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OZET

Agn Kontrolinde Kullanilan Benzidamin HCI'iin Osteoblast Hucreleri
Uzerindeki Etkilerinin Hiicre Kiiltiirii Calismalan ile Degerlendirilmesi
Benzidamin HCI (BN) genel tip ve dis hekimligi alaninda siklikla kullanilan
agri kesici ve antienflamatuar etken maddesidir. Bu tez galismasinda; BN’Un,
ortodontik dis hareketlerinin gerceklesmesi icin gerekli kemik yapim ve yikim
faaliyetlerinde basrol oynayan osteoblast hucrelerinin proliferasyonu,
diferansiyasyonu ve aktivitesi Uzerine etkilerinin arastirilmasi amaglanmistir.
Bu g¢alismada mouse calvaria pre osteblast hicre hatti (MC3T3-E1 subclone
14) kullanildi. Hucreler pasajlanip seyreltildikten sonra 24, 48 ve 72. saatler
de 10 M, 10° M, 10° M, 107 M, 10® M ilac siispansiyonlari icin MTT testi
yapildi ve c¢ikan sonuglara gore ICsy orani hesaplanarak ¢alismanin
tamaminda 34.3 pM konsantrasyon ila¢ kullanimina karar verildi.

Doz tespitinden sonra ise 1, 4, 7, 14 ve 21 gunluk inkibasyon donemlerinde
hidcresel artis ve canlihk XTT ve hucre sayimi metoduyla, osteoblast
gelisimde dnemli bir belirte¢ olan alkalen fosfataz (ALP) enzimi; ALP aktivite
testi ve histokimyasal olarak ALP boyamasi ile degerlendirildi. Osteoblast
fenotipinin degerlendiriimesinde kullanilan osteokalsin, osteopontin, alfa 1
kollajenaz, alkalen fosfataz ve c¢ekirdek baglayici faktor alfa 1 genleri RT-
PCR ile tespit edildi. Kemik nodulleri ve hicresel mineralizasyonu gostermek
icin de alizarin red s ve von-Kossa boyamalari yapildi.

Elde edilen bulgular degerlendirildiginde BN’Un osteoblast hucrelerinin
proliferasyonu, diferansiyasyonu ve aktivitesi Uzerine olumsuz etkilere sahip

oldugu kanaatine varildi.

Anahtar kelimeler :Hiicre Kiiltiirii, Benzidamin HCI, Osteoblast
Destekleyen kurumlar :Gulhane Askeri Tip Akademisi

Yazar Adi :Enver Akin OZKAN

Danigman :Hiiseyin OLMEZ



SUMMARY

Evaluation of the effects of Benzydamine HCI, used in pain control, on
osteoblast cells through cell culture study.

Benzydamine HCI (BN) is the active ingredient of an anti inflammatory and
analgesic drug which is used frequently in general medicine and dentistry. In
our study, we aimed at investigating the effects of BN on osteoblasts
proliferation, differentiation and activity that play a major role in orthodontic
tooth movement through bone apposition and resorption.

In this study MC3T3-E1 subclone 14 was used. The cells, after passaging
and diluting, were incubated with 10* , 10° , 10° , 107 , 10® M BN
suspension for 24, 48 and 72 hours and MTT test was performed to calculate
ICso value. Based on the result, BN was used at the concentration of 34.3 uM
for the rest of the study.

After determining the dosage, cells were incubated for 1, 4, 7, 14. and 21
days with BN. Then, XTT and cell couting methods were performed to
determine short and long term effects of BN on osteoblast differentiation and
activity. Alkaline phosphatase enzyme, which is an important marker for the
differentiation of osteoblasts, was measured by ALP activity test and ALP
staining histochemicaly. Ostecalcin, osteopontin, alpha 1 collagenase,
alkaline phosphatase, core binding factor alpha 1 which are important
markers of osteoblast phenotype were assessed by reverse
transcriptase polymerase chain reaction (RT-PCR). Alizarin red s and von
Kossa staining were performed to determine bone nodules and cellular
mineralization.

In conclusion, BN had inhibitory effect on all markers tested in this study. Our
findings indicate that BN has negative impact on osteoblasts proliferation,

differentiation and activity.

Keywords :Cell Culture, Benzydamine HCI, Osteoblast
Supported by :Gllhane Askeri Tip Akademisi
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1. GIRIS

Ortodonti, orofasial yumusak dokularin, c¢enelerin ve dislerin
pozisyonel anomalileri ve patolojik gelisimleri ile ilgilenen bir bilim daldir.
Ortodontinin amaci; ortodontik anomalilerin meydana gelmesinin 6nlemek,
meydana gelmis ortodontik anomaliyi tedavi ederek iyi bir estetik ve fonasyon
elde etmek, erisilen durumun kalici olmasini saglamaktir. Bagka bir deyigle
ortodonti, dislerin ve c¢enelerin normale yakin bir estetige getiriimesiyle
hastanin sosyal c¢evresine uyum kazanmasini saglayan bir dighekimligi
dalidir. Ortodontik tedavi, kuvvet uygulanmasi sonucu alveol kemik iginde
dislerin hareketi prensibine dayanmaktadir. Disler Uzerine uygulanan kuvvet
etkisiyle, alveol kemik ve periodontal ligamentlerde meydana gelen lokal
hicresel cevap kemikte yeniden sekillenmeye neden olmakta, bu sayede
ceneler Uzerinde dislerin hareketi ve yeni bir pozisyon kazanmasi mumkuin
olmaktadir.

Ortodontik tedaviler iki temel gercevede gergeklesmektedir. Bunlardan
birincisi, iskeletsel duzensizliklerin tedavisi, ikincisi ise digsel seviyede
dlzensizliklerin tedavisidir. Iskeletsel tedavilerde direk kemik gelisimi Uzerine
etki hedeflenirken, dissel tedavilerde disler kemik iginde hareket ettirilirler.
Her iki tedavi seklinde de sert dokularda meydana getiriimek istenen
degisikliklerden dolay! hastalarda agri sikayeti meydana gelir. Hastada agr
sikayetleri genellikle kuvvet uygulandiktan sonra 4. ve 24. saatlerde en
yuksek duzeyde olup, 7. gun sonunda minimuma inmektedir. Bu agrilan
gidermek icin hastalara agri kesici ilaglar tavsiye edilmektedir. Bu ilaglar
gogunlukla nonsteroid antienflamatuarlar (NSAII) olup COX-1 (siklooksijenaz
1) ve COX-2 (siklooksijenaz 2) enzimlerinin inhibisyonu yoluyla etki
gOstermektedir. Ayni zamanda COX-1 ve COX-2 enzimleri arasidonik asidin
prostoglandinlere donusumunde kilit rol oynamaktadir. Prostoglandinler ise
osteoblast ve osteoklastlar Uzerinde etki goOstererek kemigin yeniden
sekillenmesinde gorev almaktadirlar.

Kemigin yeniden sekillenmesi sirasinda meydana gelen olaylarda
esas (goOrev osteoblastlara dusmektedir. Osteoblastlar hem kemik

olusumundan sorumluyken, ayni zamanda kemik yikimiyla da iligkilidir.
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Kemik rezorpsiyonunu uyaran hormonlarin ¢odgu osteoblastlar
uzerinde etkilidir. Osteoblastik hucreler kemik rezorpsiyonunu duzenleyen
sitokinler, blUyume faktorleri, prostoglandinler gibi maddeler salgilar.
Osteoklastlarin  aktivitesini sinirflayan kemik yuzeyi proteinlerini yikan
kollejenaz, metalloproteinazlar ve plazminojen aktivator gibi maddeler
salgilayarak kemigi osteoklastik rezorpsiyona hazirlar. Osteoklastlar ise
kemigin yikimindan sorumludurlar.

Tez calismamizda kullandigimiz Benzidamin HCI her ne kadar bir
NSAIl ise de bilinen NSAIil'lardan farkh bir yapiya sahiptir. Diger asidik
NSAil'lardan farkli olarak alkalik pH'ya sahiptir. Bu alkali tabiati sistemik
dolagsima gegmesini takiben enflamatuar dokularda yogunlagmasini saglar.
Benzidamin HCI'Un farmakolojisi konusunda yapilan arastirmalar birbirleriyle
uyum gostermemektedir.

Bu tez galismasinin temel amaci, tavsiye edilen agri kesicilerden Dbiri
olan Benzidamin HCI’Un kemik yapimi ve dolayli yoldan yikimindan sorumlu
osteoblastlarin gelisim ve fenotipleri Uzerine etkilerinin arastiriimasidir.
Benzidamin HCI konusunda simdiye kadar yapilan calismalar arasindaki
farkliliklar, farmakolojisinin tam olarak aydinlatiimamasi ve ¢ok bilinmeyenli
bir denklem olan osteoblastik faaliyetler Uzerine bilinmeyen etkilerinin

olabilecegi bu tez ¢alismasinin énemini arttirmaktadir.
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2. GENEL BILGILER
21. KEMiK DOKUSU

Kemik; bir ¢ati igerisinde entegre olmus metabolik olarak hicrelerden
olugsmus dinamik, biyolojik yonden aktif olan bir dokudur. Vicutta kalsiyum
depolanmasindan sorumludur ayrica vucudun desteklenmesini de sadlar.
Kendisini ¢evreleyen kas dokularinin yapismasini saglayarak vital yumusak
dokulari korur. Iskeletin, hareket fonksiyonunda gok énemli bir yeri vardir.
Kemik, bir doku olarak iglevleri ile ideal bir uyum igindedir ve yapi iglev iligkisi
kavrami fazlasi ile 6zellesmis bu dokuda agikga gorulmektedir. Vicudun
desteklenmesine ve dayanikliligina yardim etmesine karsin hafiftir ve vucut
agirhiginin yaklasik onda birini olusturur. Gerilme direnci neredeyse dokum
demire esit iken agirhg onun Ugte biri kadardir. ileri derecede dayaniklidir ve
kinlma direnci orta sertlikteki gelige denk gelmektedir. Ancak buna ragmen
esnek ve elastik bir yapiya sahiptir. Elastisite sinirlarini agsmayan kuvvetler ile
egildiginde ya da bukuldugunde tekrar eski formuna doner. Kemik, aksiyel
yondeki kuvvetlere kargi dayaniklidir, ancak kemigin rotasyonel kuvvetlere
direnci duguktur. Kemik ve karaciger, yapisal kayba ugradiginda kendi
kendini onarabilen tek organlardir. Yapi iglev iligkisi, organizasyonun hem
kimyasal, hem hlcresel, hem doku, hem de organ seviyelerinde
gOrulmektedir (66,108).

2.1.1. Kemik Dokusunun Elemanlari

Kemigin yaklasik %8’i su ve %92’si kati materyalden olusur. Bu kati

materyalin %21’i organik matriks ve %71’i inorganik matrikstir (66).
2.1.1.1. Organik Matriks

Organik matriksin buyuk bolumu kollajen liflerden (Tip 1), protein ve
glikozaminoglikanlardan olusan temel maddeden (amorf madde) olugsmustur.

Lifler gelismis bir kemik dokuda paralel ve belirli araliklarla porlar birakacak
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sekilde yerlesmis olup hidroksiapatit kristalleri aralarinda yerlegsiktir. Kemik
matriksi genel olarak asidofildir. Doku kollajenlerden zengin oldugundan bu
liflere uygun boyalarla gayet iyi boyanirlar. Histolojik incelemede dokuya eger
dekalsifikasyon uygulanirsa inorganik tuzlarin ortadan kalkmasiyla kemik
demineralize olur ve yumusar, ancak mikroskobik yapisini, seklini ve sag-
lamligini korur. Bunun yani sira histolojik teknik organik elemanlarin ortadan
kaldirimasina yonelik ise (maserasyon gibi) kemigin saglamligi ve esnekligi

bozulur ve kolay kirilir hale gelir (66,67).

Kemigin temel cismi hicresel ve fibroz elemanlar arasinda destek ve
yapiskanlik saglar. Ayrica buyume, tamir ve remodeling icin gerekli hicresel
metabolik iglevlerde aktif rol oynar. Bag dokusu hucreleri, kemik

matriksindeki lifleri gevreleyen jelimsi ve homojen temel cismi salgilarlar.

Kondroitin silfat hem kemik hem de kikirdakta bulunan 6nemli bir
temel cisim bilesenidir. Kimyasal olarak glikozaminoglikanlarla bir bilegik
halindedir. Kondroitin sulfat ve glikozaminoglikan kemik ve kikirdagin tamir

ve bakiminin saglanmasinda gereklidir.

Organik matriksin bilesenleri genel dayaniklligi saglamakla kalmazlar,;
makul duzeylerde kuvvet uygulandiginda kirilma olmadan bir dereceye kadar

esneme 0Ozelligi de verirler (67,108)
2.1.1.2. inorganik Matriks

Kemik dokunun inorganik bilesenlerinin bagsinda kalsiyum, fosfat,
sitrat, magnezyum gibi maddeler gelir. Kalsiyum ve fosfat hidroksiapatit
kristalleri seklindedir ve kemik kollajenlerinin yaninda amorf madde ile birlikte
ic ice organize olmuslardir. Hidroksiapatit kristallerinin kemikteki 6nemi,
kollajenlerle beraber kemik sertligini ve dayaniklihdini saglamasidir.
Inorganik  maddeler kemigin  kuru agirhginin  yaklasik  %50'sini
olusturmaktadirlar. Hidroksil apatit (Ca19(PO4)s(OH)2) denilen kimyasal
kristallerin depolanmasindan kaynaklanir. Bu sirece kalsifikasyon denir. igne

benzeri apatit kristalleri 300 A° uzunlugunda ve 20 A° kalinligindadir. Bunlar
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kollajen lifleri arasindaki mikroskobik bosluklar arasina yerleserek stres ve
mekanik deformasyona karsi en iyi direnci saglarlar. Kemikteki temel
inorganik tuz, kristal hidroksil apatittir. Mineral tuzlar asiri derecede kuguktur.
Caplari 25-75 nm ve uzunluklari yaklasik olarak 200 nm’dir. Bu 6zellik ¢ok
genis bir yuzey/hacim orani saglar. Kristallerin ylzeyini gevreleyen sudan
olugsan bir kabuk vardir (hidrasyon kabugu) ve iyonlar bu kabuk ve kristal
yuzeyi arasinda serbest¢ce hareket eder. Kemik kristallerinin kollajen
icerisinde Ozel bir dizilimde oldugu gosterilmistir. Kristalin uzun ekseni,
kollajen lif icinde demetin uzun eksenine paralel olarak seyreder. Kollajen
lifinin bosluk bolgesindeki bu duzen, yuzey alanini artirarak hidroksil apatit
olusumunu artirir. Kemikte kalsiyum ve fosfata ilave olarak magnezyum,

sodyum, sulfat ve flor gibi mineral bilesenler de bulunmaktadir (41, 67, 108).
2.1.1.3. Kemik Dokusunun Hucreleri

Kemik dokusunda 4 tip hiucre ayirt edilir bunlar: Osteoblast, osteosit,

osteoklast ve osteoprogenitdr hucreler olarak siralanir.

2.1.1.3.1. Osteoblastlar

Sekil 2.1. Osteoblast hlcresi.

Osteoblastlar esas olarak kemikte matriksin yapimindan sorumludur.
Kibik ya da algak prizmatik boylu hicrelerden yapilmistir (Sekil 2.1). Iri
nukleuslari olup sitoplazmalari koyu bazofiliktir. Golgi ve endoplazmik

retikulumlar  elektron mikroskobunda iyi gelismis olarak gorulir.
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Sitoplazmalarinda lipid damlaciklari ve lizozom benzeri yapilar da yer alir.
Osteoblastlar birbirleriyle kisa gikintilarla iliskidedir. Kuvvetli alkalen fosfataz
ve PAS pozitif reaksiyon verirler (67). Osteoblastlar i¢ yuzeydeki hicrelerden,
periostun kambiyum tabakasindan ya da komsu mezensimal dokudaki
osteoprogenitor hucrelerin farkllasmasindan elde edilir. Boyutlar 15-20 um
aras! degisir ve mikroskobik olarak aktif haldeyken protein sentezi yapan
hacrelerin  karakteristik 0zelliklerine sahiptirler (matriks salgisi yapilan
bdlgenin uzagindaki kutupta yerlesmis bazofilik bir ¢ekirdek, girintili ¢ikintih
bir endoplazmik retikulum, belirgin golgi cisimcigi ve ektoenzim alkalen
fosfataz) (48).

