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OZET

INSAN GINGIVAL FIBROBLAST HUCRESINDE HIDROJEN
PEROKSIT ILE OLUSTURULAN OKSIDATIF STRESTE
HEKZAGONAL BOR NiTRUR UYGULAMASININ HUCRE CANLILIGI
UZERINE ETKIiSININ ARASTIRILMASI
PERIODONTOLOJi ANABILIiM DALI UZMANLIK TEZi
ISIL YALCIN BiLKE
BOLU ABANT iZZET BAYSAL UNIVERSITESI
DiS HEKIMLIiGi FAKULTESi PERIODONTOLOJi ANABILiM DALI
(TEZ DANISMANI: DR. OGR. UYESIi BILGE MERACI YILDIRAN)
BOLU, EYLUL - 2024
XIV + 69

Bu in vitro ¢aligmanin amaci, insan gingival fibroblast (IGF) hiicrelerinde
hidrojen peroksit (H20») ile olusturulan oksidatif stresin dncesinde ve sonrasinda
hekzagonal bor nitriir (hBN) uygulamasinin oksidatif hasarda koruyucu ve tedavi

edici etkileri etkisini degerlendirmektir.

Calismamizda IGF primer hiicre hatt1 kullanildi. Hiicreler 800 pM H,O» ile
indiiklenerek oksidatif stres olusturulmadan 6nce ve sonra 3 farkli konsantrasyonda
(0.001, 0.005 ve 0.01 mg/mL) hBN uygulanarak IGF hiicrelerinin canlilig1
tizerindeki etkisi XTT testi ile incelendi. Ayrica 0.0lmg/mL konsantrasyonundaki
hBN i¢in IGF hiicrelerinde oksidatif hasar dncesi ve sonrasinda total oksidan seviye
(TOS) ol¢giimii yapildi.

Calismadan elde ettigimiz verilere bakildiginda; IGF hiicrelerine oksidatif
hasar 6ncesi hBN uygulandiginda hiicre hasarini1 %2-%S5,5, oksidatif hasar sonrasi
uygulandiginda hiicre hasarin1 %3-%6,5 oraninda azalttigi tespit edildi. TOS
Olctimlerinde anlamli bir farklilik bulunamadi. Sadece hBN uygulanan hicbir
konsantrasyonda IGF hiicrelerinde hiicre canlihigi azaltici bir etki goriilmedi.

Sonug olarak, IGF hiicrelerinde H»O; ile olusturulan oksidatif streste hBN
uygulamasinin koruyucu ve tedavi edici etkinlii oldugu goriildii. Elde edilen
sonuglar, hBN’nin periodontitis gibi oksidatif stres kaynakli enflamasyonlarin ve
doku hasarlarinin 6nlenmesinde ve tedavisinde kullanimi agisindan umut verici

olup ileri caligmalara ihtiya¢ duyulmaktadir.

ANAHTAR KELIMELER: Hekzagonal bor nitriir, fibroblast, oksidatif stres



ABSTRACT

INVESTIGATION OF THE EFFECT OF HEXAGONAL BORON
NITRIDE APPLICATION ON CELL VIABILITY IN HUMAN GINGIVAL
FIBROBLAST CELLS UNDER OXIDATIVE STRESS CAUSED BY
HYDROGEN PEROXIDE
SPECIALIZATION THESIS IN THE DEPARTMENT OF
PERIODONTOLOGY
ISIL YALCIN BIiLKE

BOLU ABANT IZZET BAYSAL UNIVERSITY

FACULTY OF DENTISTRY, DEPARTMENT OF PERIODONTOLOGY
(SUPERVISOR: DR. ASSISTANT PROFESSOR BILGE MERACI
YILDIRAN)

BOLU, SEPTEMBER 2024
XIV + 69

The aim of this in vitro study was to evaluate the protective and therapeutic
effects of hexagonal boron nitride (hBN) application before and after hydrogen
peroxide (H,0O,)-induced oxidative stress on human gingival fibroblast (HGF) cells.

In our study, the HGF primary cell line was used. Before and after oxidative
stress was created by inducing cells with 800 uM H,0,, hBN was applied at 3
different concentrations (0.001, 0.005, and 0.01 mg/mL) and its effect on the
viability of HGF cells was examined by XTT test. In addition, total oxidant status
(TOS) was measured before and after oxidative damage in HGF cells for hBN at
0.01 mg/mL concentration.

Considering the data we obtained from the study; it was determined that when
hBN was applied to HGF cells before and after oxidative damage, it reduced cell
damage (2%-5.5% and 3%-6.5%, respectively). No significant difference was
found in TOS measurements. No cell viability-reducing effect was observed in
HGEF cells at any concentration applied only to hBN.

In conclusion, it was observed that hBN application had protective and
therapeutic effects on oxidative stress induced by H202 in HGF cells. The results
obtained are promising regarding the use of hBN in the prevention and treatment of
oxidative stress-induced inflammations and tissue damage such as periodontitis,

and further studies are needed.

KEYWORDS: Hexagonal boron nitride, fibroblast, oxidative stress
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1. GIRIS

Periodontal hastalik, disleri destekleyen dokularin zarar gormesi ile ortaya
cikan enflamatuar bir hastaliktir ve en yaygin oral hastaliklardan biridir (1,2).
Periodontal hastaligin baslangici bakteriyel enfeksiyonlarla iliskilendirilse de
patojene karsi olusan immiin ve enflamatuvar yanitlarin periodontal dokularin
yikimindaki rolii daha 6nemlidir (3,4). Son dénemde gerceklestirilen arastirmalar,
oksidatif stresin periodontitis gibi ¢esitli kronik enflamasyon tiirlerinin gelisiminde
onemli bir rol oynadigini gosteren kanitlarin arttigimi ortaya koymustur (5).
Oksidatif stres, reaktif oksijen tiirleri (ROT) seviyeleri ile viicudun dogal
antioksidan kapasitesi arasindaki dengenin bozuldugu bir durum olarak tanimlanur.
Periodontitisin ilerlemesi sirasinda notrofiller asir1 derecede aktive olur ve
bakterilere karsi tepki olarak H,O» ve siiperoksit gibi ROT’lar1 salgilar. ROT
seviyelerindeki bu artis, lipid peroksidasyon iiriinlerinin yan1 sira DNA ve protein
hasarinin da artmasina neden olarak hiicrelerde ve dokularda tahribata yol acar (6—
10). ROT, enflamatuar faktorlerin ekspresyonunu tetikleyen NF-«B sinyal yolunu
aktive eden bir sinyal faktorii olarak islev goriir. Ayrica, ROT RANKL sinyal yolu
aracilifiyla osteoklastlarin farklilagmasini ve aktivasyonunu destekleyerek alveolar
kemik rezorpsiyonuna ve periodontal doku hasarina neden olur (11,12).

Periodontitis tedavisinin temel amaci, patojenik mikrobiyotayr ortadan
kaldirarak enflamatuvar yaniti durdurmak ve boylece iyilesmeyi saglamaktir (13).
Etkili bir periodontal tedavinin ana unsuru, yerlesik biyofilmi bozmak i¢in
uygulanan mekanik kok yiizeyi debridmanidir. Diger tiim tedaviler ve kullanilan
ajanlar, mekanik periodontal tedaviye yardimci ek uygulamalar olarak kabul
edilmektedir (14). Ancak, mekanik debridman derin ceplere ve furkasyonlara
ulasamama ve bazi patojenleri tamamen yok edememe gibi sinirlamalara sahip
oldugu i¢in zor bir prosediir olarak degerlendirilir (15). Literatiirde, basta bir
antimikrobiyal olan klorheksidin olmak iizere periodontal tedaviye yardimci olarak
incelenen bircok ila¢ ve alternatif terapiler mevcuttur; fakat hepsinin kendilerine
gore dezavantajlari da bulunmaktadir (16-24). Periodontal tedaviyi destekleyici
olarak aragtiritlan son ajanlardan biri de antibakteriyel ve anti-enflamatuar
Ozelliklere sahip borik asittir (25-28).

Son yillarda bor bilesikleri, ¢esitli alanlarda yaygin olarak kullanilmaya
baslanmistir (29,30). Dogada serbest halde bulunmayip laboratuvar ortaminda elde



edilen Bor Nitriir (BN), bor ve nitrojen kaynaklarindan esit sayida B ve N atomu
igerecek sekilde sentezlenen bir bilesiktir (30—32). BN, benzersiz kimyasal, fiziksel,
termal ve mekanik oOzelliklerinin yani sira biyouyumlu ve toksik olmamasi
nedeniyle saglik alaninda biiyiik ilgi gormektedir (33-35). Ayrica, BN
nanopargcaciklart diisiik sitotoksisite potansiyeli, yiiksek kimyasal stabilite, yiiksek
ilag yiikleme kapasitesi ve hizli hiicre alimi gibi avantajlara sahiptir (36). Basing ve
sicaklik degisimlerine bagli olarak BN molekiilii, cesitli kristal formlarinda
bulunabilir; fakat oda sicaklifinda en kararli olan1 hekzagonal bor nitriir (hBN)

formudur (37,38).

Hekzagonal bor nitriiriiriin farkl1 uygulamalara imkan veren {istiin 6zellikleri,
tip alanindaki uygulamalarinin ve arastirmalarinin hizla artmasina neden olmustur.
Hekzagonal bor nitriir nanopartikiillerin insan dermal fibroblast (IDF) hiicrelerinin
canlilig1 iizerine etkisini ve antimikrobiyal ve antibiyofilm 6zelliklerini incelemek
amactyla yapilan bir c¢alismada, hBN’nin 0.025-0.1 mg/mL konsantrasyon
araliginda IDF hiicreleri iizerinde sitotoksik etkisinin olmadigi; diger yandan
yiiksek hBN konsantrasyonlarinda (0.2-0.4 mg/mL) ise IDF hiicrelerinde hafif
sitotoksisiteye neden oldugu bildirilmistir (40). Ayrica bu c¢alismada hBN
nanopartikiillerinin ii¢ bakteri (S. mutans 3.3, S. mutans ATTC 25175, S. pasturi
M3) ve bir mantar (Candida sp. M25) tiirii iizerindeki antimikrobiyal aktivitesi
incelenmistir.  Hekzagonal bor nitriir  nanopartikiillerinerin ~ kullanilan
konsantrasyonda (0.025—-0.4 mg/mL) bakteri iiremesini engelledigi fakat bakterileri
6ldiirmedigi rapor edilmistir. Bunun yaninda hBN nanopartikiillerin antibiyofilm
ozellik gostererek Ozellikle dnceden olusturulmus biyofilmin biiylimesi iizerinde
etkili oldugu bildirilmistir. Arastirmacilar, bu ¢alismanin tiim sonuglar1 géz dniine
alindiginda, hBN nanopartikiillerin uygun konsantrasyonda (0.1 mg/mL)
kullanildiginda potansiyel olarak gilivenli bir agiz bakim iiriinii olabilecegini
belirtmislerdir. (39). Emanet ve arkadaslarinin hBN’nin yara iyilesmesi iizerine
etkilerini inceledikleri ¢alismalarinda, hBN’lerin diisiik konsantrasyonda yara
kapanmasin1 hizlandirdigi, antioksidan 6zellikleri sayesinde reaktif oksijen tiirleri
(ROT) seviyelerini diisiirerek yara iyilesme siirecini iyilestirebildigi, anjiogenik
aktivitesi oldugu, hiicre proliferasyonu iizerinde etkisi oldugu ve hiicreleri
apoptozdan kurtarabildigi tespit edilmistir (40). Cakir Giindogdu ve ark. (41) sigan

beyinlerinde lipopolisakkarit ile indiiklenen enflamasyona karst hBN



nanopartikiillerin olas1 koruyucu etkilerini aragtirmak amaciyla yaptiklari
caligmalarinda, hBN nanopartikiillerinin pro-enflamatuar sitokinler olan timor
nekroz faktorii-alfa (TNF-a) ve interlokin-1 beta (IL-1B) diizeylerindeki
lipopolisakkarit kaynakli artisin azalmasini saglayarak beyindeki enflamasyonu
engelledigi bildirilmistir. Bunun yaninda hBN nanopartikiillerin total oksidan
seviye (TOS) artisin1 azaltarak lipopolisakkarit kaynakli oksidatif stresi azalttigi ve
intrinsik apoptotik yolun bilesenleri olan sitokrom c ve kaspaz-3 diizeylerini

diisiirerek apoptozu engelledigi belirtilmistir.

Bilgilerimiz dahilinde periodontoloji alaninda heniiz hBN nanopartikiiller ile
ilgili bir ¢aligma bulunmazken, hBN’nin muhtemel bozunma {iriinii olan borik asit
(BA) ile ilgili c¢aligmalar mevcuttur (40,42). Hekzagonal bor nitriir ile
karsilastirildiginda BA daha kisa siirede ve daha hizli par¢alandigindan yar1 émrii
cok daha kisadir; bu da BA’nin yara iyilesmesinde kullanimini sinirlandirmaktadir
(40,42). Periodontitis tedavisinde BA’nin etkisini degerlendirmek amaciyla yapilan
calismalarda, deneysel periodontitis olusturulan hayvan modellerinde periodontitis
tedavisinde BA’nin periodontal enflamasyon ve atagsman kaybinda azalma
saglayarak tedaviye fayda sagladigi gosterilmis ve bunun, bor i¢eren bilesiklerin
antimikrobiyal,  anti-enflamatuar ve  immiin  diizenleyici  etkilerinin
kombinasyonundan kaynaklanabilecegi belirtilmistir (25,27,28). Ek olarak, BA’nin
osteogenetik hiicrelerin farklilagmasini uyararak osteogenezi tesvik ettigi
gosterilmistir  (25,27,43). Yapilan klinik ¢aligmalarda kronik periodontitisli
hastalarda mekanik periodontal tedaviye ilave %0.75’1ik borik asit ile subgingival
irrigasyonun  veya %0.75’lik  borik asit jelin subgingival uygulanmasinin
periodontal klinik parametrelerde iyilesme sagladigi ve borik asitin klorheksidine

alternatif olabilecegi bildirilmistir (25,43,44).

Nanopartikiil yapida bir bor bilesigi olan hBN’nin antibakteriyel, antiplak,
antitimor ve antioksidan Ozellikleri bilinmesine ragmen, bilgilerimiz dahilinde
giincel literatiirde insan gingival fibroblast hiicrelerinde oksidatif hasara karsi
koruma ve tedavi edici potansiyelini inceleyen bir ¢alisma bulunmamaktadir. Bu
sebeple bu caligmada, hidrojen peroksit yoluyla oksidatif hasar olusturulan insan
gingival fibroblast hiicrelerinde, hBN’nin koruyucu ve iyilestirici etkilerinin

incelenmesi amag¢lanmustir.



2. GENEL BILGILER

2.1 Periodonsiyum
Periodonsiyum, diglerin etrafinda yer alan ve disleri destekleyen dokular

biitiiniidiir. Periodontal dokular doért ana bilesenden olusur: (a) mukozal doku, disler
ve kemige baglanan altta yatan bag dokularindan olusan dis eti; (b) hiicresel ve
hiicresel olmayan formlariyla kok dentinini saran ince, mineralize doku olan
sement; (c) disler ve ¢cevredeki kemik arasinda uzanan mineralize olmayan, fibroz
bir doku olan periodontal ligament; ve (d) alveolar kemik (45).

Bu periodontal bilesenlerin her biri konumu, doku mimarisi, biyokimyasal
bilesimi ve kimyasal bilesimi bakimindan birbirinden farklidir, ancak bu
bilesenlerin tiimii birlikte tek bir birim olarak islev goriir. Bu nedenle periodontal
bilesenlerin birinde olusan patolojik degisiklikler periodonsiyumun diger
bilesenlerinin bakimi, onarim1 veya rejenerasyonu iizerinde onemli etkilere sahip
olabilir.(46)

2.2 Dis Eti
Dis eti; serbest dis eti, interdental dis eti ve yapisik dis eti olmak iizere {i¢

anatomik boliimden meydana gelmistir. Serbest dis eti, mercan pembesi renkte
olup, mat bir yiizeye ve siki bir dokuya sahiptir. Dislerin vestibiiler ve
lingual/palatal bolgelerindeki dis etini igerir. Dislerin vestibiiler ve lingual
ylizeylerinde bulunan serbest dis eti, dis eti kenarindan mine-sement birlesimine
karsilik gelen apikal seviyeye kadar uzanarak serbest dis eti oluguna ulasir (47).
Serbest dis eti genellikle yaklasitk 1 mm genisliginde olup, dis eti olugunun
yumusak doku duvarmi meydana getirir. Periodontal sond kullanilarak dis
yilizeyinden kolayca ayrilabilir (47).

Yapisik dis eti, mukogingival birlesim ile dis eti olugunun taban1 arasindaki
boliimdiir (48). Oldukea esnek bir yapidadir ve alttaki kemigin periostuna sikica
baglanmaktadir.

Interdental dis eti, komsu dislerin temas noktalar1 arasindaki embrasiir
boslugunu dolduran kisimdir. Cigneme mukozasindan ve oral epitel ile kapli yogun
bir bag dokusundan olusur (5). Interdental papillanin sekli komsu disler arasindaki
temas noktalarindan, interdental dis yiizeylerinin genigliginden ve mine-sement

birlesiminin seyrinden etkilenir (49).



2.2.1 Dis Eti Epiteli
Dis eti epiteli, marjinal dis etinin tepesini, di§ yilizeyini ve yapisik dis etinin

ylizeyini kaplar. Keratinize/parakeratinize veya bunlarin g¢esitli kombinasyonlari
seklinde bulunabilirken agirlikli olarak parakeratinizedir (50-52).

