesini katalize eder (108). Hem
peroksizomlarda hem sitozollerde bulunan katalaz, H2O2’nin molekiiler diizeyde
oksijen ve suya doniismesini saglar (107). SOD, siiperoksit radikallerinin hiicreye
verdigi zarar1 engeller (22).

b) Enzimatik olmayan endojen antioksidan kaynaklari ise; melatonin,
seruloplazmin, transferrin, laktoferrin, glutatyon, sistein, tirik asit, alblimin ve
bilirubindir (106).

Eksojen antioksidanlar A vitamini, C vitamini. E vitamini, polifenoller,
flavonoidler, koenzimQ10 ve selenyumdur (109). Chapple ve arkadaslari
periodontitis prevelansi ile serumdaki C vitamini diizeyleri karsilastirdiginda ters
bir korelasyon oldugunu gérmiislerdir (70). Ratlarda iizerinde yapilan bir galismada
E vitamini ve selenyum kombinasyonunun kolajen yikimini azalttigi bulunmustur
(110). Stefano ve ark., yaptigi in vitro ¢alismalarda polifonellerin antibakteriyel ve
antenflamatuar etkilere sahip oldugu anlasilmistir (18).Flavonoidler; meyve, sebze
ve bitkilerde bulunan, serbest radikal temizleyici olarak bilinen polifenol ailesinin
bir tiyesidir (106). Flavonoidlerin antioksidan, antiinflamatuar, antialerjik, antiviral,
antibakteriyel, antiplatelet ve antitimor 6zellikleri sayesinde hiicreleri oksijen

hasarindan korur, doku ve organlardaki enfeksiyonu dnlemeye yardimci olur (111).

2.12 Biberiye (Rosmarinus Officinalis L.)

Biberiye (Rosmarinus officinalis L.), Tiirkiye dahil bircok iilkede
yetistirilen Akdeniz kokenli, Lamiaceae ailesine ait bir bitkidir (112). Biberiye eski
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zamanlardan beri; hafiza gii¢clendirme, sa¢ uzatma, deri egzemalari, enflamatuar
hastaliklar, solunum yolu hastaliklar1 gibi ¢esitli durumlarda kullanilmaktadir
(113). Anti-enflamatuar, antikanser, antioksidan, antiproliferatif, antibakteriyel gibi
farmasotik 6zellikleri sayesinde geleneksel tipta giin gectikge kullanimi artmaktadir
(23, 26, 114). Biberiye, dogal antioksidanlar arasinda en yiiksek antioksidan
aktiviteye sahip tiirlerden biri olarak kabul edilmektedir (115). Bazi &nemli
antioksidan yag ve fenolik bilesenlerin varlig1 nedeniyle biberiye ekstraktlarinin tip
ve gida endiistrisindeki aktivitesinin, yag ve lipit iceren gidalarin oksidatif
bozulmasini 6nledigi bilinmektedir (116).

Biberiye ekstresinin temel bilesenleri arasinda fenolik diterpenler, fenolik
asitler, tripertenler, flavonodiler, karotenoidler ve alfa- tokoferol yer alir (117).

Fenolik diterpenler; karnosik asit, karnosol, rosmanol, rosmadial,
epirosmanol,  isorosmanol, apirosmanol, rosmaridifenol, rosmariquinon,
rosmakinon A, rosmakinon B, metil karnosat, dimetilisorosmanol, sekohinokiol,
royleanonik asit, 12-metoksi-trans-karnosik asit, 12-metoksi-cis-karnosik asitten
olusur (117). Biberiyenin igeriginde fenolik asit (kafeoil tiirevleri) olarak
rosmarinik asit yer alir (118). Triterpenler grubunda betulin, betulinik asit, 23-
hidroksibetulinik asit, mikromerik asit, oleanolik asit, ursolik asit, roffiseron
bulunur (119). Flavonoidler; diosmin, diosmetin, eriositrin, genkvanin, hesperidin,
luteolin, nepetin, nepitrin, sirsimaritindir (118, 120, 121)(Sekil 2.2).

19



Rosmanol (3)

Karnosol (1)

OH
)
O,
CHO
{ "CHO
Rosmadial (4) Epirosmonal (5) izorosmanol (6)
HO OH o HOOC ///,_\\
R =t j JO
W/ AN o7 "ol

e ()8
(\ ‘\::.{/)‘ "( y }_/}/ A /.§_>_//g()
. - / \ ﬂ@ :) @
T( = HO
; OH

Rosmaridifenol (7) Rosmariquinon (8) Rosmarinik asit (9)

Sekil 2.2 Biberiyenin temel bilesenleri

Biberiyenin antioksidan aktivitesinin en 6nemli yonlerinden biri, diterpenler
ile radikal temizleme aktivitesi arasindaki iliskidir. Karnosik asit, karnosol,
rosmanol ve epirosmanol biberiyenin antioksidan 6zelliklerinden sorumlu baglica
fenolik diterpenlerdir (122). Diterpenler, ii¢ temel halkanin konjugasyonu ile
birlikte katekol grubundaki aromatik halkadan olusur (C 11 —C 1,). Katekol grubu,
oksidasyon sonucu olusan radikal elektronun temizlenmesinden sorumludur (123).
Diterpenlerin yanisira, biberiyenin fenolik bilesiklerinin lipit ve hidroksil
radikalleriyle reaksiyona girerek bunlar1 kararl tiriinlere dontistiirdiigiinde birincil
antioksidanlar olarak hareket ettigi belirtilmistir (124).

Biberiye 0zlerinin antimikrobiyal 6zelliklerinden yararlanabilmek i¢in dis
hekimligi alaninda kullanimini i¢eren ¢alismalar mevcuttur. Mira Giinther ve ark.,
yaptiklar1 ¢aligmada; biberiye 6ziiniin baslangig oral biyofilm olusumunda yer alan
hem aerobik hem de anaerobik bakterilerde antimikrobiyal etkisini gostermislerdir
(125). Bernardes ve ark., dis giiriiklerinde etkili olan oral patojenlerden
Streptococcus mutans ve Stretococcus salivarius ile yaptiklart in vitro ¢alismada;
diterpen grubundan karnosik asit ve karnosoliin antimikrobiyal etkilerini ortaya

koymuslardir (126). Biberiyenin anti-enflamatuar etkilerini gosteren c¢aligmalara
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bakildiginda; karnosik asitin interlokin-27 (IL-27) ile uyarilan insan oral epiteli
hiicrelerinde anti-enflamatuar etkiler gostererek periodontal hastaliklarda pro-
enflamatuar rolii olan Tip 1 T yardimci (Thl) hiicrelerinin gocilinii azalttig
goriilmektedir (127). Bu calismadan ornek alinarak insan periodontal ligament
hiicrelerinde karnosik asitin kullanildigi in vitro c¢aligmada; karnosik asitin
interlokin 6 (IL-6) ve periodontal hastalikla iliskili kemokinleri inhibe ettigi
gosterilmistir (128).

Biberiyenin en gii¢lii antioksidan ajanlarindan biri olan karnosik asidin,
insanlarda meme, prostat, akciger ve karacigerdeki malign dokularindan tiireyen
cesitli kanser hiicre hatlarina karsi etkili anti-kanser aktivite sergiledigi
bildirilmistir (129). Diterpen grubunda yer alan bir baska bilesik olan karnosol;
gesitli in vitro ¢alismalarda kanser karsit1 ajan olarak kullanilmistir (130). Jeremy
ve ark., prostat kanseri hiicre hattin1 karnosol ile tedavi ettiklerinde B hiicreli
lenfoma-2 (Bcl-2) ve pro-kaspaz 8 proteininde azalma ve Bax gen ekspresyonunda

artis gézlemlemislerdir (130).

2.12.1 Rosmanol

Rosmanol, Salvia officinalis (ada ¢ay1), Hyptisincana ve Rosmarinus
(biberiye) dahil olmak tizere ¢esitli bitkilerden elde edilen fenolik diterpendir (131).
[k olarak 1982 yilinda Inatani ve arkadaslari tarafindan biberiye yapraklarindan
izole edilmistir (114)(Sekil 2.3). Biberiyedeki antioksidan bilesenler arasinda
karnosol ve karnosik asit fenolik diterpenleri arasinda en gii¢lii antioksidan etkiye
sahiptir (27). Oksijen varliginda, karnosik asit kolaylikla rosmanol ve karnosol
diterpenlerine doniisiir (25). Cesitli ¢alismalar rosmanoliin gii¢lii bir antioksidan
oldugunu ortaya koymaktadir. Lipid peroksidasyonu ve serbest radikal temizleme

Ozelliklerinin yan1 sira siiperoksit anyon olusumunu da engeller (27, 132).
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Sekil 2.3 Rosmanoliin kimyasal yapis1