Osteoblastlar matriks proteinleri yigarken, TGF-B (Transforming
Growth Factor), IGF-I (Insulinlike Growth Factor), IGF-Il, FGF (Fibroblast
Growth Factor), PDGF (Platelet Derived Growth Factor) ve BMP’ler (Bone
Morphogenic Protein) gibi osteoblastlar tarafindan uretilen buyume faktorleri
yapisal matriks proteinlerine katilirlar. Bu buyume faktorleri, kemik
rezorbsiyonu sirasinda matriksten salinirlar ve osteoklastik rezorbsiyonla
matriks olusumunun entegrasyonunu saglayan bir mekanizma olustururlar.
Osteoblast hicre zarinda buyume faktorlerine ait reseptorlerin bulunmasi,
faktorlerin  temel etkilerini hem otokrin hem de parakrin olarak
gOsterebileceklerini  dusundurmektedir.  Ayrica  osteoblastlar, PTH
(parathormon), vitamin Ds; ve 0&strojen gibi sistemik hormonlara ait

reseptorlere de sahiptirler (108,144).

2.1.1.3.2. Osteositler

Osteositler kemigin esas hucreleri olup, olgun kemik hucresi adini da
alirlar. Bu hucreler lakunalari icinde yerlesmislerdir. Gelisimlerini tamamlamis
olduklarindan sentez yapamazlar. Bu nedenle granulli endoplazmik
retikulum ve golgilerinde azalma gorulur. Sitoplazma bazofilisi de daha azdir.
Osteositlerin kalsiyumun kemiklerden kana verilmesinde ve hameostatik

mekanizmay! diuzenleme (kalsiyum konsantrasyonunu duzenleyerek) gibi
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onemli metabolik rolleri de vardir. Hlcrelerin 6lmesi halinde ise matrikste

rezorbsiyon olayi goralar (67).

Osteoblastlardan gelistigi dusunulen osteositler, mineralize kemik
matriksinin derinlerinde gomull olarak bulunurlar. Birbirleriyle ve kemik
yuzeyindeki osteoblastlarla, hucresel uzantilari ya da kanalikiller aracihgi ile
baglanti kurarlar. Bu noktalarda neksuz ve aralikli baglanti kompleksleri
oldugu elektron mikroskopunda gosterilmigtir. Osteositler, kesitlerinde yassi
ve ovaldirler. Boyutlari 20-60 ym arasinda degisir. Bu hucrelerin, kan
dolasimi ile aralarindaki gelismis kanalikuler sistemleri sayesinde oksijen ve
metabolitlerin (kalsiyum) transferini saglayarak kemigin beslenmesinde etkin

bir rol oynadigi dusunulmektedir (41,108).
2.1.1.3.3. Osteoklastlar

Osteoklastlar kemigi ve kalsifiye kartilaji rezorbe eder. Bu genis ve ¢ok
cekirdekli hucreler, tek cekirdekli dncu hicrelerin kaynagsmasi ile sekillenir.
Osteoklastlarin ~ tahminen  6nci  mezensimal osteoblasttan  ziyade
hematopoetik stem hucreden turedigi dusunulmektedir. Osteoklast hucre
sekli monosit-makrofaj serisinden kaynaklanabilir, ancak makrofaj yuzey
belirteclerinin gogunda osteoklastlara rastlanmaz ve osteoklast ve monosit
oncu hucrelerinin  sekilleri tahminen farkhlasmanin erken doénemlerinde
ayrilir. Oncl osteoklast hiicre kopyalanmasinin stimilasyonu artan kemik
rezorbsiyonu ic¢in dnemli bir mekanizma olmaktadir. Bu nedenle bir kez
kaynasma gerceklestikten sonra osteoklast igindeki ¢ekirdekler daha fazla

hdcre bolunmesine ugramaz (144,145).

Osteoklast sitoplazmasi bol mitokondri, pek ¢ok lizozom ve nispeten
daha az puruzlu bir endoplazmik retikilum igerir. Osteoklastin essiz olan
Ozelligi aktif rezorbsiyon sahasina komsu burusuk, kabartili bir sinirinin
olmasidir. Bu sinir temiz bir bolge ile ¢evrelenmistir. Bu temiz bdlgenin
fonksiyonu osteoklastin kemige yapismasini ve lizozomal enzimler ile
hidrojen iyonlarinin yuksek konsantrasyonda korunabilmesi igin burusuk

hdcre sinirinin ekstraseluler sividan izole olmasini saglamaktir. Osteoklastlar
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asit fosfataz yaninda diger lizozomal enzimler ve hidrojen iyon sekresyonuna
yardimci olan karbonik anhidrazdan da zengindir. Burusuk hicre siniri disa
donmus dev bir fagolizozom goérunumunu taklit eder. Hidrojen iyonlari,
mineral mobilizasyonu yaninda kemik matriks bilesenlerini (dusuk bir pH da
kollajeni de igerir) azaltabilen lizozomal enzimlerin aktivasyonunda da
onemlidir. Osteoklastik kemik rezorbsiyonu hyaluronik asit sentezindeki bir
artisla da birlesir (43, 108).

2.1.1.3.4. Osteoprogenitor Hucreler

Kemigin ana hucreleri olup mezansimden kaynaklanirlar. Genellikle
soluk boyanan nukleuslu, asidofilik sitoplazmali hiucreler olup endosteumda,
periyosteumun i¢ katinda ve havers kanallari gibi bodlgelerde bulunurlar.
Osteoprogenitor hucreleri mitozla olgun kemik hicrelerine
farkhlagsmaktadirlar. Bu hucreler kemik buyumesinde, zedelenmesi ya da
kirk tamirinde aktif hale gelerek bolunurler ve osteoblast hucrelerine
donugurler (66, 67).

2.1.2. Kemik Yapim ve Yikimi

Kemik, yapim ve yikim faaliyetleri ile surekli sekillenme halindedir.
Kemik yapim ve yikimi arasinda guglu bir iligki vardir. Kemik kitlesi de yapim
ve yikim arasindaki dengeye bagl olarak degigir. Kemiklerin genetik olarak
kodlanmig olan bigimlerini alma surecine modelizasyon, erigkinlik boyunca
gorulen ve birbirini izleyen yapim ve yikim surecine de remodelizasyon adi
verilir. Normalde, vucuttaki tum kemikler sirekli bir yapim-yikim
durumundadirlar. Temel ¢ok hucreli birim tarafindan yonlendirilen bu sureg;
sistemik hormonal etkilerin yani sira, yerel olarak uretilen (parakrin)
maddelerin  kontrolindedir. Osteoblastik aktivite rezorpsiyonu (yikimi);
rezorpsiyon, osteoblastik aktiviteyi (yapimi) uyarir. Bu etkilesim coupling

olarak adlandirilir (150). Bu iligkiyi biraz agmak gerekirse;

Kemikte yapim-yikim eslesmesinin baglica nedeni, PTH ve vitamin D

reseptorlerinin yalniz osteoblastlar Gzerinde bulunmasi, osteoklastlar Gzerin-
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de bulunmamasidir. Mesela, PTH arttiginda osteoblastlar uyanmakta ve
kemik yapimi artmakta, osteoblastlarin salgiladigi maddeler ayni zamanda
osteoklastik aktiviteyi, yani kemik rezorpsiyonunu uyarmaktadir. Osteoblast-
osteoklast iligkisini saglayan, osteoblastlardan salgilanan iki proteindir:
Osteoklast farklilasma faktord (ODF, RANKL) ve osteoprotegerin (OPG).
Periferik uyarilar kemik yenilenmesinin artmasini gerektiriyorsa RANKL
salgilanir, azalmasini gerektiriyorsa RANKL salgisi azalir, OPG salgisi artar.
RANKL, osteoklastlar Uzerindeki reseptorleri yolu ile yeni osteoklast
proliferasyonunu artirir. OPG ise RANKL'I baglayarak, bir yalanci reseptor

gibi hareket eder ve RANKL etkisini azaltir.

Bazi maddeler kemik yikimini artirr.  Bunlarin  baslicalari,
parathormon, aktif D vitamini (1,25 dihidroksi-1 roksikolekalsiferol), heparin,
osteoklast aktive edici faktor (OAF) gibi sitokinler ve prostaglandin sentezini
uyararak etkisini gosteren "transforming growth factor alpha gibi ligantlardir.

Kalsitonin ise kemik yikimini baskilar (43).
2.1.3.Kemik Histogenezi

Temel olarak intramembran6z ve enkondral olmak Uzere 2 tur
kemiklesme vardir. Bunlardan intramembrantz kemiklesme bag dokusu,
enkondral tip ise kikirdak dokunun katilimiyla olugmaktadir. Kemiklesme
hangi turde olursa olsun ilk olusan kemik dokusu primer kemik yani
olgunlasmamis kemiktir. Olusan bu primer kemik kalici olmayip yerini esas
yani olgun lamelli kemik dokuya birakmaktadir. Daha 6nce de bahsedildigi
gibi kemik yapimi, yikimi ya da rezorbsiyonu ile uyumlu bir bigimde
olmaktadir. Kemik dokusu aktif bir yapidir dolayisiyla devamli olarak
yenilenmektedir. Bu yenilenme Ozellikle mekanik, kimyasal ve hormonal

kosullarla yakin ilgilidir (150).

intramembranéz kemik olusumu bag dokusu tarafindan gerceklestirilir.
Organizmada kafatasinin frontal, parietal, temporal gibi kemikleriyle gene bu
tur kemiklesmeyle olugsmaktadir. Bu kemiklere membran kemikleri de

denmektedir. Kemigin gelismesi soyle olmaktadir: Once mezensim hiicreleri
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damarlar etrafinda toplanirlar ve gogalirlar. Aradaki bosluklar sertlesmemis
matriks ve icindeki kollajen liflerce doldurulmustur. Mezensim hucreleri
osteoblastlara donusebilen hicrelerdir. Bu hlcreler hlcrelerarasi madde ve
lif sentezini de yaparak osteositlere farklilagirlar. Bu bodlgeye kemiklesme
merkezi adi verilir. Olusan kemik spongiyoz (trabekuler) yapidadir ve lamel
icermez araya henuz kalsiyum bilesikleri de ¢okmemistir ve osteoid doku
adint alir. Damar c¢evresindeki osteoblastlarin osteositlere donuserek
bosalttiklari yerlere arkadan yeni hucrelerin gelmesiyle olayda devamlilik
saglamaktadir. Trabekuller blyur, ¢ogalir ve anastomozlasarak spongiy6z
kemik dokusu sekillenmis olur. Bu tur kemiklesmede peristeum ve
endosteum kemiklesmeye katilmayan bag dokusu tarafindan yapilmaktadir.
Trabekullerarasi bogluklardaki bag dokusu da kemik iliginin miyeloid ya da

hemapoetik dokusuna (kan hucrelerinin yapimi) donugmektedir (131).

Enkondral kemiklesmede ise kikirdak hucreleri 6nemli rol
almaktadirlar. Ozellikle uzun kemiklerin sekillenmesi bu yolla olur. Bu tur
kemiklesme esas olarak kikirdak hucrelerinin 6zellikle uzun kemiklerin diyafiz
bolgesinde birtakim degisimleri seklinde olmaktadir. Uzun kemikler epifiz
(yuvarlakga ug¢ kisimlar) ve wuzun bir diyafizden olusur. Daha once
bahsedildigi Uzere meydana gelecek ilk kemik ©Once diyafizi saran
perikondriyumda intramembrandz yolla olmakta (kemik halkasi olusumu) ve
periost sekillenmektedir. Diyafizdeki kemiklesme primer kemiklesmedir ve
bolge tamamen kemiklesinceye kadar devam eder. Bunu epifiz bolgesindeki
kemiklesme izler ve sekonder kemiklesme merkezi adini alir. Epifizdeki
eklem kikirdag!r ise kemiklesmeye katilmaz. Uzun kemigin diyafizinde
meydana gelen ve kemigin uzunlamasina buyumesini saglayan olaylari ise

kisaca soyle 6zetleyebiliriz:

Kikirdak hucrelerinde gorulen farklilagmalar neticesinde doku birtakim

zonlara (bodlgelere) ayrilmaktadir. Bu zonlar sdyle siralanmaktadir;

1. Dinlenme zonu: Morfolojik degisim gostermeyen hyalin kikirdak

hdcrelerinin oldugu bolgedir.
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2. Poliferasyon zonu: Kikirdak hucrelerinin hizla bolunip gogalmasi

ve uzun kolonlar yapmasidir.

3. Hipertrofi zonu: Blyumus ve sitoplazmalarinda glikojen birikmig

kikirdak hucrelerinin oldugu bolgedir.

4. Kalsifikasyon zonu: Kikirdak hucreleri bozulmaya baslamistir ve

ortama kalsiyum ¢oker, dokunun bazofilisi artar.

5. Kemiklesme zonu: Bodlgede olusan bol damarli yeni kemik

dokusudur (enkondral tipte).

Yukaridaki agiklamalarda goruldugu gibi ilk zonda mitozla ¢ogalan
(proliferasyon zonu) kikirdak hucreleri kemik uzun eksenine dogru dizilmeler
yapmaktadirlar. Cogalma diyafiz ortalarinda durur. Bundan sonra hucreler
sitoplazmalarinda madde depolamaya baslarlar ve buyurler (hipertrofi zonu).
Buradaki hucrelerde alkalen fosfataz enzimi ¢ok artmistir ve bu enzimin
disari gikmasiyla kalsifikasyon baglar. Kalsifikasyondan sonra gorulen kemik
yikimi ya da rezorbsiyon olayl osteoklastlarca yerine getirilir. Bu bolge kan
damarlarindan da zengindir. Rezorbsiyon sonucu ortaya ¢ikan bogluklara
kemik kovuklarn denir. Bu bdlgeye periyosteumdan gelen osteoprogenitor
hicreler osteoblastlara donugurler ve kavitelerin ylzeyine yerleserek kemik
matriksini yaparlar daha sonra da osteosit haline donugurler. Matriks de
ileride kalsifiye olmaktadir. Havers lamel sistemi ise su sekilde ortaya
cikmaktadir: Osteoklastlarin civar dokuyu eriterek actiklari kovuklarin
anastomozlagmasiyla bir nevi tinel ya da labirent benzeri yapi olusmaktadir.
Bunlarin igi kemik iligi, bag dokusu ve osteoklastlarca dolmustur. iste
buradaki bag dokusunda yer alan hucreler osteoblastlara farklilagip kanal
duvarina dizilirler ve Havers'in en dis lamelini yaparlar. Olay sureklidir ve bu
sekilde periferden merkeze dogru lamel tabakasi ortaya cikar (osteon).
Sonu¢ olarak perikondral kemiklesme perikondriyumun  osteojenik
aktivitesiyle, enkondral kemiklesme ise kondrositlerin yani hyalin kikirdak
hacrelerin ¢cogalmasi ve diger bir takim degisiklerle meydana gelmektedir.

Kemik bir yandan devamli olarak yapilirken bir yandan da osteoklastlarca
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yikima ugratilmakta ve bu iki olayin uyumlu calismasiyla kemik normal

formunu korumaktadir (88).
2.1.4. Kemik Hastaliklarinin Degerlendirilmesi

Genel olarak kemik hastaliklarinin degerlendirilmesi igin Ug¢ tani
yontemi vardir: Kemik dansitesi, kemik biopsileri, ve kemik yapim-yikiminin
biyokimyasal gostergeleri. Kemik dansitesi, osteoporoz tanisi igin temel
tanisal yoldur, fakat kemik yapimi ve rezorbsiyonunun dinamizmi hakkinda
bilgi saglamaz. Bu bilgiyi kemik biyopsileri ve biyokimyasal bulgular verir.
Kemik biyopsileri invaziv iglemler oldugundan, hastalarin izlenmesinde
gunluk tetkiklerde kullanilamaz. Kemik yapimi ve yikiminin biyokimyasal

gOstergeleri ise olusum ve yikim markirlari olarak iki grupta incelenebilir (6).
2.1.4.1 Kemik Olugsumu (Formasyon) Markirlari
En etkili formasyon markirlari; Alkalen fosfataz ve osteokalsindir.

