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OZET

Melatonin ve Oksiresveratroliin Dental Pulpa Kék Hucreleri Uzerinde
Olusturdugu Sitotoksik Etkinin Degerlendirilmesi

Amag: Bu caligmada XCELLigence® cihazi kullanilarak melatonin ve
oksiresveratroliin farkli dozlarinin dental pulpa kdk hiicre (DPSC) proliferasyonuna olan
etkisini 72 saat boyunca gozlemlemek ve bu materyallerin DPSC proliferasyonunu
arttiran ve sitotoksik dozlarini saptamak amaglanmigtir.

Materyal Metot: Calismamizda Amerikan Tipi Kiiltiir Koleksiyonu dondurulmus
insan DPSC’si kullanilmistir. DPSC’ler e-platelere ekildikten 24 saat sonra tiger farkl
dozda melatonin (100 pM, 100 nM ve 100 puM) ve oksiresveratrol (10 uM, 25 uM,
50 uM) eklenmistir. Deney gruplarmnin 72 saatlik ger¢cek zamanlt hiicre indeks verileri ve
ICso degerleri XCELLigence® cihazi kullanilarak elde edilmistir. Hiicre indeks
degerlerinin karsilastirilmasi amaciyla tekrarli 6lgimlerde varyans analizi ve dogrusal
regresyon analizleri kullanilmistir.

Bulgular: Calismamizda kullandigimiz antioksidan maddelerin tiim dozlar1
degerlendirildiginde; oksiresveratrol 10 puM ve melatonin 100 pM gruplar1 kontrol
grubunun Gstiinde, melatonin 100 nM grubu kontrol grubuyla benzer, oksiresveratrol
25 pM, oksiresveratrol 50 uM ve melatonin 100 uM gruplar1 ise kontrol grubunun altinda
hiicre indeks degerleri sergilemistir. 24., 48. ve 72. saatlerdeki ICso degerleri melatonin
icin strastyla 946 nM, 1220 nM ve 1243 nM iken, oksiresveratrol i¢in ise sirastyla 23 uM,
22,2 UM ve 22,5 pM olarak tespit edilmistir.

Sonug: Melatonin  ve oksiresveratrol c¢alisilan diisiik dozlarda DPSC
proliferasyonunu arttirirken, Yyiksek dozlarda DPSC (zerinde sitotoksik etki
sergilemislerdir.

Anahtar Kelimeler: Antioksidanlar, DPSC, melatonin, mezenkimal kok hiicre,

oksiresveratrol, xcellligence



ABSTRACT

Evaluation of Cytotoxic Effect of Melatonin and Oxyresveratrol on Dental
Pulp Stem Cells

Aim: The aim of this study is to observe the effect of melatonin and
oxyresveratrol’s different doses on dental pulp stem cell (DPSC) proliferation for 72
hours by using XCELLigence® device and to determine DPSC proliferation and cytotoxic
doses of these materials.

Material Method: In this study, the American Type Culture Collection frozen
human DPSC was used. DPSCs were plated on e-plates and after 24 hours three different
doses of melatonin (100 pM, 100 nM ve 100 puM) and oxyresveratrol (10 uM, 25 M,
50 uM) were added. Real time cell index data was acquired by using XCELLigence®
device for 72 hours and ICso values of experimental groups were obtained. In order to
compare cell index values, paired samples t-test and linear regression analysis were used.

Results: When all doses of antioxidants used in our study was evaluated; cell
index values of oxyresveratrol 10 uM and melatonin 100 pM groups were above the
control group, melatonin 100 nM group were similar to the control group, oxyresveratrol
25 uM, oxyresveratrol 50 uM and melatonin 100 uM groups were below the control
group. IC50 values at 24™, 48" and 72" hours were found to be 946 nM, 1220 nM and
1243 nM for melatonin and 23 pM, 22.2 pM and 22.5 pM for oxyresveratrol,
respectively.

Conclusion: Melatonin and oxyresveratrol increased DPSCs proliferation at low
doses and had cytotoxic effects on DPSCs at high doses.

Key Words: Antioxidants, DPSC, melatonin, mesenchymal stem cell,

oxyresveratrol, xcellligence
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1. GIRIS

Canli dokularla temas eden bir materyalin biyouyumlulugu veya doku
uyumlulugu; toksik, alerjik, mutajenik ve karsinojenik etkiler gostermemesi,
sitotoksisitesi ise hiicre hasar1 olarak tanimlanmaktadir.® Bir materyalin biyolojik olarak
kabul edilebilirliginde toksik etkisinin olmamasi veya tolere edilebilir diizeyde olmasi
onemlidir. Dis hekimliginde kullanilan birgok materyal ise pulpanin tolere
edebileceginden daha fazla toksik etkiye sahip oldugu i¢in pulpa ile direkt temasi
istenmemektedir.? Ozellikle dental materyallerin bircogunda bulunan rezin monomerlerin
indiikledigi oksidatif stres, hiicre i¢i antioksidanlarin kapasitesini asan reaktif oksijen
tirlerinin (ROT) iiretimine neden olmaktadir.’

Serbest radikal olarak da bilinen ROT, valans orbitallerinde eslesmeyen
elektronlarm varligr ile karakterize oldugundan son derece reaktiftir. Bu ozelligi
sebebiyle ROT; protein, lipit, nikleik asit, amino asit, karbonhidrat ve vitaminler gibi
hiicresel molekiillere zarar vererek hiicre fonksiyonlarinda degisim, neoplazm gelisimi ve
hiicre olumu gibi patolojilere neden olabilmektedir. Tim bu etkileri g6z 6niunde
bulunduruldugunda ROT Uretimi rezin monomer sitotoksisitesinde hiicresel stresin erken
belirteglerinden biri olarak tanimlanmaktadir.* °

Rezin icerikli dental materyallerin kullaniminda oldugu gibi pulpitis siirecinde
olusan hipoksi ve beyazlatma ajanlarmin kullanimi da pulpada ROT olusumuna neden
olabilmektedir.® ¢ 7 Melatonin ve oksiresveratrol gibi antioksidan maddelerin ROT
iiretiminde belirgin bir azalmaya neden oldugu bilindiginden; pulpa dokusuna yakin
kavitelerde kuafaj materyali olarak veya dolgu maddeleri ya da beyazlatma ajanlarmin

yapisina  katilarak  olusan  sitotoksisitenin  azaltilabilecegi  diisiiniilmektedir.®



Ancak, tum bu fikirleri uygulamaya gecirmeden énce bu iki antioksidan maddenin pulpa
hiicreleriyle olan biyouyumunun belirlenmesi gerekmektedir.

Bu calismada anlik hiicre canliligini 6lgen ve sitotoksik etkileri degerlendiren bir
cihaz olan XCELLigence® cihaz1 kullanilarak, melatonin ve oksiresveratroliin farkl
dozlarinin dental pulpa kok hiicre (DPSC) proliferasyonuna olan etkisinin 72 saat
boyunca gdzlemlenmesi ve bu antioksidan ajanlarin DPSC (izerinde sitotoksisite gosteren
veya hiicreleri prolifere eden dozlarinin belirlenmesi amaglanmastir.

Calismamizda test edilen maddelerle ilgili hipotezler su sekilde kurulmustur:

Hipotez 1. Melatoninin insan DPSC’si Uzerine uygulanan 100 pM, 100 nM ve
100 uM’lik dozlarinin hiicre indeks degerlerine etkileri bakimindan aralarinda farklilik
bulunmamaktadir.

Hipotez 2: Oksiresveratroliin insan DPSC’si izerine uygulanan 10 uM, 25 uM ve
50 pM’lik dozlarmin hiicre indeks degerlerine etkileri bakimindan aralarinda farklilik

bulunmamaktadir.



2. GENEL BILGILER

2.1.  Dental Pulpa Kok Hucreleri

Hasara ugramis bir organin fonksiyonlarini diizeltmek i¢in hasarli hiicrelerin
yerine yenisini koymanin en iyi secenek oldugu diisiiniilmektedir. Bu nedenle; farkli
kaynaklardan elde edilebilen, ¢esitli doku ve hiicrelere doniisiim saglayabilen ayrica
hasarli bolgelerin onariminmi saglayarak bircok tedavi yontemine fayda saglayabilecek
olan kok hticreler rejeneratif tedavide oldukga biy(k bir 6neme sahiptir.®

Kok hicreler bolinebilme, rejenerasyon ve farklilasmis hiicrelere onciiliik etme
(plastisite-farklilagsma) yetenekleri sergileyen farklilasmamis hiicrelerdir ve temel olarak
embriyonik ve somatik (eriskin) kok hiicreler olmak (zere iki bolumde
incelenmektedir. 10 11

Embriyonik kok hicrelerin tim dokular1 olusturabilme yetenegi vardir.*?
Embriyonik kok hucrelerin farklilasma potansiyelleri dikkate alindiginda ¢ok iyi bir
kaynak gibi goriinseler de etik sorunlar ve neoplastik potansiyelleri (teratoma)
kullanimlarim kisitlamaktadir.*®

Bir organ veya dokudaki farklilasmis hiicreler arasinda bulunan farklilagmamis
hiicre gruplar1 ise erigkin kok hiicrelerini olusturmaktadir. Bu hiicrelerin, komsuluk ettigi
doku veya organin 6zellesmis hiicre tiplerine farklilagabilme ve kendilerini yenileyebilme
kabiliyetleri bulunmaktadir. Bu htcrelerin temel goérevleri, bulunduklart dokuyu tamir
etme ve dokunun devamliligimi saglamaktir.’* Kemik iligi,'® santral sinir sistemi,®
periferik kan,'” deri epidermisi,'® sindirim kanal,'® plesenta membran1,?® amniyotik
sivi,?! retina,? i¢ kulak,?® nazal mukoza,?* iskelet kas1,?® yag dokusu,?® gobek kordon
kan1,?” kornea,?® pankreas,?® karaciger,*® kalp,3' akciger®? ve dis pulpasi®® gibi ¢esitli

dokular erigkin kok hiicrelerine kaynak olusturabilmektedir.



Kok hicreler plastisite 6zelliklerine gore totipotent, pluripotent, multipotent
olmak (zere U¢ alt grupta incelenmektedir.(Sekil 2.1) Totipotent hiicre (her seyi
yapabilen) tiim hiicrelere doniisebilecek potansiyele sahip olan hiicrelere denilmektedir.
Totipotent dzellik gosteren tek kok hiicre tipi fertilize yumurta hticresidir.3* Pluripotent
kok hicreler endodermal (hepatositler, sindirim sitemi hiicreleri, pankreatik beta
hiicreleri vb), mezodermal (kemik, kikirdak, kas vb) ve ektodermal kokenli (sag, deri,
noron vb) tim hicre tiplerini olusturabilme potansiyeli gosteren embriyo kaynakli
hticrelerdir.®> Organizmada birgok dokunun olusmasina pluripotent hiicreler kaynaklik
etse de bu hicrelerin yeni bir birey olusturmasi miimkiin degildir. Multipotent kok
hiicreler ise pluripotent hiicrelere gore daha az hiicre tipine doniisebilir ve farklilasmalar1
tek bir yon tlizerine programlanmistir. Pluripotent kok hucreleri (erigskin kok hiicreler),
biraz daha 6zellesmis olan multipotent kdk hiicrelerine doniismektedirler. Erken gelisim
déneminde pluripotent kok hicrelere, cocuklarda ve yetiskinlerde ise multipotent kok

hiicrelere daha sik rastlanmaktadir. 3637
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Sekil 2.1. Plastisite 6zelliklerine gore kok hiicre siniflamasi

Kok htcrelerin, iginde bulunduklari dokuya ait hicrelerin disindaki diger tip
hucrelere farklilagabilecegi de vurgulanmistir. Son zamanlarda kok hiicre kaynagi olarak
mezenkimal kok hicreler 6nem kazanmistir. Oral ve maksillofasiyal boélgeler
mezenkimal kok hticreler icin kaynak olusturabilmektedir (Tablo 2.1).%8 Oral bolgedeki
mezenkimal kok hiicre kaynaklarina apikal papilla, eksfoliye siit disi, eriskin dental

pulpasi, dental folikiil ve periodontal ligament dokular1 6rnek olarak verilebilir.®



Tablo 2.1. Oral ve maksillofasiyal bolgedeki mezenkimal kok hiicre kaynaklari

Kaynak Elde edilen kok hiicre

Erigkin dental pulpas1 Dental pulpa kok hiicresi
Dental pulp stem cell (DPSC)

Apikal papilla Apikal papilladan elde edilen kok hucreler
Stem cells of the apical papilla (SCAP)
Dental folikul Dental folikul kok hucreleri
Dental follicle stem cells (DFSC)
Eksfoliye siit disi Siit disi pulpas1 kok hticreleri

Stem cells from human exfoliated deciduous teeth (SHED)

Periodontal ligament  Periodontal ligament kdk hiicreleri

Periodontal ligament stem cells (PDLSC)

DPSC; proliferasyon ve plastisite yetenekleri oldukga yuksek, klonlanabilen,
stirme sonras1 donemde yok olmayan multipotent 6zellikli mezenkimal kok hicreler
olarak tanimlanmaktadir.3?