Dis eti epiteli, dis ve alveolar kemikle arasindaki adaptasyona ve bulundugu
konuma gére farkli morfolojik 6zellikler gdstermektedir. Ug farkli tipi mevcuttur:
(a) ag1z bosluguna bakan oral epitel; (b) dis yiizeyine temas etmeden dise bakan
sulkular epitel; (c) dis eti ile dis arasindaki temasi1 saglayan baglanti epiteli (53).

Oral epitel ¢ok katli yassi epitelden olusur ve keratin iireten hiicrelerin
farklilasma derecelerine bagl olarak dort farkl: hiicre tabakasina ayrilir: (a) bazal
katman (stratum bazale veya stratum germinativum); (b) dikensi/boynuzsu hiicre
katmani (stratum spinosum); (c) graniiler hiicre katmani (stratum graniillosum) ve
(e) keratinize hiicre katmani (stratum corneum).

Keratinositlerin farklilagmasi, bazal katmandan iist katmanlara dogru gog
eden hiicrelerde meydana gelen biyokimyasal ve morfolojik olaylarin meydana
gelmesinden olusan keratinizasyon siirecini icerir. Ana morfolojik degisikliklerden
biri de ortokeratinizasyon olarak adlandirilan ¢ekirdegin ortadan kaybolmasidir.
Oral epitelin yalnizca bazi alanlar1 ortokeratinizedir; insan dis eti epitelinin stratum
korneum hiicreleri ¢cogunlukla ¢ekirdek kalintilarini igerir. Bu tiir bir durumda,
epitelin parakeratinizasyon gosterdigi ifade edilir (47,48,54).

Bazal katmandaki hiicreler silindirik veya kiiboid sekildedir ve epitel ile bag
dokusu arasindaki temas bazal membran tarafindan saglanir. Bazal hiicreler
boliinme yetenegine sahiptir, dolayisiyla epitelin yenilendigi katman bazal
katmandir. Bu sebeple, bu katman ayni zamanda stratum germinativum olarak
bilinir ve epitelyal progenitor hiicrelerin bulundugu bolge olarak tanimlanir.
Hiicreler hizli bir sekilde stratum graniilozumdan stratum korneuma gecer. Bu
durum, keratinosit sitoplazmasinin aniden keratinle dolmasiin bir isaretidir.
Stratum korneumdaki hiicrelerin sitoplazmasi tamamen keratinle doldurulur, bu
nedenle protein sentezi ve enerji liretimi i¢in gerekli olan tiim organeller kaybolur.
Ancak, parakeratinizasyon durumunda, stratum korneum hiicreleri c¢ekirdek
kalintilar1 igerebilir.

Sulkular epitel, dis yiizeyi ile dis eti kenar1 arasinda uzanan dis eti olugunu
kaplayan epitel tabakasidir. Sulkular epitelin de hiicresel yapis1 ve bilesimi oral

epitel gibi parakeratinize ve ¢ok katmanlidir (55).



Baglant1 epiteli, ylizey hiicreleri dise baglanma amaciyla Ozellesmis
oldugundan benzersiz bir yapiya sahiptir (46). Bu nedenle diger epitel dokulardan
farkl olarak hiicrelerin yiizeyden dokiilmesine olanak yoktur. Bunun yerine, bazal
katmandaki hiicreler stirekli olarak boliiniir. Baglant1 epitelinin hiicreleri arasindaki
bosluklar da diger epitelyal dokularda goriilenlerden daha biylktir. Bu
konfigiirasyon, baglant1 epitelindeki desmozom yogunlugunun dis eti epitelinden
daha diisiik olmasinin bir sonucudur. Ayrica baglanti epiteli, oral epitel ve sulkular
epitelden farkli olarak keratinizasyon gostermemektedir. Bu 6zelliklerinden dolay1
birlesim epiteli gecirgen 6zellik gosterir (47). Bu durumun periodontal patogenez
acisindan biiyiik 6nemi vardir. Oral epitel ve sulkular epitel koruyucu fonksiyona
sahipken, birlesim epiteli konak savunma sistemi ve doku sagliginin
diizenlenmesinde biiyiikk 6nem tasir (56).

2.2.2 Dis Eti Bag Dokusu

Dig etinin baskin doku bileseni lamina propria olarak da adlandirilan bag
dokusudur. Dis eti bag dokusu; hiicre dis1 matrikse gomiilii kolajen lifler,
fibroblastlar, kan damarlar1 ve lenfatik damarlar, bagisiklik hiicreleri, sinirler ve

hiicre dis1 matrislerden meydana gelir (57).

2.3 Fibroblastlar
Dis eti bag dokusundaki hiicrelerin %65’ini olusturan fibroblastlar, bag

dokusunun temel hiicreleridir. Fibroblastlarin temel islevi; kollajen ve elastik lifleri,
bag dokusunun hiicre dist matrisini  olusturan  glikoproteinleri  ve
glikozaminoglikanlar1 sentezlemek, bag dokusunun gelisimine, onarimina ve

yeniden diizenlenmesine katkida bulunmaktir (58,59).

Fibroblastlarin morfolojisi incelendiginde tipik olarak ince, uzun ig seklinde
olduklar1 ve yiiksek sentez aktiviteleriyle tutarli olarak belirgin kaba endoplazmik
retikulum ve golgi aparatina sahip olduklar1 goriilmektedir. Sitoplazmalarinda
genellikle bol miktarda mitokondri, vakuol ve wvezikiil bulunur. Hareketsiz
fibroblastlarda hiicre i¢i mikrofilamentler nadiren goriiliir, ancak hiicre go¢ii aktive

oldugunda belirginlesir (48).

Fibroblastlar kolajenaz adi verilen ve matriks metalloproteinazlar ailesine

dahil olan bir enzim salgilayarak bag dokusunun yeniden yapilanmasini, metabolik



degredasyonlar1 saglar ve hiicre dis1 matriksi parcalar. Bu nedenle fibroblastlar dis

eti doku biitiinliigliniin korunmasinda 6nemli rol oynar (60).

2.4 Periodontal Hastahk

Periodontal hastaliklar, mikrobiyal dental plak i¢indeki patojen bakterilerin
neden oldugu konak-bakteri etkilesimi sonucu gelisen, dis ve cevre dokulari
etkileyen hastaliklardir (47). Mikrobiyal dental plak uzaklastirilmadigi takdirde
once atagsman kaybi1 olmayan fakat kanama ve enflamasyonla karakterize gingivitis;
daha sonrasinda ise periodontal cep olusumu, dis eti ¢ekilmesi ve alveolar kemik
yikiminin eglik ettigi periodontitis tablosu ortaya ¢ikar (61). Tiim bu destek doku
kayiplar1 dis kaybina yol acarak ¢igneme bozukluklarina, estetik problemlere ve
bireylerin yasam kalitesinin diigmesine neden olabilir (62).

2.4.1 Periodontal Hastallk Patogenezi
Klinik olarak enflame olmayan ve saglikli oldugu diisiiniilen dis etinde bile

her zaman nétrofil gibi bazi enflamatuar hiicreler mevcuttur. Siirekli mevcut olan
enflamatuar hiicrelerin olusturdugu diisiik dereceli enflamatuar yanit klinik
diizeyde makroskobik olarak saptanamasa da patojenlerle miicadele etmek,
bakterilerin ve bunlarin iirlinlerinin birlesim epitelinden dokulara sizmasini ve doku
hasarina neden olmasini 6nlemek icin temel bir koruyucu mekanizma olarak gérev
yapar. Birlesim epitelinin gegirgen 6zellikte olmasi patogenez agisindan 6nemli bir
basamagi olusturmaktadir. Birlesim epitelindeki desmozom adindaki genislemis
hiicreler aras1 bosluklar nétrofillerin gociine ve makrofajlarin sulkusa girerek
bakterileri fagosite etmesine izin verir. Ayrica buradan bakteri iirlinleri ve
antijenlerin girisi de meydana gelir. Notrofiller siirekli olarak bag dokular1 boyunca

go¢ eder ve sulkusa veya cebe girmek iizere birlesim epitelinden geger (63).

Dogal bagisiklik, enfeksiyonlara karsi ilk savunma hatt1 gérevi goriir ve
potansiyel patojenlerin ¢cogu bir enfeksiyon olusturmadan 6nce bu yolla ortadan
kaldirilir. Ancak bu fizyolojik siire¢ spesifik olmayan bagisikligi kapsar.
Periodontal saglikta, serum veya diger viicut sivilarinin bazal membranlardan
gecisini betimleyen transiida sivisi dis eti olugunu yikar. Transiida sivisi, diisiik
protein igerigine ve az sayida hiicreye sahiptir. Enflamasyonun vaskiiler fazi
mikrosirkiilasyonu etkiler, dis eti kilcal yataklarindan siv1 sizintisinin artmasina ve
polimorfoniikleer l6kositlerin akisina neden olarak hiicre agisindan zengin bir

enflamatuar eksiida olusturur. Bu enflamatuar eksiidanin tiretimi akut enflamatuar



yanitin ayirt edici Ozelligidir. Konak savunma hiicreleri histamin, 16kotrienler,
heparin, serotonin ve hyaluronik asitin yami sira antimikrobiyal enzimler ve
faktorler de dahil olmak iizere ¢ok cesitli graniil tiriinleri icermektedir. Bu birincil
spesifik olmayan savunma siirecinin basarisiz olmasi durumunda, edinsel bagisiklik
sistemi hiicrelerini ve biyomolekiillerini igeren kronik enflamatuar yanit ortaya

cikar (64).

Kronik enflamatuar faz sirasinda Porphyromonas gingivalis, Tannerella
forsythia ve Treponema denticola gibi patojen olarak kabul edilenler de dahil olmak
lizere ¢ok sayida oral bakteriye karsi daha spesifik reaksiyonlarin varliginda doku
yikimi artar. Fakat bu bakterilerin varligi her zaman periodontal hastalik ile
sonuglanmamaktadir (65). Hastalifin yayilabilmesindeki en Onemli faktdr bu
bakterilerin biyofilm adi verilen son derece organize mutualizm i¢eren bir bakteri
toplulugu haline evrilebilmesidir (66). Gram-pozitif bakteri topluluklari, konakta
kolonilesme yetenegine sahiptir ve simbiyotik olarak var olabilir. Bu 6zellikleri
sayesinde gram negatif anaerob patojenik bakterilerin biiyiimesini etkili bir sekilde
engelleyerek koruma saglarlar (67). Artan mikrobiyal yiik, enflamatuar yanitin
gelismesine ve biyofilmin biiylimesine neden olarak viriilansin artmasina katkida
bulunabilir. Bu durum, daha disbiyotik bir biyofilmin olusumunu destekleyebilir ve
artan enflamasyon, gram-negatif anaerobik bakterilerin cogalmasini tesvik edebilir.
Bu bakterilerin viriilans faktorleri, dis eti olugunu istila etmelerine ve baz1 konak
savunmalarindan korunmalarma yardimci olur. Sonug olarak, konagin immiino-
enflamatuar yanitini tetikleyebilir ve tedavi edilmezse periodontal hastaliga yol
acabilir (68). Bakteriyel {iriinler, periodontal enflamasyonun gelisiminin ilk
asamasinda proenflamatuar mediyatorlerin salinimini tetiklemektedir. Niikleer
faktor kappa-B (NF-KB) transkripsiyonunun proenflamatuar sitokinlerin artan
salinimina sebep oldugu diisiiniilmektedir (69). Bu artan sitokin salinimi, gram-
negatif bakterilerin hiicre duvarlarinda bulunan bir endotoksin olan

lipopolisakkaritin mevcudiyetinde baslamaktadir (70).

Periodontitiste konak kokenli enzimler, sitokinler ve mediyatorler de
ekstraselliiler matriksin ve alveol kemiginin yikiminda rol oynar (2). Periodontal
enflamasyon sirasinda, gingival dokularda yiikselen interlokin (IL)-1, IL-6, IL-11,
IL-17 ve tiimor nekroz faktorii (TNF)-a diizeyleri, kemik rezorpsiyonunu tetikleyen

siirecleri harekete gegirir. Bu sitokinler ve enflamatuar mediyatdrler periodontal



hastalikta kemik ve yumusak doku yikiminda temel yollardan biri olan doku
kokenli matriks metalloproteinazlar yolu ile kolajen yikimini ve alveol kemik
rezorpsiyonunu uyarir (71). Ayrica kallidin ve bradikinin gibi kininler, trombin ve
cesitli kemokinler de kemik rezorpsiyonunu tesvik edici etkiye sahiptir. Ote
yandan, IL-4, IL-10 ve IL-13 gibi antienflamatuar mediyatorlerin ise kemik

rezorpsiyonunu engelleyici etkileri bulunur (72,73).

Notrofiller, makrofajlara kiyasla daha az sitokin salgilamalarina ragmen,
gingivitis ile periodontitis arasindaki gecis safhasinda periodonsiyumdaki
notrofillerin sayis1 kemik yikiminin boyutunda belirleyici bir faktordiir (74,75).
Notrofiller, osteoblastlardan RANKL ekspresyonunu uyararak osteoklastik kemik
rezorpsiyonunu tetikleyen bir sitokin olan IL-17’ nin 6nemli bir kaynagidir (74,76).
Ayrica, noétrofiller kemik yikimmin  6nemli mediyatdrlerinden  olan
prostaglandinlerin ana kaynagini olusturur (74,77). Bu nedenle, periodontitiste
stirekli notrofil varligi, osteoklastojenik faktorler ve doku yikim mediyatorleri i¢in
ek bir kaynak saglar. Ek olarak, notrofillerin kemik yikiminda osteoklastogenezi
dogrudan etkiledigine dair bulgular da mevcuttur (74,78). Periodontal hastaliklarda
esas etiyolojik faktoér subgingival biyofilmde bulunan agirlikli gram negatif
anaerobik veya fakiiltatif bakteriler olsa da, periodontal doku harabiyetinin biiyiik
cogunlugundan bu mikroorganizmalara ve {iriinlerine karsi gelisen asir1 veya
diizensiz konak yanitinin sorumlu oldugu diisiiniilmektedir (47,79). Konak
savunmasinda esasen, proteolitik enzimler ile reaktif oksijen tiirleri ve antioksidan
savunma sistemleri arasindaki dengeyi korumanin asil gdrev olduguna

inanilmaktadir (80).

2.4.2 Reaktif Oksijen Tiirleri
Reaktif oksijen tiirleri (ROT); siiperoksit radikali (O>), hidroksil radikali

(OH") ve nitrik oksit radikali (NO") gibi serbest radikal tiirlerinin yani sira hidrojen
peroksit (H202) ve hipoklordz asit (HOCI) gibi oksijenin radikal olmayan
tirevlerini de kapsayan genel bir terimdir. Serbest radikal (SR) tiirlerinin dis
yoriingelerinde bir veya daha fazla eslesmemis elektronun bulunmasi, bu tiirleri
dogada asir1 derecede reaktif hale getirir. ROT hem c¢esitli hiicresel mekanizmalarin
diizenlenmesinde Oonemli roller oynamakta, hem de canli organizmalarda ciddi

yikimlara neden olabilecek bir¢ok zararh etkiye sahip olmaktadir (81,82).



ROT’nin zararli maddelere kars1 hiicresel yanit gelistirme, hiicresel iletisim,
mitojenik yanit ve ¢esitli reseptorler araciligiyla sinyal yollari aktive etme gibi
yetenekleri faydali etkiler arasindadir (83). Mikroorganizmalara kars1 yanit olarak
SR olusumu fizyolojik bir durumdur. Ancak, ROT’nin agir1 salgilanmasi
antioksidan savunma sistemi tarafindan dengelenemez; bu da oksidatif strese daha
sonrasinda da hiicre diizeyinde DNA dabhil ¢esitli biyomolekiillerde ve dokularda
hasara sebep olur (84,85). Sonug olarak; ROT lipid peroksidasyonu, DNA hasari,
protein bozulmasi ve tepkimelerdeki kilit enzimlerin oksidasyonu gibi dogrudan
doku hasarlarina yol agabilir. Ayrica, sinyal molekiilleri veya enflamasyon aracilari
olarak da islev gorebilir (80).

2.4.3 Hidrojen Peroksit (H2032)
Birgok sistem, siiperoksidin spontan dismutasyon reaksiyonu sonucunda

H>0, iiretir. H20O; eslesmemis bir elektrona sahip olmadigindan SR olarak kabul
edilmez, ancak reaktif oksijen tiirlerinin olusumunda onciil rol oynar. H>O2’ in en
onemli 6zelligi stiperoksitte bulunmayan hiicre zarindan gecebilme yetenegidir. Bu
nedenle, bir bolgede iiretilen H2O», yiiksek reaktiviteye sahip hidroksil radikaline
doniismeden 6nce diger bolgelere yayilabilir ve toksik etkilerini burada gosterebilir
(86,87).

Gigli bir oksitleyici ajan oldugu i¢in makromolekiillerde hasar olugturma
riski tasir; bu nedenle hiicrelerde bulunan katalaz ve peroksidaz gibi antioksidan

enzimler tarafindan hizla yok edilmelidir (82,88,89).

2.4.4 Periodontal Hastalkta Asirt ROT Uretimi
Periodontitiste baslica ROT kaynaginin nétrofiller oldugu diisiiniilmektedir.