Alkalen Fosfataz (ALP): Iskelet alkalen fosfatazi osteoblast
membraninda bulunur ve kemik olusumu esnasinda kana salinir, kemik
yapiminin Olgutudir. ALP hucre membranlarinin ekstrasellller yuzeyindeki
glukozil-fosfatidilinozitol kalintilarina sikica baglanan bir glukoproteindir.
Enzim membrana bagh iken bir tetramerdir, ancak dolagima katildiginda
diamerdir. iskeletin ALP'I osteoblastlarin membraninda yerlesmistir ve heniiz
anlagilamayan bir mekanizma ile dolasima salgilanir. Serum total ALP'i
siklikla kullanilan kemik yapimi gostergesidir. Paget hastaligi, rasitizm,
osteomalasi ve renal osteodistrofi gibi kemik metabolizmasi ile ilgili
bozukluklarda, enzim aktivitesi degisiklikleri tedavi gidisatini yansitir ve yeni

kiriklarin iyilesmesinin izlenmesi agisindan yararli bir gostergedir (48).

Kemik ALP'Inin kesin fonksiyonu bilinmemesine ragmen, hipofosfataz
defektlerinden anlasildigina gére enzim, mineralizasyonda ¢ok dnemli rol
oynar. ALP, minerallesme baslangicinin odagr olduguna inanilan

membrandaki matriks keseciklerinde bol miktarda bulunur. Kikirdakta
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kalsiyum pirofosfat dihidrat kristallerinin ¢dzulisinde de rolu oldugu

dusunulmektedir.

Osteoblastlar aktif olarak kemik matriksini depolamalari sirasinda, ¢ok
miktarda alkalen fosfataz salgilarlar. Bu fosfatazin inorganik fosfat
konsantrasyonunu arttirdigir ya da kollajen liflerini, kalsiyum tuzlarinin
depolanmasini saglayacak sekilde aktive ettigi saniimaktadir. Alkalen
fosfataz diuzeyi, genellikle kemik yapim hizinin bir gostergesi olarak kabul
edilmektedir. Alkalen fosfataz enziminin temel roli kemik yapiminin

baslatiimasini saglamaktir (6,66).

Osteokalsin:Osteoblastlar tarafindan sentezlenen bir matriks
proteinidir.Kemikte en c¢ok bulunan glutamik asitten zengin 49 aminoasitli
nonkallojenik matriks proteini olup kemige oldukca spesifiktir. Osteokalsin
kalsiyum iyonunu kemik matriksine baglayan bir proteindir. Osteokalsin

gelisen kemikte mevcuttur ve kemik olusumuna katkida bulunur (74)

Bunlardan baska,;

Tip | Prokollagen Karboksiterminal Propeptid (PCIP) ve Tip
| Prokollajen Aminoterminal Propeptid (PNIP): Kollojenler kemigin major
formudur ve organik matriksin % 90'dan fazlasini olusturur ayni zamanda bir
konnektif doku proteinidir. Kollajen sentez ve yikimi (kollajen turnoveri)
gelisim esnasinda belirgindir Mineralize kemikte kollajen olarak tip | kollajen
bulunur. Tip | kollajen, prokollajen | adi verilen oncud molekul olarak
osteoblastlarca sentez olurlar. Prokollajen 1, kollajen uretimini ve bluyumeyi

gOsteren biyokimyasal bir markirdir (34, 60).

Kemik Sialoproteini (Bone Sialoprotein-BS): Osteoblastlar ve
osteoklastlar tarafindan sentezlenir. Kemigin nonkollajen6z organik
matriksinin 6nemli kismini olusturur. Tam spesifik sayllmasa da kemik
turnoverinin hassas bir markeri olan BS preosteoblastlar igin mitojeniktir ve

osteoblastlara differansiye olmalarini saglar. BS diferansiyasyonun geg¢
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safhalarinda eksprese olan kemik matriksinin osteoblast kaynakli
komponentidir (60,128).

Ostopontin: ilk defa 1979 yilinda extraselliler bir matriks proteini
olarak tanimlanmistir. Osteopontin ekspresyonu, kemik ve epitel yuzeylerde
yapisaldir. Osteopontin kemikte ve hasarlanmis veya inflame olmus
dokulardaki kalsifikasyonda (distrofik kalsifikasyon) kalsiyum depozisyonunu
duzenler, osteoporoz, ateroskleroz patogenezi, timor buyumesi gibi bir gok

olayda da gorev alabilece@i de 6ne suralmustur (156).

Core binding factor alpha 1: Kemik olusumunda olmazsa olmaz
transkripsiyon (DNA'nin RNA'ya kopyalanma iglemi, DNA'dan mRNA
sentezlenmesi) faktorlerinin baginda gelir. Kemik olugturma gibi bir faaliyet
icinde olan her hucrede mutlaka vardir. CBF gurubundaki genler bir ¢ok
dokunun farklilagsmasinda rol oynayan cesitli hedef genlerle heterodimer
kompeksi olusturarak iglev gorur. DNA’'ya baglanarak iglev goren alfa ve
DNA’ya baglanmadan transkripsiyonel aktiviteyi artiran beta alt Uniteleri
vardir. Ikiside hastalik tanisi ve takibinde kullanilan markirlardir. Osteoblast
gelisim mekanizmalari tam anlasilamamig olmakla birlikte, Cbfa1’in (core
binding transcription factor = osteoblast stimule edici faktor 2 = Osf2),

osteoblast farklilasmasindaki temel faktor oldugu bilinmektedir (28).
2.1.4.2 Rezorpsiyon Markirlari

Kollagen Cross-Linklerin idrarla Atilimi  (idrar Pyridinium
Cross-Link):Kemik organik matriksinin %90 kadarini tip | Kkollajen
olusturmaktadir Kollajen yikiminin en spesifik ve en duyarli gostergesi olan
Pyridinium ve D-pyridinium matur kollajen yikimi ile aciga cikmakta yeni
sentezlenen kollajenden kaynaklanmamakta ve baska urinlere metabolize
olmamaktadir Ayrica diyetin bu bilesikler Uzerine etkisi yoktur. Bu fragmanlar
karaciger ve bobrekte daha ileri diuzeyde metabolize olarak, idrar yolu ile
atilir (60).
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Aglik idrar Kalsiyumu: 24 saatlik idrardaki kalsiyum atilimi ve ilk
idrardaki  kalsiyum/kreatinin orani kemik rezorpsiyonun en Onemli
biyokimyasal belirleyicilerindendir . Bu belirleyicilerin spesifitesi igin idrar
toplamadan 6nce birkag gun ve toplandidi sire boyunca kalsiyumdan fakir
diyet veriimelidir. Sabah a¢ karnina atilan idrardaki (ilk idrar)
kalsiyum/kreatinin orani kemik resorpsiyon ve formasyonu arasindaki farki

yansitir, gunku intestinal kalsiyum absorpsiyonunun etkisi minimaldir (34).

idrar Hidroksiprolin: Hidroksiprolin baslica kollajende bulunur ve molekuliin
aminoasit igeriginin %13'Unu gosterir. Hidroksiprolin, peptid zinciri iginde
meydana gelen post-translational hidroksilasyonla prolinden meydana gelir.
Kollajen degradasyonu esnasinda salinan serbest hidroksiprolin tekrar
kullanilmaz. Biyolojik sivilarda bulunan endojen hidroksiprolinin  gogu
kollajenin  gesitli  formlarinin  degradasyonundan olusur. idrar total
hidroksiprolin total kollajen metabolizmasinin sadece %10'ununu gosterir Bu

acidan kemik rezorpsiyonuyla kotu korelasyon gosterir (34, 60).

idrar Hidroksilizin Glikozidler: Hidroksiprolin  gibi, hidroksilizin
duzeylerinin de idrarla atiimasinda artis, kollajen ve kemik yikiminin
potansiyel bir markiridir. Tip 1 kollajenden tireyen hidroksilizin glikozidleri
olan glikozil-galaktozil hidroksilizin(GGHL) ve galaktozil hidroksilizin(GHL)
doku tiplerine gore farkhlik gosterdiginden kollajen yikimi igin
hidroksiprolinden daha iyi belirteg¢ oldugu kabul edilmektedir. Laboratuar
sartlarinda GHL ve GGHL tayinleri yapilabilir. Birincisi kemik rezorbsiyonu

icin, ikincisi ise deri kollajen rezorbsiyonu i¢in daha 6zgundur (3, 60).

Plazma Tartarat-Rezistant Asid Fosfataz: Osteoklastik aktivite
esnasinda salinir ve rezorpsiyon markiri olarak kullanilir. Asit fosfatazin
enzimatik ozellikleri alkali fosfataza benzer, sadece pH optimum sartlari alkali
olma yerine asidiktir. Asit fosfataz aktivitesi; kemik, prostat, dalak, eritrosit ve
trombosit gibi bircok dokuda ve hucrede bulunur . Kemik izoenzimi sadece

osteoklastlar tarafindan dretilir. Bu bakimdan, kemik yikiminin iyi bir
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gostergesi olur. Ornegin Paget hastali§i, osteomalazi, kemik metastazlari,

hipertroidizm gibi durumlarda kemik asid fosfataz dizeyi belirgin artar (3).

Tip 1 Kollajen Capraz Bagh Telopeptid: Tip 1 kollajen
karboksiterminal ¢capraz bagli telopeptid (ICTP), tip 1 kollajende yani buyuk
miktar1 kemikte yer alir ancak yeni sentezlenen kollajenden de orijin alabilir.
Tip | kollajen degradasyonunu olger. Hafif bobrek yetmezliginde ylksek

bulunabilir, osteoporoz i¢in hassas bir belirleyici degildir (60).

2.2. HUCRE KULTURU

Hucre kalturleri, canli dokularin vicut disinda yasatilmasi, surekl
uretim ve gelisimini ifade etmektedir. Canli yapilardan elde edilen dokular,
vucut i1silarinda kultire edilmekte ve vicudun 6zgun fizyolojik durumunu taklit
eden besleyici sivilarda beslenerek c¢ogaltiimaktadir. Hucre kulturlerinde
yapilan g¢alismalar gunumuzde arastirma calismalarinin énemli bir yerini
tutmaktadir. Cesitli patolojik durumlarda (6rnegin kanser) belli bir maddenin
etkilerini, bir hicre ya da dokuda duretilen belli bir maddenin iglevlerini
(6rnegin bir protein) belirlemek amaciyla 6zel bir hicre serisinden ¢ogaltilan
hlcrelerde galismalar yapilarak canli ortaminda (in vivo) elde edilebilecek

sonuglara ulagilabilir.

Hucre kdltarlerinin elde edilmesinde temel sart, steril ortamlarin
korunmasidir. Vicut disinda izole edilmis hlicre ya da organlar,
enfeksiyonlara karsi koyabilecek kapasitede olmadiklarindan, hucre kualtiru
calismalarinda, o6zel ekipman ve malzemenin deneyimli personelce
kullaniminin yani sira kontaminasyondan kag¢inmak icin sterilizasyona azami

dikkat gosterilmelidir.

Hucre ya da doku kultrd ¢alismalari son yillarda uygulamada buyuk bir

gelisim gostererek dighekimligi de dahil olmak tUzere modern bilimin birgok
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dalinda kendine yer bulmus, hayvan ve insan haklarina gosterilen sayginin

artmasina paralel olarak 6nemi de o derece artmigtir. (39,61),

2.21. Hicre Kiltiuriniin  Kullanim Alanlan, Avantajlari  ve

Dezavantaijlari

Hucre kultard calismalari gunimuizde ¢ok yaygin kullanim alanlari
bulmaktadir. Bunlardan bazilari soyle siralanabilir;

- Kanser arasgtirmalarinda (in vitro toksikoloji)

- Sitogenetik, biyokimyasal, molekuler biyolojik galismalarda,

- Cesitli hastaliklarin tani ve arastirilmasinda,

- Doku ve deri muhendisliginde,

- Asi Uretimi, kok hlcre calismalarinda,

-Tup bebek ve kisirlik tedavilerinde,

- Farmasotik proteinlerin Uretiminde,

- Hormon Uretiminde,

- Bitki ve hayvan islahi ve gelistiriimesi ¢calismalarinda (2,61).

Avantajlari;

Son yillarda hayvan haklari  savunucularinin  kamuoyunda
olugsturduklari baski nedeniyle hayvan haklarina ge¢gmise nazaran daha ¢ok
onem verildigi dusundlirse hicre kualtard c¢alismalari  birgok hayvan
calismasini gereksiz kilacak bir arastirma tartduar. Hayvan haklari
savunuculari, hayvan deneylerinin bircogunun gereksiz yapildigi yonundeki
dusuncelerini, bu deneylerden c¢ikan sonuglarin guvenilemeyecek kadar

degisken olmasina ya da hayvanlarin aci cektirilerek olduriimelerine

deymeyecek kadar 6nemsiz olduklari savlarina dayandirmaktadirlar (2).

- Agiza yeni uygulandiklari durumda, henuz tam olarak polimerize

olmamig materyallerin test hucreleri ya da dokulari ile her hangi bir
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immunolojik etkilesim olmadan temasi, gercek akut kimyasal
toksisitenin belirlenmesinde yararli olmaktadir. Bu da hucre kaltira
test yontemlerinin kullanimi ile saglanabilir (15).

- Hulcre kdltart test yontemlerinin  kontrol edilebilme olanaklari
yuksektir ve tekrarlanabilme 6zellikleri vardir. Ayrica sonuglar daha
kisa surede alinabilmektedir.

- Brauner ve Kaden (14) hucre kulturu test yontemlerinin dental
materyallerin, biyolojik uyumunun belirlenmesinde eleme metodu
olarak yararli olduklarini bildirmigtir

- Hucreler Uzerindeki etki dogrudan dogruya goézlenir

- Kimyasal maddelerin etkileri her cins doku ya da hucrelerde ayri ayri
arastirilabilir.

- Organizmadaki karsilikli  etkilesimler nedeniyle yapilamayan
arastirmalar in vitro da yapilabilir.

- Etkiler dogrudan dogruya oldugundan suratlidir.

- Istatistik olarak hayvan deneyleriyle karsilastirlamayacak kadar
fazla hucre kullanilabilir.

- Hlcre soylari kolayca tasinabilir. Karantina gibi bir sorun
olmadigindan birbirlerinden uzak Ulkelerde de deneyler ve
uygulamalar ayni sartlarda yapilabilir.

- Arastirma ya da uygulamaya yonelik doku kultart laboratuarlarinin
kurulugu pahali olmakla birlikte hayvan deneyleriyle
karsilastirildiginda bazi test sistemleri igin hlcre kulturleri cok daha
ekonomiktir (61).

Dezavantajlari;

Hucre kaltird caligsmalari ile kimyasal maddelerin davraniglar Uzerine

olan karmasik etkileri incelenemez.

- Tek basina doku kulturlerinin yeterli bilgi saglamasi mumkun dedgildir

(in vivo ve in vitro).
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- Manipulasyon hatalari sonuglari ciddi bigimde etkiler.

- Hucreleri uzun sire dondurmak, biyokimyasal ve genetik
degisikliklere sebep olabilir. Ayrica normal dokulardan elde edilen

hlcre soylari yavas yavas ¢odalma potansiyellerini kaybederler.
- Belli bir uzmanlik ve deneyim gerektiren bir istir.

- Hucreler kendilerini koruyacak bir immun sistemden yoksun
olduklarindan c¢ok titiz ve steril bir laboratuar c¢alismasi gerektirir
(39).