20 yas disleri, ¢ekilmis siit digleri ve ortodontik tedavi, periodontal problem veya
travma sebebiyle ¢ekilmis digler baslica pulpa kok hiicre kaynaklarini olusturmaktadir.
Cekim endikasyonlarmin olmasi ve sik bulunmalari, 20 yas dislerini dental pulpa kok
hiicre ¢aligmalarinda tercih sebebi yapmaktadir. Ayrica, bu dislerin agizda en son gelisen
disler olmasi1 sebebiyle geng bireylerde gelisimini heniiz tamamlamamis, pulpa dokusu
agisindan oldukea zengin 20 yas dislerine rastlamak mumkunduir.3

SHED yetiskin pulpasina oranla daha fazla proliferasyon kapasitesine ve hiicre
popilasyonuna sahiptir. Bununla birlikte daha immatir 06zellikteki multipotent
hiicrelerden olugsmaktadir. Ancak bu hiicrelerin DPSC gibi pulpa-dentin kompleksi

olusturamadiklar1 bilinmektedir.* 41



2.2.  Biyouyumluluga iliskin Temel Kavramlar

Biyouyumluluk ya da doku uyumlulugu bir materyalin canli dokularla temas
halindeyken sistemik ve lokal toksik, alerjik, mutajenik ve Kkarsinojenik etkiler
gostermemesi olarak tanimlamaktadir®. Toksisite ise materyalin kimyasal yollarla
biyolojik sistemlerde hasar olusturabilme ozelligidir. Sitotoksisite hiicresel hasari,
apoptozis ise programli hiicre 6liimiinii belirtmektedir. Materyalin deoksiribontkleik asit
(DNA) yapisinda olusturdugu degisiklik genotoksisite, bunun sonraki nesillere aktarimi
ise mutajenite olarak tanimlanmaktadir.*?

Biyouyumluluk kavrami materyalin ¢esidine, uygulandigi bolgeye ve
fonksiyonuna baglh olarak degisiklik gdstermektedir.*® Materyaller sistemik toksisite,
lokal reaksiyonlar (sitotoksisite, nekroz, enflamasyon, apoptozis vb) ve alerjik
reaksiyonlar olusturabilir. Materyalin biyouyumlulugu, yapisindan salinan komponentler
ve bunlarm hiicresel diizeyde olusturdugu etkilere baghdir. Biyouyumlu bir materyal
tamamen inert (etkisiz) olmayabilir, ancak klasik yaklasimla tolere edilebilir olmasi
beklenmektedir.

Giliniimiizde restoratif dis hekimliginde kullanilan bir¢ok materyalin igeriginde
rezin bulunmaktadir. Rezin esasli materyallerin en ¢ok kullanildiklar1 alanlar ise
kompozit rezinler, adeziv sistemler ve rezin simanlardir.** Bu materyaller her ne kadar
estetik oldugu igin tercih edilseler de pulpa tizerinde sitotoksik etkiye sahiptirler. Her ne
kadar dental rezinlerdeki sitotoksik etkiden genel olarak serbest monomerler sorumlu
tutulsa da bazi1 ek mekanizmalar 6ne siirtilmiistiir:

1. Monomer-polimer doniisiimii sirasinda ortaya ¢ikan serbest monomerlerin kisa
stireli salinimi1
2. Erozyon ve bozulma sonucu zamanla olusan sizint1 maddeler

3. Restoratif materyal ve dis dokusu ara ytizinde bulunan bakterilerin roli



4. Rezin igerikli materyaller tarafindan salman ve sitotoksik reaktif oksijen turleri
(ROT) ureten fenton reaksiyonunda rol oynayan Cu?*, Al 3* ve Fe?* gibi iyonlarm salmimi
5. Rezin monomerlerden salinan HEMA’nin, hiicre S-G fazlarinm1 bloke etmesi
sonucu gergeklesen ROT Uretimi ve hiicre apoptozisi®®
ROT, valans orbitallerinde eslesmeyen elektronlarin varligi ile karakterize
molekullerdir ve bu durum onlar1 son derece reaktif hale getirir. Normal kosullarda insan
viicudundaki diger dokularda oldugu gibi pulpa dokusunda da ROT ve bunlarin salinim
ve kontroliinii saglayan antioksidan sistemi arasinda bir denge mevcuttur. Fakat, rezin
monomerlerin indiikledigi oksidatif stres mevcut antioksidan sistemin kapasitesini agsan
bir ROT uretimine neden olmaktadir. Bundan dolayr ROT (retimi hiicresel stresin erken
belirteclerinden biri olarak kabul edilmektedir. ROT artis1 hiicrenin lipit, karbonhidrat,
protein gibi yapitaslarini hasara ugratabilir dahas1 DNA’y1 oksidatif hasara ugratarak
apoptozise neden olabilmektedir. Ayrica, kesin olmamakla birlikte ROT artisinin
mutajeniteye sebep olmasi da miimkiindiir.**
2.3. Biyouyumlulugun Degerlendirilmesi
Biyolojik yapilarin, materyallerin olas1 zararlarindan korunabilmesi i¢in dncelikle
sitotoksisite mekanizmalarinin anlagilmasi gerekmektedir. Yeni materyallerin biyolojik
olarak kabul edilebilir olmasini saglamak i¢in giliniimiizde birka¢ test yOntemi
kullanilmaktadir. Bu testler in vitro testler, hayvan deneyleri ve kullanim testleri olarak

smiflandirilmistir (Tablo 2.2).



Tablo 2.2. Biyouyumluluk testlerinin avantaj ve dezavantajlari

Test Avantajlar Dezavantajlan
In vitro Uygulamas1 hizhdir In-vivo testlerle iliskisi
testler sorgulanabilir
Ucuzdur
Standardize edilebilir
Buyuk Olcekte taramalar
yapilabilir
Iyi deneysel kontrol saglanabilir
Etkilesim mekanizmasinda
miikemmellige sahiptir
In-vivo Kompleks sistemik etkilesimlere Materyal kullanimiyla iligkisi
testler izin verir sorgulanabilir
Yanitlar in-vitro testlerden daha Pahalidir
kapsamlidir
In-vitro testlerden daha anlamli Zaman alicidir
sonugclar verir
Yasal/etik kaygilar mevcuttur
Kontrolt zordur
Yorumlanmasi ve 6lgiilmesi
zordur
Kullanim Malzeme kullaniminin uygunlugu  Cok pahalidir
testleri giivence altina alinmistir

Cok zaman alicidir

Yasal / etik kaygilar daha fazladir
Kontrol etmek zor olabilir
Yorumlanmasi ve dlgiilmesi

zordur




2.3.1. 1in Vitro Testler

In vitro deneylerde iki tip hiicre kullanilabilmektedir. Primer hiicreler, dogrudan
bir hayvandan alinan ve kiiltiirlenen hiicrelerdir. Bu hiicreler kiiltiirde sadece sinirli bir
sre igin buydrler, ancak genellikle in vivo hiicre 6zelliklerinin birgogunu muhafaza
ederler. Stirekli olarak gelisen hiicreler veya hicre hatti ise, siresiz blyumelerini
saglamak i¢in dnceden kulturde farklilastirilmis olan hiicrelerdir. Bu doniisiimden dolayz,
bu hucreler in vivo 0Ozelliklerinin hepsini koruyamazlar, fakat genel oOzelliklerini
sergilemektedirler. Primer hiicre kulttrleri, materyallerin sitotoksisitesini 6lgmek igin
surekli hiicre hatlarindan daha elverigli goriinmektedir. Bununla birlikte, tek bir bireyden
gelen birincil hiicreler, sinirh genetik degiskenlige sahiptir, davraniglarini degistiren viral
veya bakteriyel ajanlar1 barindirabilir ve cogu kez kiiltiir i¢ine yerlestirildiginde in vivo
islevlerini hizla kaybederler. Ayrica, siirekli hiicre hatlarinin genetik ve metabolik
stabilitesi, standartlastirma deney yontemlerine 6nemli 6l¢iide katkida bulunmaktadir.
Sonug olarak, hem primer hem de surekli hucreler in vitro testlerde 6nemli rol oynarlar
ve her ikisi de materyalleri degerlendirmek i¢in kullanilabilmektedir. 46

In vitro testler; sitotoksisite testleri, hiicre metabolizmas1 ve fonksiyonu igin
uygulanan testler, bariyer kullanilan testler (indirekt testler), huicre fonksiyonunu 6lgmek
icin  kullanmilan  diger degerlendirmeler ve mutagenez analizleri olarak

siniflandirilabilmektedir.*’

2.3.1.1. Sitotoksisite Testleri

Sitotoksisite testleri, bir materyalin neden oldugu hiicre 6liimiinii, bu materyale
maruz kalmadan onceki ve sonraki hiicre sayisint veya hiicre biylmesini 6lgerek
degerlendirmektedir. Sitotoksite testlerine membran gecirgenlik testleri 6rnek olarak

verilebilir.
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2.3.1.2. Hiicre Metabolizmasi ve Fonksiyonu i¢in Uygulanan Testler

DNA sentezini veya protein sentezini Olgen testler ise hiicre metabolizmasi ve
fonkiyonunu Olgen testler grubunda degerlendirilmektedir. Sitotoksisite i¢in yaygin
olarak kullanilan bir enzimatik test olan MTT [3-(4,5-dimetiltiyazol-2-il)-2,5-difenil
tetrazolyum bromiir] testinin yani sira NBT (nitroblue tetrazolium), XTT [2,3-Bis-(2-
metoksi-4-nitro-5-sulfenil)-2H-tetrazolyum-5-karboksanil ~ tuzu] ve WST (suda
cozlnebilir tetrazolyum tuzu) testlerinin hepsi farkli tetrazolyum tuzlarina dayanan
kolorimetrik analizlerdir. Alamar mavisi testi ise zaman ig¢inde hiicrelerin strekli olarak
izlenmesini saglayan bir floresan indikat0r( kullanarak hicre proliferasyonunu niceliksel

olarak 6lgen bir test yontemidir.*®

2.3.1.3. Bariyer Kullamlan Testler (indirekt Testler)

Bariyer kullanilan testler ise hiicreler ve materyaller arasinda genellikle dogrudan
temas bulunmadigindan, in-vivo kosullar1 taklit etmek icin gelistirilmistir. Bu testler,
hiicreler ve materyal arasinda bir bariyer olusturmak igin agaroz kullanan bir agar
kaplama yontemini ve filtrenin bir tarafina tek hlicreli bir tabakanin yetistirilerek diger
tarafindaki difiize olabilen maddeyle etkilesimi saglayan millipore filtre analizini
icermektedir. Agar difiizyonu ve millipore filtre testleri, materyaller arasinda kalitatif bir

sitotoksik siralamay1 saglayabilmektedir.4°

2.3.1.4. Hucre Fonksiyon Ol¢iimuinde Kullanilan Diger Degerlendirmeler
Hiicre fonksiyonunu 6l¢mek i¢in kullanilan diger degerlendirme yontemlerindeki
amag bagisiklik fonksiyonunu, lenfosit veya makrofajlardan sitokin dretimini, lenfosit
proliferasyonunu ve kemotaksisi 6lgmektedir. Hiicre dongii degisimi veya kompleman
aktive etme yetenegini degerlendiren testler de bulunmaktadir. Bu testlerin in vivo 6nemi
heniiz belirlenmemistir, ancak bir materyalin biyouyumlulugunu degerlendirmek igin

gerekli olan hayvan testlerinin sayisim azaltabilmek i¢in umut vericidir.4” >
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2.3.1.5. Mutagenez Analizleri