Diterpenler grubunda yer alan rosmanol igeriginde orto-hidroksil grubunun
varligi nedeniyle iyi bir antioksidan 6zellik gosterir. Orto-hidroksil grubu sayesinde
radikal temizleme Ozelligi tasir. Orto-hidroksil grubu, radikallerle dogrudan
reaksiyona girerek veya metal iyonlarini baglayarak serbest radikallerin meydana
getirdigi hasar1 minimuma indirir. Fenton reaksiyonlar1 ile metal iyonlarina
baglanarak -OH radikalinin olusumunu engelleyebilir, serbest radikallere bir
hidrojen atomu veya bir elektron transferi yaparak, serbest radikalleri notralize
edebilir (133). Beatriz ve ark., yaptiklar1 ¢alismada karnosol, karnosik asit ve
rosmanoliin antioksidan kapasitesini sentetik antioksidan ve vitamin E ile
karsilastirmislardir. Calismada; karnosol, rosmanol ve karnosik asitin sentetik
antioksidana gore anlamli derecede daha kuvvetli antioksidan 6zellik gosterdigi,
vitamin E ile benzer antioksidan ozellikler gosterdigi tespit edilmistir (134).
Hiroyuki ve ark., biberiye diterpenlerinden rosmanol, karnosol ve karnosik asitin
fare makrofajlarindaki mitokondrilerde antioksidan kapasitesine bakmislardir. 10,
20 ve 30 uM konsantrasyonda lipit peroksidasyonu ve siiperoksit anyonu {izerine
etkilerine bakildiginda, doza bagimli olarak siiperoksit anyonunu azaltma ve lipit

peroksidasyonunu Onleyici etkileri oldugunu gostermislerdir (135).
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Ching-Shu Lai ve ark., yaptiklar1 c¢alismada, fare makrofajlarinda
rosmanoliin kullanimi ile enflamatuar hastaliklarla iligkili olabilecek enflamasyon
faktorlerinden INOS ve COX-2 gen eskpresyonunu ve bu molekiillerin iirtinleri
olan nitrik oksit NO, PGE2, NF-kB alt biriminin translokasyonunun azalmasinda
etkili oldugu bulunmustur (29). LPS ile uyarilan fare makrofajlarinda 1, 2.5, 5, 10
uM rosmanol uygulamasi yapilmasinin ardindan doza bagimli olarak INOS ve
COX-2 seviyelerinde azalma, bu sitokinlerin iirtinleri olan NO, PGE2 ve NF-KB
seviyelerini azalttig1 tespit edilmistir. Liangun Li ve ark., romatoid artrit modeli
olusturduklar1 farelerde enflamasyon faktorlerinin azaltilmasinda rosmanol ve
karnosolii kullandiklar1 ¢aligmalarinda, rosmanol ve karnosoliin enflamasyonu
inhibe ederek sinerjik olarak romatoid artrit semptomlarini hafiflettigini
gormiislerdir. Rosmanol ve karnosol ile tedavi edilen gruplarla karsilastirildiginda,
kombinasyonla tedavi edilen farelerde serum TNF-a, IL-6 ve monosit kemotaktik
protein 1 (MCP-1) diizeyleri 6nemli 6lgiide azaldi, bu da rosmanol ve karnosoliin
enflamasyon yamitim1  inhibe ederek sinerjik olarak romatoid artriti
hafifletebilecegini gostermektedir. Sonuglar rosmanol ve karnosoliin anti-
enflamatuar ajan olarak kullanilabilecegini destekler niteliktedir (136).

Rosmanol, karnosik asit ve rosmarinik asitin COLO 205 insan kolorektal
adenokarsinom hiicrelerinin biiylimesi iizerindeki etkilerinin incelendigi ¢calismada
rosmanoliin, karnosik asit ve rosmarinik asite gére hiicre canlilig1 lizerinde daha
giiclii inhibitor etki gdsterdigi bulunmustur. COLO 205 hiicrelerinde rosmanol, hem
mitokondriyel yol hem de reseptor aracilt yol ile hiicre 6liimiinii giiglii bir sekilde
indiikleyerek; kanser Onlenmesi ve tedavisinde umut vaat edici ajan olarak
goriilmektedir(137). Dongjun Jiang ve ark., yaptig: bir in vitro ¢alismada saglikli
ve kanserli meme hiicre hattinda 0.6, 12.5, 25, 50, 100 ve 200 uM rosmanol
konsantrasyonundaki etkilerine bakmislardir. Yiiksek dozlarda rosmanol, oksidatif
stresi tetikleyerek ROT kaynakli DNA hasarina neden oldugunu ve kanserli meme
hiicrelerinde mitokondriyal yol aracili hiicre 6liimii ile anti-proliferatif bir rol
oynadigin1 gostermektedir. Rosmanol, hiicre dongiisinde S fazinda kanser
hiicresinin durmasina neden olur. Ayrica, rosmanoliin meme kanseri gelisiminde
hiicre biiyiimesi ve gelismesinde 6nemli rol oynayan Janus Kinaz 2/ Sinyal Iletici
ve Transkripsiyon Aktivatori 3 (JAK2/STAT3) sinyallerinin inhibisyonuyla anti-
proliferatif ve anti-kanser etkilere sahip oldugu gosterilmistir (107).
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3. GEREC VE YONTEM

Calismamuzin etik kurul onay1r Bolu Abant Izzet Baysal Universitesi Tip

Fakiiltesi Klinik Arastirmalar Etik Kurulu’'ndan 02.04.2024 tarihinde alinmistir.

(Karar 2024/86)

3.1 Kullanilan Cihaz ve Aletler

Calismamizda kullanilan altyap1 ve ekipmanlar ile kullanim amaglar1 Tablo

3.1’ de Ozetlenmistir.

Tablo 3.1 Calismamizda kullanilan alt yapi, ekipmanlar ve kullanim

amaglari

Altyapy/Ekipman Tiirii, Modeli (Laboratuvar,
Aracg, Makine-Techizat, vb.)

Kullanim Amaci

Thermo Scientific Multiskan FC

Molekiiler analiz

BIORAD MJ Mini Personal Thermal Cycler

Molekiiler analiz

Biosan CH-100 Heating/Cooling Dry Block

Molekiiler analiz

RT-PCR sistem

Molekiiler analiz

-20 derin dondurucu

Molekiiler analiz, Hiicre tiretimi

-80 derin dondurucu

Molekiiler analiz, Hiicre tiretimi

Homejenizator (mekanik parcgalayici)

Molekiiler analiz

Hanna Instruments pH 211 Microprocessor pH
Meter

Molekiiler analiz

A&D Company, Limited. HR-250AZ Analitik terazi

Molekiiler analiz

Velp Scientifica heating magnetik stirrer 1siticilt
karigtirict

Molekiiler analiz, Kok hiicre iiretimi

Olympus CX41 Fluorescence Mikroskop

Hiicre tiretimi, analiz

Olympus CX31 Upright mikroskop

Hiicre iiretimi, analiz

Thermo Scientific Heracell 150 L CO2 inkiibator

Molekiiler analiz, Hiicre tiretimi

MMM Medcenter Einrichtungen GmbH Ecocell
Etiiv

Molekiiler analiz

NanoEnTek EVE otomatik hiicre sayaci

Hiicre sayimi

Hettich Universal 320R Santrifiij

Molekiiler analiz

Biosafety Cabinet Class II giivenlik kabini

Hiicre tiretimi
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3.2 Kullanilan Sarf Malzemeler

Calismamiz i¢in kullanilan sarf malzemeler ve kullanim amaclar1 Tablo 3.2’
Ozetlenmistir.

Tablo 3.2 Calismamizda kullanilan sarf malzemeler ve kullanim amaglari

Sarf Malzeme/Kimyasal Madde Adi Projede Kullanim Amaci

Hiicrelere rosmanol uygulamasi agsamasinda

Rosmanol 5 mg kullanilmigtir.

Mikrosantriftij Tipt - P.P - 1,5 MI - Dna & Rna
Free — Steril Sertifikali microcult

Tiip - Santrfiij - P.P — Vidali Kapakli - 15 MI - Steril
(50 Adet/Pk ) microcult

Tiip - Santrfiij - P.P — Vidali Kapakli - 50 Ml --
Gamma Steril - Tekli Ambalaj (25 Ad/Pk) microcult

Dulbecco’s Modified Eagle’s Medium - high
glucose 500 ml sigma d5796

Fetal Bovine Serum Advanced (FBS Advanced),
Collected in South America 500 ml

Trypsin-EDTA solution 0.25%, sterilefiltered,
BioReagent, suitable for cell culture, 2.5 g porcine
100 ml sigma

Hiicre kiiltiirii elde edilmesi asamasinda

Cell Culture Flask, 25 cm2, Vent Cap, TC, Sterile, kullanilmstrr.

(10 ad/pk)

Ethanol 2,5 L merck

Pastor Pipetleri - P.E - 3 MI - Steril - Tekli Paket
(500 Adet/kutu) microcult

Collaganase, Type I, Clostridium histolyticum 100
mg Genaxxon

Laboratuar ¢alismalarinda kisisel koruyucu

Eldiven Nitril Pudrasiz Large 100 Adet nitril ekipman olarak kullanimistir.

Cell Proliferation Kit (XTT based) 1000assay 1000

assays XTT testi i¢in kullanilmistir.

Hydrogen peroxide solution (H1009 Sigma-Aldrich) | Hiicrelerde oksidatif stres olusturmak igin
5 ml kullanilmustir.
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3.3 Gingival Fibroblast Hiicrelerinin Elde Edilmesi ve Hiicre
Kiiltiirii Uygulamalan

Calismamizda kullanilan insan dis eti fibroblast hiicreleri, Bolu Abant Izzet
Baysal Universitesi Dis Hekimligi Fakiiltesi Periodontoloji Anabilim Dali’na kuron
yapilacak diglerin yiiksekliginin arttirllmasi ve gingivektomi endikasyonuyla
bagvuran hastalardan alinan artik dis eti dokularmin eksplant kiiltiirleri ile elde
edildi. Katilimcilarin; 18-35 yas araliginda, sistemik ve periodontal olarak saglikli,
herhangi bir ila¢ kullanmayan, sigara igmeyen bireyler olmasina dikkat edildi. Tiim
katilimcilar c¢aligma prosediirleri hakkinda sozlii olarak bilgilendirilip, yazili
onamlar alindi.