Bunlar kanda en fazla bulunan hiicreler olup, bakteriyel enfeksiyonlara karsi ilk
savunma hattint1 olustururlar. Mikrobiyal dental plagin olusturdugu biyofilmin
konak yanitini tetiklemesinin ardindan, nétrofiller periodontal dokuda ve dis eti
olugunda birikerek en yaygin enflamatuar hiicreler haline gelirler (90). Patojenler
tarafindan uyarilan nétrofiller fagositoz sirasinda nikotinamid adenin diniikleotid
fosfat oksidaz (NADPH) enziminin kataliz ettigi "solunum patlamasi1" olarak
bilinen bir metabolik yol ile siiperoksit anyonu (O;”) iiretirler (80). Bu Oy",
fagozom ve hiicre dis1 ortama salinabilir ve daha sonra H.O2, HOCI, OH~ ve tek
oksijen ('O-) gibi ¢esitli radikal ve radikal olmayan tiirevlere doniisebilir.

Protein fosforilasyonu, ¢esitli transkripsiyon faktorlerinin aktivasyonu,

apoptoz, bagisiklik yanitlar1 ve hiicre farklilagmasi gibi siireglerin hepsi, uygun
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seviyede ROT iiretimine ve bu seviyelerin hiicre i¢inde diisiik tutulmasina baghdir
(91). ROT’nin {iretimi arttiginda proteinler, lipidler ve niikleik asitler gibi hayati
hiicresel yapilar iizerinde zararh etkiler ortaya ¢ikmaktadir (92). Bu molekiiller,
esas olarak mitokondri, peroksizom ve endoplazmik retikulumda gerceklesen
cesitli metabolik reaksiyonlarda tiiketilen oksijenden iiretilir. Mitokondrilerde
tilkketilen oksijenin yaklasik %?2’sinin indirgenerek siiperoksit olusturdugu tahmin
edilmektedir. Bu nedenle mitokondriler ROT'nin ana kaynag1 olarak kabul edilir
(93,94). Peroksizomlar, hem ROT'nin temizlenmesinde hem de ROT {iretiminde rol
oynar (95). Endoplazmik retikulum ise, distilfit baglarinin olusumu ve proteinlerin
katlanmasin1 destekleyen, protein oksidasyonu yoluyla ROT seviyelerini artiran

oksitleyici bir ortam saglar (96).

Bakteri

Notrofil hiicre
~ membrani
G.
MADPH | Solunum patlamasi
0,
Superoksid dismutaz/
Spontan dismutasyon

H,0,

b
S
s

HOCI OH 0,

Sekil 2.1. Periodontal hastalik sirasinda artan reaktif oksijen tiirleri (ROT)
iiretiminin mekanizmasi (Wang vd., 2017)

2.5 Antioksidanlar
Antioksidanlar, diisiik konsantrasyonlarda bile oksitlenebilen bir substratla

karsilastiklarinda onun oksidasyonunu 6nemli 6l¢iide engelleyen veya geciktiren
maddeler olarak tanimlanabilir (97). Antioksidanlar, SR’lerin olusturdugu hasara
kars1 koruma saglamak i¢in ¢esitli mekanizmalar kullanir. Bu mekanizmalar SR
olusumunu engellemek, reaktif metabolitleri temizleyip daha az reaktif hale
doniistiirmek, SR’yi nétralize etmek, SR’nin neden oldugu hasari onarmayi
kolaylastirmak ve diger antioksidanlarin etkili ¢alisabilmesi i¢in uygun bir ortam

olusturmaktir (98).
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Epidemiyolojik arastirmalar, antioksidanlarin ROT aktivitesini azaltarak
kanser ve diger dejeneratif hastaliklarin goriilme sikhigimi diislirdiigiinii ortaya
koymustur (99). Oksidatif hasara karsi ilk tanimlanan savunma mekanizmalari,
ROT olusumunu engelleyenler ve olusan SR’leri etkisiz hale getirenler olarak
bilinir (100). Viicudun redoks dengesini korumak i¢in detoksifikasyon enzimleri ve
diisiik molekiiler agirlikli antioksidanlar agindan olusan bir sistem bulunmaktadir.
Antioksidanlar, i¢ kaynakli (endojen) ve dis kaynakli (eksojen) olmak {izere iki
temel gruba ayrilabilir. Hem endojen hem de eksojen antioksidanlar SR’leri etkisiz
hale getirme yetenegine sahiptir ve viicudu SR’lerden koruyarak
oksidan/antioksidan dengesini saglarlar.

Endojen antioksidanlar, enzimatik ve enzimatik olmayan olmak iizere iki alt
gruba ayrilabilir. Siiperoksit dismutaz (SOD), katalaz (KAT), glutatyon peroksidaz
(GPx) ve glutatyon rediiktaz (GR), enzimatik savunma mekanizmasini olusturan
temel enzimatik antioksidanlardir. Bu enzimatik antioksidanlar, dogrudan ROT'leri
notralize ederek ROT seviyelerinin normal aralikta kalmasini saglamada kritik
Ooneme sahiptir (101,102).

ROT'leri nétralize etmek i¢in kullanilan ikincil mekanizmalar eksojen
antioksidanlardir (80). Cesitli meyve ve sebzelerden elde edilen dengeli bir
beslenme ile eksojen antioksidanlar alinir (103). Eksojen antioksidanlar, vitamin ve
ilag olarak kullanilanlar seklinde iki ana kategoriye ayrilabilir. a-Tokoferol, -
karoten, askorbik asit ve folik asit vitamin kaynakli eksojen antioksidanlardir
(104,105). Ksantin oksidaz ve NADPH inhibitorleri, rekombinant siiperoksit
dismutaz, trolox-c, sitokinler, barbitiiratlar ve demir selatorleri ise ilag kaynakl

eksojen antioksidanlar arasinda yer alir (103—105).

2.6 Oksidatif Stres
Oksidatif stres, ROT tiretimi ve antioksidan savunma mekanizmasi arasindaki

homeostatik dengenin bozulmasindan kaynaklanir ve periodontal hastalik gibi
cesitli enflamatuvar hastaliklarla baglantili oldugu diistiniilmektedir (106). Genel
olarak siiperoksit (O2) ve hidroksil (HO-) serbest radikalleri gibi reaktif 6zellikteki
oksijen igeren molekiiller ile H202 gibi radikal olmayan molekiiller ROT olarak
adlandirilir. Protein fosforilasyonu, ¢esitli transkripsiyon faktdrlerinin aktivasyonu,
apoptoz, bagisiklik ve farklilagma gibi siiregler, uygun ROT iiretimine ve hiicreler

icinde diisiik seviyelerde tutulmasina baglidir (91). Orta derecede stres apoptozu
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tetiklerken, daha yogun stresler nekroza yol acabilir. Antioksidan savunma
mekanizmalar1 yetersiz kaldiginda, cesitli dokularda hasar meydana gelebilir ve
artmis oksidatif stresin zararli etkileri oksidatif hasar olarak adlandirilir (107,108).
Asirt ROT firetimi, hiicresel lipidlere, proteinlere ve DNA'ya zarar vererek hiicre
islevselligini bozabilir (91). Hiicreler, ROT'nin neden oldugu hiicresel hasardan
korunmak i¢in esas olarak siiperoksit dismutaz (SOD), katalaz (CAT) ve glutatyon
peroksidaz (GPx) gibi enzimatik bilesenlere dayanan bir antioksidan savunma
sistemi kullanir (109). Oksidatif stres, ateroskleroz, nérodejeneratif hastaliklar,
kanser, diyabetes mellitus, enflamatuvar hastaliklar, psikolojik hastaliklar ve
yaslanma siirecleri dahil olmak iizere bircok hastaligin patogenetik

mekanizmalariyla iligkili bir durumdur (110).

2.6.1 Periodontal Hastalikta Oksidatif Stres
Periodontitis patogenezinde, enflamatuvar hiicrelerin en baskin bagisiklik

sistemi hiicreleri olan nétrofillerin asir1 iiretimi, normalden daha fazla ROT
olusumuna yol acar. Bu durum, oksidan ve antioksidan sistemler arasindaki dengeyi
bozarak oksidatif strese sebep olur (80,111). Nétrofiller, NADPH oksidaz
aktivasyonu, siiperoksit radikali (O2-) ve ikincil ROT olusumuyla proenflamatuvar
yollar1 aktive eden sinyal uyarimina aracilik eder ve bu, enflamasyon sirasinda artan
oksidatif stresin nedenidir. Periferal kan menseili nétrofillerin iirettigi ROT lerin
tamami, birgok akut ve kronik enflamatuvar durumda goriilen doku hasari ile
iligkilidir (112,113). ROT’lerin enflamasyon alaninda doku hasarina neden
olmasinin yani sira, proenflamatuvar sitokinler icin ikincil haberci olarak
davrandiklart da gosterilmistir (114). Ayrica ROT, osteoblastlar ve osteoklastlar
tarafindan RANKL reseptor aktivatoriinii artirarak kemik yikimina katkida bulunur

(115).

2.7 Bor
Bor (B), atom numarasi 5, atom agirligi 10.81 g, yogunlugu 2.84 g/cm?, ve

erime noktast 2300 °C olan, metal ve ametal Ozellikler arasinda yari iletken
ozelliklere sahip, periyodik tablonun {igiincii grubunun basginda yer alan bir
elementtir. Dogada kiitle numaralar1 10 ve 11 olan iki kararli izotopu bulunmaktadir

(116). Diinya bor rezervlerinin %73,5'1 Tiirkiye’de bulunmaktadir (29).

Yaklasik 250 cesit bor minerali bulunmaktadir. Bor, dogada serbest halde
bulunmaz; bol miktarda borik asit (BA) ve boratlar halinde bulunur (117). Metal-
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bor oksijen bilesiklerine genel olarak borat denir (referans). Bor mineralleri
genellikle magnezyum (Mg), sodyum (Na) ve kalsiyum (Ca) gibi metallerle
birlesmis halde bulunur (118). Bu mineraller arasinda en 6nemlileri, kalsiyum veya

sodyum boratlar1 igeren kolemanit, uleksit ve tinkaldir (119).

Bor, yeryiiziinde toprak, kaya ve suda yaygin olarak bulunan bir elementtir.
Element olarak kullanimi daha az yaygin ve yenidir. Ancak, borun en ¢ok kullanilan
formu olan boraks (NaxB4O7-10H>0) binlerce yildir bilinmektedir. En ¢ok bulunan
bor bilesikleri borik oksit ve borakstir (120). Suda kolayca ¢6ziinen boratlar,
kokusuz, beyaz kristal, graniiler ve toz halinde bulunurlar. Bor oksit, sik¢a rastlanan
bor bilesiklerinden biridir ve ozellikle okyanuslardan buharlagarak atmosfere
karisan borik asit (BA), yagmur ve kar yoluyla topraga inip, yer alt1 kaplica sular1
ve yer Ustli sulariyla genis alanlara yayilmaktadir. Bu dogal sular araciligiyla
insanlara ge¢mektedir (119). BA, beyaz yapraklar seklinde kristalize olan bir

bilesiktir. Susuz boraksin asitle reaksiyona girmesi sonucu elde edilir (120).

Bor minerali, ¢esitli yollarla canlilara ge¢mektedir. Hava ve sudaki bor
mineralleriyle temas, bor agisindan zengin yiyecek ve igeceklerin tiiketimi, sabun,
deterjan gibi temizlik iriinleri ile gilizellik malzemeleri ve benzeri maddelerin
iiretim yerlerinde ¢alismak veya bu tiir {irtinleri kullanmak suretiyle alinabilir. Bor,
insan viicuduna agiz, solunum veya deri yoluyla girebilir. Ancak, borun besin
zinciri yoluyla biyolojik birikimi s6z konusu degildir (118). Viicuda alinan borun
%85-90"1 kisa siirede idrarla degismeden atilirken, %10-15'1 boratlar halinde
bagirsaklardan emilerek beyin-omurilik sivisi, kemik, beyin, karaciger ve yag

dokularinda birikir (119,121). Borun yarilanma 0mrii 24 saatten daha azdir (122).

Diinya Saglik Orgiitii, yetiskinler icin giinliik alinabilir bor miktarmni
kilogram bagina 0.4 mg olarak belirtirken, Avrupa Birligi bu sinir1 kilogram basina
10 mg olarak belirlemistir. Borun dogal yollarla insan ve hayvan viicuduna
alinmasi, akut zehirlenmeye yol agabilecek seviyede degildir (122,123). Yumusak
doku, idrar ve kanda bulunan bor seviyeleri genellikle 0.05 ppm ile 10 ppm arasinda
degisir. Ancak, zehirlenme durumunda beyin ve karaciger dokularinda bu seviyeler

2000 ppm’e kadar ¢ikabilir (124).

Insanlar i¢in BA’nin en diisiik 6liimciil dozu agiz yoluyla alindiginda 640

mg/kg, deri yoluyla alindiginda 8600 mg/kg ve enjeksiyon yoluyla alindiginda 29
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mg/kg'dir. insanlar bir giinde toplamda 500 mg'dan fazla bor aldiginda toksisite
belirtileri ortaya cikabilir. Bu belirtiler arasinda bulanti, kusma, bas agrisi, karin
agrisi, ishal, kas kasilmalari, sok, halsizlik, sindirim ve merkezi sinir sistemi
bozukluklari, salgi bezlerinin isleyisinde bozulmalar ve cilt lezyonlar1 bulunur.
Borun gida ve igme suyu ile alindiginda bu dozun asilmasinin miimkiin olmadigi

belirtilmektedir (29).

Bor, bitkilerin biiyiime ve gelisimi icin gerekli olan mikro besleyici bir
elementtir. Canli sistemlere dogrudan proton verici olarak katkida bulunarak, hiicre
zarl yapist ve fonksiyonlarina etki ettigi tespit edilmistir. Bor dokularda
sentezlenemedigi i¢in alman miktar azaldiginda gelisimsel bozukluklar ortaya
cikmaktadir (125). Bu nedenle borun kemik ve mineral metabolizmasi igin
esansiyel bir element oldugu bildirilmektedir (126,127). Son arastirmalar, borun
iireme sistemi hastaliklari, kanser ve periodontal hastaliklarin Onlenmesi ve

tedavisinde rol oynadigin1 gostermektedir (117).

Bor bilesikleri son yillarda birgok alanda yaygin olarak kullanilmaya
baslanmigtir. Bor bilesikleri; saglik sektorli, insaat malzemeleri, tarim, ahsap
koruma, cam ve seramik endiistrisi, temizlik ve beyazlatma sanayi, tekstil, metaliirji

ve niikleer sanayi gibi cesitli sektorlerde kullanilmaktadir (118).

2.7.1 Borun Tip ve Dis Hekimligi Alamindaki Onemi
Bor iceren ilk dogal biyomolekiil, Streptomyces antibioticus tiiriiniin bir

susundan izole edilen ve "boromisin" olarak adlandirilan bir antibiyotiktir.
Boromisinin gram (+) bakterilere, baz1 mantar tiirlerine ve protozoalara karsi etkili
oldugu, ancak gram (-) bakterilere kars1 etkili olmadig1 belirtilmistir (128). Ayrica,
eritromisin, gentamisin ve streptomisin gibi antibiyotiklerin bakterilere karsi
gosterdigi etkinligin, borik asit esterlerinin etkisiyle benzer diizeyde oldugu rapor
edilmistir. (26). Bor igeren diger biyomolekiiller Sorangium cellulosum tarafindan
tiretilen tartrolon B ve Streptomyces griseus tarafindan iiretilen aplasmomisindir

(128,129).

BA’nin tipta kullanim alanlarina bakildiginda, %0.4-5 (4.000-50.000)
konsantrasyonlarinda BA’nin antifungal etki gosterdigi ve Candida albicans
izolatlarinin %50'sinden fazlasini iki giin i¢cinde Oldiirdiigii belirtilmistir (123).

Larsen ve arkadaslari, agiz yoluyla kullanilan organobor komplekslerinin ilaca
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direncli Candida albicans ve Candida glabrata tizerinde etkili oldugunu tespit

etmislerdir (130).

Bor bilesiklerinin osteoporoz ve romatoid artrit tedavisinde, Bor Notron
Yakalama Tedavisi (BNCT) ile beyin tiimorlerinin tedavisinde, yaniklarin
tyilestirilmesinde, yara tedavisinde, antiseptik olarak lens soliisyonlarinda,

merhemlerde, gargaralarda ve goz damlalarinda kullanildig: bilinmektedir (29).

Borun kanser tedavisindeki kullanimi {izerine yapilan arastirmalar giderek
artmaktadir. Borun en 6nemli etkilerinden biri beyin tiimorii, akciger, meme ve
prostat kanseri risklerini azaltmasidir (121,131,132). Li ve arkadaslarinin yaptig
bir ¢alismada, yiiksek miktarda bor alan erkeklerde prostat kanseri goriilme
sikliginin daha az oldugu ve bunun borun steroid hormonlar iizerindeki etkisiyle
iligkili oldugu o6ne siirilmiistiir(133). Beyin tiimoérii olan hastalarda, ameliyatin

riskli oldugu durumlarda BNCT 6nemli bir tedavi yontemi haline gelmistir (123).

Bor, kemik saglig1 i¢in 6nemli bir elementtir (134). Arastirmalarda, borun
postmenopozal donemde osteoporozu oOnleyebilecegi belirtilmistir (135). Bor,
erkek ve kadin iireme sistemlerinde de etkili bir mineraldir. Yapilan calismalarda,
borun seks steroid hormon mekanizmasinin hidroksilasyon basamaginda etkili
oldugu ve hormon seviyelerini artirdigr bildirilmistir (29,136). Borun yara
tyilesmesine olumlu etkileri de gozlenmistir. Bir ¢alismada, sodyum pentaborat
pentahidrat iceren bir jelin siganlarda ikinci derece yanik yaralarinin iyilesmesini
sagladig1 ve antibakteriyel, antimikrobiyal etkiler gosterdigi bulunmustur (137).
Arastirmalar, borun insanlarda beyin fonksiyonlar1 ve zihinsel performans iizerinde
etkili olabilecegini gostermektedir. Bor eksikliginin beynin elektriksel aktivitesini
azaltarak kisa siireli hafiza kayiplari, dikkat eksikligi ve algi problemlerine yol
acabilecegi bildirilmistir. Bu sonuglar borun sinir iletimine etkisi olabilecegine

isaret etmektedir (29,138).