Mutagenez analizleri, bir biyomateryalin hiicrenin genetik materyali Uzerindeki
etkisini degerlendirmektedir. Bir materyalin hiicrenin genlerini etkileyebilecegi ¢ok
cesitli mekanizmalar vardir. Genotoksik mutajenler ¢esitli mutasyonlar yoluyla hiicre
DNA’sm1 dogrudan degistirmektedir. Genotoksik kimyasallar, dogal hallerinde mutajen
olabilmekte veya mutajen olmasi igin bu kimyasallarin aktivasyonu veya
biyotransformasyonu gerekebilmektedir, bu durumda ise promutajenler olarak
adlandirilmaktadirlar. Epigenetik mutajenler DNA’y1 kendileri degistirmezler, ancak
hiicrenin biyokimyasin1 degistirerek, bagisiklik sistemini degistirerek, hormon gibi
davranarak veya diger mekanizmalarla timor buyimesini desteklemektedirler.
Karsinogenez ise in vivo kansere neden olma kabiliyetidir.#” Ames testi ve Stiller’in hiicre

doniisiim testi mutagenez testlerine 6rnek olarak verilebilir.5% 2

2.3.1.6. XCELLIigence® Ger¢ek Zamanh Hiicre Analiz Sistemi (Real Time
Cell Analysis System, RTCA)

Geleneksel yontemlerde hicre proliferasyonu ve hicre 6limleri belirlenirken,
hicrelerden belirli zaman araliklarinda 6rnekler alinarak bunlar izerinde biyokimyasal
Olgtimler yapilmaktadir. Ginimuzde, XCELLigence® gibi sistemlerde hiicre kulttrinde
meydana gelen ¢ogalma ve oliimler, es zamanli ve devamli bir sekilde, hiicrelerin elektrik
akimina kars1 gosterdikleri direncin (empedans) belirlenmesiyle gosterilebilmektedir.

XCELLigence® sisteminin temel ilkesi, alt yiizeyinde altin elektrotlar bulunan e-
plate ylizeyine yapisan hiicre miktar1 arttik¢a akima kars1 olusan direncin artmasi, yiizeye
yapisan hiicre miktar1 azaldikc¢a, direncin de buna bagl olarak azalmasi olgusuna
dayanmaktadir (Sekil 2.2). XCELLigence® sistemi araciligiyla hiicre proliferasyonu ve
hiicre o6liimii ger¢ek zamanl ve siirekli olarak kaydedilebilmekte ve kaydedilen veriler

grafikler halinde bilgisayar ekranina aktarilabilmektedir.
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Sekil 2.2. XCELL.igence® cihazinin ¢alisma prensibi

Bu cihaz genel olarak hiicre kiiltiirii laboratuvarlarinda hticre karakterizasyonunu
belirleme, proliferasyon-sitotoksisite tayini, adezyon, reseptor aracili sinyal iletimi gibi
calismalarin yapilmasinda kullanilmaktadir. Geleneksel test yontemlerine gére eszamanli
Olciim yapabilmesi, testlerin daha kolay ve kisa siirede yapilmasi, daha az invaziv olmasi

ve daha glvenilir sonuglar vermesi avantajlar1 arasinda siralanabilir. 5353

2.3.2. Hayvan Deneyleri

Hayvan deneylerinde genellikle fareler, si¢anlar, hamsterler veya gine domuzlari
kullanilsa da koyun, maymun, kedi ve kopek gibi hayvanlarin kullanimi da s6z konusu
olabilmektedir. Biyouyumlulugun degerlendirilmesi igin kullanilan hayvan testleri,
malzemenin nihai kullanimma iliskin olarak hayvana yerlestirilmedigi i¢in kullanim
testlerinden farklidir. Hayvan testleri hiicresel cevabin yaninda biyolojik sistemlerin
verdigi tepkileri de degerlendirebilmesi agisindan in vitro testlere gore daha kapsamlidir.
Fakat in vitro testlere gore daha pahalidir, daha ¢ok zaman alir ve yorumlanmasi da daha
zordur (Tablo 2.2).%

Muk6z membran irritasyon testi, deri hassasiyet testi, implantasyon testleri ve
subkutandz testler hayvan testlerine 6rnek olarak verilebilir. Mik6z membran irritasyon

testi, bir materyalin miikz membranda veya tahris olmus deride inflamasyona neden olup
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olmadigin1  belirlemede kullanilmaktadir.4” 5 Deri hassasiyet testinde, deri
hipersensitivite reaksiyonlarmin gelisimini test etmek i¢in materyaller intradermal olarak
enjekte edilmekte, ardindan test maddesini i¢eren yapiskan bantlarla ikincil tedavi
uygulanmaktadir.’® Implantasyon testleri, deri alti doku veya kemige temas edecek
materyalleri degerlendirmek igin kullamilmaktadir. Implantasyon bdlgesinin yeri
materyalin kullanimiyla belirlenmektedir ve bag, kemik veya kas dokusunu
icerebilmektedir.5” Restoratif materyallerin kenarlar1 dis etine temas ettigi icin amalgam
ve alagimlar test edilirken ise endodontik ve periodontal tedavi materyallerinde oldugu
gibi, dogrudan yumusak doku ile temas edecek materyaller icin kullanilan subkitandz

testler kullanilmaktadir.>®

2.3.3. Kullanim Testleri

Kullanim testleri hayvanlarda veya katilimci insanlarda uygulanabilmektedir.
Insanlarda uygulandiginda daha ¢ok klinik deneme olarak adlandirilmaktadir. Materyalin
amagclanan klinik kullanimina benzer bir durumda yerlestirilmesini gerektirdiklerinden
diger hayvan testlerinden farklilik sergilerler. Biyouyumlulugun uygun bir sekilde
belirlenmesi; testin zaman, yer, ¢evre ve yerlestirme teknigi de dahil olmak iizere,
materyalin klinik kullanimimin her bakimdan taklit edilmesi ile dogru orantilidir.>* Bu
nedenle, hayvan kullanim testlerinde genellikle kdpekler, mini domuzlar veya maymunlar
gibi insanlara benzer ag1z ortamlarina sahip olan daha biiyuk hayvanlar kullanilmaktadir.
Bu testler, bir malzemenin biyouyumlu ve klinik olarak yararli olup olmayacagina kesin
bir cevap verdikleri i¢in altin standarttir. Dis hekimliginde, dental pulpa, periodonsiyum
ve mukozal/gingival dokular kullanim testlerinin ana hedefleridir. Dental pulpa irritasyon
testi, mukozal/gingival kullanim testleri ve kemik igerisindeki implantlarin

degerlendirilmesi bu testlere 6rnek olarak verilebilir.#7 59
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Dental pulpa irritasyon testlerinde genel olarak dental pulpada test edilecek
materyaller ¢uruksiiz, saglam dislerde agilan kavitelere yerlestirilmektedir. Daha sonra
mikroskobik inceleme igin disler gekilip parcalara ayrilarak nekrotik ve inflamatuar
yanitlara gore gruplanmaktadir. Dental pulpa irritasyon testlerinde saglam dislerin
kullanilmasu, iltihapli pulpa dokusunun uygulanan materyale saglam pulpadan farkli yanit
verebilecegi endisesini tagimaktadir. Bu nedenle pulpitis indliklenmis disler lizerinde,
reparatif dentin miktarmi 6lgen testlere ihtiyac duyulmaktadir.60 62

Mukoza ve gingival kullanim testlerinde, diseti ve mukozal dokulara dogrudan
temas eden materyallerin doku cevabi, bu materyallerin subgingival uzantilara sahip
kavitelere yerlestirilmesiyle degerlendirilmektedir. Materyalin diseti dokular1 tizerindeki
etkisi gozlenir ve yanitlar epitel ve komsu bag dokularindaki mononiikleer inflamatuar
hucrelerin (esas olarak lenfositler ve notrofiller) sayisina bagh olarak hafif, orta ve
siddetli olarak simiflandirilir. Bu tiir bir ¢alismadaki zorluklar, restoratif materyalin ylzey
plriizliiliigii, agik / ¢ikintili kenar bosluklari, restorasyonun asir1 veya az konturlu olmasi
nedeniyle gingival dokuda bir dereceye kadar mevcut olan inflamasyon ve bakteri
plaginin sik goriilmesidir.4’

2.4.  Antioksidanlar

ROT; proteinler, lipidler, nukleik asitler, amino asitler, karbonhidratlar ve
vitaminler gibi hicresel molekiillere zarar verebilmektedir. Lipid peroksidasyonuna
neden olarak toksik lipit turevlerini Gretmeleri hiicre fonksiyonlarini degistirebilmekte ve
hiicre 6limiine neden olabilmektedir.> Proteinlerin oksidatif modifikasyonu, yapisal
bozulmayla sonuglanarak hiicresel fonksiyon igin kritik olan, sinyalizasyona dahil olma
gibi islevsel ozellikleri de degistirebilmektedir. Ayrica, ROT un sebep oldugu niikleik
asit hasarlar, DNA mutasyonunu tesvik ederek neoplazmalarin gelisimiyle de

sonuclanabilmektedir.*
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Agiz boslugundaki vaskiiler fonksiyonun nitrik oksit (NO) ve ROT ile
diizenlenmesi, oral lezyonlarin ve iilserlerin indiiksiyonu ve iyilesmesi siirecinde 6zellikle
onemli gérinmektedir. Genel olarak, enfekte ya da enfekte olmayan oral lezyonlar, hasar
goren bolgede ROT’da artisa yol acan bagisiklik tepkisini tetikleyerek lokal vaskiler
yatagin vazodilatasyonunun bozulmasina, bu bolgedeki kan dolasiminin koétiilesmesi
sonucu oksijen ve besin maddelerinin yetersizligine dolayisiyla doku rejenerasyonunda
azalmaya neden olmaktadir.®

ROT uretimi iyi kontrol edildiginde ve ihtiya¢ duyulan bolgeyle sinirli oldugunda,
serbest radikaller sistem i¢in faydali olabilmektedir. Bununla birlikte, kontrolstz
olduklarinda, organizma homeostazin1 bozarak; hipertansiyon, ateroskleroz, romatoid
artrit, diyabet, kanser, norolojik bozukluk, Alzheimer, Parkinson ve agiz hastaliklar1 gibi
birgok hastaliga sebep olabilmektedir.®

ROT olusumunu 6nleyen antioksidanlar viicutta detoksifikasyonu saglama, reaktif
oksijen tiirlerinin olusumunu engelleme ve bu maddelerin meydana getirdigi hasari
onlemede gorevli savunma sistemi olup temel olarak endojen ve eksojen olmak lzere iKi
grup altinda toplanabilir.5? Antioksidanlara ait detayli siniflama ise Sekil 2.3’de

gosterilmistir.53
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Antioksidanlar

— Redoks Proteinleri

Melatonin
— Hormonlar ~|:
— Estradiol

Saponin

Resveratrol

Endojenler
— Enzimler
— Yag Etkileyicileri
—|  Karotenoidler
Stlfir Toeren — Flavonoidler
Kimyasallar
—  Isoflavonoidler
Eksojenler Mineraller
Stilbenler,
— Vitaminler — Stereoidler Ve
Saponinler
— Polifenoller —
— Tanenler

Brassinosteroid

Hidroksisinamik
Asit

Dihidrokalkonlar

Hidroksibenzoik
Asitler

Sekil 2.3. Antioksidanlarin siniflamasi
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Antioksidanlar, oksidatif strese karsi etkilerini dort farkli  sekilde
gOstermektedirler.