2.2.2. Hucre Kultiira Uygulamalari

Hucre kualturd caligmalarinin  gecmisi yuz yili askin bir sureyi
kapsamaktadir. ik olarak 1885’te Roux embriyonik tavuk hiicrelerinin
hayvanin vicudunun disinda tuz cozeltisinde canliigini surdurebildigini
gOstermigtir. 1952°de Gey ve arkadasglari bir insan servikal karsinomasindan
tureyen hdcrelerin surekli (continuous) serisini ortaya koymuslardir ki, bu
bugun iyi bilinen HelLa hucre serisi olmustur. Dinya genelinde suregelen
calismalarin devaminda 1986’da Martin ve Evans ile arkadaslari fareden
pluripotent embriyonik kok hucrelerini izole ederek kalturinid yapmislar ve
1998'de de Thomson ve Gearhart ile yardimcilari insan embriyonik kok
hdcrelerini izole etmeyi basarmislardir (39,61). Hucre kultirla ¢alismalari bu
tarihsel gelisimi boyunca avantajlarindan dolayr modern bilimin birgok dalina
oldugu dibi dishekimligi ve ortodonti alaninda da yapilan bazi arastirmalarda

kullaniimigtir.
2.2.2.1. Digshekimliginde Hiicre Kulturi Uygulamalari

Dishekimliginde hlcre kualturt calismalari kendisine bir ¢gok uygulama
alani bulmasina ragmen literaturler incelendiginde hucre kulturi daha fazla
olarak dental materyallerin biyolojik uyumlarinin tespitinde siklikla basvuru
kaynagi olmustur. Dighekimligi alaninda yapilan hicre  kaltiru

calismalarindan ornekler vermek gerekirse;
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Dishekimliginde tani amacli kullanilan iyonize radyasyonun osteoblast
cogalmasi ve farklilagsmasi Uzerine olan etkileri Dare ve arkadaslari (29)
tarafindan arastirma konusu yapimistir. Bu amagla yeni dogmus rat
kafataslarin'dan elde edilen osteoblast benzeri hucreler ve kolanal
osteoblastik hicre hatti kullaniimis ve degisik dozlarda iyonize radyasyon bu
hlcreler Gzerine in vitro uygulanmistir. Sonugta Dare ve arkadaslari (29) tani
amacli olarak kullanilan iyonize radyasyon da dahil olmak Gzere duguk doz
iyonize radyasyonun bu hucreler GUzerine ve dolayli olarak da kemik
sekillenmesi ve iyilesmesi Uzerine minimal duzeyde etkili oldugunu

bildirmislerdir.

Messer ve ark. (93) yaptiklari galismada bes farkli dental seramik
materyalin (Vita Omega, Duceragold, Stylepress, Empress 1, Empress 2),
Balb/c 3T3 fare fibroblastlari Uzerindeki sitotoksik etkisini degerlendirmis, tum
seramik test gruplarinin kontrol grubuna goére anlamli Olgide hucre
proliferasyonunu inhibe ettigini ve seramik gruplar igerisinde en toksik olan

materyalin lityum disilikat icerikli Empress 2 oldugunu bildirmiglerdir

Gioka ve arkadaslarinin (52) 1sikla sertlesen ve kimyasal adeziv
rezinler Uzerinde vyaptiklari calismalarinda, kimyasal kir ve 1gikli kurin
DC’nin (kur derecesi), standart baglanma proceslerinden 6nemli oranda farkl
olmadigini, ve her iki adezivden de yayllan monomer miktarinin esit
oldugunu bulmuslardir. Ayrica calismalarinda iki adezivinde insan PDL
fibroblastlarinda akut sitotoksisiteye neden olmadiklarini ve iki adezivinde

ilgili etkilerinin guict arasinda fark olmadigini tespit etmislerdir.

Sipahi, Ozen ve Ural (134) tarafindan GATA'da yapilan bir ¢calismada
bes farkli protez kaide materyalinin gingival fibroblastlar Uzerine olan etkileri
incelenmigtir. Bu amacla isikla sertlesen, isiyla sertlesen, kimyasal olarak
sertlesen, mikrodalga ile sertlesen ve enjeksiyonla sertlegen akrillerden
olugsan test ornekleri, gingival fibroblast hdcre kulturinde test edilmistir.

Calismanin sonucuna gore butin test ornekleri degisik derecelerde toksik
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olarak bulunmus olup test 6rnekleri arasinda en toksik etkiyi, kimyasal olarak

sertlesen kaide materyali gostermistir.

Arisu (6) tarafindan Nd: YAG lazerlerin farkh frekans ve gugclerde
uygulanmasinin insan osteoblast hucreleri Uzerindeki etkisinin incelendigi tez
calismasinda Saos-2 osteoblast hucre hatti kullanilmig, calismada hicresel
artis ve canlihk MTT metoduyla, hlcresel aktivite ise ALP ve osteokalsin
Olcumleriyle degerlendirilmistir, ayrica hicresel mineralizasyonu
degerlendirmek icin ALP ve kalsiyum boyamalari da yapiimistir. Calismanin
bulgulari degerlendirildijinde ise eger atim enerji miktari ve enerji ¢ikisi
amagclanan tedavi icin yeterliyse lazer uygulamalarinda en dusuk ayarlari

se¢menin dogru yontem olacagi kanaatine variimigtir.

Antiepileptik bir ila¢ olan fenitoinin uzun sureli kullanimi ile ortaya
¢ikan gingival hiperplazi ve konnektif doku artisi seklindeki yan etkisinin, bazi
aragtiricilar tarafindan, vyara iyilesmesini hizlandirici bir ajan olarak
kullanilabilece@i gdsterilmistir. In vitro insan diseti fibroblast hiicre kultirQ
kullanildigr Er ve arkadaglari (42) tarafindan yapilan bir ¢calismada, fenitoin-
sodyumun fibroblast formasyonu ve proliferasyonu Uzerine etkisi
arastinimistir. 5 ugr/ml  konsantrasyonda, diseti dokularinda fibroblast
formasyonu ve proliferasyonunun hizlandigi ve hucreler tUzerinde herhangi

bir sitotoksik etkisinin olmadigi gézlenmigtir.

Protetik restoraston materyali olarak kullanilan farkli alagimlarin,
alagimi olusturan bazi elementlerin ve seramigin toksisite ve IL-13 salinimina
olan etkilerinin (i¢ boyutlu hiicre kiltiri ortaminda incelendigi Ozen (105)
tarafindan yapilan doktora tezinde, altinin seramige, Pontostarin ve
seramigin Remanyum CS'ye gore periodontal dokular icin daha uyumlu
oldugu, bununla birlikte seramikle Pontoslarin benzer toksisite ve IL-13
salinimi gosterdikleri ve metal iyonlarinin dusik toksisitede veya toksik

olmayan duzeyde iltihap oncesi aktivitede yer alabilecekleri gorulmustur.

Bir arastirmada, Demirel (35) tarafindan ulkemizde kullanilan bes farkl

cam iyonomer yapistirma simaninin Agar Overlay ve Cromium release hucre
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kultara test yontemleri ile toksisitelerinin belirlenmeleri icin yapilmis ¢alisma
sonucunda; Agar Overlay yonteminde. Ceramchem ve Aquameron
orneklerinde toksisite saptanmamistir. Logocem WM ve Logocem
orneklerinde hafif toksisite belirlenmigtir. Materyaller icinde en yuksek
toksisite degerini Medicem ornekleri vermigtir. Cromium Release yonteminde
ise genel degerlendirmede tum ornekler toksik etki gostermistir. 4 saatlik test
orneklerinin tumunde, yuksek toksisite belirlenmigtir. 24 saatlik deneylerde
ise Ceramchem ve Aquameron Ornekleri negatif kontrol ornekleri ile es deger
sonug¢ vermislerdir, Logocem WM ornekleri. Logocem orneklerine gore daha
yuksek toksisite gostermistir. 24 saatlik deneylerde, test sartlarinda en

yuksek toksik etkiyi Medicem ornekleri gostermistir.

2.2.2.2. Ortodontide Hucre Kiilturii Uygulamalari

Duzenli elektromanyetik alanlarin osteoblastlar Uzerindeki artan etkileri
gosterilmis olmasina ragmen statik manyetik alanlarin (SMA) etkileri tam
olarak agiklanamamistir. Yamamoto ve arkadaglari (152) miknatislarin gesgitli
ortodontik  tedavilerde  kuvvet kaynagdi oldugunun klinik  olarak
gOsterilmesinden yola c¢ikarak vyaptiklari hacre kdltiri ¢alismasinda
osteoblastik farkllasmada, c¢ogalma ve kemik nodul olusumundaki (fare
calvaria hucre kultirinde) SMA etkilerini ele almiglar ve 20 gunluk kultar
boyunca SMA’nin varliginda yuksek dizeyde kemik nodul boyutlari, sayilari
ve total alanlarinda cegitlilik gozlemigler, matriks gelisimindeki ve
mineralizasyon evrelerinde iki osteoblastik fenotip markirinin (alkalen
fosfataz ve osteoklasin), ayrica matriksteki kalsiyum igerigininde o6nemli
Olcede artis oldugunu tespit etmigleridir. Bu bulgular, osteoblastik farklilasma

ve/veya aktivasyonunundaki artisin SMA ile stimule oldugunu desteklemistir.

Yamaguchi ve arkadaslari (151) tarafindan 6 saglikli gen¢ gonulliden
alinan dental pulpa hucreleri ile yapilan bir c¢alismada gosterilmigtir ki
ortodontik dis hareketi sirasinda pulpa fibroblastlar pulpa dokusundaki
enflamasyonun artisi iginde bulunabilir ve néropeptit stimilasyonunu takiben

yuksek oranda IL-18, IL-6 ve tumor nekrozis faktor alfa Uretebilirler.
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Takilip ¢ikartilabilen apareyler birgok ortodontik tedavinin temelini
olusturmaktadir ve her yeni ¢ikan akrilik aparey materyali ile birlikte bunlarin
oral kavitedeki fiziksel mekanik ve biyolojik etkileri merak uyandirmaktadir.
Rose ve arkadaslari tarafindan (118) yapilan bir ¢alismada 2 ortodontik
soguk akrilik Orthocryl® ve Forestacryl®, 4 ortodontik fotokur akrilik Triad®,
Will-O-Dont®, Otontolux® ve Lux-A-Tech® arastirilmis ve 2 prostetik akrilik
materyal (soduk Palapress®, sicak Paladon®) ile fibroblast kullturinde
karsilastinlmistir.  Protez soguk akriligi Palapress, ortodontik soguk

akriliklerden ¢ok daha iyi sonugclar verdigi tespit edilmistir.

Sitokinler g¢esitli ajanlarca stimulasyon sonucu immun sistem
hdcrelerince salgilanan lokal mediatorlerdir. Bu polipettitler kemik hlcreleri ile
direkt veya indirekt etkilesir. Saito ve arkadaslari (120) tarafindan yapilan bir
calismada in vivo dislere mekanik gu¢ uygulanimindan sonra periodontal
ligamentlarde PGE ve IL-13 tespiti ve insan periodontal ligament
fibroblastlarinca kemik rezorbsiyonu ve PGE sentezi ve/veya IL-13 sentezi
veya mekanik stresin etkileri belirlenmis ve sonuglar gostermistir ki kuvvet
uygulamaya yanit olarak periodontal ligament hucrelerinde PGE Uretimi

artmis ve bu da IL-1B duzeyini arttirmistir.

Ortodontik tedavinin amaci c¢enede anormal dis pozisyonlarini
duzeltmektedir. Bu amagla uygulanan kuvvet periodontal ligament, kemik ve
gingivada uyariimaya neden olur. Redlich ve arkadaslari (113) tarafindan
yapilan bir ¢alismada insan PDL fibroblastlarinda kollojen tip-1 ve mariks
metalloproteinaz-1 (MMP-1) in molekuller duzeylerinde, uygulanan direkt
kuvvetin etkisi arastirlmis ve sonuglar gostermistir ki ortodontik kuvvet
uygulanimini izleyen PDL degisiklikleri 1s1ginda, fibroblastlarda MMP-1 geni

uzerinde kuvvetin direkt tesiri kismen etkili olabilir.

Ortodontik bonding rezinlerin polimerizasyonu esnasinda atmosferik
oksijen ile temas sonucu O inhibisyon tabakasi olarak bilinen dugsuk
molekuler agirlikl kimyasal gruplarin tabakasinda artis gozlenir. Tang ve

arkadasglarinin (137) yaptigi bir ¢calismada insan oral fibroblastlarinin primer
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kultarlerinde bu tabakanin sitotoksik etkileri %99’luk asetonla yikanilarak bu
tabaka ortadan kaldirilmis gruplarla karsilastirilarak degerlendirilmis ve bu O3

inhibe tabaka dnemli dlizeyde sitotoksik bulunmustur.

Dhopatkar ve arkadaslari tarafindan (37) ortodontik kuvvetin dentin-
pulpa kompleksi Uzerine etkileri yeni gelistiriimis mandibuler kesit organ
kultir modeli ile arastirilmig ve kontrol grubu farelerde bir fark yokken test
orneklerinin pulpa fibroblastlarinda %20-27 oraninda artis gozlemislerdir.
Ayni zamanda bu etki kuvvetin dogasi ile ilgili bulunmamistir (Cekme,

gerilme, vb.)

Yine Schendel ve arkadaslari (125) tarafindan yapilan bir ¢alismada
piyasada kullanilan 18 farkl adeziv ve Ortohocryl ve Wil-O-Dont kullanilarak
fare fibroblastlari ve insan keratinositleri hucre kulturu ile toksisite testi
yapilmis ve drunden drine degismekle birlikte adezivlerde PBS ile 30 gun
yikama sonrasi toksisite gozlenmemis. Rengine bakmaksizin Orthocryl toksik
bulunmamis ancak Wil-O-Dont’un olasi toksisitesinin problem tegkil edecedi

dusundlmustar.

Ortodontik tedavi esnasinda degersiz metaller ya da titanyum icerikli
bircok malzeme senelerce oral kavitede kalir. Bu sure boyunca ortodontik
malzeme oral mukozaya direkt veya indirekt olarak temas eder. Tomakidi ve
arkadaslan (139) tarafindan vyapilan bir arastirmada bu aygitlarin
(arastirmada nikel icermeyen ark teli, Uk-1 bond, nikel iceren veya icermeyen
braket, titanyum expansiyon vidasi kullaniimig) korozyonu sonucu olabilecek
hlcre hasar olasiligi gingiva keratinosit kulturt kullanilarak arastiriimis ve hig
DNA hasari tespit edilmemekle birlikte degisik derecelerde hucresel hasarlar

bildirilmigtir.

David ve Lobner (30) tarafindan yapilan bir arastirmada ise murine
kortikal hacre kdalturleri ile ortodontik metalik ark tellerinin in vitro
ndrotoksisitesi arastirlmistir. Calismada 0.016 inc NiTi, bakir NiTi, Ti-
molibdenum, Elgiloy ve paslanmaz cgelik ark telleri kullaniimigtir. Hepsinin

standart boylari kdltur igine konmus ve 24 saat sonra laktat dehidrogenaz
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salinim analizi yontemi ile sinir 6lumu tespit edilmistir. Sonuglar gostermistir
ki NiTi, bakir NiTi, ve Ti-molibdenum arklar nérotoksik degil ancak paslanmaz
celik ve Elgiloy onemli derecede toksik bulunmustur. Ayrica sinir dlumunin

serbest radikaller araciligi ile oldugu da tespit edilmigtir.

Bumann ve arkadasglari (16) tarafindan yapilan bir ¢calismada degisik
ortodontik kuvvet uygulaniminda (¢eneler arasi box elastikler araciligi ile hem
cekme hem germe kuvveti) PDL hucrelerinin reaksiyonu dinamik degisik
yontemlerle incenmis ve genellikle kollegen tip I, Ill, V, VI, XII ve XIV’de

azalma ve sentez gozlenmigtir.

Nikele karsi duyarli ve duyarsiz 35 hasta Uzerinde Marigo ve
arkadaslarinin  (90) yaptiklari ¢alismada Nikel iceren sabit ortodontik
aygitlarla 24 aydan fazla tedavi goren hastalarda degisik hicre proliferasyon
indeksi bulgusu bu hastalarda nikel duyarlihginin azalarak oral tolerans

gelisebilecegini gostermistir.

Hanson ve Lobner (59) murine serebral kortikal hicre kiltarlerinde 3
lateks ve 3 nonlateks ortodontik materyalin toksisitesini aragtirmislardir.
Calismada her materyal (Amerikan, Masel ve GAC yapimi) standart boyutta
kaltar edilmis sonugta hucrelerde olumsuz fizyolojik degisiklikler saptanmigtir.
Nonlateks materyaller hucrelerde dnemli néronal dlimlere neden olmazken
her lateks materyal bu hicre olumlerine neden olmustur. Latekslerdeki bu
sitotoksisite imalat sirasinda kullanilan ginko iceren bilegiklerden kaynakl

cinkoya baglidir.