Hastalardan alinan dis eti dokularinin epitel kismi1 15C numarali bistiiri ile
dikkatlice ¢ikarilarak deepitelize edildikten sonra %10 Fetal Sigir Serumu (FBS),
250 pg/ml gentamisin siilfat ve 1,5 pg/ml Amfoterisin B ile desteklenmis tagima
soliisyonu Dulbecco'nun Modifiye Minimal Esansiyel Medyumu (DMEM) igeren
bir ¢ozeltide laboratuvara getirildi. Dis eti bag dokusu ornekleri, petri kaplarina
biyogiivenlik kabini icerisinde aktarildiktan sonra tasima c¢ozeltisi ile iki kez
yikandi. Doku orneklerini kiigiik parcalara ayirmak i¢in 15 numarali bistiiri
kullanildi. Kiigiik pargalara ayrilan doku 6rnekleri, %10 FBS iceren DMEM ile ii¢
kez daha yikandiktan sonra 25 cm?’lik flasklara yerlestirildi. Dokularin {izerini
kaplayacak sekilde 2 ml %10 FBS igeren DMEM flaska eklendi ve 37°C’de %5
COg; varliginda inkiibasyona birakildi (Fotograf 3.1).
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Fotograf 3.1 Hastalardan elde edilen dis eti dokularmin kiiltiir i¢in

hazirlanmasi

24 saat sonra, kiiltiir ortam1 %10 FBS, 100 U/ml penisilin ve 100 pg/ml
streptomisin iceren DMEM ile degistirildi. Her giin hiicreler yilizeye tutunma

durumunu gozlemleyebilmek icin inverted mikroskop ile kontrol edildi (Fotograf
3.2).

Fotograf 3.2 IGF hiicrelerinin kontrol edildigi inverted mikroskop
(Bolu Abant izzet Baysal Universitesi Tip Fakiiltesi Farmakoloji Anabilim Dalr)
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Fotograf 3.3 Hastalardan alinan dis eti dokularindan gingival fibroblast hiicresi
elde edilmesi

Hiicrelerin flaskin yaklasik olarak %25’ini kapladigi gozlendiginde, flask
icindeki 2 ml besiyeri aspire edildi(Fotograf 3.3).

Hiicreler, tripsin enziminin etkinligi i¢in 2 ml serum igermeyen besiyeri ile
yikandi ve ardindan 1,5 ml Tripsin- Etilen diamine tetra asetikasit (EDTA) flaska
eklendi. Ardindan, %5 CO: igeren inkiibatorde 37°C'de bes dakika boyunca
hiicrelerin yilizeyden ve birbirlerinden ayrilmalari i¢in bekletildi. Tripsin-EDTA nin
aktivitesinin durdurulmasi i¢in, kiiltiir kabina 2 m1 %10 FBS iceren DMEM besiyeri
eklendi. Hiicre peleti elde etmek igin, petri kabindan toplanan hiicre siispansiyonu,
oda sicakliginda 2500 rpm'de 3 dakika santrifiij edildi. Bu hiicre peleti, 2 ml %10
FBS iceren DMEM ile siispanse edilip 100 mm'lik petri kabindaki besiyeri ile
karistirildi. Bu sayede IGF hiicrelerinin ilk pasajlari elde edildi (Fotograf 3.4).
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Fotograf 3.4 Gingival fibroblast hiicrelerinin ilk pasajinin ardindan 16.gilindeki

gorinimil

Yirmi dort saat sonra, kiiltiir kabindaki besiyeri 8 ml taze besiyeri ile
yenilendi. Flasklardaki besiyeri iki giin araliklarla degistirildi. Hiicreler, %70- %80
konfluente ulastiklarinda, IGF kiiltiirii elde edilmis oldu.

Hiicrelerin Pasajlanmasi:

Calismamizin  her asamasinda kullanilacak yeterli hiicre hattinin
saglanabilmesi amaciyla hiicre hatlari cogaltilarak pasajlanmistir.

Primer kiiltlirden; fibroblast alt kiiltiirlerini elde etmek icin, doku parcalari
birkac kez steril fosfathh tampon tuzlu su (PBS) ile yikandi. Fibroblastlar1 bagl
olduklar1 yiizeyden kaldirmak igin 0.5 ml tripsin- EDTA uygulandi ve 37°C'de 5
dakika inkiibe edildi. Tripsin- EDTA uygulanan hiicrelerin flasklarindan ayrildig
gozlemlendikten sonra, 5-8 ml %10 FBS igeren DMEM eklenerek pasajlandi.

Hiicreler, 3. ve 4. pasajlar i¢in benzer bir yontemle kiiltiire edildi. Hiicreler 2.
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pasajdayken donduruldu ve deney zamani ¢oziilerek kullanildi. 3. ve 4. pasaja

geldiklerinde tiim deneyler yapilda.

Hiicrelerin Toplanmasi ve Dondurulmasi:

Biiyiime ortami1 flasktan uzaklagtirildi.

Flask PBS ile yikandi

Onceden 37°C’ye 1sitilms tripsin- EDTA soliisyonu; 25 cm? flask i¢in
1-2 mL, 75 cm? flask i¢in 3-5 mL eklendi.

Flasklar 37°C’de 4-5 dakika boyunca inkiibasyona birakildi.

Flask yiizeyinden ayrilan hiicreler toplanarak 15 ml’lik tiiplere aktarildi
ve tiiplere 5 ml medyum eklendi

Pellet, 6nceden 37°C’de inkiibe edilmis biiylime ortami icerisine uygun
miktarda eklendi.

Hiicre stispansiyonu sayildiktan sonra seyreltme islemi yapildi. Hiicreler
flasklara veya plaklara pasajlandi.

Dondurulmasi planlanan hiicre siispansiyonuna ise soguk %95 FBS ve
%5 dimetil stilfoksit (DMSO) ilave edildi.

Elde edilen siispansiyon cryo tiplere dagitilarak kademeli olarak
donduruldu ve -20°C’de saklandi.

Siispansiyon, -20°C’de bir saat bekletildikten sonra cryo tiipler 3-4 hafta
icerisinde ¢oziilecekse -80°C’ye, daha uzun siire depolanacaksa sivi

nitrojene aktarildu.

Hiicrelerin Coziilmesi

Sivi nitrojende muhafaza edilmis hiicreler deney zamani geldiginde
¢oOzilerek kullanildi.

-80°C’den alinan cryo tiipler veya sivi nitrojen hizla 37°C’de ¢oziildii.
4°C’nin iizerindeyken DSMO, hiicrelere toksik etki gosterdiginden
37°C'de hiicreleri ¢ozdiirirken 120 saniye icerisinde hizli bir sekilde
karistirildi.

Tiip igerisindeki hiicre slispansiyonu 15 mL’lik tiiplere aktarildi ve
tizerine 10 mL 6nceden 37°C'de inkiibe edilen biiyiime ortami ilave
edildi.

Tiip 1800 rpm de 10 dakika boyunca santrifiij edildi.
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- Santrifiijiin ardindan tiipiin {istiindeki siipernatan atildi.

- Pelet 7 mL biiyiime ortaminda siispanse edildikten sonra 2 adet 25 cm?
flaska esit bir sekilde paylastirildi.

- Bu flasklar, 37°C'de, %5 CO2 ve %95 nem iceren etiive alinarak

inkiibasyona birakildi.

Hiicrelerin Sayilmasi

Hiicrelerin sayilmasinda kullanilan yontem; membran biitiinliigli bozulmus
hiicrelerin tripan mavisi boyasint hiicre icine alarak o6li hiicre olarak
degerlendirilmeleri, membran biitiinliigiinii koruyan hiicrelerde ise membrandan
boya gecigine izin vermemeleri prensibine dayanir (138). Canli hiicreler
mitokondri organelinde enerji iiretimi ile aktif tagima yapabilirler. Canli hiicrelerde
hiicre membranina giren tripan mavisi boyasi aktif tasima sayesinde hiicre digina
atilir ve canli hiicreler renksiz goriiliir. Olii hiicreler mitokondri organeline sahip
olmadig1 i¢in, hiicre membraninda giren tripan mavisi boyast aktif tasima ile hiicre
digina atilamaz ve Olii hiicreler mavi renkte goriiliir. Yapilacak tiim deneylerde
belirli sayidaki hiicrelerin flasklara ekilmesi i¢in hiicre siispansiyonunun
mililitresindeki hiicre miktarinin belirlenmesi gerekmektedir.

- 50 ul IGF hiicre siispansiyonu, 1,5 mlI'lik bir eppendorf tiipiine aktarildi.
Ardindan, tizerine 50 pl %0,5 Tripan mavisi boyasi ilave edildi ve iyice
karistirildu.

- Tripan mavisi ile boyanan hiicre siispansiyonundan 10’ar pl 6rnek
alindiktan sonra 6zel EVE™ Lamin her iki kuyucuguna yiiklendi
(Fotograf 3.5).
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sayilmasi

- Hiicre sayimi1 EVE otomatik hiicre sayaci kullanilarak yapildi.

- Tripan mavisi boyasini aktif tagimayla hiicre membraninda digar1 atan
hiicreler parlak goriinenerek canli kabul edilirken, boyayi i¢ine alip mavi
renkte goriinen hiicreler 6lii olarak kabul edildi.

- 96’lik kuyucuklu plakalara kuyucuk basina 1,1 x 10*hiicre denk gelecek
sekilde 100 pl olarak ekildi (139).