1. Serbest radikal iiretimini baslatan ilk radikali etkisiz hale getirebilirler (Orn.
stperoksit dismutaz).

2. Zincirleme sekilde ilerleyen ve serbest radikal iireten basamaklara etki ederek
reaksiyonlar1 adeta kirabilirler (Orn. atokoferol).

3. Direkt olarak ROT konsantrasyonunu azaltabilirler (Orn. glutatyon, melatonin).

4. Bazi maddeler ise gecis metalleri ile selat olusturarak etkilerini gdsterirler. (Orn. bu
yolla laktoferritin, transferrin ve ferritin demirle; seruloplazmin ve albumin ise bakir
ile uyarilan oksidan stresi engellerler. Resveratrol de serbest radikalleri tutup metal
selasyonu yaparak oksidatif hasar1 6nlemektedir)®*

Buylk Kklinik arastirmalarin ¢ogunda A, C ve E vitaminleri gibi mevcut
antioksidan ajanlarin ROT ve reaktif nitrojen turlerine karsi yeterli koruma saglayamadigi
tespit edilmistir. Bu nedenle, daha dogru ve daha kompleks bir sekilde ters oksidatif stres
lezyonlar1 ve inflamasyon yapacak daha etkili dogal anti-oksidanlar Gzerine olan ilgi
artmigtir. Buna hem bitki antioksidanlar1 % hem de endojen antioksidan enzimleri
dahildir.5” Tlging olarak, pinealositlerdeki cesitli enzimatik basamaklar ve agiz boslugunu
da iceren gastrointestinal yol astarindaki sayisiz enteroendokrin hucreleri izerinden
L-triptofandan kaynaklanan melatonin ve gesitli bitkilerden elde edilen eksojen bir
antioksidan olan oksiresveratrol olagandis1 6zelliklere sahiptir ve terapotik agidan son

derece umut vericidirler.8
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2.4.1. Melatonin

Melatonin (N-Asetil-5-Metoksitriptamin) ilk kez 1958 yilinda Lerner ve ark.
tarafindan kesfedilmistir.®® Melatonin viicudun degisik yerlerinde, sirkadyen ritimlerin
kontroli,%% 7 viicut 1sisinin diizenlenmesi,’* hayvanlarda cinsel gelisim ve {ireme
dongustnin diizenlenmesi,’> ™ bagisiklik sisteminin aktivasyonu’ 7 ve anti-timor
aktivitesi’® gibi sayisiz fizyolojik fonksiyonlara sahiptir. Melatonin ve metabolitleri, bir
serbest radikal siipiiricii ve antioksidan olarak islev gorebilme o6zelligi nedeniyle
potansiyel olarak anti-aging etki uygularlar.””> "® Melatoninin insan blylime
hormonunun’ ve adrenokortikal hormonlarin®® 8! salgilanmasini kontrol ettigini gdsteren
bazi raporlar da bulunmaktadir. In vitro olarak osteoblast differansiyasyonunu, in vivo
olarak ise kemik olusumunu arttirdigi gosterilen melatoninin dis gelisimi veya
biytmesinde de rol oynadig: belirtilmistir.8228

Pineal bezde pinealositler tarafindan gergeklestirilen melatonin sentezi 151k
mevcudiyetinde engellenir. Giin i¢inde minimum diizeyde salinan melatonin, gece saat
12.00 ile 2.00 arasinda daha yiiksek seviyelere ulasir. 40-45 yasindan sonra ise melatonin
iiretiminde azalma olur ve bu azalma yas ilerledik¢e devam eder.®

Plazmadaki melatoninin gunduz/gece dalgalanmasi dogrudan g6z retinasindan
gelen noradrenerjik sinirsel uyariyla kontrol edilmektedir.’® Bununla birlikte, son
calismalar, melatoninin sadece beyinde degil retina, kemik iligi, bagirsaklar, yumurtalik,
Harderian bezi, plasenta, bobrekler, solunum yolu ve son olarak da melatoninin
bulundugu gastrointestinal yol ile pineal cisimlere gore yaklasik 500 kat fazla miktarda
uretilebilen enteroendokrin hiicreleri gibi sayisiz hlicreden sentezlenen bir indolamin

oldugunu gostermistir.%1%3
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Melatonin, tim dokulardaki membran reseptorlerine baglanabildiginden sayisiz
fizyolojik olayi etkilemektedir.®* % Mukemmel lipofilik 6zelliklerinden 6tur(, hticre icine
girebilen melatonin cekirdekte yliksek konsantrasyonlarda ve hticrelerin mitokondrisinde
de bulunmaktadir.’® %" Ayrica, melatonin, kemik iligi ve tiiklirikte de ylksek
konsantrasyonda tespit edilmistir.?® Melatonin bir hormon olarak diisiiniilmemektedir,
cunki birkag organda sentezlenmekte ve spesifik bir hedef {izerinde etkili olmamaktadir,
ancak molekiiler hasara kars1 giiclii bir hiicre koruyucusudur.®®

Melatonin igin kan-beyin bariyeri ve plasenta gibi morfolojik ve fizyolojik
engeller yoktur.!® Kandaki melatoninin %70’i proteinlere baghidir ve sadece serbest
yuzdesinin (toplam melatoninin % 30°’u) tiikiiriik yoluyla agiz boslugunu da i¢eren ¢evre
dokulara yayilabilmesi dolayisiyla, tikiiriik bezleri vasitasiyla agiz bosluguna giren
plazma melatonininin oran1 %24 ila %33 arasinda degisim sergilemektedir. °* Bundan
dolayr sirkadyen ritimleri ve melatonin salgisini izlemek igin tikirikteki melatonin
diizeyinin degerlendirilmesi glvenilir bir tekniktir,10

Melatonin birkag yolla (6rn. oral olarak, intraperitoneal olarak, dis implantlarinda
dogrudan etki alanina) uygulanabilmekte ve iilkeye bagl olarak receteli veya regetesiz
bir ila¢ olarak satilmaktadir. Bu molekiil uzun raf 6mriine sahiptir, pahali degildir, diger
ilaglara kiyasla ¢ok az yan etkiye sahiptir ve ¢ok genis bir emniyet marjiyla kullanilabilir.
Bu o6zellikler, dokular iizerindeki genis etki yelpazesiyle birlikte, onu farkli amaglar i¢in
potansiyel bir tedavi ajan1 haline getirmektedir.?

2.4.1.1. Melatonin ve Dis Gelisimi

Dis germinin hiicreleri disleri ¢evreleyen ¢ene kemiginin biliylimesiyle uyumlu
olacak sekilde disi olusturmaktadir. Shuku Kumasaka ve arkadaslari®® dis gelisimi
sirasinda ¢esitli insan ve fare dis germlerinde ve cevresindeki osteoblastlarda melatoninin

en gucli transmembran reseptorii olan MellaR’nin eksprese edildigini otaya
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koymuslardir.  Ayrica, melatoninin  vitro olarak insan osteoblastlarindaki
differansiyasyonu arttirdig1 ve in vivo olarak farelerde kemik formasyonunu stimle ettigi
gosterilmistir.” Bu durum, melatonin gibi sistemik hormonlarin dis gelisimini ve iskelet
gelisimi diizenleyebilecegi olasiligini ortaya g¢ikarmaktadir. Bu agidan bakildiginda,
melatoninin kemik olusumunun yani sira dis gelisimini de etkiledigi diistiniilebilir.
Melatoninin gelisen dis morfolojisini korumak i¢in dis germlerindeki odontojenik
hiicrelerin proliferasyon, differansiasyon ve / veya fonksiyonlarinin diizenlemesinde rol
aldig1 diisiiniilebilir.28 Ayrica, ameloblastlarin sirkadyen ritmi diizenleyerek yavas bir
sekilde mine prizmalarini (4-8 pm) olusturdugu da bilinmektedir.1%3

2.4.1.2. Melatoninin Serbest Radikaller Uzerindeki Etkinligi

Melatoninin antioksidan 6zelligi, yapisinda bulunan pirol halkasindan
kaynaklanmaktadir. Hiicre ¢ekirdegine kadar ulagabilme 06zelligi, DNA’nin oksidatif
hasara karsi korunmasinda, melatonine istiinliik saglamaktadir.%> 104 Melatonin
antioksidan etkinligini direkt ve indirekt etki olmak iizere iki farkli mekanizmayla
gostermektedir.

Direkt antioksidan etki ile hidroksil (HO"), hidrojen peroksit (H202), hipoklordz
asit (HOCI), nitrik oksit (NO"), peroksinitrit (ONOQ") gibi oksidatif strese yol acabilen
serbest radikalleri detoksifiye ettigi ve boylece onlarin biyomolekiiller tizerindeki zararli
etkilerini dnleyebildigi bildirilmektedir.

Melatonin indirekt etkisini ise stiperoksit dismutaz, katalaz, glutatyon peroksidaz,
glutatyon redlktaz gibi antioksidan enzimleri DNA seviyesinde eksprese ederek ve

peroksinitrit artisina neden olan nitrik oksit sentaz enzimini inhibe ederek géstermektedir.

104
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Klasik antioksidanlar (E vitamini, C vitamini ve B-karoten) ROT Uzerinde etki
goOsterdikten sonra ROT’lara kiyasla daha az zararli olan prooksidan maddelere
donisiirler. Melatonini klasik antioksidanlardan ayiran 6zellik ise oksidan maddelere etki
ettikten sonra, ara kademelerde ve son asamada olusan tirlinlerin yine antioksidan 6zellik
gOstermesidir. Bu ozellik bir antioksidan igin olduk¢a degerlidir ve “suicidal” veya

“terminal antioksidan” olarak adlandiriimaktadir.104

2.4.1.3. Oral Dokularda Melatonin Kullanimi

M. Czesnikiewicz-Guzik ve arkadaslari® yaptiklar1 ¢alismada saglikli gonulliiler
uzerinde aclik kosullarinda, melatoninin tukiriik konsantrasyonunun plazmanin % 50°si
oldugunu ortaya koymustur. Ekzojen melatonin, damak gibi agiz boslugunun mukozal
kismimin kisith alanina topikal olarak uygulandiktan sonra mukozadan hizla absorbe
olarak 30 dk igerisinde intragastrik olarak alinan dozla esit plazma indol
konsantrasyonlarma ulagmaktadir. Ayni zamanda tiikiiriik icine salinan melatonin
miktarlarmin da melatoninin oral veya intragastrik uygulamasi ile elde edilen plazma
indol konsantrasyonlarina paralel olmas: ilgingtir. Bilindigi kadariyla, bunlar, farelerde
smirlt alana uygulanan melatoninin oral emilimine iliskin ilk raporlardir. Sonuglar 6nemli
klinik etkilere sahip olabilir, ¢clinkii melatonin, protezle indiiklenen stomatit, gingivitis,
dis ¢ekimi nedeniyle ortaya ¢ikan lezyon ve iilserasyonlarin iyilesmesi, oral kavitedeki
cerrahi sonrasi travma Ve lazer kullanilarak yapilan vestibular plastik operasyonlar1 da
kapsayan cesitli oksidatif stres hastaliklarinda dogrudan oral mukozaya uygulanabilir.
Dolayisiyla, topikal melatonin uygulamasinin, inflamasyon siire¢leriyle miicadelede ve
ag1z boslugundaki erozyonlar1 ve iilserlerin iyilesmesini hizlandirmada etkili olabilecegi

diisiiniilmektedir.®
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Melatonin farmakolojik ve fizyolojik dozlarda, vaskiiler ve diger dokularin
biitiinliigiiniin korunmasinda 6nemli rol oynar. Melatoninin antioksidan 6zellikleri, lokal
inflamatuar lezyonlarin tedavisi ve iyilesme siirecinin hizlandirilmasi i¢in ¢ok yararl
olabilir.1% 106 Cutando ve arkadaslar1'®” kopeklerde kiigiik ve biiyiik azilarin ¢ekiminden

sonra alveolar sokete lokal melatonin uygulamasimin olumlu etkilerini bildirmislerdir.