Yine Locci ve arkadaglari tarafindan (87) yapilan bir galismada cesitli
ortodontik alasimlarin  biyoyararlanimlari  hicre kaltird testleri ile
degerlendiriimis ve galisma sonucuna gore 304-316 paslanmaz gelikler iyi bir
biyoyararlilik gosterirken lehim alagimlar huacre fonksiyonlarinda bazi

sitotoksik etkiler gostermistir.
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2.2.2.3. NASIi ile yapilan Hiicre Kiiltiirii Caligmalar

Literaturler incelendiginde NSAIi ilaglarla yapilan bir ¢ok hiicre kilturd
caligsmasina rastlanmaktadir. Ancak burada bizim ¢alismamiza benzer birkag

calismadan ornekler verilirse;

Matziolis ve arkadaslari (92). kemik kiriklarinda yaygin olarak
kullanilan analjezik ilaglarin yara iyilesmesini nasil etkileyecedi konusunda
yaptiklari arastirmalarinda, T6ramadol ve diclofenac analjezik etken
maddeleri ile yaptiklari osteoblast kultirinde bu ilaglarin hicreler Uzerine
sitotoksik etkisini arastirmiglar ve her iki ilacin da osteoblastlarin

proliferasyonunu baskiladigini tespit etmislerdir.

Kaspar ve arkadaslari (73), cok siklikla kullanilan NSAi'lardan olan
voltarenin etken maddesi diclofenac ile yaptiklari osteoblast kultaru
calismasinda, bu etken maddenin sitotoksik etkisini MTT test yontemi ile
degerlendirmigler ve diclofenac’in osteoblastlarin metabolik aktivitesini

azalttigini belirlemiglerdir.,

Kyrkanides ve arkadaslarinin (83) vyaptiklari genis kapsamli bir
arastirmada ortodontik dis hareketleri sirasindaki molekiler mekanizmalar
Uzerine nonsteroid anti enflamatuar ilaglarin etkileri incelenmis ve
ekstraselluler matriks komponentlerini yeniden sekillendirmek igin endotelyal
hiacreleri artiran  siklooksigenaz  aktivitesinin  inhibisyonunu  ortaya
cikarmiglardir. Kyrkanides ve arkadaslari (83) ortodontik dis hareketleri
esnasinda agri kesici aliminin tedavi etkinligine tesir ettigini ve Kklinik
ortodontik tedaviye etki etmeyen yeni agr kesicilerin bulunmasi gerektigini

sOylemiglerdir.

Etcheverry ve arkadagslari (45) tarafindan yapilan bir calismada NSAII
iceren Ug¢ yeni vanadyl kompleksin biyoaktivitesini MC3T3-E1 ve UMR106
hdcre kulturlerinde incelemisler ve sonugta bu komplekslerin hicre tipine ve

konsantrasyona bagli olarak inhibe edici etkiler gosterdigini belirlemiglerdir.
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Kellinsalmi ve arkadaglar (78) tarafindan COX-2 inhibitoru ilaglar
Uzerine yapilan bir galismada da insan mezensimal kok hucresinden koken
alan osteoblast kulturi ve fare kemik iligi kaltart kullaniimig ve bu tdr
NSAIl'larin osteoblast ve osteoklast farklilagsmasini degisik oranlarda inhibe

ettigini bulmusglardir.
2.2.3. Baslica Hiicre Kultiir Tipleri

Birincil (Primer) Kultirler: Primer hicre kulturleri, orijinal dokudan
yeni ayrilan ve ilk olarak kultar sartlarinda bulunan hicreleri icerir. Bu
hacreler, genotipik ve fenotipik yonden orijinal doku hucresi ile ayni
Ozellikleleri icerir ve dokunun fizyolojik durumunun ifadesidir. Normal hayvan
dokusundan dogrudan elde edilir ve ayri bir ortamda ek hicre
suspansiyonunda ayrisana kadar enzimatik sindirime tabi tutulurlar. Bu tip
kultarler heterojendir ve fibroblastlar tarafindan etkinlegtirilirler. Bu kultarlerin
olusturuimasi emek gerektirir ve kisithh zaman iginde sadece in vitro
kosullarda saklanabilirler. Bu elde edilen hucreler, in vivo ortamdaki

hdcrelerden farkli karakteristikler gostermektedir.

Primer hucre kulturleri, Uretim asamasindaki zorluklar, hassas hucreler
olmalari nedeniyle calisma esnasinda ortaya c¢ikabilecek problemler ve
bunlarin kontrolunin son derece gug¢ olmasina karsin, orijinal fizyolojik
durumun ifadesi olmalari nedeniyle pek ¢ok calismada ornek sistem

olusturmaktadirlar (14).

Surekli Kulturler: Sdrekli kualtirler, hedef kdltire seri olarak
donusturulen ya da kisitli bolunme sayisina izin verilen, tek hucre tipinden
olugmaktadir. Kisithh omurli hucre topluluklar  diploidtir ve kismen
farkhilagsmay da barindirabilirler. Gergekte bu tip hicre topluluklari, 30 ya da
daha fazla bolinme tekrari sonrasinda da, farkli ve uzun sire saklanma

yontemlerini iceren bir sistem ile saklanmalidir.

Surekli hucre topluluklari, spontan gelisim ile gogalabilirler ve kontamine

hdcre olusturma ihtimalleri de vardir. Degistiriimis hdcreler sinirsiz
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ulasilabilirlige sahiptirler, ancak bunun yaninda in vivo karakteristiklerinin gok

azini gostermektedirler (142).

Morfolojik Ozellikler Bazinda Farkhlagsmis Kiiltiirler: Morfolojik
olarak hucre kulturleri sivi ortamda ve kati ortamda olmak Uzere iki sekilde
korunabilir. Hucre kultur kabinin yuzeyinde, zar, kabuk vb. tabaka seklinde
gelismis olabilir. Hucrenin formu, hicrenin alinarak turetildigi koken dokunun
Ozelliklerini gosterir. Kandan alinan hucreler suspansiyonda, kati dokudan

alinan hicreler ise, yuzeyde tabaka halinde (zar kultar vb.) yetistirilir (142).
2.2.4. Hicre Kultiira Agsamalar

Hucre kdltird calismalarinda kullanilan hucreler kultir sUresince

inokulasyon, pasajlama ve kultar fazlari gibi birtakim agsamalardan gecer.
2.2.4.1. Hiicre Ekimi (inokiilasyon)

Degisik kaynaklardan izole edilen 6rnegin dis pulpasi igin enfekte
olmayan bir disten alinan pulpa dokusu, periodontal ligament kaltlrd igin ayni
sekilde enfekte olmayan saglikh bir gekilmis disten (ortodontik ya da yirmi yas
disi ¢ekimi) alinan periodontal doku, ya da fare calvariasindan alinan kemik
parcalarindan elde edilen ya da bir kultir bankasindan alinan hucreler igin
kultar, hacrelerin steril bir besiyerinde ekim iglemi ile baglatilir. Optimum bir
bldyime orani elde etmek icin hucre tipine bagl olarak ortalama ml’de 10%-
10° hiicre ekimi yapilmaldir. Bu yogunlukta hiicre ekim islemi, yaklasik 3-4
glin icerisinde kiiltlir kabinda ml'de 10° hiicre olusmasini saglamaktadir.
Ankraj bagimli hucreler (0rn: osteoblast hlcreleri) ekim iglemini takip eden 3-
4 saat igerisinde buUyume yuzeyine yapismaktadir. Bu yapisma periyodu
hacrelerin kendi karakteristik sekillerine gore yassilasmasini, yayllmasini
icermektedir. Ankraj bagimli hlcrelerde buylUme periyodu, beslenme
yetersizligi, besiyerinde toksik metabolitlerin birikimi ve buyume yuzeyinin
yetersizligi gibi faktorlerle durmaktadir. Bu nedenle ekim islemini takip eden
2-3 gun igerisinde besiyerinin kismen ya da tamamen yenilenmesi
gerekmektedir (39,71,142).

39



2.2.4.2. Pasajlama

Hucreler bulunduklari kabi tamamen doldurdugunda ve buyuyup
¢ogalmasi durdugunda, vyapistiklari yerden ayrilarak baska vyerlere
aktarilabilmekte ve boylelikle yeni kulturler olusturulabilmektedir. Mevcut
hdcre sayisini arttirmak ve ayni tar hicreleri karakterize etmek icin yapilan
bu islem pasajlama olarak adlandirilir ve kudltur devamlihgini saglamak
amaclyla yapilmaktadir. ilk pasajdan sonra devam eden kiiltiirler cell line
olarak tanimlanir. Iki alt kiiltiirden sonra sekonder kiiltiirler, bundan sonra da
tersiyer kulturler ve digerleri elde edilir. Her alt kiltar elde edilmesi sirasinda
da pasajlama yapilir.Meydana getirilen yeni kaltirde hicrelerin yasamasinin
saglanabilmesi igcin maksimum yodunlukta hucre ekimi yapiimasi
gerekmektedir. Gingival fibroblast ve osteoblast hucreleri gibi ankraj bagimili
hdcreler icin en ¢ok pasajlama sayisi 40 olarak bildiriimektedir. Pasajlama
islemi icin ilk dnce hucrelerin Uzerindeki vasat dokulur ve serumun etkisini
ortadan kaldirmak icin hlcreler az miktarda serumun yuzeye doldurulup
bosaltiimasi suretiyle yikanirlar. Ardindan hucrelerin Uzerine ¢ok az miktarda
tripsin konularak yuzeyden kalkmalari icin normal etuve kaldirilirlar. Burada
CO.li  etiv  kullaniimamasinin  nedeni  COx'nin  tripsinin  etkisini
engellemesinden ve tripsinizasyon isleminin uzun sure almasindan
kaynaklanir. Tripsinin etkisi ile hucreler yuzeyden kalktiktan sonra, ortama bir
miktar serum ya da serumlu vasat ilave edilerek tripsinin etkisi durdurulur,
hdcreler santrifuj ile yikanarak tripsin uzaklastirilir. Ardindan hucreler, vasat

ile sispanse edilip yeni bir kultur kabinda inkibasyona kaldirilirlar (71,107).
2.2.4.3. Kiilture Hucrelerin Yagam Fazlari

Pasajlanip ekimi yapilan hicreler kultirde yasamlari boyunca bir kag
fazdan gecgerler. Bunlardan ilki olan baslangi¢ fazi (lag phase), hucre
yogunlugunda artis olmayan en erken safhadir. Bu faz hicre buylmesi
meydana gelmeden Once kritik bir konsantrasyona ulagsmasi gereken
bayime faktorlerinin hucresel sentezi ile ilgilidir. Sayet ekimi yapilan

hdcrelerin canlihigl dusuk duzeyde ise baslangi¢ fazinin suresi uzamaktadir.
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Bu durum genellikle pasajlama isleminin geciktiriimesi nedeniyle olmaktadir.
Hucre canhliginin yuksek seviyede oldugu durumlarda ise bu safha
gOzlenmeyebilir. Transformasyon gecirmis hucreler, buyume faktoru
gereksiniminin duguk olmasi nedeniyle, ¢ok disuk konsantrasyonlarda ekim
yapllsa bile, siklikla baslangi¢ fazi gostermezler. Baglangig¢ fazini takip eden
blyume fazinda (growth phase) hicreler hiucre siklusuna girerler. Bu fazdan
sonraki istasyon fazinda (stationary phase) artik hicre konsantrasyonunda
bir degisiklik olmamaktadir. istasyon fazi genellikle besiyerindeki besinlerin
azalmasini, metabolik artik Urunlerin besiyerinde birikerek buyumeyi inhibe
etmesini ve hdcrelerin blyuime yuzeyini tamamen kapladigini (%100
konfluentlik) ifade etmektedir. Bu fazda hlcre 6lum orani, buyume oranina
esittir. Bu fazda buylime olmasa bile hicreler metabolik olarak aktif olabilirler.
Son faz olan azalma fazi (decline phase) ise hucre 6lumunun bir sonucu
olarak meydana gelmektedir. Bu faz hucre canliiginin en dusuk duzeyde
oldugu kiltir fazidir. Olglilen canli hiicre konsantrasyonu, hiicreler lizise
ugradikga ve hicre i¢i metabolitleri besiyeri solusyonuna salindikga
azalmaktadir. Kilturde hicre 6luminin apopitoz ve nekroz olmak Uzere iki
olasi mekanizmasi vardir. Apoptoz, invivo ya da invitro olarak normal
fizyolojik sartlar altinda meydana gelen hucrenin bir kendini o6ldirme
mekanizmasidir. Bu suregte gorulen bir anormallik tumorogenez ile
iligskilendirilmektedir. Hucre dlumanun alternatif mekanizmasi olan nekroz ise,
hdcrelerin ani ve siddetli bir stresle kargi karsiya kalmasi durumunda normal
olarak meydana gelen pasif bir suregtir. Bu sure¢ hucrelerin sismesine ve
sonu¢ olarak hdcrelerin parcalanmasina neden olan plazma membran

batanliGgunun bozulmasi ile karakterizedir (39, 71,107).
2.2.5. In Vitro Sitotoksisite Testleri

Segilen materyalin ya da maddenin sitotoksisite degerlendirmesi
uygun hucre kultarlerinde negatif ve pozitif kontrol ornekleri kullanilarak,
hlcre buylume orani, membran devamliligi, biosentez, enzim aktivitesi ya da
hdcrenin genetik materyaline bakilarak yapilir. In Vitro Sitotoksisite Testleri,

hicre metabolizmasinin spesifik fonksiyonlarini 6lgmesi, fazla sayidaki
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ornekleri hizli ve ucuz bir sekilde taramasi, sayilabilir sonuglar vermesi,
toksik materyallere karsi kullanim testlerinden daha hassas olmalari ve test
metodlari standartizasyonuna sahip olmalari nedeniyle avantajlaridir.
Dezavantajlari ise belli bir zamanda sadece tek hucre tipinin test edilebilir
olmasi, hucre kultirinde diger doku koruyucu mekanizmalarin olmamasi
ve test edilen hudcre tipinin doku hucresini aynen yansitmamasidir (105).
Mevcut yontemler morfolojik, biyokimyasal ve genetik olarak uU¢ gruba

ayrilmaktadir.
2.2.5.1. Morfolojik Yontemler

Deney materyali ya da metobolitin uygulandiklari bdlgede,
olusturduklari htucre morfolojisi degisikliklerini, toksisitelerini gostermektedir.
Sitotoksik hucresel degisikliklerin tipik karakteristigi; hicre c¢ekirdeginde
kigulme, sitoplazmanin pargalanmasi, granulasyon olugsumu, hucrelerin

yuvarlaklasmasi ve ayrismasidir (71,135).

Tripan mavisi gibi canli hucrelerden elde edilen belirli boyalar boyama
testlerinde (dye exclusion test) kullanilir. Bu metodta bir hicre grubunda
tripan ile boyanan hucreler cansiz olarak kabul edilir. Ancak bu yontem her
zaman Kkesin sonu¢ vermez. Bazi durumlarda boya, serum proteinleri
tarafindan baglanarak hasar gormus ya da olu hucrelerin karistirimasina

neden olabilir.

Bundan baska vital boyama testleri, canli hucrelerin boyanma
kapasitesine dayanir. Ornegin nétral kimizi (neutral red) boyasi canl hiicreler
tarafindan endositoza ugrar. Hicre membran hasari varliginda noétral kimizi
boyasi lizozomlar iginde dagilir. Bu yontem membran butinlagunun
degerlendiriimesini saglar. Ortaya ¢ikan boyanma spektrofotometre ile dlgultr

ve hucre sayimi i¢in standart bir egri ile karsilagtinlir (27,71).

Boya maddelerinin kullanimi, hicre morfolojisi ve canliiginin
degerlendiriimesine ilaveten, hicrelerin adezyon davranislari hakkinda da

fikir edinilmesini saglar. Boyle testlerde sonugclarin analizi ayri bir 6nem
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tasimaktadir. Hucre adezyonu, toksik etki ve hucre olumleri birbirinden iyi
ayirt edilmelidir (71).

2.2.5.2. Biyokimyasal Yontemler

Sitotoksisite degerlendirmede en ¢ok kullanilan metodlar arasinda
hicre membran batunlugu testleri yer alir, bu test saglam bir hicre
membraninin selektif bir bariyer fonksiyonu gérme esasina dayanir. Bazi
testlerde bazi substratlar saglam hucreler tarafindan metabolize edilir. Bu
yontemler hidcre proliferasyonunu o6lgme yontemleri olarak dusunalir.
BUyume egrisi ekim sonrasi farkli zaman araliklarinda kultardeki hucrelerin

sayllmasi ile hesaplanir.