Fibroblastlarin immunofloresan Boyanmasi

Cam tabanli petri kaplarna dis eti dokusundan farklilastirilan hiicreler
ekilmistir. 48 saatlik inkiibasyonun ardindan medyum ¢ikarilmis ve hiicreler ii¢ kez
PBS ile yikanmistir. Hiicreler daha sonra 15 dakika boyunca %4 paraformaldehit
(PFA) ile sabitlenmistir. Hiicreler iki kez PBS ile yikandiktan sonra, bloklama
sollisyonunda (%3 BSA, %0,1 Sodyum Azid, %0,1 Tween 20) oda sicakliginda 30
dakika inkiibe edilmistir. Hiicreler, 488-konjuge phalloidin (Thermo Fisher,
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A12379) ile 4°C'de 2 saat inkiibe edilmistir. 4',6-diamidino-2-fenilindole (DAPI)
eklenmis ve hiicreler 5 dakika daha inkiibe edilmistir. Hiicreler; 0,1 Tween 20
igeren PBS ile yikandiktan sonra, gériintiilemeler ZEN BLUE yazilimi ile LSM 800
konfokal mikroskop kullanilarak 20x biiyiitmede ¢ekilmistir ( Fotograf 3.6).

Fotograf 3.6 IGF hiicrelerinin sitoskeletal yapisimin phalloidin boyama ile

gozlenmesi. (A) DAPI boyama. (B) Phalloidin boyama. (C) Birlestirme goriintiisii.

3.4 Primer insan Gingival Fibroblast Hiicre Hattinda Hidrojen
Peroksit Kullanilarak Hasar Modeli Olusturulmasi

Reaktif oksijen tiirlerinden olan H2O, IGF hiicre serisinde oksidatif stres
kaynag olarak kullanild. IGF hiicre serisi olusturmak icin, hiicrelerin ekimi her bir
kuyucuga yaklagik 22.000/200ul hiicre gelecek sekilde 96 kuyucuklu platelere
ekilerek 24 saat inkiibe edildi. Inkiibasyon sonrast %0.5 FBS igeren fenol redsiz
medium igerisinde tekrar 24 saat inkiibe edildi.

Biyogiivenlik kabini igerisinde, 102 pl H202 iizerine 10 ml DMEM
eklenerek H20- ¢ozeltisi hazirlandi. Hazirlanan ana stok ¢ozeltiden seyreltilerek
farkl konsantrasyonlarda 200, 400, 600, 800, 1000 uM hazirlanan H>O> ¢6zeltileri
elde edildi. Calismada kullanilan hiicreler seri diliisyonlar seklinde (200-1000uM)
H20:2 ¢ozeltisi gruplara ayrilmis hiicrelere uygulandi. Hasar modeli i¢in uygun

H20. konsantrasyonunu belirlemek iizere 24 saat inkiibasyona birakildu.
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3.5 Insan Gingival Fibroblast Hiicrelerinde Rosmanol Etkisinin
Degerlendirilmesi

Calismamizda rosmanoliin IGF hiicrelerinin canliligy iizerindeki etkisi
degerlendirilmistir. Rosmanol i¢in belirli konsantrasyonlarda (0.1, 0.5, 1, 5, 10, 25,
50 ve 100 uM) ¢ozeltiler Dongjun Jiang ve arkadaslarinin c¢alismasindaki gibi
hazirlanmistir (131).

IGF hiicreleri 96 kuyucuklu platelere ekildi ve deneyde kullanilmak iizere
uygun hiicre serisi olusturuldu. Bu hiicre serileri %5 CO2 ve %95 hava iceren etiiv
icerisinde, 37 °C’ de 24 saat boyunca inkiibasyona birakildi. inkiibasyon sonrasi
%0.5 FBS igeren fenol redsiz medium ile tekrar 24 saat inkiibe edildi. Biyogiivenlik
kabini icerisinde, 96 kuyucuklu platelere esit bir sekilde ekilen IGF hiicre
serisindeki besiyerinin aspire edilmesinden sonra yerine hiicre kontrol, ¢oziicii
(DMSO) ve farkli konsantrasyonlarda (0.1, 0.5, 1, 5, 10, 25, 50 ve 100 puM)
rosmanol igeren ¢ozeltiler ilave edildi ve 24 saat boyunca inkiibe edildi. Inkiibasyon
stiresinin tamamlanmasinin  ardindan, XTT (2,3-bis [2-metoksi-4- nitro—5-
sulfofenil]-2H-tetrazolyum-5- karboksianilid tuzu) yontemi kullanilarak hiicre

canlilig1 analiz edildi.

3.6 Insan Gingival Fibroblast Hiicrelerinde Oksidatif Hasar
Oncesi Rosmanol Uygulamasimin Etkisinin Degerlendirilmesi

Rosmanoliin IGF hiicrelerinde oksidatif hasara karsi koruyucu etkisinin
belirlenmesi i¢in biyogiivenlik kabini igerisinde 96 kuyucuklu platelere esit bir
sekilde hiicreler ekildi. Hiicreler, 37 °C’ de 24 saat %0.5 FBS igeren fenol redsiz
medium ile %5 CO2 ve %95 hava igeren etiiv igerisinde inkiibasyona birakildi.
Ardindan hiicreler kontrol grubu, medium kontrol grubu ve farkli
konsantrasyonlarda (0.1, 0.5, 1, 5 uM) rosmanol uygulanarak 2 saat inkiibasyona
birakildi. 2 saatlik inkiibasyonun ardindan hiicrelere 200 uM konsantrasyonunda
H202 uyguland1 ve 22 saat siire ile inkiibasyona birakildi. Hiicre canliligini

belirlemek amaciyla XTT soliisyonu hazirland1 ve uygulandi.
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3.7 1Insan Gingival Fibroblast Hiicrelerinde Oksidatif Hasar
Sonrasi Rosmanol Uygulamasinin Etkisinin Degerlendirilmesi

Rosmanoliin IGF hiicrelerinde oksidatif hasar1 tedavi edici etkisinin
belirlenmesi igin, IGF hiicreleri biyogiivenlik kabini igerisinde 96 kuyucuklu
platelere ekildi. 24 saat sonra %0.5 FBS igeren fenol redsiz medium igerisinde
tekrar 24 saat inkiibe edildi. Hiicrelere 200 uM konsantrasyonunda H>O> ¢ozeltisi
uygulandi ve hiicreler 2 saat boyunca inkiibasyona birakildi. 2 saatlik
inkiibasyondan sonra 0.1, 0.5, 1, 5 uM konsantrasyonlarinda rosmanol ¢ézeltileri
hiicrelere uygulandi ve 22 saat inkiibasyona birakildi. Inkiibasyonun ardindan XTT

¢ozeltisi hazirlandi ve hiicre canliliklar1 degerlendirildi.

3.8 Hiicre Proliferasyon Canhilik Testi (XTT)

Calismamizda hiicre canliligini degerlendirmede giiniimiizde en sik
kullanilan yontemlerden biri olan XTT yontemi kullanilmistir. XTT yontemi, canlt
hiicrelerin mitokondriyal dehidrogenazlar1 tarafindan tetrazolyum tuzunun
formazana doniisiimii ve bu tiriin miktariin spektrofotometrede kolorimetrik
olarak olgiilmesi esasina dayanir. XTT yontemi, giivenilir oldugu gibi hizli bir
yontem olarak kabul edilir (140). Bu ¢alismada ¢esitli konsantrasyonlarda
kullanilan rosmanoliin farkli uygulamalarla IGF hiicre canlilig: iizerindeki etkisi
arastirilmistir. Bu amagla, IGF hiicreleri DMEM besiyerinde her kuyucukta 1x10*
hiicre olacak sekilde 96 kuyucuklu platelere ekilmistir. 24 saat sonra plakalarindaki
besiyeri uzaklastirilmis ve fenol red igermeyen DMEM igerisinde diliie edilmis
rosmanol hiicrelere 24 saat boyunca uygulanmigtir. Kiiltiir siiresi dolduktan sonra
hiicrelere XTT (Cell Proliferation Kit II) soliisyonu eklenmis ve dort saat boyunca
bekletilmistir. Siire sonunda, 450 ve 620 nm dalga boylarindaki absorbans degerleri
mikroplaka okuyucu ile olglilmiistiir. Kontrol hiicrelerinden (rosmanol icermeyen
kuyucuklar) elde edilen absorbans degeri %100 kabul edilerek, diger 6rneklerin
absorbans degerlerine gore canlilik degerleri hesaplanmistir. Yiizde Canlilik =
[Ornek ABS ortalama / Kontrol ABS ortalama] x 100 formiilii kullamlarak

belirlenmistir.
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3.9 Ilstatiksel Analiz

Analiz Oncesi verilerin normal dagilima uygunlugu Shapiro Wilk testi ile
belirlendi. Rosmanoliin ve H2O-‘in tek basina hiicre canliligina etkisi ¢alisma
verilerinin normal dagilim gostermedigi tespit edildi. Transformasyon ile de normal
dagilim saglanamadi ve non-parametrik istatistiksel analiz yOntemlerinden
Kruskall Wallis test ile veriler analiz edildi. Post-hoc test olarak Mann Whithney U
testi kullanilarak biitlin gruplar kontrol grubu ile karsilasitildi ve Bonferroni
diizeltmesi yapildi.

Rosmanoliin koruyucu olarak kullanildigi c¢alismada verilerinin normal
dagilim gostermedigi tespit edildi. Loge transformasyonu verilerin normal dagilima
uyumlulugu igin yeterli oldu. Loge transformasyonu sonucu elde edilen veriler grup
karsilastirmasi igin tek yonlii varyans analizine tabi tutuldu. Post-hoc test olarak
Dunnet testi kullanilarak biitiin gruplar H,O> grubu ile karsilasitildi.