2.4.2. Oksiresveratrol

Resveratrol (2,3',5'-trinydroxy-trans-stilbene) polifenol yapisinda dogal bir
antioksidan maddedir. Trans- ve cis- olmak Gzere iki izoformu mevcuttur ve trans-
resveratroliin biyolojik olarak daha aktif oldugu bilinmektedir.'%® Resveratrol, ilk olarak
Takaoka tarafindan 1939 yilinda Veratrum grandiflorum bitkisinin koklerinden, daha
sonra da 1963 yilinda Polygonum cupsidatum’un (Japon madimagi) koklerinden izole

edilmistir.109

Sekil 2.4. a) Veratrum grandiflorum b) Polygonum cupsidatum (Japon madimagi)

OH

HO

OH JH
OH

fraves- Resveratrol cis-R esveratro

Sekil 2.5. Resveratroliin kimyasal yapis1
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Resveratrol, stres, yaralanma, agir1 giines 15181, ultraviyole radyasyon, enfeksiyon
ve mantar saldirilara karsi ¢esitli bitkiler tarafindan tiretilen bir fitoaleksindir ve iziim
kabugu, dut, yer fistigi, yaban mersini, bogilrtlen ve Japon madimagi gibi gesitli
bitkilerden elde edilmektedir. Fitoaleksinler, patojenik mikroorganizmalara kars1 bitkiler
tarafindan korunma amagl iiretilen kimyasal maddelerdir.110-113

Fransiz popiilasyonunda yagl diyet ve sigara tiiketiminin yiliksek olmasina ragmen
kardiyak hastaliklarin az goriilmesi, sarap tliketiminin fazla olmasina baglanmis ve bu
tablo “Fransiz Paradoksu” olarak isimlendirilmistir. Yapilan ¢aligmalarda da bu paradoks
etkeninin resveratrol olabilecegi ileri siiriilmiistiir.}'% 1> Resveratroliin, antioksidan,
antiinflamatuar, antikanserojen, antiviral, anti-artritik, antidiyabetik, 6strojenik ve
antiaging etkiler gibi gesitli biyolojik aktivitelerinin oldugu da gosterilmigtir.116-119
Ayrica, hemorajik travmaya bagli organ yaralanmalarinda (akciger, karaciger, kalp,
bagirsak ve damar endoteli) resveratroliin koruyucu etkisi oldugu da bildirilmistir.'2°

Uysal ve arkadaslari!?! yaptiklar1 bir ¢alismada rapid maksiller ekspansiyon
yapilmis siganlarda lokal resveratrol uygulamasinin kemik olusumunu stimiile ettigini ve
retansiyon periyodunu kisalttigini goézlemlemis, bu nedenle resveratrol’in kemik
fraktiirlerinin tedavi edilmesinde ve distraksiyon osteogenezinde kullanilabilecegini 6ne
siirmiislerdir.

Resveratroliin inflamatuar mediatdrler lizerindeki etkisinin ol¢iildiigii bir meta-
analiz ¢aligmasinda serum C-reaktif protein (CRP) seviyesinde 6nemli bir azalmaya
sebep oldugu fakat IL-6 ve TNFa seviyelerinde etkisi olmadig tespit edilmistir. 12

Feng-Ming Wang ve arkadaslart DPSC {izerinde yaptiklar1 ¢alisma sonucunda
resveratroliin TNFo kaynakli sitokinleri baskiladigini bulmuslar ve buna dayanarak
resveratroliin vital pulpa tedavilerinin akut inflamasyon fazinda faydali olabilecegi

sonucuna varmislardir.!?
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Atalayin ve arkadagslari'?*

dort farkli bonding ajanin fare fibroblast hiicreleri
uzerindeki sitotoksisitelerini resveratrol eklemeden once ve sonra degerlendirmisler,
bonding ajanlarin hiicrelerde ROT iiretimi ve DNA hasarin1 indiikledigini fakat
resveratrol ilavesiyle bu etkilerde azalma meydana geldigini bulmuslardir.

Oksiresveratrol (2,4,3',5'-tetrahydroxy-trans-stilbene) dut agacindan elde edilen

ve resveratrole gore fazladan bir hidroksil grubu tasiyan resveratrol analogudur.!2> 126

HO —_

HO

Sekil 2.6. Oksiresveratroliin kimyasal yapis1

Oksiresveratrolin ~ de  resveratrole  benzer  sekilde  antioksidan'?®,
antienflamatuar'?®, antikanserojen'?’, antidiyabetik!?® etkilerinin yam smra Herpes
simpleks-1'%° ve Varisella zoster™*° virlislerine kars1 antiviral etkinligi de ispatlanmistir.
Ayrica, anti-obeziter, kolesterol diisiiriicii ve karaciger ve sinirlerde koruyucu etki
gostermesi de bilinen diger avantajlarindandir.?®

Joung ve arkadaslari'3 oksiresveratroliin membran gecirgenligini arttirarak ve
ATPaz aktivitesini inhibe ederek metisilin direncli Staphylococcus aureus tizerinde gucli
bir antibakteriyal etki gosterdigini bulmuslardir. Ancak, kolaylikla okside olmasi bir

dezavantaj olarak diisiiniilmektedir.1
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3. MATERYAL VE METOT

Bu tez calismas1 igin 27.12.2018 tarihinde Atatiirk Universitesi Tip Fakiiltesi
Klinik Arastirmalar Etik Kurulunun 8. toplantisinda 28 karar numarasi ile etik kurul onay1
almmis olup, ¢alisma Atatiirk Universitesi T1p Fakiiltesi T1ibbi Farmakoloji Anabilim Dali
laboratuvarlarinda yiiriitiilmistiir.

3.1.  Hucre Kiiltiiriiniin Hazirlanmasi

Caligmamizda Amerikan Tipi Kiiltiir Koleksiyonundan (American Type Culture

Collection, ATCC) satin alinan dondurulmus DPSC hiicreleri kullanilmistir (Sekil 3.1).

Sekil 3.1. Amerikan Tipi Kultur Koleksiyonundan satin alinan dondurulmus insan DPSC
hicreleri
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Tablo 3.1. Hucre kiltlri galigmalarinda kullanilan kimyasal maddeler ve iretildigi
firmalar

DPSC Mediumu Lonza, Verviers®, Belgika

Fosfat tamponlu salin (PBS) Lonza, Verviers®, Belgika
Tripsin-EDTA Gibco® New York, ABD

Tripan mavisi Sigma-Aldrich®, Steinheim, Almanya
Melatonin Sigma-Aldrich®, St. Louis, ABD
Oksiresveratrol Sigma-Aldrich®, St. Louis, ABD

Dulbecco’s Modified Eagle Medium Lonza, Verviers, Belgika
(DMEM)

Fetal s131r serumu (FBS) BioWest®, Miami, FL

Penisilin, Streptomisin, Amfoterisin B (PSA) Lonza®, Walkersville, ABD
Dimetil sulfoksit (DMSO) Sigma-Aldrich®, St. Louis, ABD
L-Glutamin Gibco® New York, ABD

Tablo 3.2. Hiicre kiltlri ¢calismalarinda kullanilan alet ve cihazlar

Buzdolab1 (+4 °C ve -20 °C) Vestel®, Tirkiye ®
Class Il Biyoguvenlik kabini Biokim, Tlrkiye
Calkalayici su Banyosu Memmert®, Almanya
Hassas Terazi Shimadzu®, Japonya
Hiicre Sayim Cihazi Innovatis®, Virjinya
“Inverted” Isik Mikroskobu Leica®, Almanya

CO:2 Inkiibatéri NuAire®, Amerika
Pipet seti Eppendorf®, Almanya
RTCA DP Roche®, Isvicre
Santriflj Hettich Universal 32®, Ingiltere
Spin attirici Grant-bio®, Ingiltere
Steril Cam Pipetler(5, 10 ml) Gibco®, Ingiltere

27



3.1.1. Dondurulmus DPSC Hiicrelerinin Cozdiiriilmesi
1. -80°C’de %10 DMSO ile dondurulmus DPSC hiicrelerinin ¢ozinmesi igin kriyo

tipler galkalayici su banyosunda birkag dakika bekletilmistir.

Sekil 3.2. Calkalayici su banyosu

2. DMSO’nun hiicre canliligini azaltmamasi i¢in Kriyo tlip icerisine hizli bir sekilde
5 ml DPSC sollsyonu ilave edildikten sonra hicreler 15 ml’lik falkon tup icerisine
alinmigstir.

3. Falkon tup igerisine yaklagik 5 ml daha DPSC soliisyonu ilave edilerek 1200 rpm

de 5 dakika boyunca santrifuj edilmistir.

Sekil 3.3. Santrifiij cihazi
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4. Falkon tlp icerisinde bulunan stipernatan uzaklastirildiktan sonra tup dibine
¢oken hiicrelerin tizerine 10 ml DPSC soliisyonu eklenerek birkag kez pipetaj yapilmis

ve hiicreler 25 cm?’lik flasklara alimmugtir.

Sekil 3.4. a. 25 cm?’lik flasklar b. DPSC hiicre soliisyonu

5. Flasklar, %95 nem ve %5 CO: igeren etiive alinarak 37°C’de inklbasyona
birakilmistir. Yaklagik 48 saat sonra iiremeye baslayan hiicrelerin kullandiklar1 eski besi
ortam1 dokiilmiis ve yerine 10 ml taze DPSC sollsyonu ilave edilmistir.

6. Hiicreler flask tabanini kaplayana kadar DPSC soliisyonu 3 giinde bir
yenilenmistir.

7. Hucrelerin flask tabanin1 kaplamas1 7. glinde gbzlenmis ve hiicre canliligini /

devamliligin1 saglamak amaciyla hiicrelerin pasajlanmasi islemine gecilmistir.

Sekil 3.5. “Inverted” Isik Mikroskobu
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3.1.2. DPSC Hiicrelerinin Pasajlanmasi

1. Flasklardaki hiicre yogunlugu %85’den fazla oldugunda pasajlama yapilmistir.

2. Mevcut besi yeri dokildikten sonra flasklar bir kez PBS kullanilarak yikanmistir.

e
i

LT
ey

. Z= wonza,

AT S

Sekil 3.6. Fosfat Tamponlu Salin Solusyonu

3. Tripsinizasyon amaciyla hucrelerin tzerine 2 ml %0.05 tripsin-EDTA ilave

edilerek flasklar 5 dakika boyunca inkiibatorde bekletilmistir.

QDS e oe uerszimazs
V4TS Teypin-EDTA (1)

BE 2N i
i e 2
S imatee

Sekil 3.7. % 0.05 tripsin-EDTA
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4. Inkiibatérden cikan flasklarin hafifce tabanlarindan vurularak tiim hiicrelerin
yuzeyden kaldirilmasi saglanmis ve flasklara FBS besi yeri ilave edilerek tripsin inaktive
edilmis ve sonrasinda DPSC ile 4 ml’ye tamamlanmistir.

5. Flask icerisinde bulunan hiicre ve DPSC sollsyonu karisimi 15 ml’lik santrifuj
tiip i¢erisine alinmis ve 1000 rpm’de 5 dakika boyunca santrifuj edilmistir.

6. Santrifiij sonrast tiip icerisinde bulunan siipernatan uzaklastirilmig ve ¢oken
hicrelerin Gzerine 1 ml DPSC solusyonu eklenmistir. Bu sirada birka¢ kez pipetaj
yapilarak hiicrelerin homojen sekilde dagilmasi saglanmistir.

7. 25 cm?’lik flasklara 10 ml DPSC soliisyonu koyulmus Ve ig¢ine homojen dagilmis
olan hiicreden ilave edilmistir.

8. Hiicrelerin yiizeye tutunmalar1 ve Uremeye devam etmeleri igin flasklar

inklibatore kaldirilmigtir.