Borik asit kuinolin esterleri, literatiirde en iyi karakterize edilmis bor iceren
bilesikler arasinda yer almaktadir. Bu bilesiklerden biri olan ANO0128,
Staphylococcus aureus'un deride kolonizasyonuyla iliskili atopik dermatitin
tedavisinde yaygin olarak kullanilmaktadir (28). ANO128'in periodontal hastaligin
tedavisindeki etkinligini degerlendiren bir calismada (139), deneysel olarak

ligatiirle periodontitis olusturulan sicanlarda AN0128 topikal olarak uygulanmaistir.
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ANO0128 ile tedavi edilen periodontitisli sicanlarda kemik kaybindaki azalma bir
non steroid anti enflamatuar ilag olan ketorolak ve triklosan igeren total dis macunu
ile elde edilene benzer oldugu goriilmiistiir. Siganlarin az1 disleri arasindaki alveoler
kemik alani histolojik olarak incelendiginde, ANO128 uygulanan grupta alveoler
kemik alaninda %50 kemik olusumu gozlendigi, bu oranin tetrasiklin (%33) ve
klorheksidin (%40) uygulanan gruplarda elde edilen sonuclarla kiyaslanabilir
diizeyde oldugu bildirilmistir. ANO0128'in hem antibakteriyel hem de
antienflamatuar etkileri oldugu rapor edilmistir. ANO128'in periodontal hastalikla
iligkili Prevotella intermedia, Porphyromonas gingivalis, Eubacterium nodatum ve
Treponema denticola gibi bakterilere karst in vitro antibakteriyel etkisi oldugu

gosterilmistir (139).

Periodontal hastaliklarin tedavisi {iizerindeki etkinli§i incelenen bor
bilesiklerinden bir digeri de BA’dir. Demirer ve arkadaslart (126), ligatiirle
deneysel periodontitis olusturulan sicanlara 11 giin boyunca giinliik 3 mg sistemik
BA uygulamiglardir. Bu siganlar 11 giin sonra sakrifiye edilerek, alveoler kemikteki
degisiklikler ve doku ornekleri histopatolojik olarak incelenmistir. BA verilen
sicanlarda, enflamatuar hiicre infiltrasyonu, osteoklast sayisi ve alveoler kemik
kaybinin borik asit verilmeyen kontrol grubuna goére daha az oldugu tespit
edilmistir. Sonug¢ olarak, sistemik BA uygulamasmin, periodontal hastalikli
sicanlarda periodontal enflamasyonu ve alveoler kemik kaybini azalttifi rapor
edilmistir. Yapilan klinik arastirmalarda BA igerikli gargaranin kronik
periodontitisli hastalarda alveolar kemik kaybim1 azalttigi ve periodontal
hastaliklarin klinik parametrelerini iyilestirmede klorheksidine kiyasla daha etkili
oldugu bildirilmistir (140). Deneysel periodontitis olusturularak yapilan diger
baska hayvan modellerinde ve klinik ¢alismalarda BA’nin periodontal
inflamasyonu ve atagsman kaybini azaltarak tedaviye olumlu katkida bulundugu
gosterilmistir. Bu etkinin, bor iceren bilesiklerin antimikrobiyal, anti-enflamatuar
ve immiin diizenleyici etkilerinin birlesiminden kaynaklanabilecegi belirtilmistir
(25,27,28). Ayrica, BA’nin osteogenetik hiicrelerin farklilagsmasini tesvik ederek
osteogenezi artirdigl kanitlanmistir (27,28,43). Yapilan klinik ¢caligmalarda, kronik
periodontitisli hastalarda mekanik periodontal tedaviye ek olarak 9%0.75’lik borik

asit ile yapilan subgingival irrigasyonun veya %0.75’lik borik asit jelin subgingival
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uygulanmasinin periodontal klinik parametrelerde iyilesme sagladigi ve borik asitin

klorheksidine bir alternatif olabilecegi rapor edilmistir (43).

2.7.2 Bor ve immiin Cevap
Diyet ile alinan borun insanlarda bagisiklik yanitini etkileyebilecegine dair

kanitlar mevcuttur (141,142). Armstrong ve arkadaslar1 (143), 2.2 mg B/kg iceren
bazal diyete eklenen 5 mg B/kg borun enflamatuar yanit1 azalttigini bildirmislerdir.
Ayrica, diyet ile bor alim1 2.2 mg B/kg’dan 7.2 mg B/kg’a ¢ikarildiginda TNF-a
tiretiminde artis oldugu rapor edilmistir (144). Diyet ile bor alim1 doza bagh olarak
arttikca serum bor seviyeleri de ylikselmektedir. Bazal diyete (13.3 mg B/kg iceren)
5 veya 15 mg B/kg bor eklenmesi durumunda, borun bagisiklik yanitinda etkili
olamadig1 goriilmiistiir. Bu durum, bazal diyetteki yiliksek bor igeriginin, borun

immiinsiipresif 6zellik gostermesini engellemesiyle iligkilendirilmistir.

Diyete 100 mg/kg bor eklenmesi, lipid peroksidasyon seviyelerini azaltarak
antioksidan savunma sistemlerini ve vitamin dengesini giiglendirmektedir (145).
BA ve boraks arasinda oksidan/antioksidan denge ve biyokimyasal parametreler
acisindan fark bulunmamaktadir. BA ve boraksin sigcanlarin yasam siiresini
uzatabilecegi ve yasam kalitesini artirabilecegi one siiriilmiistiir. Siklofosfamid ile
tetiklenen lipid peroksidasyonu, antioksidan durumu, DNA hasar1 ve histopatolojik
degisikliklerin intraperitoneal bor ¢ozeltisi ile engellenebildigi rapor edilmistir
(146). Borun bu koruyucu etkisi, hem antioksidan savunma sisteminin aktive
ederek hem de hem de lipid peroksidasyonunu engelleyerek gerceklesmektedir.
Bor, hiicreleri koruyarak, doku hasarinin ardindan hiicrelerin ¢ogalmasini ve
yenilenmesini desteklemektedir. BA ve 2-aminoetoksidifenil borat (2-APB)’in
oksidatif stres ve enflamasyon iizerindeki etkilerini inceleyen bir arastirmada,
glutatyon tiiketiminde azalma ve antioksidan savunma sisteminde bir giiclenme
gozlemlenmis, ancak genel antioksidan durumu {izerinde bir etkisi olmadig1 tespit
edilmistir (147). Bununla birlikte BA’nin hipoksi ve hipotermi ile tetiklenen IL-6
ve TNF- a artigin1 da engelledigi bildirilmistir.

2.7.3 Borun Metabolizmaya Etkileri
Borun; iireme ve embriyogenez, yara iyilesmesinin desteklenmesi, kalsiyum

metabolizmasi diizenlenmesi ve kemik metabolizmasi tizerindeki etkileri daha 6nce
yapilan ¢alismalarda rapor edilmistir (148-150). Kiiltire edilmis insan

fibroblastlar1 ve tavuk embriyosunun pelvik kikirdaklar1 iizerinde yapilan
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aragtirmalar, borun ekstraseliiler matriks doniisiimiinii diizenledigini, TNF-a gibi
bazi biliyiime faktorlerinin mRNA sentezini tetikledigini ve bu faktorlerin
hiicrelerde ve kiiltlir ortaminda seviyelerini artirdigini gostermistir (151,152). Bor,
zamanla fibroblastlarin toplam RNA seviyelerini artirmakta ve bu artis
inkiibasyondan 6 saat sonra en yiiksek diizeyine ulagsmaktadir (151). Plasenta
niikleusu kullanilarak yapilan bir ¢alismada, borun RNA transkripsiyonu iizerinde
dogrudan etkili oldugu ve anjiyogenez ile yara onariminda rol oynayan biiyltime

faktorlerini kodlayan mRNA translasyonunu destekledigi gdzlemlenmistir (153).

Borun kalsiyum ve fosfor metabolizmas: iizerinde de etkileri olabilecegi
bildirilmistir. Nielsen ve arkadaglar1 (135), giinliik 3 mg bor aliminin idrarla atilan
kalsiyum (Ca) ve fosfor (P) miktarini azalttigini ortaya koymuslardir. Diyetle alinan
borun biiylime performansi, kemiklerin mekanik 6zellikleri ile kalsiyum ve fosfor
metabolizmasi lizerindeki etkisi, 36 domuz tizerinde gerceklestirilen bir arastirmada
incelenmigtir. (142). Bu calismada, diisiik bor igerikli bazal diyet, bazal diyet + 5
mg bor/kg diyet ve bazal diyet + 15 mg bor/kg diyet olmak flizere ii¢ grup
belirlenmistir. Sonuglar, diyetteki borun kalsiyum ve fosfor metabolizmasini
belirgin bir sekilde etkilemeden biiylimeyi ve kemik dayanikliligini artirdigini

gostermistir.

Fizyolojik sinirlar i¢cinde diyetle alinan bor, enerji kullanimini ve mineral
metabolizmasin1  diizenlemektedir. Benzer sekilde, Vitamin D3 de enerji
kullantmin1 ~ diizenleyerek kikirdak mineralizasyonunda 6nemli bir rol
oynamaktadir. Vitamin D3 eksikligiyle ortaya ¢ikan mineral metabolizmasindaki
bozulma, diyetle alinan bor takviyesi ile hafifletilebilir. Ayrica, bor ve Vitamin
D3'iin lokal enerji kullanimi {izerinde benzer etkiler gosterdigi tespit edilmistir. Bu
nedenle, yeterli diizeyde D3 vitamini alindiinda, borun diyetteki bazi etkileri daha

az belirgin hale gelebilir (154).

Mineralizasyon bozuklugu goriilen durumlarda, borun kemik mineral
dengesine tek bagina etkisi olmadigini gosteren aragtirmalar da bulunmaktadir
(155-157). Overleri alinmis disi siganlar lizerinde yapilan bir arastirmada, borun
17B-0stradiol (E2) ve paratiroid hormonun (PTH) etkilerini gii¢clendirip
giiclendirmedigi incelenmistir (155). Bor ve E2’nin birlikte uygulanmasinin Ca, P

ve Mg emilimini belirgin sekilde iyilestirdigi gorilmustiir. Ayrica, bu
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kombinasyonun Ca ve Mg retansiyonunu ve serumdaki Ca ve Mg seviyelerini
artirdigi tespit edilmistir. Sonug olarak, borun E2 ile birlikte kullaniminin, overleri
cikarilmis siganlarda Ca ve Mg dengesini sinerjik bir sekilde giiclendirdigi
gosterilmistir. Ayni ekip baska bir calismasinda, borun E2 ve PTH ile birlikte kemik
kalitesi tizerindeki etkisi incelenmistir (156). Bu ¢alismada, borun E2'nin etkisini
artirdigl, ancak PTH'nin etkisinde bir degisiklik olusturmadigi tespit edilmistir.
Hem PTH hem de E2, kemik igerigindeki Ca, Mg ve P seviyelerini, trabekiiler
kemik hacmini, kemik yiizey alaninin hacme oranini, trabekiiler plaka yogunlugu
ve kalmlhigmi artirirken, trabekiiler ayriligi azaltmaktadir. E2 ve bor birlikte
kullanildiginda bu etkinin arttig1, ancak PTH ile bor birlikte uygulandiginda ek bir
etkisinin olmadig1 gézlemlenmistir. Bununla birlikte, yash disi si¢anlar tizerinde
yapilan bir bagka caligmada, borun tek basina veya E2 ile birlikte kullaniminin,
overektomi ile tetiklenen osteopeniye karst koruyucu bir etkisi olmadigi sonucuna

ulagilmistir (157).

2.8 Bor Nitriir
Bor Nitriir (BN), bor ve azot (N) elementlerinin birlesmesiyle olusan,

normalde dogada olmayan, kimyasal yontemlerle iiretilen bir bilesiktir (158).
BN’nin kristal yapis1 karbonun yapisina benzemektedir (39,159). Diisiik
reaktiviteye sahip olup bir¢ok alanda kullanilan inorganik bir malzemedir. insan
yapimi olan en sert malzemelerden biridir. BN; yiiksek 1si1l sok direnci, 1s1l
iletkenlik, elektriksel yalitkanlik, kimyasal kararlilik ve yaglayicilik gibi iistiin
ozelliklere sahiptir. Bu ozelliklerinden dolay1, yiiksek sicaklik uygulamalarinda,
elektrik-elektronik sektoriinde, seramik kompozit malzeme liretiminde ve kimya
endistrisinde toz, sprey veya macun formunda kullanilmaktadir. Bu niteliklerin
cesitli kombinasyonlarini icermesi, BN nin farkli uygulamalarda kullanilabilmesini
saglar (39,159,160). Hekzagonal, kiibik, eskenar dortgen, vurtzit ve turbostatik bor
nitriir gibi ¢esitleri bulunmaktadir. BN nin en stabil formlarindan biri glinlimiizde

beyaz grafit olarak da bilinen hekzagonal bor nitriir (hBN) diir (39,161).

2.8.1 Hekzagonal Bor Nitriir
Hekzagonal bor nitriir, beyaz renkte olup, yapisal olarak grafite benzeyen,

toksik olmayan ve kaygan bir malzemedir. Seramik malzemeler arasinda en diisiik

yogunluga (2,27 g/cm?®) sahiptir. hBN tozlari, dokunuldugunda ipeksi bir his
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uyandirir. hBN nanomateryaller, yiiksek kimyasal stabilite, oksidasyon direnci,

ylksek termal iletkenlik ve miikemmel elektrik yalitim 6zellikleri sergiler (39).

hBN, inert bir malzeme olup, kimyasal reaksiyonlara girmez ve toksik
degildir. Oldukga yiiksek sicakliklara dayaniklidir. Normal atmosferde 1000 °C'ye,
vakum ortaminda 1400 °C'ye, argon atmosferinde 2000 °C'ye ve azot atmosferinde
2400 °C'ye kadar kullanilabilir. Isil soklara kars1 kararliliginin yani sira mitkemmel
elektrik yalittimi, bakir kadar iyi 1sil iletkenlik ve UV isinlarini yansitma

Ozelliklerine sahiptir (158).

Son yillarda hBN, diisiik yogunlugu, yiiksek termal iletkenligi, kimyasal
kararlilig1, biyouyumlu olmasi ve toksik olmamasi gibi 6zellikleri nedeniyle tip,
ilag ve kozmetik sektdrlerinde ¢okga kullanilan bir malzeme haline gelmistir (162).
Atila ve ekibi, hidroksiapatit (HA)/hBN kompozitlerinin rat femurlaria
implantasyonu sonrasinda serumdaki bor konsantrasyonlari inceledikleri
calismada, HA/hBN kompozitlerinin implant malzemesi olarak umut vadettigini

belirtmislerdir (163).

Kivang ve arkadaslarinin gergeklestirdigi bir c¢alismada ise, hBN-
nanopartikiilleriyle nceden olusturulmus biyofilmler iizerinde yiiksek antibiyofilm
aktivitesi gosterdigi, S. mutans 3.3, S. mutans ATCC 25175 ve Candida sp. M25'in
biyofilm biiyiimesini engelledigi bulunmustur (referans). Bu sonuglar, hBN-NP’nin
oral biyofilmleri kontrol etmek i¢in potansiyel bir secenek olabilecegini
gostermektedir. Ayni calismada, hBN-NP’nin insan deri fibroblast1 (CCD-1094Sk,
ATCC® CRL 2120 ™) ve Madin Darby Canine Kidney (MDCK) hiicreleri
tizerindeki sitotoksik etkileri de incelenmis ve bu partikiillerin bu hiicreler lizerinde
sitotoksik etkisinin olmadig1 tespit edilmistir. Arastirmacilar, ¢alismanin
sonucunda hBN nanopartikiillerinin uygun konsantrasyonda (0.1 mg/mL)
kullanildiginda potansiyel olarak giivenli bir agiz bakim {iriinii olabilecegi

sonucuna varmislardir (39).

Aydin ve arkadaglar1 (30), hBN nanopartikiillerinin Alzheimer hastalarinda
amiloid beta (AB) birikiminden kaynakli nérotoksik hasar1 6nleyebilecegi ve bunun
ilag gelistirme ve tasimada yenilik¢i bir yaklasim olabilecegini rapor etmislerdir.
Kar ve ekibi (164) 80 adet sigan1 8 gruba ayirip bunlara 50-3200 pg/kg

konsantrasyon araliginda hBN nanopartikiillerini i.v. olarak enjekte ettikten 24 saat
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sonra  biyokimyasal, hematolojik ve oksidan/antioksidan parametreleri
incelemislerdir. Bunun sonucunda 50-800 pg/kg konsantrasyon araligindaki hBN
nanopartikiillerinin biyolojik kullanima uygun ve giivenilir olabilecegi fakat 1600-
3200 pg/kg gibi yliksek dozlarda karaciger, bobrek, kalp, dalak ve pankresta akut

olarak zarara yol agabilecegi bulunmustur.