Rosmanoliin tedavi edici olarak kullanildigi ¢aligmada verilere gruplardaki
varyans homojenligini saglamak i¢in Loge transformasyonu uygulamasi yapildi.
Loge transformasyonu sonucu elde edilen veriler grup karsilastirmasi i¢in tek yonlii
varyans analizine tabi tutuldu. Post-hoc test olarak Dunnet testi kullanilarak biitiin
gruplar H202 grubu ile karsilagitild.

P<0.05 istatistiksel anlamlilik seviyesi olarak belirlendi. Istatistiksel

analizlerde R (version 4.3.0) yazilim1 kullanildi.
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4. BULGULAR

4.1 TInsan Gingival Fibroblast Hiicrelerinde Hasar Modeli
Olusturulacak H202 Konsantrasyonunun Belirlenmesi

IGF hiicrelerinde oksidatif hiicre hasart modeli olusturmak icin H202; 200,
400, 600, 800 ve 1000 uM konsantrasyonlarinda uygulandi. Uygulanan tiim
konsanntrasyonlarda kontrol grubuna gore hiicre canliliginda istatiksel olarak
anlamli fark gozlendi (p<0.01)(Sekil 4.1). 200 uM H20; konsantrasyonu uygulanan
IGF hiicrelerinde yaklasik %353 hiicre canlilig1 tespit edildi. 400, 600,800 ve 1000
uM konsantasyonlarinda H20; IGF hiicrelerinde %35 ve daha az hiicre canlilig
gosterdiginden, hasar modeli olusturmak i¢in uygun H20> konsantrasyonu 200 uM
olarak secilmistir (Tablo 4.1).

Tablo 4.1 IGF hiicrelerinde farkli konsantrasyonlarda H,0O; ile olusturulan hasar

modelinde XTT testi ile dl¢iilen canlilik degerlerinin (%) karsilastirilmasi

Hiicre canhihigi (%)

Grup N .

Ortanca (Min-Maks)
Kontrol 8 99.20 (97.03-103.16)
200 uM H20:2 8 53.88 (35.24 - 62.05)*
400 uM H20; 8 33.32 (32.43 - 35.49)*
600 uM H20- 8 32.30 (30.64 - 33.71)*
800 uM H20> 8 34.73 (33.71 - 35.49)*
1000 uM H202 8 35.88 (34.22 - 36.77)*
p <0.01

P degeri Kruskal Wallis testi sonucu elde edildi.
*: Gruplarin kontrol grubuyla post-hoc test karsilastirilmasinda Bonferoni diizeltmeli Mann Whitney
u testi kullanildi.’*’ olan gruplarin kontrol grubuyla istatiksel olarak farkli oldugunu gosterir.(p < 0.01)

H202: Hidrojen peroksit, uM: Mikromolar
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Sekil 4.1 Farkli konsantrasyonlarda H202‘nin IGF hiicrelerinde hiicre
canliligr (%) tizerine etkisi

P degeri Kruskal Wallis testi sonucu elde edildi.
*. Gruplarin kontrol grubuyla post-hoc test karsilastirilmasinda Bonferoni diizeltmeli Mann Whitney
u testi kullanildi.’*’ olan gruplarin kontrol grubuyla istatiksel olarak farklt oldugunu gésterir.(p < 0.01)

H202: Hidrojen peroksit, uM: Mikromolar

4.2 Tnsan Gingival Fibroblast Hiicrelerinde Rosmanol
Uygulamasinin Hiicre Canhihigina Etkisi

Rosmanoliin IGF hiicrelerinde hiicre canlilig: {izerindeki etkisini gérmek
icin IGF hiicrelerine tek basina farkli konsantrasyonkarda (0.1, 0.5, 1, 5, 10, 25, 50,
100 pM) rosmanol wuygulanmistir. 0.1, 0.5 puM ve 1 uM rosmanol
konsantrasyonlarinda Kontrol grubuna kiyasla hiicre canliliginda istatistiksel
anlaml bir fark goriillmezken (p <0.01), artan rosmanol konsantrasyonlarinin her
birinde kontrol grubuna gore hiicre canliliginin istatiksel olarak anlamli bir sekilde
azaldig1 tespit edilmistir (p <0.01)(Sekil 4.2). Calismamizda hiicre canliligin
anlamli bir sekilde etkilemeyen 0.1, 0.5 ve 1 uM rosmanol konsantrasyonlari ile

sitotoksitenin ilk goriilmeye baslandizn 5 uM rosmanol konsantrasyonu, IGF
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hiicrelerinde oksidatif hasara karst koruyucu ve tedavi edici etkilerinin

degerlendirilmesi igin segilmistir (Tablo 4.2).

Tablo 4.2 IGF hiicrelerinde farkli konsantrasyonlarda rosmanoliin hiicre canliligina

(%) etkisinin karsilastirilmasi

Grup N Hiicre canhihigi (%)

Ortanca (Min-Maks)
Kontrol 8 100.09 (96.76-103.07)
DMSO 8 97.46 (95.71 -101.67)
0,1 uM rosmanol 8 98.86 (95.71-100.26)
0,5 uM rosmanol 8 99.04 (97.81 -102.37)
1 uM rosmanol 8 96.41 (94.30-104.12)
5 uM rosmanol 8 94.13 (92.20 -98.51)*
10 uM rosmanol 8 89.40 (87.64 -96.41)*
25 uM rosmanol 8 72.57 (67.66 -79.93)*
50 uM rosmanol 8 45.22 (43.12 -46.28)*
100 uM rosmanol 8 50.48 (47.33 -51.53)*
p <0.01

P degeri Kruskal Wallis testi sonucu elde edildi
*: Gruplarin kontrol grubuyla post-hoc test karsilastirilmasinda Bonferoni diizeltmeli Mann Whitney
u testi kullanildi.’*’ olan gruplarin kontrol grubuyla istatiksel olarak farkli oldugunu gésterir.(p <0.01)

uM: Mikromolar, DMSO: dimetil siilfoksit
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Sekil 4.2 Farkli konsantrasyonlarda rosmanoliin IGF hiicrelerinde hiicre

canlilig1 (%) tizerine etkisi

P degeri Kruskal Wallis testi sonucu elde edildi
*. Gruplarin kontrol grubuyla post-hoc test karsilastirilmasinda Bonferoni diizeltmeli Mann Whitney
u testi kullanildi.’*’ olan gruplarin kontrol grubuyla istatiksel olarak farkli oldugunu gosterir.(p < 0.01)

uM: Mikromolar, DMSO: dimetil siilfoksit

4.3 Rosmanoliin Insan Gingival Fibroblast Hiicrelerinde
Oksidatif Hasara Kars1 Koruyucu Etkisi

Oksidatif hasar modeli olusturulan IGF hiicrelerinde rosmanoliin profilaktif
etkisini incelemek amaciyla, hiicrelere 200 pM H202 uygulamasindan 2 saat 6nce
farkli konsantrasyonlarda (0.1, 0.5, 1 ve 5 uM) rosmanol uygulamas1 yapildi. Tim
konsantrasyonlarda H20O2 grubuna kiyasla hiicre canliliginda istatistiksel olarak
artig tespit edildi (P<0,01). 0.1 uM ve 0.5 uM rosmanol H>O: ile olusturulan
oksidatif hasara kars1 sirastyla %2.5 ve %2.6 hiicre hasarin1 azaltmistir. 1 pM ve
rosmanol ve 5 uM rosmanol konsantrasyonu ise hiicre hasarini sirasiyla %4.5 ve
%7.2 azaltmistir (Tablo 4.3)(Sekil 4.3).
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Tablo 4.3 Oksidatif stres olustirmadan once farkli konsantrasyonlarda rosmanol

uygulamasinin IGF hiicrelerinin hiicre canliligina (%) etkisinin karsilastirilmasi

Hiicre canlihig: (%)

Grup N Geometrik ortalama
(-1SS - +1S5S)

Kontrol 8 99.84(93.93-106.12)*

200 uM H203 8 37.70(35.97-39.52)

0,1 uM rosmanol + 200 uM H>0> 8 40.22(38.35-42.18)*

0,5 uM rosmanol + 200 uM H20> 8 40.32(38.96-41.72)*

1 uM rosmanol + 200 uM H20- 8 42.23(40.79-43.72)*

5 uM rosmanol + 200 uM H,0> 8 44.99(43.04-47.02)*

P

<0.01

P degeri transforme edilmis(L0ge) veriler iizerinde tek yonlii varyans analizi sonucu elde edilmistir.