Sekil 3.8. CO2 Inkiibatorii
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3.1.3. Canh DPSC Hiicrelerinin Sayilmasi

Canli hiicrelerin sayillmasinda negatif yiike sahip tripan mavisi boya kullanilmistir.
Bu boya hiicre igine girmedigi i¢in mikroskop altinda incelendiginde, hiicre membrani
zarar gérmemis yani canliligini korumus hicreler beyaz renkte gorinurken; canliligini

kaybetmis hiicreler ise boyay1 absorbe etmelerinden dolay1r mavi renkte gérinmektedirler.

Sekil 3.9. Tripan Mavisi

1. DPSC hiicrelerine uygulanan tripsinizasyon isleminden sonra hiicrelere DPSC
soliisyonu eklenmis ve flask i¢erisinde bulunan hiicre-ortam karisimi 15 m1’lik santrifij
tiipli igerisine alindiktan sonra 1500 rpm de 5 dakika santrifuj edilmistir.

2. Santrifiij sonrasi, santrifiij tiipii igerisinde bulunan siipernatan uzaklastiriimas,
¢oken hiicrelerin tizerine 1 ml DPSC soliisyonu eklenmis ve birkag kez pipetaj yapilarak
hucrelerin homojen sekilde dagilmasi saglanmistir.

3. Homojen suspansiyondan 10 pl alinip steril ependorfa konulmus, tizerine 100 pl
PBS eklenmis ve birkag kez pipetaj yapilarak hicrelerin homojen sekilde dagilmasi

saglanmistir.

32



4. 90 pl tripan mavisi ilave edilerek birkag kez pipetaj yapilmistir. Bu karigimdan

20 pl alinip hiicre sayar cihazinda sayilmistir.

Sekil 3.10. a. Hiicre Sayim Cihaz1 b. Sayim Aparati

5. XCELLigence® cihazimin ¢alisma prensibine gore her bir kuyucukta 5000 canli
hiicre bulunmasi gerektiginden, mevcut santriftij tlplndeki hiicre-DPSC sollisyon
karisimindan alinacak miktar hiicre sayar cihazinin verilerine gére hesaplanmaistir.

3.1.4. Hucrelerin E-platelere Ekilmesi

1. XCELLigence® cihazmin e-plateleri okumasi i¢in 21 kuyucuga 50 pl DPSC
solusyonu konulmustur.

2. Daha sonra 5000 canli DPSC igeren 50 pul DPSC soliisyonu ilave edilerek her bir
kuyucuk iceresindeki solusyon-hiicre karisimi miktar: 100 pl’ye tamamlanmigtir.

3. Hiuicrelerin e-platelere tutunmas1 amaciyla plateler inklibatore kaldirilarak 24 saat

beklenmigtir.
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3.1.5. Melatonin ve Oksiresveratroliin Hiicre Kiiltiirlerine Ilave Edilmesi
1. XCELLIigence® cihazinda hiicrelerin tutundugu goriildiikten sonra, melatonin ve
oksiresveratrol miktarlar1 hassas terazi yardimiyla tartilarak dimetilstlfoksit (DMSO)

icinde ¢oziinmiis ve depo solusyonlar elde edilmistir.

)

i’:’. ‘v!_itl-; J&» :

Sekil 3.11. a. Melatonin b. Oksiresveratrol c. DMSO d. Hassas terazi

2. Melatonin igin hazirlanan depo solisyon DMEM (%15FBS-%1PSA-%2
glutamin) soliisyonu ile seyreltilerek melatoninin deneyde kullanilacak 100pM, 100nM
ve 100 uM’lik derisimleri elde edilmistir.

3. Oksiresveratrol i¢in hazirlanan depo soliisyon DMEM (%15FBS-%1PSA-%?2
glutamin) sollsyonu ile seyreltilerek oksiresveratrolin deneyde kullanilacak 10 pM,

25 uM ve 50 uM’lik derigimleri elde edilmistir.
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4. Grand-bio spin attirict cihaz kullanilarak hazirlanan derisimlerin homojen hale

gelmesi saglanmastir.

Sekil 3.12. Spin Attirici

5. 24 saat sonunda, e-plate tabanina tutunmus hiicreler tizerinde bulunan siipernatan
uzaklastirilmis ve yerine farkli dozlarda hazirlanan melatonin ve oksiresveratrol
cozeltilerinin her bir dozu ticer kuyucuga 100’er pul olacak sekilde eklenmistir. Kontrol
grubu olusturulmasi amaciyla da U¢ kuyucuk uzerine sadece 100 pl DMEM solusyonu
eklenmistir.

6. Son olarak melatonin ve oksiresveratrolin DPSC hiicreleri Gzerindeki sitotoksik
etkisini gozlemlemek amaciyla plateler xCELLigence® cihazina konularak etlive
kaldirilmistir.

7. Sistem, 15 dakika ara ile ger¢cek zamanli empedans Ol¢limii alinacak sekilde
ayarlanip, 72 saat sure boyunca veriler toplanmig ve hiicrelerin zamana bagh

proliferasyonunu gosteren grafikler elde edilmistir.
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3.2.  Istatistiksel Analiz

Bu calismada kullanilan istatistiksel degerlendirmeler SPSS 25.0 (SPSS Inc.,
Chicago IL, ABD) istatistik programinda %5 Onem seviyesinde gerceklestirilmistir.
3 farkli zamanda hiicre indeks degerlerinin dagilimi histogram ve q-g plot grafikleriyle
degerlendirilmistir. Normal dagilim sergileyen verilerin ileri analizinde 7 farkli grupta
3 farkli zamanda Olgiilen hiicre indeks degerleri tekrarli 6l¢iimlerde varyans analizi ile
degerlendirilmistir. Analizlerde gruplar arasi farkliligi belirlemede ise duncan testi
kullanilmistir.

Huicrelerin zamana bagh proliferasyonuna ait dogrusal regresyon analizleri
GraphPad Prism 7.0a for Mac OS X (GraphPad Software, Inc., La Jolia California, ABD)

programi kullanilarak yapilmistir.
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Melatonin

ve

oksiresveratrolilin

4. BULGULAR

DPSC proliferasyonuna olan etkisini

XCELLigence® cihazinda 72 saat siireyle takip ettigimiz calismada, melatonin ve

oksiresveratroliin tiger farkli konsantrasyonunda ¢alisilmis ve deney her konsantrasyon

icin U¢ kuyucukta tekrar edilmistir. Grafiklerde her bir gruba ait i¢ farkli kuyucuktan elde

edilen empedans ortalamalar1 hiicre indeksi olarak sunulmustur. DPSC hucrelerine

24. saatte melatonin ve oksiresveratrol ilavesini takiben hiicre indekslerinde gozlenen

degisim Sekil 4.1’de verilmistir. Kontrol grubuna kiyasla hiicre indeks degerlerinde

gozlenen degisim ise Sekil 4.2’de kontrol grubuna gore standardize edilmis hiicre indeks

degisimi olarak sunulmustur.
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Sekil 4.1. DPSC hicrelerine 24. saat sonunda melatonin ve oksiresveratrol ilavesini
takiben 72 saat sureyle XCELLigence® cihazinda gézlemlenen hiicre indeks degisimi
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Sekil 4.2. 24. saat sonunda DPSC hicrelerine melatonin ve oksiresveratrol ilavesini
takiben kontrol grubuna gore standardize edilmis hiicre indeks degisimi

[k 24 saat e-platelere tutunmasi i¢in birakilan DPSC hiicrelerine melatonin ve
oksiresveratrol ilave edildikten sonraki 24., 48. ve 72. saatlerde elde edilen ortalama hiicre
indeks degerleri Tablo 4.1°de verilmistir (Sekil 4.3.). Ortalama hiicre indeks verileri
degerlendirildiginde melatonin 100 uM ve oksiresveratrol 50 UM gruplarinda kontrole
gOre daha diisiik degerler (toksik etki) gézlemlenmistir. Benzer sekilde oksiresveratrol
25 uM grubunda da 24. saatten sonra toksik etki tespit edilmistir. Her G¢ zaman diliminde
melatonin 100 nM grubunda kontrol grubuna benzer proliferasyon orani saptanirken,
melatonin 100 pM ve oksiresveratrol 10 pM gruplarinda kontrol grubundan daha yuksek
proliferasyon oranlar1 elde edilmistir (p<0.001).

Tablo 4.1. Antioksidan ajanlar eklendikten sonra deney gruplarmnin farkli zaman
araliklar1 i¢in elde edilen ortalama hiicre indeks degerleri ve standart sapmalari

0-24 Saat 0-48 Saat 0-72 Saat

Melatonin 100 pM 1.62 + 0.56¢ 2.67 £1.23¢ 3.71+£1.83°
Melatonin 100 nM 1.56 + 0.53¢d 2.48 +1.2¢ 3.43+1.8]
Melatonin 100 uM 0.23 £0.242 0.16 £0.292 0.09 £0.312
Oksiresveratrol 10 uM ~ 1.85 + 0.98¢ 3.53 +£2.42f 5.41 + 4.06
Oksiresveratrol 25 uM ~ 1.64 + 0.9¢ 2.08 £ 1.58° 2.73 £2.43°
Oksiresveratrol 50 uM ~ 0.81 +0.27° 1.13 £ 0.41° 1.44 +0.62°
Kontrol 1.5+£047° 2.34 +1.05¢ 3.24+1.614
p <0.001 <0.001 <0.001

a, b, c... : Ayni siitundaki farkli harfle isaretli ortalamalar istatistiksel olarak farklidir. (p<0.05)
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Sekil 4.3. Antioksidan ajanlar eklendikten sonra deney gruplarinin farkli zaman araliklari
icin elde edilen ortalama hiicre indeks degerleri ve standart sapmalari

Hiicre indeks degerlerinin melatonin ve oksiresveratrol eklenmesinden itibaren
gecen 0-72 saatlik zaman diliminde saate bagl olarak degisimleri butlin gruplar igin ayr1
ayr1 dogrusal regresyon analizi ile incelenmistir (Sekil 4.4). Elde edilen regresyon
esitlikleri, regresyon esitliginin degisken agiklama olgiitii (R?) ve regresyon dogrusu
egiminin 6nemliligi Tablo 4.2°de sunulmustur. “y=a+bx” formiilii kullanilan dogrusal
regresyon denkleminde y hiicre indeks degerini, a regresyon sabitini, b regresyon
katsayisini, x ise materyaller eklendikten sonra gecen zamanin saat olarak degerini ifade

etmektedir.
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Hiicre indeksi

— Melatonin 100 pM

— Melatonin 100 nM
Melatonin 100 uM
Oksiresveratrol 10 pM

81 — Oksiresveratrol 25 pM
Oksiresveratrol 50 uyM

— Kontrol

24

Saat

Sekil 4.4. Antioksidan ajanlar eklendikten sonra deney gruplarinin zamana bagl hiicre

indekslerine iliskin dagilimlar1 ve regresyon dogrulari

Tablo 4.2. Hiicre indeks degerlerinin saate bagli regresyon analizi

Grup Regresyon denklemi R? p

Melatonin 100 pM Y =0.6058 + 0.0857*X 0.9958 <0.0001
Melatonin 100 nM Y =0.6057 + 0.07807*X 0.9962 <0.0001
Melatonin 100 uM Y =0.2891 - 0.00543*X 0.7628 <0.0001
Oksiresveratrol 10 uM | Y =-0.04943 + 0.1508*X 0.9943 <0.0001
Oksiresveratrol 25 uM | Y =0.9182 + 0.04994*X 0.9713 <0.0001
Oksiresveratrol 50 uM | Y =0.4974 + 0.02609*X 0.9842 <0.0001
Kontrol Y =0.5749 + 0.07368*X 0.9968 <0.0001

RZ Varyasyon agiklama katsayisi
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Oksiresveratrol 10 uM grubunda bir saatteki indeks degerinin artig1 0.1508 olarak
diger gruplarin hepsinden daha biiyiiktiir. Ayrica, oksiresveratrol 10 uM, melatonin
100 pM ve melatonin 100 nM gruplar1 kontrol grubunun iistiinde; oksiresveratrol 25 puM,
oksiresveratrol 50 uM ve melatonin 100 UM gruplar1 ise kontrol grubunun altinda
regresyon katsayisina sahiptir. BUtlin gruplarda varyasyon agiklama katsayist %98’in
Uzerinde iken sadece melatonin 100 UM grubunda %76 olarak daha diisiik tespit
edilmistir. Ayrica, regresyon esitliklerindeki egimi veren regresyon katsayisi bitin
denklemlerde sifirdan anlamli derecede farkli bulunmustur (p<0.001).