Sitotoksik ajanlarin goéruntilenmesi, hucre proliferasyon testleri,
blyume faktorleri, sitokinler, medyum komponentleri, lenfosit aktivasyonu ve
bunun gibi hicre biyoloijisi ile ilgili galismalarda tUm dunya da yaygin olarak
kullanilan yontemlerdir. Bu yontemler, laboratuvar asamalarini kolaylastirmak
ve galisma sirasindaki olasi hatalari kontrol altina almak i¢in 96 kuyucuklu
flasklarda (96-well plates/mikroplate) calisilabilecek sekilde tasarlanmigtir. Bu
minyaturizasyon ¢ok fazla sayidaki 6rnegin hem hizli hem de es zamanh
olarak galigilabilmesine olanak saglamis ve kultur sartlarinin standart olarak
surdurulebilmesine katkida bulunmustur. Bununla birlikte steril plastik
flasklarin  kullanimi  kadar, calismalarda kullanilacak hicre ve kultir
medyumu miktarinin azaltiimasi ile maliyeti de 6nemli dlgude azaltmistir. Bu
yontemlerden kolorimetrik olanlari sonuglarin dogrudan dogruya bir ELISA

flask okuyucu ile dl¢ulebilmesini mumkun kilmaktadir (11).

invitro ve invivo olarak hiicre popllasyonlarinda proliferasyonunun ve
canhihdin olgulmesinde kullanilan yontemler Reproduktif, Permeabilite,
Metabolik Aktivite ve Direkt Proliferasyon yontemleri olarak dort gruba
ayrilmaktadir. Aralarinda en yaygin kullanim alani bulan Metabolik Aktivite
Testleridir (71,107).
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Metabolik Aktivite Testleri; Hlcresel hasar olusmasi, hucrelerin
metabolik hlucre fonksiyonunu ve buylumesini surdirmek igin gereken enerijiyi
saglama ve canliligini sirdurme kapasitelerinin kaybi ile sonuglanmaktadir.
Metabolik aktivite testleri bu esasa dayanarak ortaya c¢ikariimis yontemlerdir
ve genellikle mitokondrial aktiviteyi Olcerler. Bu yontemlerde hucreler birer
kolorimetrik substrat olan XTT, MTT ve WST-1 gibi tetrazolyum tuzlar ile
inkiibe edilmektedir. Tetrazolyum tuzlarindan, hudcre proliferasyonu ve
sitotoksisite tetkikleri, enzim tetkikleri, histokimyasal prosedurler ve
bakteriyolojik degerlendirme gibi genis bir yelpazede yararlaniimaktadir. Tum
yontemlerde tetrazolyum tuzlari, metabolik olarak, formazan olarak
isimlendirilen yuksek renkli son urlnlere indirgenmektedir. Bu tuzlarin
biyolojik olarak indirgenmesinin dogasi henlz tam olarak anlagilamamaklia
birlikte uzun yillardir histokimyasal degerlendirmelerde basvurulan primer
yontemlerdir. Bu testlerden MTT, 1950’li yillarda tanitiilmis ve canli hicrelerin
tetrazolyum tuzlarini indirgeyerek renkli formazan bilesigine donustiurme
esasina dayandirilmigtir. Bu biyokimyasal prosedur hicre 6lumunden kisa bir
sure sonra inaktif hale gecen aktif mitokondri enzimlerinin aktivitesi ile
gerceklestirimektedir. MTT yontemi ile suda ¢O6zunmeyen bir formazan
bilesigi olusurken XTT kullanimi ile suda ¢ozinen bir boya meydana
getirilmistir. Bu sayede XTT, proliferasyon o6lgme yontemini buyuk Olgude
kolaylastirmis ve cesitli nedenlerle hicre dlumune ve varyasyonlara neden
olan radyoaktif izotoplar kullaniimaksizin hucre canliligini belirlemede ve
hidcre sayiminda makemmel bir ¢6zim olmustur. WST-1 yonteminin de en
blyuk avantaji XTT gibi suda ¢6zinen formazan Urinu kullaniimasi ve bu
sayede proseduru zorlagtiran yilkama ve ftripsinize etme gibi asamalari
gerektirmeden, c¢alismanin  veri  analizlerinin  ayni  mikroplate’de

yapilabilmesidir (11,71).

MTT Testi: Bu test ile hicre proliferasyonunun ol¢ulmesi igin 3,[4,5-
dimethylthiazol-2-yl]-2,5-diphenyltetrazolium bromide (MTT) tetrazolyum
tuzu’nun kullanildigi hassas bir metoddur. Bu metot da trophik faktorler,
baylime inhibitorleri, apoptotozis inhibitorleri tarafindan degisiklige ugratilan

hdcrelerin proliferatif aktiviteleri MTT kiti kullanilarak sayilabilmektedir. MTT,
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metabolik aktivite ile ilgili mitokondrial enzimler tarafindan suda ¢6zinmeyen
formazan boyaya indirgenmektedir. MTT'nin indirgenmesi primer olarak
hiacre igerisindeki glikolitik aktivite ile ilgili olmakla birlikte NADH
(Nicotinamide Adenine Dinucleotide) ve NADPH (Nicotinamide Adenine
Dinucleotide Phosphate) varligina baghdir. Hucre proliferasyonunun
belirlenmesinde  membran butunlugunun  ve nukleotid etkilesiminin
degerlendirildigi BrdU ve 3H-timidin gibi yontemlerin aksine, fazla sayida
materyalin incelenece@i c¢alismalarda, tehlikeli kimyasallara temasin
engellendigi hizli ve ¢ok yonli bir yontem olarak tercih edilmektedir.
Proliferasyondaki degigikliklerin olguldigu bu test de aktif olarak prolifere
olan hiicrelerde MTT ddénlUsimiindeki artis ELISA-Reader cihazi ile
sayilabilmektedir. Elde edilen verilerin materyalle muamele edilmemis negatif
kontrol grubu ile kargilastiriimasi ile hicrelerdeki proliferatif aktivitedeki kismi
artis belirlenir. Aksi durumda ise hucrelerin apoptozise ugramasi MTT
indirgenmesinde azalmaya neden olarak hicre canliligindaki azalmayi
yansitir. Bu yontem genellikle hicre proliferasyonunun tespitinde,
sitotoksisite analizlerinde ve apoptozisin goruntilenmesinde kullaniimaktadir
(12,71).

XTT Testi: XTT igeren tetrazolyum tuzlarinin  kullanimi,
radyoaktivitenin engellenmesi, hizli ve hassas bir yontem olmasi,
tekrarlanabilir sonuglar elde edilmesi ve pratik bir yontem olmasi nedeniyle,
sitotoksisitenin  de@erlendiriimesi icin  birgok arastirma merkezinde
yararlaniimaktadir. Tetrazolyum tuzlarinin formazana dontsumd metabolik
olarak aktif hucrelerin mitokondrilerindeki suksinat tetrazolyum reduktaz
sistemi araciigiyla meydana gelmektedir. Reaksiyon temel olarak
mitokondrial enzimler ve elektron tasiyicilar tarafindan yonlendirilmektedir.
Sari renkli bir tetrazolyum tuzu olan XTT, reaksiyon sonrasi suda
¢ozlunebilen turuncu renkli bir formazan boyaya donusur ve elde edilen
sonuglar 450-490 nm'de ELISA-Reader'da degerlendirilir. XTT'nin etkin bir
sekilde indirgenmesi ve dogru, pratik bir degerlendirme yapilabilmesi igin bir

elektron transfer ajani gereklidir. MTT gibi ¢dzunme safhalari igermeyen bu
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test, gunumuzde hucre proliferasyon ve canhliginin belirlenmesinde ve

sitotoksisite analizlerinde yaygin olarak kullaniimaktadir (12,71).
2.2.5.3. Genetik Yontemler

Kanser arastirmalarinin  ve  potansiyel karsinojenlerin  risk
degerlendiriimesinde, genotoksisite testleri siklikla kullaniimaktadir. Yaklagik
yirmi yil 6nce invitro mutajenite testleri toksikoloji biliminde ilk invitro metodlar
olarak benimsenmigtir ve farmasotik, kimyasal bir bilesigin lisansini almak
icin kromozom anomalilerini de igeren invitro genotoksisite testleri son nokta
olarak kabul edilmistir (84).

Saf kimyasallarin toksisitesinin belirlenmesinde genotoksisite testleri
yaygin olarak kullaniimaktadir. Ancak gunumuzde biyomateryallerin
organizmada olusturduklari spesifik mutasyon reaksiyonlarinin kanser
olusumuyla ilgili oldugunun gosterilmesi ve bu materyaller canli organizmaya
uygulandiklarinda bir takim olumsuz etkilerin tespit edilmesi nedeniyle,
mevcut ve olasi biyomateryallerin toksisitesinin belirlenmesinde artan bir

sekilde kullaniimaya baslanmigtir (84, 71).

Biyomateryallerin organizmaya uygulama sekline ve uygulama alanina
bagh olarak yapilabilecek testlerin standart prosedurlerini ISO 10993
belirlemistir. Standartlar, kemik, dentin dokusu ve mukoza ile temas halinde
kullanilan tim materyaller igin dngorulmustir. Bu prosedurlere gére materyal
temasi 30 gunu asacaksa ya da implante bir materyal 24 saat'ten daha uzun

sure saglam organizmada kalacaksa genotoksisite testlerine tabi tutulmalidir.

Diger test yontemleri ile materyallerin kisa donem etkileri incelenirken,
genotoksisite testleri ile uzun donem etkileri de incelenebilmektedir. Son
yillarda biyomateryallerin toksisite arastirmalarinda da ana odak

genotoksisite Uzerinde yogunlagmigtir (71).
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2.2.6. Kiilturel Sayim Teknikleri

Hucresel gelisme hizini 6lgmek icin; hicrelerin ya da bunlarin
kimeleserek olusturduklari formlarinin "koloni" sayisini ya da yogunlugunu
belirlemek gerekmektedir. Hucresel kuiltur yogunlugunun ifadesi olarak
kullanilan kulturel sayim teknikleri; mikrobiyolojik, teknolojik ve sitolojik
acidan cok onemlidir. Hucresel kultlrler optimal kosullarini bulduklarinda,
yogun ve hizli Ureme gosterdiklerinden, belirli bir hicre birimi halindeki
(koloni) sayimlari, seyreltim ve buna bagli hesaplama yoluyla
gergeklestirilebilir. Sonuglarin eksponansiyel sayilar olarak verilmesi (5xI0?
gibi) daha bilimsel degerler ya da ifadeler oldugu icin tercih edilmektedir
(142). Hucresel sayim teknikleri olarak kullanilan yontemler asagida

Ozetlenmistir;

+ Kdultarel Sayim (Plak Kualtdr Sayim) Yontemi,

+ Direkt Mikroskobik Sayim Yontemi (Toplam Hucre Mikroskobik

Sayim Yontemi

«  Bulaniklik Olgiim Yéntemi(Optik Yogunluk Olglim Yéntemi)

Plak kudltir sayim yodntemi; Kuiltir konsantrasyonunun nicel olarak,
karakterini belirlemek Gzere kullanilan bir tekniktir. Direkt Mikroskobik sayim
yontemi ise toplam canli ve OlU organizma hucreleri bir arada sayilmaktadir.
Kisa surede sonug¢ vermesi, analiz maliyetinin dusuk, uygulamanin kolay,
hazirlanan preparatin uzun surede saklanabilir nitelikte ve mikrobiyal
hdcrelerin morfolojik durumu hakkinda (cubuk, kok, vb.) bilgi edinilebilir
Ozellikte olmasi, vb. bakimlardan onemli avantajlara sahiptir. Ancak bazi
kosullar icin en 6nemli dezavantaj, 6lu ve canli organizmalarin birarada

sayllma durumlaridir. Bu yontemde 6zel lamlar kullanilabilir (142).
Thoma Lami ile Mikroskopta Direkt Sayim

Mikroorganizma (6zellikle maya) ya da tipta kan, sperm gibi hucrelerin

sayimi amaclh kullaniimaktadir. Thoma lami; yuzeyde 16 buyuk, 25 kiguk
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kare olmak Uzere toplam 400 kuguk kareye bolunmustar (Sekil 2.4).
Derinlikleri 0,1 (1/10) mm. olan kare prizma seklindeki bu boluntilerin lamelle
kapatilip, olusturduklari kapali hacimde hucrelerin sayilmasi mudmkun
olmaktadir (10).

f

f
Diiz Kizim C Crrmm (Sukur Kisim) f
!

i

Sekil 2.2. Thoma Lamina Ait Kesit Goruntusu (142)

1 kiguk kare olarak belirtilen kare prizmanin hacmi = 0,05mm. x
0,05mm. x 0,1 mm.= 0,00025 mm?> = 1/4000 mm¥diir. Bu sayim alaninda 16
x 25 = 400 kiiclk kare oldugundan; 0,00025 mm? x 400 = 0,1 mm?® d(ir.

Thoma laminda sayim sonucu; "A x SF x 10 000" formalu ile
hesaplanir ki, burada diger kisaltmalar yukarida verildigi gibidir. 10 000 ise,
0,1 mm? deki sayim sonucunu 1ml.’'ye dénistirmek lizere kullanilan sabit

degerdir:
1ml = 1cc = 1 cm® = 1000 mm® = 10 000 x 0,1 mm?

Mikroskobik incelemeyle; Thoma laminda 1 gorus sahasi i¢inde en az
1 bayuk kareyi sigdirmak amaci ile, x10, ya da x20 buyutme guglu objektifler
kullanilabilir. Sayim buyuk kare hesabi esasi Uzerinden yapilir. Genellikle
caprazlama (kdsegen hizasinda) 8 buyuk kare sayilip, sonug 2 ile garpilarak

0,1 mm?® érnekteki hiicre yiikii dederi bulunur.

Thoma lamindaki buyUk karelerin sinirlari, ara gizgi ile belirtilmistir.

Uygulamada c¢ogu kere kanstirildigi gibi, ara ¢izgi buyuk karelerin sinirlari
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degil, buyuk karelerin sinirlarini belirleyen yardimci ¢izgidir. Thoma laminda
baylk karelerin siniri Uzerinde olan hucrelerin nasil sayllacagi ¢ogu kez
tartisilan bir durumdur. Bu gibi hallerde degerlendirme igin, hicrenin ne
kadarinin buyuk kare iginde olduguna dikkat edilir (10,142).

Direk mikroskobik sayim yontemlerinde canli ve Olu hucrelerin
beraberce sayilmasi sakincalidir. Bununla beraber bazi basit, ancak etkin
yontemlerle canli ve 0lU hucreler ayrilabilir. Bu konuda en iyi 6rnek, 6zel
boyalar ile hucrelerin boyanmasi, daha sonra direk sayim lamlarina
alinmasidir. Bu amagla hucrelerinin bulundugu tupe bir kag damla boya
damlatilabilir. Oli hiicreler boyanir, ancak canli olanlar boyanmaz. Bu sekilde
sadece boyanmis hucreler sayilarak, canli hdcre sayisi elde edilir.
Boyanmamis mikroorganizmalarin, basit 1si1k mikroskoplariyla gorulebilmesi
ve dolayisiyla bunlarin sayilabilmesi, 6zellikle deneyimsizler icin cogu kere
sorun ¢ikarabilmektedir. lyi bir 11k ayari ile bu sorun énemli 6élglide
gideriimekle beraber, yine bazi 6zel boyalann kullaniimasi ile, sivi kultirde

mikroorganizmalarin boyanmasi saglanabilir (10).
2.2.7. Kiiltirde Kalsiyum ve Alkalen Fosfataz Boyamasi

Hucre kultura calismalarinda hucreler tarafindan sentezlenen kalsiyum
depozitlerinin tespitinde en ¢ok kullanilan yontemler alizarin ve von Kossa
boyama metodlaridir. Kokboya daki (Rubia tinctorum) etkin boyarmadde olan
alizarin 1831’de saf kristaller biciminde izole edilmis ve bunun bir naftalin
turevi oldugu ileri sUrulmustur. Daha sonralari ise alizarinin kimyasal

yapisinin 1,2-dihidroksiantrakinon oldugu bulunmustur.

Alizarinin Fiziksel Ozellikleri:
Formull: C14HgO4

Molekul Agirligi: 240,20 g
Erime Noktasi: 289-290 derece

Kaynama Noktasi: 430 derece
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Goranumu: Kirmizi trimetrik igneler veya prizma kristalleri ile sarimsi

ve kahverengi toz seklindedir.

Alizarin sullfolandiriimasiyla elde edilen alizarin red s ise (alzarin-3-
sulfonik asit) suda ¢ozulebilir. Alizarin red s’in kapali formula C14H;NaO7S ve
molekul agirhgr ise 342.26 g/mol’dur. Alizarin sentezinden sonra piyasa
cikarilan antharacene brown ve alizarin orange’in sudaki ¢ozunurligu ise gok
azdir. Bunlarla yapilan boyamanin mekanizmasinin ¢ézunenlerle ayni oldugu

muhtemeldir (9).