Sen ve ekibinin yaptiklar1 bir ¢alismada hBN’nin BA’nin yara iyilesmesi
tizerindeki etkilerini karsilastirmali olarak incelemislerdir (40). Calisma sonucunda
hem BA hem de hBN’nin yara iyilesmesini hizlandirdigini, bununla birlikte kisa
zamanda ortamdan uzaklagip etkisini yitiren BA’ya kiyasla hBN
nanopartikiillerinin daha yavas biyodegredasyona ugramasi ve yarilanma omriiniin
daha fazla olmasi nedeniyle uzun siire uygulandigi yerde kalabilmesi agisindan
daha {istlin oldugunu bildirmiglerdir. Ayn1 arastirmacilarin hBN ve BA’nin prostat
kanseri iizerindeki etkilerini yine karsilastirmali olarak inceledikleri ¢alismalarinda,
hBN nanopartikiillerinin prostat kanser hiicrelerinde reaktif oksijen tiirlerini
arttirarak onlar1 apoptoza siirlikledigi ve metastatik kapasitelerini azalttigini, hBN
nanopartikiillerinin prostat kanserine kars1 gilivenilir terapétik bir materyal

olabilecegini 6ne siirmiislerdir (42).

Cakir ve arkadaglarinin (41) hBN nanopartikiillerinin sepsis kaynakli
ndrodejenerasyondaki profilaktik etkisini belirlemek amaciyla yaptig1 calismada,
sicanlarin  beyinlerinde lipopolisakkarit ile indiiklenmis bir enflamasyon
olusturulup beyin dokularinda proenflamatuar, oksidatif stres ve apoptoz
gostergelerinin  incelenmesinin yani sira, serebral korteks ve hipokampiis
histopatolojik olarak analiz edilmistir. Bu ¢aligmanin bulgulari, hBN nanopartikiil
uygulanmasinin, sican beyninde lipopolisakkarit kaynakli sepsisin tetikledigi
dejenerasyonlar1 iyilestirebilecegini  gostermistir. Bunun yaninda hBN
nanopartikiillerinin proinflamatuar sitokinler TNF-a ve IL-1 konsantrasyonlarini
ve toplam oksidan durumu azaltirken toplam antioksidan durumu artirdig1, oksidatif
stresi hafiflettigi ve sitokrom c ve kaspaz-3 seviyelerini azaltarak apoptozu

engelledigi belirtilmistir.

Li ve ark. (133) i¢i bos hBN nanokiireler ile yaptiklar1 ¢alismada hBN’nin
prostat kanseri hiicresi apoptozunu arttirdig1 ve tiimdr biiytimesini baskilayan anti-

kanser 6zellik gosterdigi bulunmustur
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Iki boyutlu hBN nano tabakalarindan elde edilen ii¢ boyutlu bor nitriir nano
tiipleri (BNNT) son zamanlarda yeni ve giivenilir ilag tagima sistemleri olarak ilgi
cekmektedir (31,33,165—-171). Tiibiiler ve gdzenekli nanoyapiya sahip BNNT ler,
hBN’nin fiziksel ve kimyasal 6zelliklerini tasir (169). Bu nano tiipler, karbon
atomlar1 yerine B ve N atomlarinin gegmesiyle olusan ve karbon nano tiiplerine
yapisal olarak benzeyen bir analoga sahiptir (31). Bu yapida, yiiksek yapisal
stabilite, antioksidan Ozellikler ve 1iyi kimyasal kararlilhik saglanmistir
(31,33,167,168,171). BNNTler iyi bir elastik modiiliise (750-1200 GPa) ve yiiksek
cekme dayanimina (>24 GPa) sahiptir (172-174). Ayrica, implantlar ve yap1
iskeleleri i¢in biyoseramikler ve biyopolimerlerin gii¢lendirilmesi agisindan da

onemli bir potansiyele sahip olduklar1 bildirilmistir (175,176).

Sen ve ekibi, hBN ve BNNT yi ilag tastyict olarak kullanip bir kemoterapi
ilact olan doxorubicin yiiklemigler ve deneyleri sonucunda BNNT'lerin aromatik
halka iceren kemoterapi ilaglarinin terapdtik etkinligini artirmak ve yan etkilerini
azaltmak icin etkili bir tasiyici olarak potansiyel bir aday oldugunu rapor etmislerdir
(31). Yapilan diger bir ¢calismada BNNT nin yiizeyi glikol-kitosan polimeri ile
kaplanarak sulu ortamda yiiksek stabilite ve in vitro yliksek biyouyumluluk
saglanmistir (170). Baska bir arastirmada ise BNNT'ler polietilenimin ile kaplanmis
ve in vitro olarak insan noroblastoma hiicre hatlari iizerinde test edilmistir. Bu
calismada, 100 pg/mL konsantrasyona kadar hiicre canlilifinin ¢ok iyi oldugu

gozlenmistir (177).

Raval ve arkadaglar1 (178), hBN nanopartikiillerini alkol ve deiyonize su
icinde ¢Oziip santrifiijleyerek boron nitrit nanosheet (BNNS) denilen 2 boyutlu bir
malzeme olusturup bununla titanyum disklerin dis yiizeyini kaplamislardir. Yiizeyi
BNNS ile kaplanmis diskler ile kaplanmamis diskleri karsilagtirdiklarinda,
BNNS’nin S.mutans’a kars1 bakterisidal etki gosterdigi goriiliirken F.nucleatum’da
aynt etki gorilememistir. Bu sonuglara gore BNNS kaplamanin baslangig

kolonizasyonu i¢in etkili olabilecegi 6ne siiriilmiistiir.

2.9 Total Oksidan Seviye Testi (TOS)
Oksidatif stresin kesin bir sekilde belirlenebilmesi i¢in oksidatif hasar sonucu

olugan friinlerin Olclilmesi gerekmektedir (179). Ayrica, serum (plazma)

icerisindeki farkli oksidan tiirlerinin konsantrasyonlar1 laboratuvar ortaminda ayri
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ayr1 tespit edilebilmektedir. Ancak bu islemler zaman alic1, maliyetli, cok¢a emek
gerektiren ve karmagsik teknikler igeren islemler oldugundan, her bir oksidan
molekiiliinlin ayr1 ayr1 6l¢lilmesi pratik degildir ve bu molekiillerin oksidan etkileri

birbirini desteklemektedir (180).

Bu nedenlerle, total oksidatif seviyenin (TOS) 6l¢iilmesinin diger yontemlere
kiyasla daha avantajli oldugu belirtilmektedir (113,180). TOS ol¢timi, lipid
peroksidasyonunun ve oksidatif stresin belirlenmesinde kullanilan giincel bir

yontemdir (113,181).

2.10 XTT Testi
Kimyasal ve biyolojik maddeler veya fiziksel faktorler, hiicreleri farkli

seviyelerde etkileyerek sitotoksisiteye neden olabilir. Bir maddenin biyolojik
davranisini anlamak i¢in, hiicreler iizerindeki toksik veya toksik olmayan
etkilerinin tespit edilmesi gerekmektedir. Cesitli mekanizmalar ve duyarliliklara
sahip bircok sitotoksisite testi mevcuttur. XTT [2,3-bis-(2- metoksi-4-nitro-5-
stilfofenil)-2H-tetrazolyum-5- karboksianilid] tetrazolyum tuzu araciligiyla hiicre
canlilik miktarin1 ve uygulanan deney materyalinin sitotoksisitesini dlgen bir testtir

(182).

Tetrazolyum tuzlarinin indirgenmesi, elektron alarak formazan adi verilen bir
yapiya donilismelerine ve bu siirecte soluk sar1 renkten baskin bir turuncu renge
degisikligine neden olur. Tetrazolyum halkasi, yalnizca aktif mitokondrilerdeki
mitokondri dehidrogenaz enzimi tarafindan kirilabilir, bu nedenle renk reaksiyonu
sadece canli hiicrelerde gdzlemlenebilir (183). Olii hiicreler ise tetrazolyum
bilesiklerini indirgeme kapasitesini kaybeder ve dolayisiyla herhangi bir renk

degisikligi olusturmazlar (184).

Literatiire bakildiginda hBN’nin antibakteriyel, antiplak, antitimor ve
antioksidan 6zelliklere sahip oldugu bilinmektedir (39,40,42). Daha 6nceleri borik
asitin pek cok periodontitis calismasinda denenip anti enflamatuar etkisinin
raporlanmis olmasina ragmen (139,185), hBN’nin muhtemel bozunma {iriinii olan
borik asit ile yapilan karsilastirmali deneylerinde de hBN’nin yar1 émriiniin ¢ok

daha uzun oldugu gosterilmistir. Yavas biyodegradasyonu sebebiyle hBN,

24



periodontal sagligin korunmasinda umut vadeden bir biyomalzemedir(40). Tiim bu
bilgiler 15181nda ¢alismamizin amaci, insan gingival fibroblast hiicresinde hidrojen
peroksit ile olusturulan oksidatif streste hekzagonal bor nitriir uygulamasinin

koruyucu ve tedavi edici yoniiniin hiicre canlilig1 lizerine etkisinin arastirilmasidir.

25



3. GEREC VE YONTEM

Calismamiz icin Bolu Abant Izzet Baysal Universitesi Tip Fakiiltesi Klinik
Arastirmalar Etik Kurulu’ndan onay alindi. (Tarih: 20.06.2023 Karar 2023/208)

3.1 Kullanilan Alet ve Cihazlar

Calismamizda kullanilan altyap1 ve ekipmanlar ile kullanim amaglar1 Tablo

3.1°de Ozetlenmistir.

Tablo 3.1. Calismada kullanilan altyap: ve ekipmanlar ile kullanim amaglar

Altyapr/Ekipman Tiirii, Modeli
(Laboratuvar, Arag, Makine-Techizat, vb.)

Kullanim Amaci

Thermo Scientific Multiskan FC

Molekiiler analiz

Biosan CH-100 Heating/Cooling Dry
Block

Molekiiler analiz

BIORAD MJ Mini Personal Thermal
Cycler

Molekiiler analiz

RT-PCR sistem

Molekiiler analiz

-20 derin dondurucu

Molekiiler analiz, Hiicre iiretimi

-80 derin dondurucu

Molekiiler analiz, Hiicre tiretimi

Homejenizator (mekanik parcalayici)

Molekiiler analiz

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

Molekiiler analiz

Hanna Instruments pH 211 Microprocessor
pH Meter

Molekiiler analiz

Velp Scientifica heating magnetik stirrer
1s1ticilt karistirict

Molekiiler analiz, Kok hiicre iiretimi

Olympus CX41 Fluorescence Mikroskop,

Hiicre iiretimi, analiz

Olympus CX31 Upright mikroskop

Hiicre liretimi, analiz

MMM Medcenter Einrichtungen GmbH
Ecocell Etiiv

Molekiiler analiz

Thermo Scientific Heracell 150 L CO»
inkiibator

Molekiiler analiz, Hiicre iiretimi

Biosafety Cabinet Class II giivenlik kabini

Hiicre tretimi

NanoEnTek EVE otomatik hiicre sayact

Hiicre sayimi

Hettich Universal 320R Santrifiij

Molekiiler analiz
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3.2 Kullamlan Sarf Malzemeler
Calismamizda kullanilan sarf malzemeler ve kullanim amaglari Tablo

3.2 de Ozetlenmistir.

Tablo 3.2. Calismada kullanilan sarf malzemeler ve kullanim amaglar1

Sarf Malzeme/Kimyasal Madde Adi

Projede Kullanim Amaci

Nano boyutlu yiiksek saflikta (9%99,97)
hekzagonal bor nitriir (BORTEK)

Hiicrelere hekzagonal bor nitriir
uygulamasi agamasinda kullanildi.

Mikrosantrifiij Tiipti - P.P - 1,5 Ml -
Dna & Rna Free — Steril Sertifikali
microcult

Tiip - Santrfiij - P.P — Vidali Kapakl -
15 M1 - Steril (50 Adet/Pk ) microcult

Tiip - Santrfiij - P.P — Vidali Kapakli - 50
M1 -- 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%, sterile-
filtered, BioReagent, suitable for cell
culture, 2.5 g porcine 100 ml sigma

Cell Culture Flask, 25 cm2, Vent Cap,
TC, Sterile, (10 ad/pk)

Ethanol 2,5 L merck

Pastor Pipetleri - P.E - 3 M1 - Steril -
Tekli Paket (500 Adet/kutu) microcult

Collaganase, Type I, Clostridium
histolyticum 100 mg Genaxxon

Hiicre kiltura
kullanilacaktir.

uygulamasinda

Eldiven Nitril Pudrasiz Large 100 Adet
nitril

kisisel
olarak

calismalrinda
ekipman

Laboratuar
koruyucu
kullanilacaktir.

Cell Proliferation Kit (XTT based)
1000assay 1000 assays

XTT testi icin kullanilacaktir.

Hydrogen peroxide solution (H1009
Sigma-Aldrich) 5 ml

Hiicrelerde oksidatif stres olusturmak
i¢in kullanilacaktir.

Total Oxidant Status (TOS) Colorimetric
Assay Kit (96test)

Total antioksidan kapasite Ol¢limii
icin kullanilacaktir.

3.3 Gingival Fibroblast Hiicrelerinin Elde Edilmesi ve Hiicre

Kiiltiirii Uygulamalar

Bu ¢aligmada kullanilacak insan gingival fibroblast hiicreleri Bolu Abant

[zzet Baysal Universitesi Dis Hekimligi Fakiiltesi Periodontoloji Anabilim Dali’na
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gingivektomi ve kuron boyu ylikseltilmesi i¢in sevk edilen hastalarin ¢ikarilan dig
eti dokularinin eksplant kiiltiirleri ile elde edildi. 18-35 yas araliginda, sistemik ve
periodontal olarak saglikli, herhangi bir ilag kullanmayan, sigara igmeyen
bireylerden alinmis dis eti dokular1 kullanildi. Tim katilimcilar ¢alisma

prosediirleri hakkinda sozlii ve yazili olarak bilgilendirilip onamlar1 alindi.

Eksize edilen dis etleri deepitelize edilerek tasima soliisyonu Dulbecco'nun
Modifiye Minimal Esansiyel Medyumu (DMEM), %10 Fetal Sigir Serumu (FBS),
250 pg/ml gentamisin siilfat ve 1,5 pg/ml Amfoterisin B igeren bir ¢ozeltide
laboratuvara getirildi. Bag dokusu ornekleri, laminar flow kabini igerisinde petri
kaplarina aktarildi ve tasima ¢ozeltisi ile iki kez yikandi. Daha sonra, doku 6rnekleri
15 numaral1 bistiiri kullanilarak kiiciik parcalara ayrildi. Pargalara ayrilan doku
ornekleri, %10 FBS igceren DMEM ile ii¢ kez daha yikandiktan sonra baska bir 60
mm'lik petri kabina aktarildi. Petri kabina, dokular1 kaplayacak sekilde 2 ml %10
FBS iceren DMEM eklendi ve inkiibasyona birakildi (Fotograf 3.1).

Fotograf 3.1. Hastalardan alinan gingival fibroblastlarin kiiltiir i¢in hazirlanmas1

Ertesi giin, kiiltiir ortam1 %10 FBS, 100 U/ml penisilin ve 100 pg/ml streptomisin
iceren DMEM ile degistirilerek devam edildi. Hiicrelerin yiizeye tutunma durumu,
inverted hiicre kiiltlirii mikroskobu kullanilarak izlendi (Fotograf 3.2).
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Fotograf 3.2. Hiicrelerin fotograflanmas1 amaciyla kullanilan inverted mikroskop
(Bolu Abant izzet Baysal Universitesi Tip Fakiiltesi Farmakoloji Anabilim Dal1)

Hiicreler petri kabinin yaklasik dortte birini kapladiginda, kap i¢indeki 2 ml
besiyeri aspire edildi (Fotograf 3.3).

f L
Gingival fibroblastlar Dis eti dokusu

Fotograf 3.3. Alinan dis eti dokusundan gingival fibroblast hiicresi iiretimi
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Hiicreler, 2 ml serum igermeyen besiyeri ile yikanarak ortam tripsin
enziminin etkinligi i¢in uygun hale getirildi ve ardindan 1,5 ml Tripsin- Etilen
diamine tetra asetikasit (EDTA) kiiltiir kabina eklendi. Hiicrelerin birbirlerinden ve
yilizeyden ayrilmasi icin, bu islem %5 CO: igeren bir su bazli inkiibatdrde bes
dakika boyunca gergeklestirildi (Fotograf 3.4).

Fotograf 3.4. Hiicrelerin %5 CO; igeren 37 °C’lik ortamda inkiibe edilmesi i¢in
kullanilan inkiibatér (Etiiv). (Bolu Abant Izzet Baysal Universitesi Tip Fakiiltesi
Farmakoloji Anabilim Dal1)

Sonrasinda, kiiltiir kabina 2 ml %10 FBS iceren DMEM besiyeri eklenerek
Tripsin-EDTA'nin  aktivitesi durduruldu. Petri kabindan toplanan hiicre
siispansiyonu, oda sicakliginda 2500 rpm'de 3 dakika santrifiij edilerek hiicre peleti
elde edildi. Bu hiicre peleti, 2 ml %10 FBS iceren DMEM ile siispanse edilip 100
mm'lik petri kabindaki besiyeri ile karistirildi.