*. Gruplarmm H202 grubuyla post-hoc test karsilastirilmasinda Dunnet testi kullanildi.’*’ olan

gruplarin H202 grubuyla istatiksel olarak farkli oldugunu gésterir.(p < 0.01)

uM: Mikromolar, H202: Hidrojen peroksit
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Sekil 4.3 IGF hiicrelerinde oksidatif hasar olusturmadan once farkli

konsantrasyonlarda rosmanol uygulamasinin hiicre canliligina (%) etkisi

P degeri transforme edilmig(Loge) veriler lizerinde tek yonlii varyans analizi sonucu elde edilmistir.*:

Gruplarin H202 grubuyla post-hoc test karsilastirilmasinda Dunnet testi kullanildi.’*’ olan gruplarin H202

grubuyla istatiksel olarak farkli oldugunu gosterir.(p < 0.01) pM: Mikromolar, H202: Hidrojen peroksit
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4.4 Rosmanoliin Insan Gingival Fibroblast Hiicrelerinde
Oksidatif Hasar1 Tedavi Edici Etkisi

Oksidatif hasar modeli olusturulan IGF hiicrelerinde rosmanoliin tedavi
edici etkisini incelemek amaciyla hiicrelere 200 uM H>O, uygulamasindan 2 saat
sonra farkli konsantrasyonlarda (0.1, 0.5, 1 ve 5 uM) rosmanol uygulamasi yapildi.
Tiim konsantrasyonlarda hiicre canliliginda H2O2 grubuna kiyasla istatistiksel
olarak anlaml1 bir artis tespit edildi (P<0,01). 200 uM H20zile olusturulan oksidatif
hasara kars1 0.1 uM rosmanol %2.1, 0.5 uM rosmanol %3.3, 1 uM rosmanol %3.23
ve 5 uM rosmanol %4.87 oraninda hiicre hasarini azaltt1 (Tablo 4.4)(Sekil 4.4).

Tablo 4.4 Oksidatif stres olusumu sonrasi farkli konsantrasyonlarda rosmanol
uygulamasinm IGF hiicrelerinin hiicre canliligima (%) etkisinin karsilastiriimasi

Hiicre canhihigi (%)

Grup N Geometrik ortalama
(-1SS - +1S5S)

Kontrol 8 99.96(96.86-103.16)*

200 uM H20: 8 36.66(35.46-37.94)+1.26

200 uM H202 + 0,1 uM rosmanol 8 38.76(37.88-39.66)*

200 uM H207 + 0,5 uM rosmanol 8 39.96(38.68-41.29)*

200 uM H202 + 1 uM rosmanol 8 39.89(38.23-41.62)*

200 uM H202 + 5 pM rosmanol 8 41.53(40.08-43.04)*

p <0.01

P degeri transforme edilmis(Loge) veriler iizerinde tek yonlii varyans analizi sonucu elde edilmistir.*:
Gruplarin H202 grubuyla post-hoc test karsilagtirilmasinda Dunnet testi kullanildi.’*’ olan gruplarin H202

grubuyla istatiksel olarak farkli oldugunu gosterir.(p < 0.01) uM: Mikromolar, H202: Hidrojen peroksit
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Sekil 4.4 IGF hiicrelerinde oksidatif hasar olusumu sonrasi farkli

konsantrasyonlarda rosmanol uygulamasinin hiicre canliligina (%) etkisi
P degeri transforme edilmig(Loge) veriler lizerinde tek yonlii varyans analizi sonucu elde edilmistir.
*. Gruplarmm H202 grubuyla post-hoc test karsilastirilmasinda Dunnet testi kullanildi.’*’ olan
gruplarin H202 grubuyla istatiksel olarak farkli oldugunu gosterir.(p < 0.01) uM: Mikromolar, H202: Hidrojen

peroksit
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5. TARTISMA

Bilgilerimiz dahilinde bu c¢alisma, hiicre Kkiiltiiri ortammda IGF
hiicrelerinde rosmanoliin hiicre canlilif1 lizerine etkisini ve H20: ile indiiklenen
oksidatif hasara kars1 koruyucu ve tedavi edici etkilerini inceleyen ilk ¢aligmadir.
Calismamizda IGF hiicrelerinde H,0 ile olusturulan oksidatif hasar dncesi farkli
konsatrasyonlarda (0.1-5 uM) rosmanol uygulandiginda hiicre hasarin1 %2.5-7.2
oraninda azalttig: goriildii. IGF hiicrelerinde H»0 ile olusturulan oksidatif hasar
sonrasi farkli konsatrasyonlarda (0.1-5 uM) rosmanol uygulandiginda ise, hiicre
hasarmi %2.1-4.9 oraninda azalttigi goriildii. Oksidatif hasar olusturulmadan
uygulanan rosmanol konsantrasyonlarinda (0.1, 0.5, 1, 5, 10, 25, 50, 100 puM)
kontrol grubuyla kiyaslandiginda 0.1 ve 0.5 ve 1 uM konsantrasyonlarinda hiicre
canliliginda istatistiksel fark gozlenmezken artan konsantrasyonlarda hiicre
canliliginm istatiksel olarak anlamli derecede azaldig1 goriildii. Caligmamizda IGF
hiicrelerine H202 uygulamasinin hiicre canlilig1 {izerine etkileri degerlendirilirken
uygulanacak rosmanol konsantrasyonlart hiicre canliliginda azalmanin olmadigi
0.1, 0.5, 1 uM ve sitotoksisitenin ilk goriildiigii konsantrasyon olan 5 pM rosmanol

secilmistir.

Calismamizda IGF hiicrelerine farkli konsantrasyonlarda rosmanol
uygulamast yapilmistir. Bu calismada, oksidatif stres olusturulup kismen
periodontitisteki enflamasyonun modellendigi gingival fibroblast hiicrelerinde
rosmanoliin genis doz araligindaki etkisi incelenmistir. Calismamizda peridontal
tedavide terapdtik bir ajan olarak kullanilmasi arastirilan rosmanoliin insan dis eti
bag dokusundan elde edilen fibroblastlar iizerindeki etkileri incelenmistir.
Fibroblast hiicreleri, periodontal yumusak dokulardaki baskin hiicrelerdir ve dis eti
bag dokusunun %65’ini olustururlar (145). Bir bariyer gorevi gorerek periodontal
dokularin korunmasinin yanisira, bu dokularin yeniden sekillendirilmesi ve
onariminda gorev alirlar. Ayrica enflamasyon ve enfeksiyonun etkilerini kontrol
ederler (146). Dis eti dokusundan fibroblast elde etme siireci, bag dokusu iginde
epitel hiicreleri, endotel hiicreleri ve fibroblastlar dahil olmak tizere ¢esitli hiicre
tiplerini iceren dis eti yapisinin karmasik dogas1 nedeniyle zorluklar arz etmektedir.
Dis eti fibroblastlar1 genellikle hiicre dist matris i¢ine gomiiliidiir ve bu da

izolasyonu diger dokulardaki fibroblastlara kiyasla daha zor hale getirir (141). Bu

44



fibroblastlar yara iyilesmesi, doku rejenerasyonu ve doku homeostazinin korunmasti
icin ¢ok onemlidir (5). Calismamizda dis eti kaynakli hiicrelerin morfolojisini ve
hiicre iskeleti organizasyonunu incelemek i¢in F-aktin boyamasi kullanilmistir.
Aktinin ipliksi formu olan F-aktin, hiicre iskeletinin temel bir bilesenidir, yapisal
biitiinliik saglar ve gog, boliinme ve yapisma gibi hiicresel siirecleri kolaylagtirir
(142). F-aktin boyamasi, hiicre morfolojisini ve hiicre iskeleti diizenlemelerini
gorsellestirmek i¢in yaygin olarak kullanilmaktadir (143). Bu ¢alismada, doku
eksplantlarindan izole edilen gingival fibroblastlar, F-aktin filamentlerine segici
olarak baglanan ve hiicre iskeleti yapisinmin ayrintili olarak gdzlemlenmesini
saglayan phalloidin kullanilarak boyanmistir. Hiicrelerin iyi tanimlanmig aktin
filamentleri sergiledigi goriilmiis ve bu da islevsel bir hiicre iskeletinin varligini
dogrulamistir. Aktin filamentleri, hiicre yayilmasi ve baglanmasinin acik
gostergeleriyle yapisal destek saglayan bir ag olusturmustur. Bu boyama modeli,
dis eti fibroblastlarinin izolasyon ve kiiltiirden sonra bile normal islevleri i¢in ¢ok
onemli olan temel hiicre iskeleti bilesenlerini korudugunu gostermektedir. Bu
bulgular, go¢ ve mekanik stabilite gibi hiicresel islevlerin siirdiiriilmesinde F-
aktinin Onemini vurgulayan oOnceki c¢alismalarla tutarlidir (144). Aktin hiicre
iskeletinin net bir sekilde goriintiilenmesi, dis eti dokusundan izole edilen
fibroblastlarin islevsel oldugu ve ¢alismamizin daha ileriki asamalari igin
kullanilabilecegini gostermektedir. Fibroblastlar baglica dis eti ve periodontal
ligament olmak {izere agiz i¢inde bir¢ok kaynaktan elde edilebilir. Periodontal
ligamentten elde edilen fibroblastlar dis ¢cekimi sonrasi kok kisminin hassas bir
bicimde biyopsisi ile elde edilir. Dis eti fibroblast hiicreleri, periodontal ligament
fibroblast hiicrelerine gore kiiltiir sartlarina daha kolay adapte olur ve daha hizl
proliferasyon gosterir. Bu nedenle ¢aligmamizda rosmanoliin periodontal tedavide

terapotik ajan olarak etkisini incelemek iizere dis eti fibroblast hiicreleri se¢ilmistir.

Son yillarda oksidatif stres bir¢ok enflamatuar hastaligin ilerlemesindeki
merkezi rolleri nedeniyle giderek daha fazla dikkat cekmektedir (147). Periodontal
dokularda patojenik biyofilm tarafindan enflamasyonun baslamasimnin ardindan
nétrofiller, fagositoz sirasinda NADPH oksidaz tarafindan katalize edilen “solunum
patlamasi” adi1 verilen metabolik yolla Oz tiretirler (78). O2, fagozomal ve hiicre dist
ortama salinabilir ve daha sonra H2O2, HOCI, OH- ve 'O, gibi farkli radikal ve

radikal olmayan tiirevlere doniistiiriilebilir (68). Artan ROT seviyeleri veya

45



aktiviteleri antioksidan savunma sistemi tarafindan dengelenemez ve bu da

oksidatif strese ve periodonsiyumda doku hasarina yol agar (148).