Von Kossa metodunda ise ana boyar madde olarak gumuis nitrat
kullanilir. Gamus nitrat (AgNO3) en 6nemli gumus tuzudur. Renksiz agir
kristaller teskil eder. Tipta koterizasyon amaciyla kullanilir. Sigil tedavisinde
cok iyidir. Ayrica deriyi ve organik maddeleri karartmada tercih edilir. Deriyi
kararttigindan "cehennem tasi" ismini almistir. Suda ve alkolde kolayca
¢ozundugunden, bircok gumus bilegiklerinin elde edilmesinde ilkel madde
olarak kullanilir. Tip disinda en c¢ok kullanildigi vyerler; fotografcilik,

murekkepler, sa¢ boyasi yapimi ve gimus kaplamaciligidir (65).

Alkalen fosfotaz enziminin histokimyasal olarak kulturde tespitinde ise
farkl boya tipleri mevcut olmakla birlikte genel olarak bu boyalarda yonteme
gore degisik fosfat tuzlari ile uygun boya kullanilir (fast blue, fast red, fast
blue rr, fast violet gibi). Bunlar arasinda kapali  formualu
C4oH;OP(O)(OH)(ONa)-H,O ve molekul agirhgr 264.15 g/mol olan sodyum
1-naphthyl phosphate monohydrate ile kapali formuli C45H14CIN3O3 - 1/2
ZnCl; molekul agirligr 387.89 g/mol olan fast blue RR salt (4-Benzoylamino-
2,5-dimethoxybenzenediazonium chloride hemi (zinc chloride) salt) alkalen
fosfatazin boyanmasinda siklikla kullanilan kimyasal bilesiklerdendir. Bu
boyamada alkalen fosfataz yogunluguna goére degisik yesil-sari tonlarinda

renk verir.
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2.3. POLIMERAZ ZINCiR REAKSIYONU (PCR)

ilk kez 1985'de bilim diinyasina sunuldugundan itibaren polimeraz
zincir reaksiyonu (PCR); hem arastirmada hem de klinik laboratuarlarda
tanida yeni bir ¢igir agmistir. Metot basit¢ce tupte nukleik asitlerin uygun
kosullarda gogaltiimasidir. Bu bulusundan dolayr K.Mullis, 1993 yili Nobel

Kimya Oduline hak kazanmistir.

PCR, bir gesit "in vitro klonlama"dir. PCR, reaksiyonu DNA'nin iki
zincirinin  yuksek 1s1 ile birbirinden ayriimasini; daha sonra sentetik
oligonukleotidlerin hedef DNA'ya baglanmasini; sonra zincirin uzamasini (gift
iplikcikli DNA'larin sentezi) ve bu sikluslarin belirli sayida tekrarlanmasina

dayanir. Bu u¢ adim bir PCR siklusunu olusturur (1).

Bu teknikle; bir DNA hedefini 106-1012 arasinda ¢ogaltmak
mumkundur. Yontemin temeli, ¢cogdaltiimak istenen bolgenin iki ucuna 6zgu,
bu bodlgedeki baz dizilerine tamlayici bir ¢ift sentetik oligonUkleotid primer
(18-20 baz uzunlugunda) kullanilarak; bu iki primer ile sinirlandirilan genin

enzimatik olarak sentezlenmesine dayanir.

PCR teknigi, c¢cok az miktarda DNA ile c¢alismaya olanak
saglamaktadir. PCR teknigi ile laboratuar tanisinda ¢ok buyuk bir hiz ve
kesinlik kazanilmig; bir gok durumda radyoaktivite kullanimini gereksiz hale

gelmigtir. PCR Teknolojisi igin:

1) DNA 6rnegi, genelde genomik DNA,

2) Cogaltilacak olan bdlgeyi sagdan ve soldan gevreleyen bir gift

sentetik primer,
3) dNTP'ler (A, T,C,G),
4) lIsiya dayanikll DNA-Polimeraz enzimi,

5) Uygun pH ve iyon kosullarini (Mg+2) saglayan tampon karigimi
gereklidir (1).
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2.3.1. PCR’In Basamaklari

A. Denatlirasyon: Bu basamakta PCR reaksiyonu iginde yer alan cift
zincirli kalip DNA'nin birbirinden ayrilmasi saglanir. Genelde 94-
95°C’de 0.5-2 dakika denaturasyon vyeterlidir. Alternatif olarak
denaturasyonu kolaylastirmak icin reaksiyona gliserol, dimetil-

sulfoksid (DMSO) ve formamid gibi kimyasallar eklenebilir.

B. Primerlerin yapigmasi (annealing): Bu basamakta birbirinden
ayrilmig DNA zincirlerine primerlerin 55-60°C’de baglanmasi ger-
ceklestirilir. Optimal “annealing” sicakligi Tm (melting temperature)
derecesinden 5°C daha dusuktur. 0.5-2 dakika “annealing” icin
yeterlidir. Eger spesifik olmayan PCR urunleri elde ediliyorsa her

defasinda “annealing” derecesi 1-2°C artirilarak optimize edilebilir.

C. Zincir uzamasi-polimerizasyon (extention): Zincir uzamasi taq
polimerazin aktivitesinin en yuksek oldugu 70-75°C arasinda ger-
ceklestirilir. 2 kb’a kadar olan PCR UrUnlerinin olusturulmasi igin bir
dakika sure yeterlidir. Daha uzun DNA fragmanlarinin
¢ogaltilabilmesi i¢in bu sureye her kb icin bir dakika eklenmelidir
(13).

52



Zincitlerin ayrilmam

PO RO SR S

Sekil 2.3. PCR Reaksiyonunun sematik gosterimi (13).

Bu U¢ basamak bir donguyu olusturur ve her tekrarlanisinda iki primer
arasinda kalan 6zgul DNA parcasi ¢ogaltilarak iki katina gikarilmis olur (Sekil
2.5). Yeni sentezlenen DNA da bir sonraki dongude kalip olarak kullanilir ve

bu DNA parcalari da geometrik olarak artar.
Kisaca bir PCR reaksiyonunun temel bilesenleri

1- Cogaltilacak DNA bdlgesini iceren DNA kalibi,

N
1

Cogaltilacak bolgenin basini ve sonunu belirleyen iki primer,

w
1

Cogaltilacak bolgeyi kopyalayacak olan DNA polimeraz enzimi,

I
1

Yeni zincirin yapiminda kullanilacak olan nikleotid trifosfatlar,
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5- DNA polimeraz enzimi igin gerekli olan kimyasal ortami saglayan

tampon sistemi olarak maddelenebilir.
Islemde kullanilan degiskenler ise:

++Mg: Mg iyonu, primer ile DNA arasindaki baglanmayi ve DNA
polimerazin kalip-primer kompleksi ile birleserek olusturdugu replikasyon

kompleksini stabilize eder. Onerilen konsantrasyon araligi 1-4 mM'dir.

Kalip DNA miktari: PCR oldukga etkili bir teknik oldugu icin ¢ok kuguk
DNA miktarlari yeterlidir. Genellikle 50 pL reaksiyon karigimi i¢in 0.1-1 ug
genomik DNA kullanilir.

Enzim: Taq polimeraz enziminin hata yapma orani olduk¢a yuksektir.
Cunkud bu enzimin 3’-5’hata tamiri (proofreading) aktivitesi yoktur. Eger
yuksek oranda dogruluk gerekiyorsa “proofreading” aktivitesi olan enzimler
tercih edilmelidir. Kullanilan enzim miktarinin artirlmasi PCR etkinligini artirir.

50 pL reaksiyon karisimi igin 1-1.5 U taq polimeraz kullanilir.

dNTP: Reaksiyon karisiminda her bir dNTP’nin konsantrasyonu
genelde 200 yM’dir. Reaksiyon karigiminda her bir dNTP’den esit miktarda
bulunmasi olduk¢a 6nemlidir. Buyuk PCR fragmanlarinin amplifikasyonu igin

daha fazla dNTP kullanilmasi gerekir.

Primerler: Primerlerin konsantrasyonu 3 uM’a kadar artirilabilir. Ancak
yuksek primer/kalip orani spesifik olmayan amplifikasyonlara ve primer

dimerlerinin olusumuna neden olur (13).
2.3.2. PCR’In Kullanim Alanlari

Kalitsal hastaliklarda tagiyicinin ve hastanin tanisinda, prenatal
tanida, klinik orneklerde patojen organizmalarin  saptanmasinda,
onkogenesisin arastirimasinda, gen ekspresyon arastirmalarinda, buyuk
miktarda DNA  orneklerinin  olusturulmasinda, bilinmeyen dizilerin

belirlenmesinde, gegmis DNA'nin incelenmesi ve evrimin aydinlanmasinda,
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Restriksiyon Fragment Length Polimorfizm (RFLP) Analizinde, Invitro
fertilizasyon yapilan tek hicrede, implantasyon Oncesi genetik testlerin
yapllmasi ve sonra implantasyon gerceklestiriimesi ile bebegin normal
dogmasinin saglanmasi, DNA protein interaksiyonunun arastiriimasinda
(footprinting) kullanilabilir (143).

Ayrica;

1. Insan genom projesindeki aragtirmalarda,
Genetik hastaliklarin teshisinde,

DNA parmak izi analizinde,

Adli tip érneklerinin genetik tiplendiriimesinde,

o > o N

Allellik  dizi  varyasyonlarinin  gosterilebilmesi  ile  doku

transplantasyonu igin doku tipinin belirlenmesinde,
6. Tarimda (tohum safliginin belirlenmesi),

7. Sistematik ve evrim calismalarinda (dogadaki gesitli canl turlerinin

tanisi, tlrler arasindaki polimorfizmin belirlenmesinde),
8. Klonlama deneylerinde,
9. Mutagenez galigmalarinda,
10. Fosil DNA c¢alismalarinda,

11. Gen ifadelerinin karsilastirimasinda kullaniimaktadir (143).
2.3.3 PCR’In Tipleri

2.3.3.1.ReverseTranscription(RT)-PCR:

mMRNA ve viral RNA gibi RNA hedef dizilerinin amplifikasyonu
amaciyla kullanilir. Bu PCR c¢esidinde bir reverse transkriptaz enzimi ve DNA
primeri kullanilir. DNA primeri genellikle dT oligonukleotidi igerir (sadece
hexamer yapida thymidine nUkleotidi) ya da bir spesifik primerdir.dT
messenger RNA'nin poli A kuyruguna baglanir (5’ucunda). dT hexameri tim
RNA cgesitlerinde bulunmakla birlikte dezavantaji 25°C de hibridize olmasi ve

ortamda RNase inhibitori bulunmaz ise c¢abuk bozunmasidir. Reverse
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transcription ve PCR amplifikasyonu bir veya iki asamada uygulanabilir. Ayri
ayri iki asama halinde uygulanan RT-PCR daha hassas; tek asamali ise
daha az kontaminasyon riski tasir (gunku tup transkripsiyondan sonra
acilmamaktadir). Hangi yontemin kullanilacaginin  belirlenmesi  bizim
hassasiyet mi yoksa kontaminasyondan kacinmak mi istedigimize baghdir.
RT-PCR igin birkag c¢esit reverse transcriptase enzimi vardir. Bir veya iki
asamall reaksiyon secimi ve daha sonraki aplikasyonlara gore enzim
karekteristigi secilir. Bu se¢cimde RNase aktivitesinin olup olmamasi, iyon
gerekliligi,dUTP ekleyebilme yetenedi ve optimum g¢alisma isisi gibi

etmenlerde 6nemlidir (69).
2.3.3.2 Miiltipleks PCR

Polimeraz zincir reaksiyon (PCR) teknolojisinin bir versiyonu olan
multipleks PCR yontemi, bir¢ok infeksiyonun tanisinda kullaniimaya
baglanmigtir. Bu ydntemle; amplifikasyon tupu igerisine Kklinik ornekte
bulunabilecek her mikroorganizma ya da ayni bakteri geni Uzerindeki farkli
hedef bdlgeler i¢in 6zgul olan primerler kullanilarak, ¢ok sayida hedef ayni
zamanda ¢ogaltilabilmektedir. Her bir primer ¢iftine 6zgul, farkli bayuklukteki
amplifikasyon Urunlerinin agaroz jelde gozlenmesi ile klinik oOrnekte
mikroorganizmalarin varhdi ve identifikasyonu ayni anda yapilabilmektedir
(62).

2.3.3.3. Nested ve Semi-Nested PCR

Iki agsamali amplifikasyon yontemleridir. “Nested” PCR'da, ilk asamada
iki adet dis (outer) primer kullanilarak hedef molekul Uzerinde uzunca bir
bdlgenin amplifikasyonu yapilmaktadir (15-30siklus). Sonra bu amplifikasyon
tupunden alinan 6rnekteki DNA’nin daha kisa bir bolumu i¢ (inner) primerlerle
cogaltiimaktadir (15-30 siklus). “Inner” primer, “outer” primerlerin baglanma

yerlerinin i¢ kisminda kalan, kendilerine 6zgul yerlerine tutunmaktadirlar.

“Semi-nested PCR’da ise ikinci asamada kullanilan primerlerden biri

icerden (inner), digeri “outer” primerle ayni yerden baslamaktadir (44).
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2.3.3.4.In Situ PCR

PCR ile ilgili calismalarda diger dnemli bir agama, lam Uzerine tespit
edilen enfekte hlcrede bulunan mikroorganizmaya ait hedef DNA’nin
amplifikasyonu ve sonucun “in situ” hibridizasyon ile gosterilmesidir. Bu
yontemin en onemli avantaji, amplifikasyon hicre i¢inde gergeklestigi icin

amplikonlara bagli kontaminasyon olmamasidir (8).
2.3.3.5. Real-Time PCR

NuUkleik asit amplifikasyonu ile es zamanli olarak artis gosteren
floresans sinyalin Olcliimesiyle kisa surede, kantitatif sonug verebilen PCR
yontemidir. Ticari olarak gelistiriimis U¢ tipi bulunmaktadir. Bunlar
LightCycler(Roche), TagMan (PE Biosystem) ve iCycler (BIO-RAD)'dir.

Real-time PCR kisa surede kantitatif sonu¢ verebilmektedir. Tupler
acilmadan taniya gidildigi icin kontaminasyon riski duguktur. Elektroforeze
gerek kalmadan amplifikasyon esnasinda sonug¢ alinabilmektedir. Ayrica
floresan veren problar kullanilarak hedef nukleik asitteki mutasyonlar
saptanabilmektedir (86, 99).

2.3.3.6. Hot-Start PCR

Normal PCR protokolinde amplifikasyon karisimi hazirlanirken hedef
DNA ve primerler arasinda 6zgul olmayan baglanmalar olabilmekte, bu
baglanmalarin polimeraz enzimi ile uzatilmasi sonucunda c¢ok sayida
istenmeyen bant ortaya ¢ikabilmektedir. Bunu onlemek igin gelistiriimis olan
‘hot-start” PCR tekniginde temel maddelerden (Polimeraz, nukleotitler,
Mg®* vya da primerler) biri baslangicta amplifikasyon tpUne

konulmamaktadir (44).
2.3.3.7. Touchdown PCR

“Touchdown” PCR, optimal primer baglanma derecesini saptamak

amaciyla geligtirilen bu yontemde, baglanma sicakligi, sikluslar arasinda, 1-
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2°C dusgurllerek uygun derece belilenmekte ve bu sicaklikta kalan
amplifikasyon sikluslari tamamlanmaktadir. Amplifikasyonun ilk siklusunda,
baglanma derecesi olarak, hesaplanan Tm derecesinin yaklasik 15°C
Uzerinden baslanmakta, takip eden sikluslar esnasinda 1-2 derece
dugurulerek Tm derecesinin takriben 5°C Uzerine kadar gelinmektedir.

Bdylece hedef bolgeye 6zgu amplikonlar elde edilmektedir (38,40).