Bu sekilde insan gingival fibroblast (IGF) hiicrelerinin ilk pasajlari
gerceklestirildi (Fotograf 3.5). Yirmi dort saat sonra, kiiltiir kabindaki besiyerinin
tamami1 alind1 ve yerine 8 ml taze besiyeri eklendi. Devam eden giinlerde, petri
kaplarindaki besiyeri iki giinde bir degistirildi. Hiicreler, kiiltiir kabinin iicte
dordiinii kapladiginda, IGF kiiltiirii elde edilmis oldu.
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Fotograf 3.5. Gingival fibroblastlarin 1. pasajinin 13. glindeki invert mikroskop

goruntisi
Fibroblastlarim Alt Kiiltiirii:

Tek katman halinde biiyliyen hiicreler, titreme, manyetik karigtirma gibi
fiziksel yontemlerle veya proteolitik enzimler (tripsin) ve selator maddeler (EDTA)

gibi kimyasal yontemlerle alt kiiltiire alinabilir.

Fibroblast alt kiiltiirleri, primer kiiltiirden elde edilirken, harcanan medyum,
doku parcalarinin birkag kez steril fosfatli tampon tuzlu su (PBS) ile yikanmas1 ve
fibroblastlar1 bagli olduklar1 yiizeyden kaldirmak igin 0.5 - 0.8 ml tripsin ve EDTA

kullanilmasi siirecleri uygulanir.

Tripsin ve EDTA ile muamele edilen hiicrelerin kiiltiir flasklarindan ayrildig:
gozlemlendikten sonra, hiicreler 37°C'de 2 dakika inkiibe edildi. Bu islemden sonra,
hiicreler dikkatlice flasklardan ¢ikarildi ve enzim aktivitesi, 5-8 ml %10 fetal sigir
serumu igeren DMEM eklenerek durduruldu. Hiicreler, 3. ve 4. pasajlar i¢in benzer
bir yontemle kiiltiire edildi. Hiicreler 2. pasajdayken dondurulup deney zamani

coziilerek 4. pasaja geldiklerinde tiim deneyler yapildi.
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Hiicrelerin Toplanmasi ve Dondurulmasz:

Biiyiime ortami flasktan uzaklastirildiktan sonra, flask PBS ile yikandi.
Ardindan, 25 cm?’lik flasklar icin 1-2 ml, 75 cm?’1ik flasklar icin ise 3-5 ml 6nceden
37°C’ye 1sitilmis tripsin/EDTA soliisyonu eklendi. Bu flasklar 4-5 dakika boyunca
37°C’de inkiibe edildi. Yiizeyden ayrilan hiicreler toplanarak 15 ml’lik tiiplere
aktarildi ve tiiplere 5 ml medyum eklendi. Pellet, uygun miktarda ve onceden
37°C’de inkiibe edilmis biliyiime ortamina karistirildi. Hiicre silispansiyonu
sayilarak, gerekli seyreltme islemi yapildiktan sonra flasklara veya plaklara
pasajlandi. Dondurulacak hiicre slispansiyonuna ise soguk %95 FBS ve %5 DMSO
eklendi. Elde edilen siispansiyon cryo tiiplere bolistiiriilerek kademeli olarak
donduruldu ve -20°C’de muhafaza edildi. -20°C’de bir saat bekletilen cryo tiipler,
eger 3-4 hafta icinde ¢oziilmesi planlaniyorsa -80°C’ye, uzun siireli saklama

amaciyla ise siv1 nitrojene transfer edildi.
Hiicrelerin Coziilmesi:

Sivi nitrojende saklanan hiicreler, deney yapilacagi zaman c¢doziilerek
kullanima hazir hale getirildi. Stvi nitrojen veya -80°C’den alinan cryo tiipler, hizla
37°C’de ¢oziildi. DMSO’nun 4°C’nin lzerinde hiicreler igin toksik etkisi
oldugundan, hiicreler 37°C’de ¢oziiliirken hizli hareket edildi. Tip i¢indeki hiicre
stispansiyonu 15 ml’lik tiiplere aktarilip, lizerine 6nceden 37°C’de 1sitilmig 10 ml
biiyiime ortam1 eklendi. Tiip, 1500 rpm hizinda 10 dakika siireyle santrifiij edildi.
Siipernatant uzaklastirildiktan sonra, pelet 7 ml biiylime ortaminda yeniden
siispanse edilerek, iki adet 25 cm?’lik flaska paylastirildi. Bu flasklar, %5 CO; ve
%95 nem igeren 37°C’deki etiive yerlestirilerek inkiibasyona birakildi.

Hiicrelerin Sayilmasi:

Tim deneylerde, belirli sayida hiicrenin flasklara ekilmesi amaciyla hiicre
siispansiyonundaki hiicre yogunlugunun belirlenmesi gerekmektedir. Bu yontemin
prensibi, membran biitiinliigii bozulmus hiicrelerin Tripan mavisi boyasini igeri
alarak Oli hiicre olarak degerlendirilmesine ve membran biitiinliigiinii koruyan
hiicrelerin ise bu boyanin ge¢isine izin vermemesine dayanir (183). Canli hiicreler,
mitokondri organellerinde enerji iiretebildikleri i¢in, hiicre zarindan giren boyay1

aktif tasima yoluyla digar1 atar ve bu nedenle renksiz goriiniirler. Olii hiicreler ise,
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mitokondri organellerinde yeterli enerji liretemediklerinden, hiicre zarindan gecen
boyay1 absorbe eder, disar1 ¢ikaramaz ve mavi renkte goriiniirler, ¢ilinkii aktif tagima

icin gerekli enerjiye sahip degillerdir.

- 50 ul gingival fibroblast hiicre siispansiyonu, 1,5 ml'lik bir eppendorf tiipiine
aktarild.

- Ardindan, iizerine 50 pl %0,5 Tripan mavisi boyas:1 eklendi ve iyice

karistirildi.

- Tripan mavisi ile boyanmis hiicre siispansiyonundan 10 pl drnekler alinip,

6zel EVE™ Laminin her iki kuyucuguna yiiklendi.

- EVE otomatik hiicre sayact kullanilarak hiicre sayimi gerceklestirildi

(Fotograf 3.6).

- Parlak goriiniime sahip, Tripan mavisi boyasini metabolize eden hiicreler
canli olarak, boyay1 i¢ine alip mavi renkte goriinen hiicreler ise Olii olarak

degerlendirildi.

- 96'lik plate, her bir kuyucuga 1,1 x 10”4 hiicre olacak sekilde 100 pl hiicre
siispansiyonu eklendi (186).

Fotograf 3.6. EVE otomatik hiicre sayma cihazi ile hiicrelerin sayilmasi. (Bolu
Abant Izzet Baysal Universitesi Tip Fakiiltesi Farmakoloji Anabilim Dal1)
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3.4 1Insan Gingival Fibroblast Primer Hiicre Hattinda Hidrojen
Peroksit fle Hasar Modelinin Olusturulmasi
Gingival fibroblast hiicre serisi iizerinde hidrojen peroksit (H2Oz) oksidatif

stres kaynag1 olarak kullanildi. Gingival fibroblast hiicreleri, her bir kuyucuga
yaklagik 22.000/200ul olacak sekilde 96'lik platelere ekildi. Hiicrelerin uygun serisi

olusturuldu.

Calismada, hiicreler seri diliisyonlar halinde hazirlanmis (100-1000uM) H20-
cozeltileriyle gruplara ayrildi. 102 pl H>O; tizerine 10 ml DMEM eklenerek H>O»
cozeltisi hazirlandi. Bu ana stok ¢ozeltiden seyreltilerek farkli konsantrasyonlarda
100, 200, 400, 600, 800 ve 1000 uM H»0; ¢ozeltileri hazirlandi. Hazirlanan bu
cozeltiler ile 48 saat inkiibasyona birakilan gingival fibroblast hiicreleri, canlilik

(sitotoksisite) durumu belirlemek i¢in kullanildi.

3.5 Iinsan Gingival Fibroblast Hiicrelerinde hBN Etkisinin
Degerlendirilmesi
Calismalarimizda hekzagonal bor nitriir, H>O; ile oksidatif hasara ugratilmis

insan gingival fibroblast hiicreleri iizerindeki etkisi incelenen maddedir.
Hekzagonal bor nitriir i¢in ¢esitli konsantrasyonlarda (0,001, 0,005, 0,01, 0,05,

0,1mg) ¢ozeltiler Kivang ve arkadaglarinin makalesindeki gibi hazirlanmistir(39).

Insan gingival fibroblast hiicreleri 96 kuyucuklu platelere ekildi ve uygun
hiicre serileri olusturuldu. Bu hiicre serileri, %5 CO; ve %95 hava iceren bir
inkiibatorde, 37°C sicaklikta 48 saat boyunca inkiibe edildi. Hazirlanan insan
gingival fibroblast hiicre serisi platelerindeki besiyeri aspire edilerek ¢ikarildi ve
yerine 0,001, 0,005, 0,01, 0,05, 0,1 mg konsantrasyonlarinda hekzagonal bor
nitriir igeren 200 pl ¢dzelti eklenerek 24 saat inkiibe edildi. inkiibasyon siiresinin
ardindan, hiicre canliigt XTT (2,3-bis [2-metoksi-4-nitro-5-sulfofenil]-2H-
tetrazolyum-5-karboksianilid tuzu) yontemi ile degerlendirildi. Bu yontem, canl
hiicrelerin mitokondriyal dehidrogenaz enzimlerinin bir tetrazolyum tuzunu

formazan tiriine doniistiirmesini esas alir.

3.6 Insan Gingival Fibroblast Hiicrelerinde Oksidatif Hasar
Oncesi hBN Etkisinin Degerlendirilmesi
Hekzagonal bor nitriiriin oksidatif strese karsi profilaktik etkinliginin olup

olmadigini belirlemek amaciyla, 96 kuyucuklu plakalar {izerine esit sayida hiicreler

ekildi ve %5 CO; ile %95 hava igeren etiivde, 37 °C sicaklikta 48 saat boyunca
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inkiibe edildi. Daha sonra, hiicreler kontrol grubu, medyum kontrol grubu ve farkl
konsantrasyonlarda hazirlanmis hekzagonal bor nitriir (0,001, 0,005, 0,01 mg)
olmak tizere 100 pl uygulanarak, 24 saat boyunca inkiibe edildi. Yirmi dort saatlik
inkiibasyonun ardindan, hiicrelere 800 uM konsantrasyonda 100 ul H>O> eklenerek
20 saat siireyle inkiibasyona birakildi. Daha sonra XTT ¢6zeltisi hazirlanarak hiicre

canlilig1 degerlendirildi.

3.7 1insan Gingival Fibroblast Hiicrelerinde Oksidatif Hasar
Sonras1 hBN Etkisinin Degerlendirilmesi
Oksidatif hasar olusumunun ardindan hekzagonal bor nitriir uygulamasini

degerlendirmek amaciyla, insan gingival fibroblast hiicrelerinin uygun hiicre serisi
96 kuyucuklu platelere olusturuldu. Hiicrelere 800 pM konsantrasyonunda H>O»
¢ozeltisi 100 pl eklenerek 4 saat boyunca inkiibe edildi. Dort saatlik inkiibasyonun
ardindan 0,001, 0,005 ve 0,01 mg konsantrasyonlarinda hazirlanan hekzagonal bor
nitriir ¢ozeltileri 100 pl olarak hiicrelere uygulandi ve 20 saat inkiibe edildi. Son

olarak, XTT ¢ozeltisi hazirlanarak hiicre canlilig1 degerlendirildi.

3.8 Hiicre Proliferasyon Canlihik Testi (XTT)
Bu c¢alismada, farkli konsantrasyonlardaki hekzagonal bor nitriiriin ¢esitli

uygulamalar altinda insan gingival fibroblast hiicre canlilig1 tlizerindeki etkisini
belirlemek amaciyla aragtirma yapilmistir. Hiicre canliligini degerlendirmek i¢in en
yaygin yontemlerden biri olan XTT (2,3-bis [2-metoksi-4-nitro—5-sulfofenil]-2H-
tetrazolyum-5-karboksianilid tuzu) kullanilmistir. XTT y6ntemi, canli hiicrelerin
mitokondriyal dehidrogenazlari tarafindan tetrazolyum tuzunun formazan iiriiniine
doniisiimii ve bu iirtin miktariin spektrofotometrede kolorimetrik olarak dl¢iilmesi

esasina dayanir ve hizli ve giivenilir bir yontem olarak kabul edilir(187).

Bu amagla, hiicreler DMEM besiyeri ortaminda her kuyucukta 1x10"4 hiicre
olacak sekilde 96 kuyucuklu plakalara ekilmistir. Yirmi dort saat sonra
plakalarindaki besiyeri uzaklastirilmig ve fenol red igermeyen DMEM igerisinde
diliie edilmis hekzagonal bor nitriir hiicrelere 24 saat boyunca uygulanmustir. Kiiltiir
stiresi tamamlandiginda hiicrelere XTT (Cell Proliferation Kit IT) ¢6zeltisi eklenmis
ve dort saat bekletilmistir. Siire sonunda, 450 ve 620 nm dalga boylarinda absorbans
degerleri mikroplaka okuyucu ile dl¢lilmiistiir. Kontrol hiicrelerinden (hekzagonal
bor nitriir icermeyen kuyucuklar) elde edilen absorbans degeri %100 kabul edilerek,

diger Orneklerin absorbanslarindan canlilik degerleri hesaplanmistir. Yiizde
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Canlilik = [Ornek ABS ortalama / Kontrol ABS ortalama] x 100 formiilii

kullanilarak belirlenmistir.

3.9 Total Oksidan Seviye
Erel’in gelistirdigi metoda gore, insan total oksidan seviyesi Ol¢lim kiti

(Human Total Oxidant Status ELISA Kit Cat.No NN241650) kullanilarak,
reaktiflerin ve 6rneklerin eklenmesinden 5 dakika sonra bu siire zarfinda 37 derece
sicaklikta inkiibatorde bekletildikten sonra spektrofotometrik  Ol¢limler
gerceklestirilmistir (180). Bu yontemde, 6rnek i¢indeki oksidan maddeler Fe2+ -o-
dianisidin kompleksini ferri (Fe3+) iyonuna oksitler. Oksidasyon sonucu artan
Fe3+ iyonlar, asidik ortamda xylenol orange ile renkli asidik bir kompleks
olusturur. Bu renkli kompleksin yogunlugu, ornekteki oksidan maddelerin toplam
miktarina bagli olarak degisir ve spektrofotometrede 530 nm’de dSl¢iiliir. Metot;
hidrojen peroksit, PBS ve distile su standardi kullanilarak gerceklestirilmis olup,
sonuclar umol H>O» Esdegeri/L olarak ifade edilmistir. Calismamizda total oksidan
seviyelerini belirlemek ic¢in, insan gingival fibroblast hiicreleri 6 kuyucuklu
platelere ekilmis ve tutunmalari i¢in bir gece boyunca inkiibatdrde bekletilmistir.
Sonrasinda hiicreler, 37°C sicaklikta 20 saatlik inkiibasyon siiresince yalnizca
hidrojen peroksit, yalnizca hekzagonal bor nitriir, oksidatif stres Oncesi ve

sonrasinda hekzagonal bor nitriir uygulamalarina maruz birakilmstir.
Hiicreleri Kaldirma Protokolii:

Hiicrelerin bulundugu medyum, hiicreler kontamine olmadan dikkatlice
aspire edilerek uzaklastirildi. Medyumun 1ml’si ependorfa konulup kalani atild.
Hiicreler 500 pl soguk fosfat tamponlu salin (PBS) ile kalan serumun ve diger
maddelerin uzaklastirilmasini saglamak amaciyla yikandi. Daha sonra kontrol
grubu hiicrelerine 500 pl, H>O> grubuna da 300 pl soguk PBS eklenerek hiicre

kaziyicilar yardimiyla hiicreler kazinarak eppendorflara alindi (Fotograf 3.7).
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Fotograf 3.7. Kaziyicilar yardimiyla hiicrelerin kazinmasi

Hiicre Lizati icin Protokol:

Hiicreler test Oncesinde, asagidaki adimlar izlenerek parcalandi: 6'lh
plakalardaki hiicreler 6nce 500 pl Tripsin ile yikandi. Ardindan 250 pl Tripsin
eklendi ve bu hiicreler 37°C'de 5 dakika inkiibe edildi. Hiicrelere 500 pl medium
ilave edilip, pipetaj yapildi.

Test Prosediirii

Tiim reaktifler, standart ¢ozeltiler ve numuneler talimatlara uygun sekilde
hazirlanip oda sicakligina getirildi. Ornekler, standartlar ve H,O» her bir kuyuya 45
ul olacak sekilde eklendi. Ardindan ilk ajan her kuyucuga 300 pl eklenip 30 saniye
beklendikten sonra spektrofotometrede ilk okuma yapildi (Fotograf 3.8). Daha
sonra her kuyucuga 15 pl ikinci ajan eklenip 5 dakikaligina 37°C ‘deki inkiibatore
kaldirildi. 5 dakikalik siire sonunda spektrofotometrede ikinci okuma yapildi

(Fotograf 3.9). Daha sonra su formiile gore hesaplamasi yapildi:

A2-A1= A standart/6rnek/ H,O»
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A standart/6rnek/ H,O»

Sonug= x 10*

A standard

*Standartin konsantrasyonu

Fotograf 3.9. ikinci ajan sonrasi platein koyu portakal rengine degisimi
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3.10 Istatistiksel Analiz
Verilerin analizinde, normal dagilim varsayimimin saglanip saglanmadigi

Shapiro-Wilk testi ile degerlendirilmis ve ayrica basiklik ve carpiklik katsayilar
incelenmistir. Gruplar arasindaki farklarin belirlenmesinde One-Way ANOVA testi
uygulanmis, ¢oklu karsilagtirmalar i¢in Fisher’s LSD post hoc testi kullanilmistir.
Kontrol grubu ile uygulamalarin karsilastirilmast ve hidrojen peroksit grubu ile
kontroliin karsilastirilmasi i¢in ise Dunnet post hoc testi kullanilmistir. Verilerin
tanimlayict istatistikleri ortalama ve standart sapma degerleri ile birlikte tablo
olarak sunulmustur. Istatistiksel analizler SPSS v.22 yazilimi kullanilarak

gergeklestirilmis ve anlamlilik diizeyi 0,05 olarak kabul edilmistir.
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4. BULGULAR

4.1 1Insan Gingival Fibroblast Hiicrelerinde Hasar Modeli
Olusturulacak H20: Konsantrasyonunun Belirlenmesi
Insan gingival fibroblast hiicrelerinde oksidatif strese bagli hiicre hasari

modelinin olusturulmasinda kullanilan hidrojen peroksit, konsantrasyona bagli
olarak (200,600,800 ve 1000 puM) hiicre dliimiinii artirdr (Sekil 4.1.). %35-40
oraninda hiicre 6liimiine neden olan hidrojen peroksit konsantrasyonu (800 pM),
sonraki deneylerde hiicre hasar modeli olusturmak i¢in kullanildi (p<0.001; Tablo

4.1).