Calismamizda IGF hiicrelerinde periodontal hastaliklardaki enflamasyon
modelini olusturmak i¢in, oksidatif stres mekanizmasmin {riinii olan H20»
uygulanmistir. 200, 400, 600, 800, 1000 uM konsatrasyonda uygulanan H202 ‘nin
hiicre canlilig1 tizerine etkisine bakildiginda 200 uM konsantrasyondaki H202 %52
hiicre canliligr gostermistir. 400, 600, 800 ve 1000 uM konsantrasyondaki H20>
hiicre canliligint %35 ve altindaki degerlere kadar azalttig1 i¢in ¢alismamizda
oksidatif hasar modeli olusturmak i¢in uygulanacak H>O, konsantrasyonu 200 uM

olarak sec¢ilmistir.

Periodontal hastaliklar, diinya capinda yetiskin niifusun yaklasik %50’sini
etkileyen en yaygin agiz hastaliklarindan biridir (1). Periodontal hastaliklarin
sebebi birden fazla etkenle iliskili olsa da primer etiyolojik faktdr mikrobiyal dental
plaktir. Dental plakla iliskili mikrobiyal enfeksiyondan sonra ilk enflamatuar yanit,
sitokinler ve kemokinler yoluyla bagisiklik sistemini aktive eder (2). Notrofil
hiicreleri bakteriyel enfeksiyona karsi bagisiklik sisteminin ilk savunma hattidir ve
enfeksiyon bolgesinde ROT dahil olmak {izere ¢esitli toksik tirlinler tiretirler (145).
Bu durum oksidan ve antioksidan sistem arasindaki dengeyi bozarak oksidatif
strese neden olmaktadir (70). Diisiik konsantrasyonlarda ROT, dis eti
fibroblastlarinin ve epitel hiicrelerinin biiylimesini uyarirken, daha yiiksek
konsantrasyonlarda oksidatif stresi arttirir. Yiiksek konsantrasyonlarda ROT,
serbest radikal zincir reaksiyonunu baglatir ve inflamatuar yanitlarin artmasina ve

periodontal doku hasarina neden olur (4).

Glinlimiizde periodontal hastaliklarin tedavisi i¢in cesitli stratejiler
kullanilmaktadir. Periodontal hastaliklarin etiyolojisinde rol oynayan dental plagin
ve dis taglarinin uzaklagtirllmasini amaglayan dis yiizeyi temizligi ve kok yiizeyi
diizlestirilmesi periodontal tedavinin temelini olusturur. Bu islemler periodontal
tedavide etkili yontemler olsa da derin cepler, furkasyon defektleri, kemik i¢i cep
varlig1 gibi baz1 durumlarda basari sansi diismektedir (37, 47). Basariy: arttirmak
icin cerrahi olmayan periodontal tedaviye ek yardimci antibiyotikler ve
antienflamatuar ilaglar kullanilabilmektedir. Klinikte kullanilan antibakteriyel

ilaglar arasinda klorheksidin, lokal antibyotikler (minosiklin hidrokloriir,
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metronidazol, doksisiklin, vb.) yer alir (10, 145-147). Klorheksidinin
antimikrobiyal etkinligi birgok sistematik incelemeler ve meta-analizlerle
dogrulanmis olmasimin yanisira (148-150), dis ylizeyinde sari-kahverengi
lekelenme, tat duyusunda degisiklik, yanma hissi, agiz yumusak dokularinda agri
ve kuruluk, diseti mukozasinda deskuamatif lezyonlar ve {ilserasyonlar ve
supragingival dis tas1 olusumunda artis gibi yan etkilere sahiptir (151). Bununla
birlikte, periodontal hastaliklarin tedavisinde kullanilan lokal antibiyotiklere uzun
siireli maruz kalma ve/veya asir1 kullanim, ¢esitli antibiyotiklere karsi direng
gelisimine neden olabilir. Cesitli ticari ilaglarin sistemik kullaniminin, hastalarda

ciddi yan etkilere neden oldugu da bilinmektedir (11).

Son yillarda periodontal hastaligin tedavisinde dogal bitki igerikleri, diisiik
yan etkileri, diisiik maliyetleri ve kabul edilebilir genis araliklari nedeniyle
arastirmalarin odak noktasi haline gelmistir (21). Aromatik bitkiler tarafindan
tiretilen ugucu yaglar; antioksidan, antienflamatuvar, antimikrobiyal, antiviral,
antikarsinojenik, antimikotik ve anti paraziter etkiler géstermektedir (145). Genel
olarak aromatik bitki 6zleri; fenolik asit, diterpenler, flavonoidler gibi antioksidan
bilesenler agisindan zengindir (146). Nieto ve ark.,’nin yaptig1 calismada 6zellikle
Lamiaceae ailesinden kekik, biberiye, adacayinin antioksidan 6zelliklere sahip

oldugu gosterilmistir (147).

Amerika Birlesik Devletleri ve Avrupa'da biberiye, antioksidan olarak
kullanilmak {izere ticari olarak temin edilebilen bir baharattir (148). Alzheimer
hastalig1 i¢in terapdtik potansiyeli ve antianjiyojenik etkisi nedeniyle hastaliklarin
tedavisinde kullanilmistir (149). Ote yandan, oksidasyonu ve mikrobiyal
kontaminasyonu 6nledikleri i¢in gidalar1 muhafaza etmek i¢in de kullanilmaktadir
(24, 147, 150). Aleksandar Raskovi¢ ve ark., farelerden elde ettikleri karaciger
dokularinda biberiyeden elde edilen ugucu yagi kullanarak antioksidan enzim
aktivitesini degerlendirmislerdir. Calismada, serbest radikal temizleme aktivitesi
gosteren biberiye ugucu yagi uygulamasinin, lipid peroksidasyonunun sinirlayarak
farelerde karbon tetrakloriir 4(CCl4) kaynakli hepatotoksisiteyi 6nlemede etkili
oldugunu gostermektedir Biberiyenin agiz i¢i dokularda antioksidan ozellikler
gosterdigi bir calismaya literatiirde rastlanmasa da antiplak ve antienflamatuar

ozellikler gosteren Klinik calismalar mevcuttur. Andreas ve ark., dis ylizeyi
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temizligi ve kok ylizeyi diizlestirmesi yaptiklar1 periodontitisli hastalarda tedaviyi
takiben biberiye igerikli esansiyel yag ile gargaranin etkinligini aragtirdilar.
Aragtirma sonuglar1 cep derinliginde azalma ve atasman kazaniminda 0,2 mm’ lik
farklar ortaya koymustur. Agiz gargarasi kullanimindan 3 ay sonra F. nuclueatum
seviyelerinde belirgin azalma tespit edilmistir (142). Saman ve ark.,’” larinin
gingivitis olan hastalarda biberiye icerikli gargara ve klorheksidin igerikli gargara
kullanimin1 igeren ¢alismada; 14 giiniin sonunda dis eti kanama indeksi ve plak
indeksinde grup i¢inde istatiksel olarak anlamli iyilesmeler gozlemlenirken, gruplar

arasinda istatiksel olarak anlamli bir fark ortaya ¢ikmamaistir (143).

Biberiyenin iceriginde yer alan siklik diterpen difenollerden karnosik asit,
karnosol ve rosmanol biberiyenin antioksidan 6zelligini saglamada en ¢ok katkida
bulunan bilesenlerdir (151). Loliger ve ark.,’nin yaptig1 ¢caligmada karnosik asit ve
karnosoliin peroksit radikalinin temizlenmesinde etkili olduklar1 bulunmustur
(152). Chen ve ark.,’1 yaptiklarn calismalarda karnosik asit ve karnosoliin lipit
peroksidasyonunu etkileyerek sentetik antioksidanlara gore daha etkili antioksidan
aktivite gosterdigini belirtmiglerdir (137). Inatani ve ark., rosmanoliin hem linoleik
asitte hem de domuz yaginda sentetik antioksidanlardan dort kat daha yiiksek bir
antioksidan kapasite gosterdigini bildirmistir (114).

Rosmanol yiiksek antioksidan, anti-enflamatuar ve anti-tiimorojenik
aktiviteye sahip oldugundan bir¢ok kanser ve enflamatuar hastaligin tedavisi i¢in
yapilan aragtirmalarda kullanilmugtir (131, 137, 151) Literatiir incelendiginde
kanserli hiicre hatt1 ve normal hiicre hatlarinda rosmanoliin etkisini degerlendiren
calismalar goriilmektedir. Her iki hiicre tipinde de genis doz araliklarinda
rosmanoliin etkisine bakilmistir. IGF hiicrelerinde rosmanoliin hiicre canlilig
tizerine etkilerine bakmak icin ¢alisma tasarimi olusturulurken 0.1, 0.5, 1, 5, 10, 25,
50, 100 uM konsantrasyonlar1 se¢ilmistir. Arastirmamizda rosmanoliin hangi
konsatrasyonlarda uygulanacagmnin belirlenmesinde  Dongjun Jiang ve
arkadaslarinin ¢aligmasi rehberlik etmistir. Rosmanoliin meme kanseri ve normal
meme hiicresi lizerindeki sitotoksisitesini belirlemek amaciyla ve 3-(4,5-
dimetiltiazol-2-il)-2,5-difeniltetrazolyum bromiir (MTT) testi kullanilmstir.
Hiicreler 0.6, 12.5, 25, 50, 100 ve 200 uM rosmanol ile inkiibe edilmistir.