4.1.  Melatonin

100 pM, 100 nM ve 100 uM olmak iizere ii¢ farkli konsantrasyonda hazirlanan
melatonin ¢oOzeltilerinin DPSC proliferasyonuna olan etkisi Sekil 4.5-6’da verilmistir.
100 pM’lik ve 100 nM’lik melatonin konsantrasyonlarinin kontrol grubuna gére DPSC
hiicrelerinin proliferasonunda artis meydana getirdigi, fakat ¢alismamizdaki en yiiksek
doz olan 100 uM’lik melatonin konsantrasyonunun toksik etki sergiledigi gozlenmistir.
Kontrol grubu esas alinarak degerlendirildiginde, DPSC hicrelerine melatoninin
100 pM’lik konsantrasyonu eklenir eklenmez etki gosterirken 100 nM ve 100 pM’lik
konsantrasyonlarin etki gostermesi daha uzun bir siire almistir. 100 pM’da gozlenen
proliferasyon artiginin 100 nM’dan daha fazla oldugu, 100 pM’lik konsantrasyonda ise
melatonin ilavesini takiben DPSC hucrelerinin prolifere olmay: birakip 6lmeye basladigi
tespit edilmistir. Verilerden yola ¢ikilarak artan dozlara baglh olarak melatoninin DPSC
hucreleri Gzerindeki sitotoksik etkisinde artis goriiliirken, daha diisitk dozlarda hucre

proliferasyonunun arttigi gézlemlenmistir.
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Sekil 4.5. DPSC hiicrelerine 24. saat sonunda 3 farkli dozda melatonin ilavesini takiben
72 saat stireyle xCELLigence® cihazinda gézlemlenen hiicre indeks degisimi
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Sekil 4.6. 24. saat sonunda DPSC hicrelerine melatonin ilavesini takiben kontrol grubuna
gore standardize edilmis hiicre indeks degisimi

Melatonine ait farkli dozlarin 24., 48. ve 72. saatteki slop grafikleri Sekil 4.7°de
verilmistir. Slop grafiginde belirtilen zaman aralig1 i¢in gézlenen pozitif degerler hiicre
sayisindaki artis1 gosterirken, negatif degerler ise hiicre sayisinda meydana gelen
azalmay dolayisiyla materyalin toksik oldugunu belirtmektedir. 100 pM’lik melatoninin
toksik etkisinin ilerleyen zamana bagl olarak giderek arttigi gézlenmistir. 100 pM’lik
konsantrasyonun 100 nM’a kiyasla her ii¢ zaman diliminde de daha fazla hiicre artisi

sagladig1 Sekil 4.7°de agikga goriilmektedir.
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Sekil 4.7. Cesitli dozlarda hazirlanan melatonin ¢ozeltilerinin (100pM, 100nM,100 pM)
24.,48. ve 72. saatlerdeki slop grafikleri

Melatoninin 24., 48. ve 72. saatlerdeki hiicre proliferasyon egrilerinden elde edilen
doz yanit egrileri Sekil 4.8’de sunulmustur. Bu grafikten hiicre proliferasyonunda %50
azalmaya neden olan inhibitér konsantrasyon yani 1Cso degerleri 24. saatte 946 nM
(R?=1), 48. saatte 1220 nM (R?=1) ve 72. saatte 1243 nM (R?=1) olarak tespit edilmistir.
Bu degerler cihaz tarafindan kontrol grubu hari¢ tiim doz gruplarinin 24., 48. ve 72.
saatlerdeki logaritmalarinin alinarak hiicre indeks degerlerine kars1 grafik ¢izilmesiyle

hesaplanmaistir.
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Sekil 4.8. Melatoninin 24.,48. ve 72. saatlerdeki doz yanit egrileri
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4.2.  Oksiresveratrol

Ug farkl1 dozda (10 pM, 25 uM ve 50 uM) hazirlanan oksiresveratrol ¢ozeltisinin
tim konsantrasyonlarinda oksiresveratrol eklenmeden hemen 0Onceki hicre indeks
degerlerine kiyasla DPSC hiicre proliferasyonunda artis gozlenmistir (Sekil 4.9). Fakat
kontrol grubuyla kiyaslandiginda, (Sekil 4.10) sadece 10 uM’lik oksiresveratrol dozunun
hiicre proliferasyonunu belirgin sekilde arttirdig1 géze carpmaktadir. Melatonine benzer
sekilde oksiresveratroliin de daha diisiik dozlarda hiicre proliferasyonunu arttirdigi, daha

yuksek dozlarda ise toksik etki gosterdigi sdylenebilir.
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Sekil 4.9. DPSC hucrelerine 24. saat sonunda oksiresveratrol ilavesini takiben 72 saat
streyle xCELLigence® cihazinda gézlemlenen hiicre indeks degisimi
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Sekil 4.10. 24. saat sonunda DPSC hiicrelerine oksiresveratrol ilavesini takiben kontrol
grubuna gore standardize edilmis hiicre indeks degisimi
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24., 48. ve 72. saatlerdeki slope grafikleri incelendiginde sadece 10 pM’lik
oksiresveratrol dozunda biitiin zaman dilimlerinde hiicre proliferasyonu gozlenmis ve bu
proliferasyon oraninin zamana bagl olarak arttig1 tespit edilmistir (Sekil 4.11). 50 uM’lik

dozda ise 25 pM’a gore toksik etki daha fazladir ve zamana bagl olarak giderek artmigtir.
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Sekil 4.11. 24,48 ve 72. saatlerde ¢esitli dozlarda hazirlanan oksiresveratrol (10 pM,
25 UM ve 50 pM) cozeltilerinin slop grafikleri

Oksiresveratrole ait 24., 48. ve 72. saatlerdeki doz yanit egrileri Sekil 4.12’de
sunulmustur. Bu grafige gore oksiresveratroliin 1Cso degerleri 24. saatte 23 uM (R?=1),

48. saatte 22,2 UM (R?=1) ve 72. saatte 22,5 uM (R?=1) olarak kaydedilmistir.
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Sekil 4.12. Oksiresveratrollin 24.,48. ve 72. saatlerdeki doz yanit egrileri
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5. TARTISMA

Dis hekimliginde kullanilan materyaller hiicrelerde ROT dretimini indlkleyerek
sitotoksisite olusturabilmektedir. Bu nedenle ROT miktarin1 minimum seviyede tutarak
dental materyallerin biyouyumlulugunun arttirilmas: amaciyla antioksidanlardan
yararlanilmasi diisiiniilebilir. Endojen bir antioksidan olan melatoninin ve eksojen bir
antioksidan olan oksiresveratroliin ROT iizerindeki etkileri detayl bir sekilde ¢alisilsa da
DPSC iizerindeki etkilerine dair ¢alismalar kisithdir.® 7 Calismamizda cesitli dozlardaki
melatonin ve oksiresveratroliin insan DPSC’leri Uzerindeki proliferatif ve sitotoksik
etkilerinin karsilastirilmas1 amaclanmistir.

Pulpanin hiicresel yapisini fibroblastlar, makrofajlar, odontoblastlar, lenfositler,
mast hucreleri ve farklilasmamis kok hiicreler olusturmaktadir. Genel olarak kok
hiicrelerin uzun siireli kendilerini yenileme ve birden fazla hiicreye doniisiim yetenekleri
bulunmaktadir. DPSC’nin esas gorevi ise zarar gormils dislerde kendini yenileme
0zelligini kullanarak bulundugu dokuyu onarmak ve doku devamliligini saglamaktir.
Ayrica, DPSC’lerde odontojenik farklilasma sonucu tersiyer dentin olusumu da
gOzlenmektedir. DPSC’lerin ¢ekilmis dislerden kolayca elde edilebilmesi de dnemli bir
avantajidir.'® Bu tez ¢alismasinda melatonin ve oksiresveratroliin pulpa saghigmna olan
etkisini incelemek amaglandigindan, bahsedilen tiim avantajlar1 g6z Oniinde
bulundurularak DPSC’ler iizerinde ¢alisilmistir.

Yeni bir materyalin biyouyumlulugu incelenirken hiicre kiiltiirii ¢aligmalar1
yapilacak islemlerin ilk basamagini olusturmaktadir. Hiicre kiiltiirlinden alinan sonuglar
klinik kosullar1 taklit eden diger in vitro test yontemleri ile desteklenmelidir. Daha sonra
goreceli olarak daha pahali, zaman alic1 ve etik acidan sorgulanmasi gereken hayvan
testleri uygulanmaktadir. Biyouyumlulugun degerlendirilmesindeki son agsama ise in vivo

degerlendirme testleridir.!3® Melatonin ve oksiresveratrolin DPSC’ler (zerindeki

46



etkinligini O6lgen c¢alismalarin yetersizliginden dolayr g¢alismamiz biyouyumluluk
degerlendirme yontemlerinin ilk asamasini olusturan hiicre kiiltiir ¢aligmalarindan
baslatilmistir. Buldugumuz sonuglar ileride yapilacak diger test yontemleriyle de
desteklenmelidir. Mevcut ¢aligmada toksik ¢ikan dozlarin daha sonra yapilacak in-vivo
deneylerle de desteklenmesi gerekmektedir.

Hiicre canliligi ve proliferasyonun degerlendirilmesinde daha ¢ok XTT, MTT,
WST-1 ve florans mikroskopisi gibi tek bitis noktasini degerlendiren analizler tercih
edilmektedir. Fakat, bu yontemler kullanilarak test edilecek her zaman araligi igin
yapilmast gereken Olgcuimlerde aynmi sartlarin saglanmasi zordur. Caligmamizda
kullandigimiz XCELLigence® RTCA cihazinin eszamanli 6l¢iim yapabildiginden, MTT
ve diger geleneksel test yontemlerinde oldugu gibi tiim test edilecek zaman araliklari igin
ayr1 hiicre ekimi yapilmasina gerek kalmamaktadir.'3 Bu ozellik sayesinde
standardizasyon saglandigi i¢in hiicre ¢alismalarinda kisa siirede, daha kolay, glvenilir
ve gercek zamanli sonuclar elde edilebilmektedir.

Rezin icerikli dental materyallerin kullaniminda oldugu gibi pulpitis sirecinde
olusan hipoksi ve beyazlatma ajanlarimin kullanimi da pulpada ROT olusumuna neden
olabilmektedir.® & 7 ROT’un zararh etkilerini énlemek adma DPSC’ler Uzerinde
antioksidanlarin etkinliginin degerlendirildigi ¢alismalarda, farkli antioksidanlar
karsisinda hiicre proliferasyonunun artt1ig1!3 136 veya etkilenmedigil®” 1% tespit
edilmistir.