Tablo 4.1. Insan gingival fibroblast hiicrelerinde farkli konsantrasyonlarda H>O,
ile olusturulan hasar modelinde XTT testi ile Ol¢iilen canlilik degerlerinin (%)

karsilastirilmasi

Grup Ort£SS P

Kontrol 1000

100 uM H2O:2 | 95,960 + 2,295

200 uM H20: | 87,481 + 5,880%
<0,001

400 uM. H,0; | 84,876 £ 1,857+

600 uM. H202 | 77,895 + 4,846+

800 uM H:0: | 67,666 + 7,552*

1000pM H202 | 30,843 + 1,330*

One-way ANOVA ve Dunnet post hoc testi, p<0,001, *: Kontrol grubuna gore anlamli farklilik, H>O2: Hidrojen
peroksit, Ort: Aritmetik ortalama, Ss: Standart Sapma
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Sekil 4.1. Farkli konsantrasyonlarda hidrojen peroksitin insan gingival fibroblast
hiicrelerinde hiicre canlilig1 (%) iizerine etkisi

4.2 1Insan Gingival Fibroblast Hiicrelerinde hBN Uygulamasinin
Hiicre Canhhgina Etkisi
Oksidatif hasara kars1 profilaktik olarak kullanilmasi planlanan hekzagonal

bor nitriir, insan gingival fibroblast hiicrelerinde oksidatif stres olusturmadan, tek
basina farkli dozlarda uygulandiginda, kontrol grubuna kiyasla hi¢bir doz hiicresel
hasara neden olmazken; 0,05mg hBN ve 0,Img hBN dozlar1 kontrol grubuna
kiyasla hiicre canliliginda artisa neden olmustur (Tablo 4.2). Hiicre canliligindaki
bu goreceli artisin sebebi sebebi 0,1 ve 0,05 mg/mL hBN konsantrasyonlarinin kitle
olusturacak sekilde ¢okelmesi ve buna bagl olarak spektrofotometrede absorbans

degeri okunan platede renk degisimi meydana gelmesidir.
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Tablo 4.2. insan gingival fibroblast hiicrelerinde farkli konsantrasyonlarda
hBN’nin hiicre canliligina (%) etkisinin karsilagtirilmasi

Grup Ort£SS p

Kontrol 100+ 0

0,00lmg/mL hBN | 100,688 + 1,008

0,005mg/mL hBN | 100,709 + 1,051 <0,001

0,0lmg/mL hBN | 100,620 + 1,384

0,05mg/mL hBN | 102,015 + 0,824*

0,1mg/mL hBN 103,260 £ 0,925*

One-way ANOVA ve Dunnet post hoc testi, p<0,001, *: Kontrol grubuna gore anlamli farklilik, hBN:
Hekzagonal bor nitriir, Ort: Aritmetik ortalama, SS: Standart sapma
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Sekil 4.2. Farkli konsantrasyonlarda hekzagonal bor nitriiriin insan gingival
fibroblast hiicrelerinde hiicre canlilig1 (%) tizerine etkisi

4.3 Insan Gingival Fibroblast Hiicrelerinde Oksidatif Hasar
Oncesi hBN Uygulamasimin Hiicre Canhligina Etkisi
Oksidatif hasara kars1 profilaktik olarak kullanilmasi planlanan hBN insan

gingival fibroblast hiicrelerinde 800 uM H»O: ile olusturulan oksidatif stres Gncesi
(2 saat) farkli konsantrasyonlarda uygulandiginda, tiim konsantrasyonlarda H>O»
grubuna kiyasla hiicre canliliginda istatistiksel olarak anlamli artig olusturdu
(p<0,001). 0,001 mg hBN H>O>’nin olusturdugu hiicre hasarina kars1 %2 koruyucu
etki saglarken; 0,005mg/mL ve 0,0lmg/mL hBN H;O:’nin olusturdugu hiicre
hasarina kars1 yaklasik %5,5 oraninda koruyucu etki sagladi (Tablo 4.3).
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Tablo 4.3. Oksidatif stres olusumu Oncesi farkli konsantrasyonlarda hBN

uygulamasinin insan gingival fibroblast hiicrelerinin hiicre canliligina (%) etkisinin

karsilastirilmasi
Grup Ort£SS p
Kontrol 1000
800uM H.0, 19,908 + 0,350°%

0,001mg/mL hBN+800uM H202 | 22,059 + 0,407*

0,005mg/mL hBN+800uM H202 | 25,423 + 0.496* <0,001

0,0Img/mL hBN+800uM H>O, 25,504 + 0,648*

One-way ANOVA ve Dunnet post hoc testi, p<0,001, *: H202 grubuna gore anlamli farklilik, ¥: Kontrol
grubuna gore anlamli farklilik
hBN: Hekzagonal bor nitriir, H2O2: Hidrojen peroksit, Ort: Aritmetik ortalama, SS: Standart sapma

120
100
80
60
40 %
§ * *
) . . . .
Kontrol 800uM H202 0,001mg hBN + 0,005mg hBN + 0,01mg hBN +
800pM H202 800pM H202 800uM H202

Hiicre Canlihig: (%)

Sekil 4.3. insan gingival fibroblast hiicrelerinde oksidatif hasar oncesi farkli
konsantrasyonlarda hBN uygulamasinin hiicre canliligina (%) etkisi

4.4 Insan Gingival Fibroblast Hiicrelerinde Oksidatif Hasar
Sonras1 hBN Uygulamasinin Hiicre Canhhgina EtKisi
Insan gingival fibroblastlarda 800 pM H,O; ile olusturulan oksidatif hasar

sonras1 (2 saat) farkli konsantrasyonlarda tedavi etme amaciyla uygulanan hBN,
tiim konsantrasyonlarda H>O; ile karsilastirildiginda hiicre canliliginda istatistiksel
olarak anlaml1 artis olusturdu. 0,001mg hBN H>O:’nin olusturdugu hiicre hasarini
%3; 0,005mg ve 0,0lmg hBN H>O>’nin olusturdugu hiicre hasarini yaklasik %6,5

oraninda azaltti.
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Tablo 4.4. Oksidatif stres sonrasi farkli konsantrasyonlarda hBN uygulamasinin
insan gingival fibroblast hiicrelerinin hiicre canliligina (%) etkisinin
karsilastirilmasi

Grup Ort+ SS Y
Kontrol 100+ 0

800uM H,0, 19,965 + 0,296"

800uM H>02 + 0,001mg/mL hBN 22,988 + 0,500%*

800pM H205+0,005mg/mL hBN 26.426 % 1.390% <0,001
800uM H»0,+0,01mg/mL hBN 26,410 + 1,509*

One-way ANOVA ve Dunnet post hoc testi, p<0,001, *: H2O2 grubuna gore anlamli farklilik, ¥: Kontrol
grubuna gore anlamli farklilik hBN: Hekzagonal bor nitriir, H2O2: Hidrojen peroksit, Ort: Aritmetik ortalama,
SS: Standart sapma

120

100

[os]
o

Hiicre Canliigi (%)
D [e)]
o o

% *
*
§
) . . . .
0
Kontrol 800uM H202 800uM H202+ 800uM H202+ 800uM H202+

0,001mg hBN  0,006mg hBN  0,01mg hBN

Sekil 4.4. insan gingival fibroblast hiicrelerinde oksidatif hasar sonrasi farkli
konsantrasyonlarda hBN uygulamasinin hiicre canliligina (%) etkisi

4.5 1Insan Gingival Fibroblast Hiicrelerinde Oksidatif Hasar
Olusum Oncesi ve Sonrasinda hBN Uygulamasinda Total
Oksidan Seviyelerinin Degerlendirilmesi

Oksidatif hasara kars1 koruyucu ve tedavi edici bir ajan olarak kullanilmasi

planlanan hBN, insan gingival fibroblast hiicrelerinde 800 uM H>O:x ile olusturulan
oksidatif hasar olusum Oncesinde ve sonrasinda 100 uM uygulandiginda; total

oksidan seviyesinde (TOS) genel olarak anlamli bir farklilik bulunamamustir.
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Tablo 4.5. Insan gingival fibroblast hiicrelerinde oksidatif hasar olusum 6ncesinde
ve sonrasinda farkli konsantrasyonlarda hBN uygulamasinda total oksidan

seviyelerinin (TOS pmol H,O; esdeger/L) karsilagtirilmasi

Grup Ort =SS p
Kontrol 10,487 £ 0,257
800 uM H»0» 10,632 £ 0,184

0,0lmg hBN +800 uM H>O> | 10,711 £ 0,093
0,234

800uM H»0,+0,01mg hBN 10,651 + 0,142

0,0lmg hBN 10,502 + 0,188

One-way ANOVA ve Dunnet post hoc testi, p=0,234, hBN: Hekzagonal bor nitriir, H2O2: Hidrojen peroksit,
Ort: Aritmetik ortalama, SS: Standart sapma

10,9

10,8 |

KONTROL 800uM H202  0,01lmg Hbn+ 800uM H202 + 0,01mg Hbn
800uM H202  0,01mg Hbn

=
o
~N

=
o
)]

TOS pumol H,0, esdeger/L
= =
o o
& (6, ]

=
o
w

=
o
N

Sekil 4.5. Insan gingival fibroblast hiicrelerinde oksidatif hasar olusum &ncesinde
ve sonrasinda farkli konsantrasyonlarda hBN uygulamasinin total oksidan
seviyeleri tlizerine etkisi
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5. TARTISMA

Bilgilerimiz dahilinde bu caligma, hiicre kiiltiirii ortaminda insan gingival
fibroblast hiicrelerinde hBN’nin hiicre canliligi iizerine etkisini ve H2O ile
indiiklenen oksidatif hasara kars1t koruyucu ve tedavi edici etkilerini inceleyen ilk
calismadir. Deneylerimiz sonucunda; hBN’nin insan gingival fibroblast
hiicrelerinde H»O» ile olusturulan oksidatif hasar dncesi uygulandiginda, 0.001
mg/mL konsantrasyonda hiicre hasarint %2; 0.005 mg/mL ve 0.01 mg/mL
konsantrasyonlarinda ise hiicre hasari1 %35,5 oraninda azalttigi goriildii. insan
gingival fibroblast hiicrelerinde H»O; ile olusturulan oksidatif hasar sonras1t hBN
uygulandiginda ise, 0.001 mg/mL konsantrasyonda hiicre hasarin1 %3; 0.005
mg/mL ve 0.01 mg/mL konsantrasyonlarda hiicre hasarin1 yaklasik %6,5 oraninda
azalttigi goriildi. Oksidatif hasar olusturulmadan uygulanan biitiin hBN
konsantrasyonlarinda (0.001, 0.005, 0.01, 0.05 ve 0.1 mg/mL) insan gingival
fibroblast hiicresinde hiicre canliligini azaltici bir etki goriilmedi. Calismamizda
hBN nanopartikiillerinin 800uM H>O: ile indiiklenmis insan gingival fibroblast
hiicrelerinde 0.01 mg/mL konsantrasyonunda koruyucu ve tedavi edici etkisini TOS
araciligiyla gerceklestirmedigi goriildii. Bununla birlikte, hBN’nin antioksidan
olmadig1 konsantrasyonlarda dahi hiicre canliligini1 koruyucu ve tedavi edici etki
gosterdigi tespit edildi.

Calismamizda insan gingival fibroblast hiicrelerine farkli konsantrasyonlarda
hBN uygulamas1 yapilmistir. hBN’nin hangi konsatrasyonlarda uygulanacaginin
belirlenmesinde Kivang ve ark. (39)’nin yaptiklari ¢alisma esas alinmistir. Kivang
ve ark. hBN nanopartikiillerin insan deri fibroblastlar1 {izerine etkilerini
inceledikleri ¢alisma sonucunda, 0.025-0.1 mg/mL konsantrasyonlarda sitotoksik
etki goriilmedigini ve 0.1 mg/mL konsantrasyonda hBN nanopartikiillerinin
potansiyel olarak gilivenli agiz bakim iirlinii olarak kullanilabilecegini bildirmistir.
Bu nedenle ¢alismaya 0.1 mg/mL hBN konsantrasyonu ile baglanmis olup 0.05 ve
0.1 mg/mL konsantrasyonlarinda hBN c¢okelmesi goriildiigiinden otiirti
konsantrasyonlar diisiiriilerek ¢alismaya devam edilmis ve deneylerimiz 0.001,
0.005 ve 0.01 mg/mL konsantrasyonlarinda hBN kullanilarak ger¢eklestirilmistir.

Diinya ¢apinda insanlarin yaklasik %10’unu etkileyen periodontitis, periodontal
atagmanin kaybiyla karakterize olan ve konak-bakteri etkilesiminin aracilik ettigi

kronik enflamatuar bir hastaliktir (62,188). Periodontitis tedavisinde dis yiizeyi
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temizligi ve kok ylizeyi diizlestirmesi islemlerini iceren mekanik periodontal tedavi
ile ¢ogunlukla klinik basar1 saglansa da 6zellikle derin periodontal cepler (Smm’yi
asan), furkasyon defektleri ve kemik ici defekt varliginda tek basina mekanik
temizlik ile basariya ulagilamayabilir. Bu sebeple mekanik tedaviye ilave gesitli
yontem ve kemoterapdtik ajan arayisi periodontoloji alanindaki 6nemli arastirma
alanlarindan biridir (15,189,190). Literatiirde periodontal tedaviye ek yardimci
tedavi olarak incelenen, basta antimikrobiyal 6zellikteki klorheksidin (191,192),
tetrasiklin, doksisiklin, minosiklin, metronidazol gibi lokal antibiyotik
uygulamalar1 (193-195) ve diger alternatif terapilerin (14,16—19,190) periodontal
tedavi sonuclarini iyilestirdigi gosterilmis olup, diger yandan her bir uygulamanin
kendine 6zgii dezavantajlar1 bulundugu da belirtilmistir. Bu dezavantajlarin bazilari
klorheksidinin 21 giin boyunca kullanimiyla meydana gelen oral mukozada
deskuamasyon (20), dilde renk degisimi, asir1 dis tas1 olusumu, diglerin boyanmasi
(20,21), tat duyusunda degisim (22); tetrasiklin ve tiirevlerinin uzun siire
kullanimindaki hem gram pozitif koklar hem de gram negatif basillere direng
gelisimi (23,24); Fusobacterium nucleatum’un metronidazolii metabolik olarak
tilkketebiliyor olmasi (196) olarak siralanabilir. Periodontal tedaviye ek yardimci
tedavi olarak incelenen giincel maddelerden biri de antibakteriyel ve anti-
enflamatuar 6zellikteki borik asittir (25-28).

Bor ve bilesiklerinin insan ve hayvan metabolizmasina yararli oldugu uzun
zamandir bilinmektedir. Yapilan ¢calismalarda 6nemli bor bilesiklerinden biri olan
borik asitin enflamasyon ve oksidatif strese neden olan sitokinlerin ekspresyonunu
modiile ettigi, yara iyilesmesini hizlandirdigi, hiicre canlii§ini arttirdigi ve
dolayisiyla periodontal hastalik patolojisinin tedavisinde etkili bir ajan olabilecegi
bildirilmistir (43,185,197-199)

Nano yapidaki bor bilesiklerinden biri olan hBN, dogada kendiliginden var
olmayan, B ve N dnciillerinden sentetik olarak sentezlenen bir maddedir (200). hBN
nanopartikiillerinin antimikrobiyal, antibiyofilm ve antiplak etkilerinin incelendigi
bir ¢alismada hBN nanopartikiillerinin {i¢ bakteri tiirii (S. mutans 3.3, S. mutans
ATTC 25175, S. pasturi M3) ve bir mantar (Candida sp. M25) iizerinde bakterilerin
tiremesini engelledigi, ancak tamamen Oldiirmedigi tespit edilmistir. Ayrica,
hBN'nin antibiyofilm 6zelligi sayesinde mevcut biyofilm yapilarinin biiytimesini
durdurdugu bildirilmistir. Bu bulgular, hBN'nin plak olusumunu kontrol etmede ve

bakteriyel biyofilmle miicadelede potansiyel bir ajan olarak kullanilabilecegini
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gostermektedir (39). Ayrica yapilan bir in vitro ¢alismada, hBN ile tedavi edilen
HUVEC (Insan Gébek Kordonu Endotel Hiicreleri) hiicre hattinda ROT
seviyesinin, ayn1 konsantrasyonlarda BA ile tedavi edilen hiicrelere kiyasla daha
fazla azaldig1 gosterilmistir (40). Calismamizda Ozellikle hBN’yi tercih etme
sebebimiz, hBN’nin olast bir bozunma {iriini olan BA’nin aym
konsantrasyonlardaki hBN'ye kiyasla artan inkiibasyon siirelerinde hiicre
canliliginin azalmasina neden olarak hiicreler tizerinde farkl bir etki goéstermesidir.
Bu iki maddenin etkileri arasindaki farkliliklar, hBN nanopartikiillerin uzun vadede
yavas parcalanmasiyla aciklanabilir (40,42). Bu ozellikleri nedeniyle hBN’nin
periodontitis tedavisinde faydali olabilecedi diisiincesinden yola ¢ikilarak bu
calismada, hBN’nin insan gingival fibroblast hiicreleri {izerindeki etkisinin
incelenmesi amaglandi.