Rosmanoliin normal meme hiicreleri {lizerinde herhangi bir sitotoksik etkisi
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olmamistir (131). Bu c¢alismadaki konsantrasyonlar caligmamizla benzerdir.
Donjung ve arkadaslarinin ¢calismasindan farkli olarak, ¢calismamizda rosmanoliin
0.1-100 uM araliginda 8 farkli konsantrasyonu uygulanmistir ve 5 pM ve
iizerindeki konsantrasyonlarda IGF hiicrelerinde hiicre canliliginda anlamli bir
azalma tespit edilmistir. Sonuglarimizdaki bu farklilik uyguladigimiz hiicre
tiplerinin kaynak, kdken ve fonksiyon bakimindan farkli olmasindan kaynaklandigi

diistiniilmektedir.

Ching-Shu Lai ve ark.,; yaptiklart g¢alismada, fare makrofajlarinda
rosmanoliin kullanimi ile enflamatuar hastaliklarla iligkili olabilecek enflamasyon
faktorlerini azalttigin1 géstermislerdir. Fare makrofajlarindan tiiretilen RAW 264.7
hiicreleri LPS ile enflamasyon modeli olusturulduktan sonra; 1, 2.5, 5, 10 uM
rosmanol uygulanmistir. Prostaglandin ve nitrit seviyeleri incelendiginde, INOS ve
COX-2 gen eskpresyonunu ve bu molekiillerin tiriinleri olan NO, PGE2 ve NF-xB
alt biriminin translokasyonunu azalmasinda etkili oldugu bulunmustur (29). Fare
makrofajinda enflamasyon faktorlerini azaltan rosmanol konsantrasyonlari ¢alisma
tasarimimizdaki ~ rosmanol  konsantrasyonlariyla  benzerdir.  Periodontal
hastaliklarda enflamasyonla iliskili oksidatif stresin IGF hiicrelerinde hiicre
canliligi lizerine etkilerini gorebilmek icin H20: ile oksidatif hasar modeli
olusturulmustur. Ardindan uygulanan 4 farkli rosmanol konsantrasyonunun hiicre

hasarmni azalttigi tespit edilmistir.

Romatoid artrit modeli olusturulan farelerin tedavisinin karnosol ve
rosmanol ile yapildig1 bir ¢alismada, rosmanol ve karnosoliin enflamasyonu inhibe
ederek sinerjik olarak romatoid artrit semptomlarindan kizariklik, sislik, sinoviti
hafiflettigi goriilmiistiir. Farelerde kolajen kaynakli artrit modeli olusturmak icin
sigir tip 2 Kkolajeni uygulamasi yapilarak, farelerde enflamasyon modeli
olusturulmustur. Rosmanol, karnosol ile tedavi edilen gruplar ve kombinasyonla
tedavi edilen farelerde serum TNF-o, IL-6 ve MCP-1 diizeyleri 6nemli 6lgiide
azaldi. Sonuglar rosmanol ve karnosoliin anti- enflamatuar ajan olarak
kullanilabilecegini destekler niteliktedir (136). Bu calismanin bulgulari, bizim
sonuglarimizi destekler niteliktedir. Caligmamizda rosmanol uygulanan gruplarda
hiicre hasarinin azalmasinda rosmanoliin belirtilen antienflamatuar 6zelliklerinin

etkisi olabilecegi diisiiniilmektedir. Hiicre hasarinin azalmasinin altinda yatan
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mekanizmalarin aydinlatilmasi i¢in enflamasyon yolaklarinin ve proenflamatuar

sitokin seviyelerinin incelenmesi gerekmektedir.

Biberiye diterpenlerinden karnosik asit, oksijen varliginda kolayca
rosmanol ve karnosole doniisiir ve bu bilesiklerin kimyasal yapisi birbirine
benzerdir (25). Literatiir incelendiginde rosmanoliin daha farkli hiicre tiplerinde
caligmasina rastlanmadigindan karnosik asitin etkilerini inceleyen calismalara

tartismamizda yer verilmistir.

Ikuko ve ark., insan periodontal ligament hiicrelerinde karnosik asitin
sitotoksik etkisi incelendiginde 25 pM karnosik asitin herhangi bir sitotoksik etki
gostermedigi bulunmustur. Ardindan insan periodontal ligament hiicreleri, IL-18
veya TNF-a ile inkiibasyondan once 3.125, 6.25, 12.5 ve 25 uM karnosik asit ile
inkiibe edilmistir. Calisma, IL-1B ile uyarilan insan periodontal ligament
hiicrelerinde  tiim  konsantrasyonlarda; karnosik asitin  IL-6, kemokin
ligandi(CXCL)10 ve kemokin ligandi(CCL)2 {iretimini inhibe edebilecegini
gostermistir. TNF-a ile uyarilan insan periodontal ligament hiicrelerine uygulanan
tiim karnosik asit konsantrasyonlarinda, konsantrasyona bagimli bir sekilde IL-6,
CXCL10 ve CCL2 iiretimini 6nemli 6l¢lide azalttigini gosterir (128). Calismamizda
genis doz araliginda rosmanolii uyguladigimizda 5 M ve artan konsantrasyonlarda
IGF hiicrelerinde sitotoksisite tespit edilmistir. IGF hiicrelerinde 6nce rosmanol
uygulayarak sonrasinda hasar modeli olusturdugumuz ve koruyucu etkiye
baktigimiz ¢aligmamizin verileri bu ¢alisma ile uyumludur. Uyguladigimiz tiim
rosmanol konsantrasyonlarmin IGF hiicrelerinde hiicre hasarmi azaltan etkileri

tespit edilmistir.

Ikuko ve ark., oral epitel hiicrelerinde interlokin(IL)27 ile iliskili kemokin
ligandi 3 (CXCR3)’iin periodontal hasara neden olan T lenfositlerin birikimini
arttirdigin1 goz ontinde bulundurarak karnosik asitin IL-27 ve CXCR3 seviyelerini
azalttigini bildirmislerdir. Yapilan ¢alismada insan oral epitel hiicreleri I1L-27 ile
inkiibasyondan once 3.125, 6.25, 12.5, 25 veya 50 uM karnosik asit ile inkiibe
edilmistir. Uygulanan tim konsantrasyonlarda karnosik asit CXCR3 ligandini
konsantrasyona bagimli azaltmistir (127). Bu ¢alismada karnosik asitin oral epitel
hiicrelerinde  kullaniminin  enflamasyon faktorlerini azalttigt g6z Oniinde

bulundurulursa, rosmanoliin IGF hiicrelerinde oksidatif hasar 6ncesi kullanimini ile
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elde ettigimiz sonuglarla uyumludur. 0.1, 0.5, 1 ve 5 uM konsantrasyonda
uygulanan rosmanol konsantrasyonlarinda IGF hiicrelerinde hiicre hasarin1 azalttig1

tespit edilmistir.

Bilgilerimiz dahilinde bu ¢alisma; yiiksek antioksidan, anti-enflamatuar ve
anti-tiimdrojenik aktiviteye sahip oldugu arastirilmis rosmanoliin IGF hiicrelerinde
oksidatif hasara kars1 koruyucu ve tedavi edici etkilerinin incelendigi ilk ¢alismadir.
Elde edilen sonuglar incelendiginde, rosmanoliin periodontitis gibi oksidatif stres
kaynakli enflamasyonlarin ve neden oldugu doku hasarlarinin 6nlenmesinde ve
tedavisinde kullanim1 agisindan umut vericidir. Elde ettigimiz sonuglar umut verici
olsa da calismamizin limitasyonlar mevcuttur. Ieri molekiiler verilere bakilamamis
olmasi (TAOS, enflamatuar belirteg  seviyeleri vs.) calismamizin
kisitlamalarindadndir. Bu ¢alisma yalnizea in vitro ortamda gerceklestirildigi igin,
klinik kosullardaki pek ¢ok degiskenin etkisi goz oniinde bulundurulamamais ve bu
nedenle elde edilen sonuglar sinirli bir anlam tasiyabilir. Calismamizin bulgularini
daha saglam bir sekilde destekleyecek ileri diizey in vitro deneyler, hayvan

calismalar1 ve klinik arastirmalara ihtiyag duyulmaktadir.
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6. SONUC VE ONERILER

1. Calismamizda, uygulanan rosmanol konsantrasyonlarinda 0.1, 0.5, 1 uM
konsantrasyonda rosmanol hiicre canliliginda azalma gostermemistir. 5, 10,
25, 50, 100 uM konsantrasyonda uygulanan rosmanol iIGF hiicrelerinde
hiicre canliligin1 azalttig1 tespit edilmistir.

2. Insan gingival fibroblast hiicre hattinda hidrojen peroksit ile olusturulan
oksidatif stresin Oncesinde ve sonrasinda uygulanan rosmanol, hiicre
canliligin1 destekleyerek koruyucu ve tedavi edici etki gostermistir.

3. Bu in vitro ¢alisma, rosmanoliin terapétik bir ajan olarak gelistirilmesine
yonelik bir 6n aragtirma niteligindedir. Elde ettigimiz sonuglar rosmanoliin
periodontal hastaliklarin 6nlenmesinde ve tedavisinde kullanimi agisindan
umut verici olmakla birlikte, periodontal ligament hiicre hattinda yapilacak
in vitro calismalar, hayvan ¢alismalari ve klinik aragtirmalar gibi ileri

arastirmalara gereksinim vardir.
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