Wang ve arkadaslar,®®® saponin (eksojen antioksidan) olarak da bilinen
ginsenozitlerin 0,1-20 pmol/l araligindaki dozlariyla insan DPSC’si {izerinde ¢aligmislar
ve 0,5-10 umol/l arahigindaki (6zellikle 5 pmol/l) dozlarda hiicre proliferasyonunda
belirgin bir artisa sebep oldugunu belirtmislerdir. Debeljak Martacic ve arkadaslari*3® da

antioksidan bir ajan olan N-Asetil-I-sisteinin (NAC) ¢ekilmis siit diglerinden elde edilen
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pulpa kok hiicreleri iizerindeki etkinligini degerlendirmislerdir. NAC’n kontrole oranla
caligilan en diisik dozunun (0.1 mM) hicre sayisii arttirirken, en yiiksek dozunun
(2.0mM) ise hiicre cogalmasini inhibe ettigini tespit etmislerdir. Kim ve arkadaslar1®®’ ise
tar¢cinin ana maddelerinden biri olan ve antioksidan 6zelligi yliksek olan sinnamaldehitin
caligilan dozlarinin (1-50 uM) insan DPSC’leri tizerinde proliferatif veya sitotoksik etki
gostermedigini belirtmislerdir. Benzer sekilde Wang ve arkadaslari'® da endojen bir
antioksidan olan 107 M 17-B estradiolun DPSC’nin proliferasyon yetenegini
etkilemedigini bulmuslardir. Bizim ¢alismamizda da melatonin ve oksiresveratroliin,
ginsenozitler ve NAC’a benzer sekilde DPSC proliferasyonunda artis meydana getirdigi
tespit edilmistir. Diisiik dozlarda DPSC proliferasyonunu arttirip yiiksek dozlarda toksik
0zellik gostermeleri bakimindan ise en ¢ok NAC ile benzerlik gostermektedirler.
Antioksidan maddelerin pulpa Uzerindeki olumlu etkilerini géz 06nlnde
bulundurarak bu maddelerin direkt pulpa kuafaj materyali olarak kullanildigi hayvan
calismalar1 mevcuttur. Alacam ve arkadaslar1,'® 3 kopegin 48 disinde Smf V kavite
preperasyonu hazirlamislar ve mekanik olarak pulpa agilmasi meydana getirdikleri
diglerde antioksidan bir enzim olan katalazin (0.8 ve 1.6 mg) etkinligini
degerlendirmislerdir. Kontrol grubunda direkt kuafaj materyali olarak sadece potasyum-
fosfat tamponu emdirilmis pamuk peletimlerin kullanildigi deneyde 7. glin sonunda
gruplar arasinda anlamli bir fark gériillmezken 90. giin sonunda katalaz kullanilan grupta
daha iyi bir doku iyilesmesi saglandigini gézlemlemislerdir. Sabir ve arkadaglari!*’ da
8-16 haftalik siganlarm st birinci az1 dislerinde agtiklar1 Simf | oklizal kavitelerde
pulpay1 ekspose etmisler ve kuafaj materyali olarak propolisten elde edilen flavonoid ve
flavonoid olmayan materyalleri ve kontrol grubu olarak da cinko oksit ojenoli
kullanmislardir. Arastirmacilar, sadece flavonoid kullanilan grupta dental enflamasyon

g0zlenmeksizin 4. haftada dentin kopriisii olusmasinin, flavonoidlerin antioksidan ve
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antienflamatuar ozelliklerinden kaynaklanabilecegini belirtmislerdir. Antioksidan ve
antienflamatuar 6zelliklerinin bulundugu bilinen melatonin ve oksiresveratroliin DPSC
tizerinde proliferatif etki gosteren dozlarinin tespit edilmesi daha sonra yapilacak olan
calismalarda direkt kuafaj materyali olarak kullanilabilme veya kuafaj materyallerinin
yapisina eklenebilme ihtimalini diisiindiirebilir.

Endojen bir antioksidan olan melatoninin basta sirkadyen ritimlerin kontrolu
olmak iizere bir¢ok gorevi bulunmaktadir.®®-’® Yapilan ¢alismalar sonucu melatoninin
antioksidan 1%, anti enflamatuar &, antimitotik'4!, anti kanser ve anti-aging 7" 7® etkiler
gosterdigi de ispatlanmistir. Satomura ve arkadaslar,®’ ¢alismalarinda in vitro olarak
insan osteoblastlarinda differansiyasyonu arttirdigini ve in vivo olarak farelerde kemik
formasyonunu stimiile ettigini belirtmislerdir. Ayrica, dis gelisiminde de rol oynadigi

diistiniilmektedir.®8 Cekim yaralarinin iyilestirilmesi, 197

periodontitis ve gingivitise bagli
inflamasyonun hafifletilmesi,’*? alveolar kemik kayiplarinin azaltilmas1,'*® herpes gibi
viral enfeksiyonlarin tedavisi,*** implantlarda osteointegrasyonun arttiriimas1,® ve oral
kanserlerin tedavisi*® amaciyla dis hekimligi alaninda yapilan galismalarda melatoninin
antioksidan etkisi nedeniyle basarili sonuglar verdigi tespit edilmistir.

Oksiresveratrol antioksidan'?, antienflamatuar®?®, antikanserojen’?’,
antidiyabetik!?® ve antiviral'?®® 30 etkinligi bulunan bir resveratrol (eksojen bir
antioksidan) analogudur. Dis hekimligi alaninda oksiresveratroliin endodontik4® ve
periodontal*” patojenlere, kandida enfeksiyonlarina,**® ve oral biyofilmin olusumunu

onleme ve mevcut biyofilmi yok etme!*? {izerinde olumlu etkilerinin oldugu ¢alismalar

mevcuttur.
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Melatoninin terminal antioksidan 6zelliginin yan1 sira bir¢ok ¢aligmada basarili
sonuclar sergileyen oksiresveratrol ve melatoninin DPSC (izerindeki etkilerine yonelik
caligmalarin kisith olmasi bu ¢alismada melatonin ve oksiresveratroliin tercih edilme
sebebi olmustur.

Melatoninin ve oksiresveratroliin DPSC iizerindeki etkinligini lgen ¢alismalarin
kisitli olmasindan dolayr DPSC kultlriiniin yaninda baska hiicre kiiltiiri ¢caligmalarinda
kullanilan dozlar1 da referans alinarak calismamizda kullanilacak dozlara karar
verilmistir,76 124, 150-154

Bulgularimiza gore melatonin diisiik dozlarda (100pM ve 100nM) DPSC
proliferasyonunu arttirirken, ¢alisilan en yliksek dozda (100 pM) DPSC proliferasyonunu
engellemistir. Melatonine benzer sekilde oksiresveratrol de calisilan en diisiik dozda
(10 uM) hiicre proliferasyonunu arttirmis, yiiksek dozlarda (25 pM ve 50 uM) ise toksik
etki gOstermistir.

Ji-Guo Li ve arkadaslar1®™® farelerde akut pulpitis sirasinda serumda melatonin
seviyesinde bir azalma oldugunu tespit etmisler ve intragastrik olarak melatonin
uygulamasmin akut pulpitis semptomlarini azalttigin1 belirtmislerdir. Buradaki ve
calismamizdaki bulgularin her ikisi de daha sonra yapilacak olan ¢alismalarda
melatoninin pulpitis tedavisinde terapotik amacla kullanilabilecegini diisiindiirmektedir.

Qin Liu ve arkadaglar1’® hiicre sayim kiti kullanarak 108, 100 ve 10'? M
melatoninin 5 giin boyunca DPSC uzerindeki etkilerini degerlendirdikleri ¢alismalarinda
artan melatonin dozuyla beraber toksik etkinin de arttigini tespit etmislerdir. Bizim
calismamizda da benzer sekilde artan dozla beraber toksik etkinin arttig1 tespit edilmistir.
Ancak, Qin Liu ve arkadaslar1 3.,4. ve 5. glnlerde melatonin uygulanan tim gruplarda
kontrol grubuna kiyasla DPSC proliferasyonunda inhibisyon gozlemlemislerdir.

Antioksidanlarin pulpa hiicre proliferasyonuna olan etkisinin degerlendirildigi diger
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caligmalarda ise DPSC proliferasyonunun antioksidan ilavesinden etkilenmedigi veya
arttig1 belirtilmektedir. 135138 Bizim ¢alismamizda da Qin Liu ve arkadaslariyla hemen
hemen ayn1 dozlar kullanilmis fakat hiicre proliferasyonunu azaltan ve arttiran dozlarda
farklilik oldugu goriilmiistiir. Bu durum kullanilan yontemlerin farkliliindan
kaynaklanmis olabilir; XCELLigence® cihazi es zamanli 6l¢iim yapabildiginden diger
klasik yontemlere gore daha hassas sonuclar sunabilmektedir. Bununla birlikte bu konuda
daha fazla hiicre kiiltiirii ¢aligmasi1 yapilmasi daha giivenilir bir yaklagim tarzi
olusturacaktir.

Atalaymn ve arkadaslari®® cesitli dozlarda (0.25-100 uM) resveratroliin fare
fibroblast hiicreleri izerindeki etkisini degerlendirmisler ve hiicre proliferasyonunu en
cok arttiranin 0.5 pM’lik resveratrol dozu oldugunu, bizim de ¢aligmamizda
kullandigimiz 10, 25 ve 50 uM’lik dozlarda ise kontrol grubuna gore hicre
proliferasyonunda azalma oldugunu belirtmislerdir. Iki ¢alisma arasindaki farklilik
caligmalarin farkli hiicreler tizerinde gergeklestirilmesinden kaynaklanmis olabilir.

Caligmanin sonunda secilen dozlarin dogrulugunu teyit etmek icin ICso degerleri
hesaplanmistir. Tespit edilen ICso degerlerinin ¢alisilan doz araliginda olmasi segtigimiz
dozlarin dogrulugunun kaniti niteligindedir. Ayrica, ¢alismamizda ICso degerlerinin
belirlenmis olmas1 daha sonra yapilacak olan caligmalarda kullanilacak dozlarin
belirlenmesinde avantaj olusturacaktir.

Calismamizdaki tiim gruplar beraber degerlendirildiginde, en fazla DPSC
proliferasyonunun oksiresveratrol 10 uM grubunda, en fazla toksik etkinin melatonin 100
uM grubunda tespit edilmesinin yani sira oksireveratrol i¢in belirlenen ICso degerlerinin
melatoninden daha yiiksek olmasi1 sebebiyle oksiresveratroliin genel olarak melatoninden

daha basarili sonuglar verdigi diistiniilmektedir.
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Calismamizda her iki antioksidan maddenin de farkli dozlarmin DPSC’ler
tizerinde proliferatif veya toksik etkiler olusturabilmesinden dolayr melatonin ve
oksiresveratroliin insan DPSC’si iizerine uygulanan farkli dozlarmin hicre indeks
degerlerine etkileri bakimindan aralarinda farklilik bulunmadig1 yoniinde kurulmus olan
hipotez 1 ve hipotez 2 reddedilmistir. Ancak, litratiirde bu konuyla ilgili ¢aligma sayisi
olduk¢a azdir ve daha sonra yapilacak c¢aligmalarla desteklenmesine ihtiyac

duyulmaktadir.
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6. SONUC VE ONERILER

1. Calismamizda melatonin ve oksiresveratrol belirli dozlarda proliferatif etki
gostermis olsalar da en gucli proliferatif etki oksireveratrol 10 uM grubunda, en fazla
toksik etki ise melatonin 100 uM grubunda gézlemlenmistir

2. Ortalama hiicre indeks verileri degerlendirildiginde melatonin 100 pM ve
oksiresveratrol 50 pUM gruplarinda kontrole gore daha diisiik degerler saptanmistir.
Oksiresveratrol 25 uM grubunda da 24. saatten sonra benzer sekilde toksik etki tespit
edilmistir. 100 nM melatonin grubu tiim zaman dilimlerinde kontrole yakin sonuglar
verirken hiicre proliferasyonunu belirgin sekilde arttiran gruplar ise 100 pM melatonin ve
10 uM oksiresveratrol grubudur.

3. 24.,48. ve 72. saatlerdeki ICso degerleri melatonin igin sirasiyla 946 nM, 1220 nM
ve 1243 nM iken, oksiresveratrol i¢in ise sirasiyla 23 uM, 22,2 uM ve 22,5 uM olarak
kaydedilmistir.

4. Saatteki hlicre indeks artig1 oksiresveratrol 10 uM grubunda diger tim gruplardan
fazla bulunmustur.

5. Genel olarak oksiresveratrol melatoninden daha basarili sonuclar sergilemistir.

6. Melatonin ve oksiresveratrol, DPSC (zerinde ROT olusumuna neden olabilecek
beyazlatma ajanlar1 ya da rezin i¢erikli maddeler gibi materyallerin toksisitesini azaltmak
icin yapilarina katilabilir veya direkt kuafaj materyallerine eklenebilir. Ancak, bu
hedeflerin  gergeklestirilebilmesi i¢in  sitotoksisite olusum mekanizmalarinin da

degerlendirildigi daha kapsamli ¢aligmalara ihtiyag vardir.
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