Son yillarda yapilan ¢aligmalar sonucunda, oksidatif stresin periodontitis de
dahil olmak iizere ¢esitli kronik enflamasyon tiirlerinin patogenezinde 6nemli bir
rol oynadigina dair kanitlar artmustir (5). Oksidatif stres, viicudun antioksidan
savunma sistemi ile viicutta asir1 miktarda iiretilen ROT arasindaki dengesizlik
durumunda ortaya g¢ikan tablodur (106). ROT, periodontitis gelisimi sirasinda
notrofillerin asiri aktif hale gelerek bakterilere yanit olarak H,O» ve siiperoksit gibi
ROT tiirevlerini salmasi sonucu hiicre ve doku hasarna yol agmaktadir (6,7).
Calismamizda insan gingival fibroblast hiicrelerine oksidatif stres mekanizmasinin
son iirlinii olan H,O; uygulanarak in vitro enflamasyon modeli olusturuldu.

Calismamizda, periodontal tedavide terapétik bir ajan olarak kullanimi umut
vadeden hBN’nin insan dis etinde bulunan fibroblast hiicreleri tizerindeki etkisi
incelenmistir. Klinik kullanim s6z konusu oldugunda hBN’nin etkilesimde
bulunacagi dokular agiz mukozasi, dis eti ve periodontal dokular olacaktir. Dis
etinin biiyiik cogunlugunu olusturan bag dokusunda en yogun bulunan hiicre tipi

%65 oranla fibroblastlardir (201). Bu nedenlerle bu calismada fibroblast
hiicrelerinin kullanimi daha uygun goriilmiistiir. Fibroblast kaynaginin periodontal
ligament degil de dis eti olmasinin temel sebepleri; periodontal ligament
fibroblastlarinin dis ¢ekimi sonrasi kok kismini1 koruyarak nazik bir sekilde biyopsi
alimarak daha hassas kosullarda elde edilebilmesi, hiicre kiiltiirlinde daha yavas
proliferasyon gostermesi ve bu kiiltiir sartlarina daha zor adapte olabilmesidir (202).
Bu ¢alismada uygulanan konsantrasyonlarin (0.001-0.1 mg/mL) higbirinde

hBN’nin insan gingival fibroblast hiicresinde hiicre canlilig1 {izerinde olumsuz bir
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etkisi goriilmedi Literatiir incelendiginde, hBN’nin insan gingival fibroblast
hiicrelerinin  canlili@1 iizerine etkilerini inceleyen bagka bir c¢aligmaya
rastlanmamakla  birlikte, farkli hiicre tipleri ile yapilmis ¢alismalar
mevcuttur(39,40,203). Insan deri fibroblast (IDF) hiicreleriyle (CCD-1094Sk,
CRL 2120) yapilan bir ¢alismada hem hBN nanopartikiil uygulamasinin hiicre
canlilig1 iizerine etkisi, hem de hBN nanopartikiil uygulamasinin antibakteriyel ve
antiplak etkisi incelenmistir (39). 0,025 mg/mL-0,4 mg/mL konsantrasyonlarinda
hBN uygulamasi yapilan bu hiicre hattinda 24 ve 48. saatlerde hiicre canliligina
bakilmistir. Insan deri fibroblast1 hiicreleri diisiik konsantrasyon (0.025, 0.05, 0.1
mg/mL) hBN uygulamalarinda hiicre canliliginda herhangi bir degisim
gostermemis; fakat yliksek konsantrasyonlarda (0.2 mg/mL ve 0.4 mg/mL) 1. giinde
hiicre canliligr yaklasik 11%-23%, 2.giinde de 25%-37% azalmigtir. Sen ve
ark.’nin IDF ve HUVEC ile yaptiklar1 baska bir calismada (40) hBN ve BA
karsilastirmali olarak 10 pg/mL-500 pg/mL konsantrastonlarda uygulanmistir. IDF
hiicrelerine 100 pg/mlL’e kadar olan konsantrasyonlarda hBN ve BA uygulamasi
hiicre canliligin1 6nemli dl¢lide etkilememis; fakat yiiksek konsantrasyonlardaki
(150—500 pg/mL) hBN hiicre canliligint doz bagimli sekilde %64 azaltmistir. Ayni
sekilde IDF’lere yiiksek konsantrasyonlardaki (200—500 pg/mL) BA uygulamasi
hiicre canliligin1 kademeli olarak %72’lere diigtirmiistiir. Ayni ¢alismada HUVEC
hiicre hattina uygulanan diisiik dozdaki (10—100 pg/mL) hBN, hiicre canliliginm
%118’e kadar arttirirken, 150 pg/mL ve 200 pg/mL hBN hiicre canliligini 6nemli
Olciide etkilememistir. En yliksek hBN konsantrasyonlar1 (300—500 pg/mL), hiicre
canliligint 6nemli Olglide (%42) diisiirmiistiir. Hiicreler, 25 ve 50 pg/mL BA
konsantrasyonlart ile tedavi edildiginde, hiicre canlilig1 %119'a kadar artip, 100 ve
150 pg/mL BA konsantrasyonlari, hiicre canliligin1 6nemli 6l¢iide etkilememistir.
En yiiksek BA konsantrasyonlari hiicre canliligin1 %48'e diistirmiistiir. Rasel ve
ark.’nin osteoblast hiicre hattiyla yaptiklar1 ¢alismada (203) 20 pg/mL-200 pg/mL
konsantrasyonlarindaki hBN nanopartikiilleri uygulayip 1., 3. ve 5.glinlerde hiicre
canliligina bakmislardir. Yiiksek hBN nanopartikiil konsantrasyonlart (50 pg/mL
ve 200 pg/mL) disindaki higbir konsantrasyonda hiicre canliligini azaltict etki
goriilmemistir. 50 pg/mL ve 200 pg/mL konsantrasyonlar: hiicre canlilifinda
belirgin bir sekilde azalmaya sebep olmustur. Yaptigimiz ¢alismada hBN insan
gingival fibroblast hiicrelerinde (0.001, 0.005, 0.01, 0.05 ve 0.1 mg/mL) 5 farkh

konsantrasyonlarda uygulandiginda herhangi bir hiicre hasarina sebep olmadigi
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goriilmiistiir. Ozellikle 0.1 ve 0.05 mg/mL konsantrasyonunda hBN’nin hiicrenin
tizerine kitle olusturucak miktarda ¢oktiigii gézlenmistir. Bundan dolay1 koruyucu
ve tedavi edici konsantrasyonlar ¢okme olusturmayan dozlar arasindan segilmistir.
Ayrica sadece hBN uygulanan ve kitle olusturacak miktarda ¢oken bu 2
konsantrasyonda (0.1 ve 0.05 mg/mL) platedeki haznede ¢okelmeden kaynakli renk
degisimi oldugu ic¢in spektrofotometrede absorbans degerleri yilikselmis ve bu
sebeple hiicre canliliginin artmis gibi goriinmesine sebep olmustur. Literatiire
bakildiginda, calismamiz ig¢in seg¢tigimiz dozlar ve sonuglarimiz, baska
arastirmacilar tarafindan segilen dozlar ve bulunan sonuglarla uyumludur ve genel
olarak hBN'lerin, muhtemel bozunma iiriinii olan BA'ye kiyasla ¢cok daha diisiik
sitotoksisiteye sahip oldugu ortaya konulmustur.

Caligmamizda insan gingival fibroblast hiicrelerinde H>O> ile enflamasyon
modeli olusturulduktan 6nce veya sonra hBN uygulamasinin etkileri incelenmis;
hBN’nin hiicre canliligini artirarak oksidatif hasara kars1 koruyucu ve iyilestirici bir
etki gosterdigi goriilmiistiir. Literatiirde ayn1 tasarimda bir c¢aligmaya
rastlanmadigindan, sonuglarimizi farkli hiicre tipleri veya enflamasyon
modellerinde hBN veya farkli bor bilesikleri uygulanan calismalarin sonuglari ile
tartistik. Bozkurt ve ark. (185) insan gingival fibroblast hiicrelerini IL-1 ile
indiikleyerek periodontal inflamasyon modeli olusturduktan sonra hiicrelere
%0.75-%0.09 konsantrasyonlarinda BA uygulaylp SOD ve GPx enzimlerinin
etkinliklerine bakarak oksidatif stresi degerlendirmislerdir. 72. saatte, %0.75 ve
%0.37 konsantrasyonlarindaki BA tedavilerinin ROT’lar1 elimine eden SOD ve
GPx ekspresyonlarini arttig1 bildirilmis ve BA'nin IL-1f tarafindan indiiklenen
oksidatif stres iizerinde faydali bir etkiye sahip olabilecegi One siirtilmiistiir. Sen ve
ark. (40) IDF’ler ve HUVEC’ler ile yaptiklar1 bir calismada, hBN ve BA’y1
karsilagtirmali olarak 25 pg/mL-200 pg/mL konsantrasyonlarda uygulamislardir.
Sirastyla artan konsantrasyonlarda hBN ve BA ile tedavi edilen IDF'lerde ROT
tiretiminin inhibe oldugu bildirilmistir. ROT seviyesinin, 25 pg/mL hBN ve 25
ug/mL BA konsantrasyonuna maruz kalan IDF hiicrelerinde &nemli &lgiide
azalmadig; fakat 100 pg/mL ve 200 pg/mL konsantrasyonlarinda hBN ve BA ile
tedavi edildiginde, ROT seviyesinin kontrol grubuna kiyasla 6nemli dl¢iide azaldig
rapor edilmistir. HUVEC'lerde 25ug/mL hBN ve BA konsantrasyonunun ROT
seviyesini etkilemedigi, bununla birlikte 100 pg/mL ve 200 pug/mL hBN'lerin ROT

seviyesini diislirdiigli belirtilmistir. Ek olarak, ayn1 konsantrasyonlarda BA ile
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tedavi edilen hiicrelere kiyasla, hBN'lerle tedavi edilen hiicrelerde ROT seviyesinin
daha fazla azaldig1 bildirilmistir. Cakir ve ark. (41) hBN nanopartikiillerinin
beyindeki sepsis kaynakli ndrodejenerasyondaki profilaktik etkisini belirlemek
icin, lipopolisakkaritler ile enflamasyon olusturmadan 24 saat dnce siganlara 50
ug/kg ve 100 pg/kg hBN nanopartikiillerini intraperitoneal (i.p.) olarak enjekte edip
beyin dokularinda oksidatif stres Olglimii  yapmuslardir. Lipopolisakkarit
enjeksiyonundan 6nce hem 50 pg/kg hem de 100 pg/kg konsantrasyonlarda hBN
tedavisinin TOS artisin1 tersine c¢evirerek ROT seviyesini azalttigr, 100 pg/kg
konsantrasyonunda profilaktik faydanin ¢ok daha fazla goriildiigii rapor edilmistir.
Bu calismada ayrica hBN nanopartikiillerin pro-enflamatuar sitokinler, TNF-a ve
IL-1B'nin konsantrasyonlarini azalttigi, sitokrom c ve kaspaz-3 seviyelerini
azaltarak apoptozu engelledigi de belirtilmistir. Rasel ve ark. (203) osteoblast hiicre
hattiyla yaptiklar1 ¢alismada 10 pg/mL-50 pg/mL konsantrasyonlarindaki hBN
nanopartikiilleri ~ bu  hiicrelere  uygulayip ROT  iretim  seviyelerini
degerlendirmislerdir. Tiim nanopartikiil konsantrasyonlar1 i¢in kontrole kiyasla
ayn1 diizeyde ROT iiretimi goézlemlendigini, hBN nanopartikiillerin ilave bir
oksidatif strese sebep olmadigini ve bu sonuglarin hBN nanopartikiillerinin sito-
uyumlu oldugunu gosterdigini bildirmislerdir. Kar ve ark. (166) yaptiklar1 hayvan
deneylerinde, hBN nanopartikiillerin herhangi bir akut sitotoksik etkisinin olup
olmadigin1 ve viicuttaki oksidan/antioksidan denge gdstergelerinden biri olan thiol-
disiilfit bagr dengesini kullanarak oksidatif strese neden olup olmadigini
aragtirmiglardir. Sicanlara 50 pg/kg-3200 pg/kg konsantrasyonundaki hBN
nanopartikiillerini intravendz (i.v.) olarak uygulayip 24 saat sonra kan ve doku
incelemelerini  yapmiglardir. 1600 ve 3200 pg/kg hBN  nanopartikiil
uygulamalarindan sonra kontrole kiyasla serumdaki tiyol/disiilfit dengesinin
bozuldugu ve distilfit formasyonunda istatistiksel olarak anlamli artislar gozlendigi
belirtilmistir. Karaciger ve bobrekte tiyol/disiilfit parametrelerinde ise serum
sonuclarinda oldugu gibi istatistiksel olarak anlamli bir farklilik saptanmamaistir.
Bununla birlikte 800 pg/kg hBN nanopartikiilleri kalp ve dalak dokularinda
uygulanmasinda sasirtict bir sekilde disiilfit olusumu gozlendigi bildirilmistir. Bu
calisma sonucunda sicanlara verilen yiliksek konsantrasyonlarda hBN
nanopartikiilerin sirasiyla tiyol/disiilfit homeostazisinin modiilasyonunu bozup
enflamasyonun indiiksiyonu yoluyla oksidatif stres yarattig1 ve doz bagimli olarak

toksik etkilerin arttig1 rapor edilmistir. Yaptigimiz calismada ise, literatiirde
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bulunan g¢aligmalardan farkli olarak hBN’nin hiicreleri koruyucu ve tedavi edici
etkilere sahip oldugu; ancak bu etkisini TOS aracilifiyla yapmadigir saptandi
(30,164,204,205). Bunun sebebinin literatiirdeki caligmalarda kullanilan hBN
konsantrasyonlarinin ¢alismamizdaki hBN konsantrasyonlarindan ¢ok daha ytiksek
olmasi oldugu diisiiniilmektedir.

Bilgilerimiz dahilinde bu calisma, antimikrobiyal (39), antiplak (39), ve
antioksidan (41,204) ozelliklere sahip oldugu bilinen hBN’nin, insan gingival
fibroblast hiicrelerinde oksidatif hasara kars1 koruyucu ve tedavi edici etkilerinin
incelendigi ilk c¢alismadir. Elde edilen sonuglar, hBN’nin periodontitis gibi
oksidatif stres kaynakli enflamasyonlarin ve doku hasarlarinin 6nlenmesinde ve
tedavisinde kullanimi1 agisindan umut vericidir. Bununla birlikte ¢alismamizin bazi
limitasyonlar1 mevcuttur. Calismamizda hiicre canlilifi ve sitotoksisitesinin
incelenmesi i¢in kullanilan XTT testlerinin sonuglariin dogrulugunun bir taramali
elektron mikroskobu tarafindan desteklenmemesi bu ¢aligmanin limitasyonlarindan
biridir. Ayrica, bu calisma sadece in vitro kosullarda yapildigindan, klinik
ortamdaki pek cok degisken faktoriin etkisi degerlendirilemedigi i¢in sonuglar
siirli bir anlam tagiyabilmektedir. Calismamizin sonuglarini destekleyecek daha

ileri in vitro ¢alismalara, hayvan deneylerine ve klinik aragtirmalara ihtiyag vardir.
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6. SONUC VE ONERILER

Calismamizda, uygulanan konsantrasyonlarin (0.001-0.1 mg/mL) higbirinde
hBN’nin insan gingival fibroblast hiicresinde hiicre canlilig1 iizerinde olumsuz
bir etkisi goriilmemistir.

Insan gingival fibroblast hiicre hattinda hidrojen peroksit ile indiiklenen
oksidatif stresin oncesinde ve sonrasinda uygulanan hBN, hiicre canliligim
artirarak oksidatif hasara kars1 koruyucu ve iyilestirici bir etki gdstermistir.

. Hekzagonal bor nitriiriin antioksidan olmadigi konsantrasyonlarda dahi
oksidatif strese kars1 koruyucu ve tedavi edici etkisi oldugu; fakat bu etkisini
TOS araciligiyla yapmadigi saptanmistir. Bu mekanizmanin aydinlatilabilmesi
icin kaspaz 3, hiicre dongiisii analizi, hiicre 6liim analizi gibi ileri biyokimyasal
analizlere ihtiya¢ duyulmaktadir.

. Bu in vitro ¢alisma, hBN’nin terapdtik bir ajan olarak gelistirilmesine yonelik
bir 6n arastirma niteligindedir. Elde ettigimiz sonu¢lar hBN’nin periodontal
hastaliklarin 6nlenmesinde ve tedavisinde kullanimi agisindan umut verici
olmakla birlikte, periodontal ligament hiicre hattinda yapilacak in vitro
caligsmalar, hayvan ¢aligmalar1 ve klinik arastirmalar gibi ileri arastirmalara

gereksinim vardir.
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