2.4. NON STEROIDAL  ANTIENFLAMATUVAR ILACLAR VE
BENZIDAMIN HCI

2.4.1. Non Steroidal Antienflamatuvar ilaglar

Agri, Dinya daki en buyuk tip teskilatlarindan birisi olan Uluslararasi
Agn Arastirmalar Teskilati tarafindan 1974 yilinda " Vucudun herhangi bir
yerinden kaynaklanan, organik bir nedene bagl olan veya olmayan insanin
gecmisteki tim deneyimlerini kapsayan, hos olmayan o6zel bir duyudur"
seklinde tanimlanmistir Gergekte agri sadece algilanan bir deneyim degil
ayni zamanda yorumlanan bir deneyimdir. Bu nedenle kisiden kisiye farkhlik
gOsterir. Agri kisa sureli (akut) ya da uzun sureli (kronik) olarak iki bigimde
ele alinabilir. Akut agri bir alarmdir, bir uyari sistemi olarak galigir. Agri, akut
durumlarda bir alarm olarak karsimiza c¢ikarken, kronik agri ise tam tersine
bir hastaliktir. Agri sadece kisinin fiziksel gucinu degil, sosyal yasamini,
calisma kapasitesini ve psikolojisini olumsuz yonde etkilemektedir. Agriyi
durdurmak icin en basit yol agriyi tetikleyen faktorin ortadan kaldiriimasidir.
Ne yazik ki bu her zaman mumkun olmayabilir. Gunluk yasantida sikca
karsilagilan ve bagka bir rahatsizliga bagli olarak ortaya ¢ikmayan bas agrisi,
dis agrisi, kas-eklem agrilari, adet sancilar gibi akut agrilarda agri kesici

ilaclar ile ¢6zUm bulunabilir.

Agri tedavisinde kullanilan sistemik analjezikler; non-opioidler ve
opioidler olarak iki gruba ayrilir. Non steroidal antienflamatuvar ilaglar

(NSAII), non-opioidler igerisinde yer alir. NSAIl'lar tim dinya da en gok
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satilan ilag gruplarindan biridir ve kullanimlari gin gegctikge artmaktadir.
Kullanimlarinin gun gegtikge artmasinin temel nedeni ortalama yasam
suresinin uzamasi ile birlikte romatizmal hastaliklarin sikhdinin artmasi ve bu
ilaclarin  bir c¢cok vyeni Kklinik durumlarda giderek daha yaygin olarak
kullanilmaya baslamalaridir (112). Narkotik olmayan analjeziklere bu grup
ilaclarin farmakolojik etki profiline daha uygun dusen bir adla steroid olmayan
antienflamatuvar ilaclar ya da kisaca antienflamatuvar analjezikler de denilir.
Diger bir ad opioid olmayan (non-opioid) analjezikler adidir. Daha c¢ok

analjezik, antipiretik, antienflamatuvar ilaglar olarak anilirlar (75,89,106).

NSAIl, genellikle enfeksiyona ya da zedelenme yaratici etkene karsl,
dokunun kendini savunma amaciyla gosterdigi reaksiyon, enfeksiyon,
harabiyete karsi dokuda agri, kizariklk, siskinlik ve 1si1 artigi ile meydana
gelen tablo olarak isimlendirilen enflamasyona bagh  Ozellikle artrit,
osteoartrit ve benzeri romatizmal hastaliklarda ¢ok faydaldirlar (75). Ayrica
uzun sure ila¢g verilmesi durumunda diger grup ilaclara gore bagimlilik
yapmamalari sebebiyle de tercih edililer. NSAil'larin  biylk bir kismi
analjezik, antipiretik ve antienflamatuvar etki yaparlar. Bazilarinda ise
sadece analjezik ve antipiretik etki vardir (89) .NSAIl'lar genel 6zellikleri, etki
mekanizmalari, klinik kullanim alanlar1 ve yan etkileri agisindan birbirine gok
benzemekle beraber tim NSAIl'lar ayni 6zellige sahip degildirler ve
aralarinda bazi farklar vardir. Bu boliumde yukarida belirtilen analjezik,
antipiretik ve antienflamatuvar etki mekanizmalari, farmakokinetik o6zellikleri,
genel klinik kullanimlari, genel yan etkileri, ilag etkilesimleri ve aralarindaki

farkliliklar gdzden gegirilecektir (106).
2.4.1.1. NSAil’larin Temel Etkileri ve Etki Mekanizmalan

NSAIil'larin temel etkileri analjezik etki (periferal ve/ya da santral),
antipiretik etki ve antienflamatuvar etki olarak sayilabilir. Bu etkiler hemen her
NSAii’da bulunmakla birlikte her bir etki agisindan NSAIl’'lar arasinda
farklihklar vardir. Bazi NSAIil'larin analjezik, bazilarinin antienflamatuvar,

bazilarinin ise antipiretik etkileri daha belirgindir (75,112).
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NSAIil'larin en dénemli etki mekanizmalari siklooksijenaz enzimini
inhibe ederek prostaglandin (PG)’lerin  sentezini  baskilamalaridir.
Siklooksijenazin inhibisyonu yoluyla PG sentezinin baskilanmasi NSAIi’larin
en onemli etki mekanizmalar olmakla beraber tek mekanizma degildir.
Siklooksijenazi zayif olarak inhibe eden ilaglarin da potent olarak inhibe eden
ilaglar kadar guglu antienflamatuvar etki gosterdikleri saptanmigtir. Son
yillarda NSAIl'larin etkileriyle ilgili olarak bir gok yeni mekanizma giindeme

gelmistir. Bu mekanizmalarin baslicalari sunlardir (75,96);

1. Siklooksijenaz enziminin inhibisyonu ile PG sentezinin azaltiimasi

2. Lipooksijenaz enziminin inhibisyonu ile I0kotrien sentezinin

azaltilmasi
. Superoksit Uretiminin baskilanmasi
. Lizozam enzim saliminin baskilanmasi
. Hidrojen peroksit yapiminin baskilanmasi
. Membranda fosfalipaz C aktivitesinin baskilanmasi
. Kikirdak metabolizmasi uzerine olan etkileri

. Lenfosit fonksiyonlari Gzerine olan etkileri

© o0 N oo o0 o »W

. Santral analjezik etki

10.Bradikinine bagli enflamatuvar olaylarinin baskilanmasi

in vitro calismalarda ve hayvan deneylerinde birgok NSAIl'larin
degisik derecelerde olmak Uzere lipooksijenaz enzimini de inhibe ettikleri
saptanmistir. Romatoid artritli hastalarda sinovyal sivida PGE; ve PGE;
olusumunun arttigi ve aspirin tedavisi ile bunlarin dizeyinin sifira
duguruldugu bulunmustur; ancak hastaligin klinik seyri ve sinovyal PG duzeyi

arasinda bir iliski bulunamamigtir (75, 106).
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2.4.1.2. NSAiIl’larin Farmakokinetik Ozellikleri

NSAIl'larin gogunda ortak olan bazi farmakokinetik 6zellikler vardir. Bu
ilaglar gastrointestinal sistemden iyi emilirler, yuksek oranda albumine
baglanirlar, cogunun dagihim volimleri dislktir. Bazi NSAIi’'larin sinovyal
sivida toplanma 6zellikleri vardir. Bir ilacin sinovyal dokularda toplanmasi o
ilacin artritli hastaliklardaki etkinligini arttiran bir faktérdir. Bazi NSAIi’larin
(ibuprofen ve ketoprofen gibi) R ve S olmak uUzere iki optik izomeri
(enantiomeri) vardir. Bu enantiomerlerden S enantiomeri siklooksijenazi
guglu bir sekilde inhibe ederken R enantiomeri in vitro deneysel modellerde
siklooksijenazi inhibe etmez. Gunumuzde R enantiomerlerinin eskiden kabul
edildigi gibi inaktif olmadiklari ve periferik dokulardan ¢ok santral sinir

sisteminde etkili olarak analjezik etki gosterdikleri anlagiimistir (89).
2.4.2. Benzidamin Hidroklorur (BN)

2.4.2.1. Benzidamin HidrokloriirUn Kimyasal Yapisi Ve Fiziksel
Ozellikleri

BN kokusuz, beyaz, kristalimsi toz seklinde bir etken maddedir. Oda
sicakhiginda sudaki ¢ozunurlugu 1’e 1 dir, etanol ve kloroformda ¢dzunur,
eterde c¢oziinmez . Erime derecesi ise 157-159 °C dir. Sudaki %10’luk

¢Ozeltisinin pH’s1 4.0 —5.0 arasindadir (23).
Kimyasal yapisi;
3-(1-Benzil-1H-indazol-3-iloksi)-N N-dimetilpropilamin hidroklorar

olup kapali formull C19H23N3O.HCI ve molekul agirhgi 309.4 dur (23).
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Sekil 2.4. Benzidamin HCI’Un yapisi (106)
2.4.2.2. Benzidamin Hidrokloriir’iin Farmakolojik Ozellikleri

Benzidamin hidroklorur; antienflamatuvar, analjezik, antipiretik ve lokal
anestezik etki gosteren, sistemik ve lokal olarak uygulanabilen indazol turevi
(119) bir non steroidal antienflamatuvar ilag (NSAIi) dir. Benzidamin
hidroklorariin antihelmintik 6zellige ve bir dereceye kadar antibakteriyel ve
antifungal aktiviteye de sahip oldugu bildirilmistir. Bu ozelliklerinden dolayi
dishekimliginde cerrahi islemlerden sonra olusan agri ve inflamasyonun
azaltilmasinda kullaniimaktadir. Ayrica, aftdéz Ulserler ve gingivitis gibi
iltihapsal olaylarin semptomatik tedavisinde de etkili olabilmektedir. Sabit
ortodontik aygitlar nedeniyle olusan ulserasyonlar (110), KBB’de tonsillit,
sintzit ve ameliyatlarinda, ortopedi ve travmatoloji'de doku zedelenmesi
velya da iltihapli doku ameliyatlarinda ayrica uroloji ve jinekoloji

ameliyatlarinda kullanihr (18).

Benzidamin hidrokloriir her ne kadar bir NSAIi ise de bilinen
NSAIl'lardan farkli bir yapiya sahiptir. Diger asidik NSAIi’'lardan farkli olarak
alkalik pH’ya sahiptir. Bu alkali tabiati sistemik dolagima gegmesini takiben
iltihaph dokularda yogunlagsmasini saglar. Saglikli dokularda yodunlugu ise
azdir. Platalet agregasyonunu siklooksijenaz inhibisyonundan bagimsiz
olarak inhibe eder (106).
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2.4.2.3. Benzidamin Hidrokloriir’'iin Yan Etkileri

Benzidamin Hidrokloriir'iin diger NSAil'lara oranla mide-barsak kanall
yan etkisi ¢gok dusuktur. Ancak hastalarin kiguk bir kisminda epigastrik ciddi
olmayan ve gegici yan etkilerle karsilasilmistir. Gargara tipi preparatinda
agizda c¢ok hafif bir tat almada duyarsizlik saptanmigtir. Buna ragmen yan

etkileri Gnemsenmeyecek kadar az denilebilir (100,138).
2.4.2.4. Benzidamin Hidrokloriir'iin Farmakokinetik Ozellikleri

BN, farkli bazik kimyasal yapisindan dolayi 6zel bir farmakokinetige
sahiptir. Sistemik ve topikal uygulamadan sonra ilacin kanda ve normal
dokulardaki konsantrasyonu dusuk, iltihapli dokularda konsantrasyonu
yuksektir. 1-10 pg/ml gibi in vivo olarak  kolayca erisilebilen doku
konsantrasyonlarinda notrofillerden graniler enzimlerin salimini ve trombosit
agregasyonunu inhibe etmekte, asetokolin, histamin ve serotonin gibi
vazoaktif  aminleri antogonize etmekte, lizozom ve hlcre membrani
stabilizasyonu  saglamaktadir.  35-100 ug/ml  gibi yuksek doku
konsantrasyonlarina ilacin  topikal olarak uygulanmasi  suretiyle
ulasilabilmekte ve bu konsantrasyonlarda makrofajlarin stperoksit anyonu
uretimi ve ayni zamanda tromboksan sentezi inhibe edilmektedir. 200-400
ug/ml’lik konsantrasyonlar ise in vitro olarak prostaglandin sentezini ve
arasidonik asit lipooksijenasyonunu inhibe etmektedir. Ancak bu ylksek doku
konsantrasyonlarina ilacin topikal olarak uygulanmasiyla dahi ulagilamadigi
bildirilmistir.  Benzidamin  HClI'in  genellikle 1-10 pg/mllik  doku
konsantrasyonlarina ulastigi ve bu sinirlar igerisinde etki gosterdigi
dugunulmektedir. Ancak, s6z konusu doku konsantrasyonunda noétrofillerin
granuler enzimlerinin saliniminin inhibe olmasi seklinde goérulen etkinin
fenilbutazon ve bufekzamat gibi ilaglara gore 10 kat daha az bir doku
konsantrasyonuyla saglanabildigi belirtiimektedir. Bu farklihdin in vivo
ortamda daha da belirgin olabilecegdi bildiriimektedir. Benzidamin hidroklortr
asidik NSAIl'lardan farkli olarak biyolojik proteinlere daha az baglanmaktadir,

dolayisiyla ilacin hucreler tarafindan kullanimi artmaktadir (21,127).
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BN, prostoglandin sentezini inhibe ederek etki gosteren bir ¢ok
NSAIl'In aksine PGF2a, PGE2 ve PGD2 sentezini ancak gok yiiksek
dozlarda inhibe edebilmektedir. Fakat sistemik uygulamayla ulagilamayan bu
yuksek dozlara topikal uygulamayla kismen ulagilabileceg@i de belirtiimektedir.
Bununla birlikte, PGD2 ve PGF2a'nin inhibe edildigi konsantrasyonlarda
PGEZ2 Uretimi artmaktadir (127).

BN'nin PGF2a, PGE2 ve PGD2 sentezi Uzerindeki farkh etkisinin bu
ilacin  antienflamatuvar aktivitesi Uzerinde nasil  bir rol oynadigi
bilinmemektedir. Ancak PGE2 sentezini artirmasi ve prostaglandin sentezi
uzerindeki etkisinin az olmasi nedeniyle oral yolla verildiginde Ulserojenik ve
gastrik lezyonlara yol agmadigi dusunulmektedir. Benzidamin HCI, hucre
membranlarini stabilize ederek arasidonik aside donusebilen membran
fosfolipidlerinin salinimini inhibe etmek suretiyle antienflamatuvar bir etki
saglayabilmektedir. Bu durumda BN’nin prostoglandinlerin, tromboksan
A2’nin ve lipooksijenaz urunleinin Uretimini dolayli olarak azaltabilecedi
dugunulmektedir (106).

2.4.2.5. Benzidamin Hidroklorur’iin Eliminasyonu

Benzidamin hidroklorur, vlcuttan idrar yoluyla, Benzidamin,5-
hidroksibenzidamin, 1-benzil-3 hidroksi —1H-indazol, Benzidamin N-oksit, 5-
hidroksibenzidamin N-oksit ve glukuronik asit baglari seklinde dort ayri forma

donugerek atilmaktadir. Benzidamin HCI metabolizasyonu (Sekil 2.3)’dedir.
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Sekil 2.5. Benzidamin HCI'Un metabolizasyonu (106)
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2.4.2.6. Benzidamin Hidrokloriir'iin Piyasa isimleri ve Formlari

Benzidamin HCI'Un piyasada degisik firmalar tarafindan uretilen jel,

gargara, sprey ve tablet formlari mevcuttur Tablo(2.1).

Tablo 2.1. Benzidamin HCI'in Piyasa Isimleri (104).

isim Firma Preparat Formu Doz
Benzidan Deva Gargara 180mg
Benzidan Deva Jel 59
Benzidan Deva Film tablet 50 mg
Farengil Eczacibasi Gargara %0.15
Farengil Eczacibasi Oral sprey %0.15
Farthex Santa Farma Oral sprey %0.15
Farthex Santa Farma Gargara %0.15
Kloraben Drogsan Gargara %0.15
Kloraben Drogsan Oral sprey %0.15
Andorex Delta vital Sprey 0.045¢g
Orohex Plus Abdi Ibrahim Oral sprey %0.15
Tanflex Abdi ibrahim Draje 50 mg
Tanflex Abdi Ibrahim Sprey 0.045 mg
Tanflex Verde Abdi ibrahim Gargara %0.15
Tantum Santa Farma Draje 50 mg
Tantum Verde Santa Farma Gargara %0.15
Tantum Verde Santa Farma Sprey 0.045¢g
Tantum Santa Farma Jel %5
Ternex Tripharma Jel %5
Ternex Tripharma Gargara %0.015
Ternex Tripharma Oral Sprey %0.015

Tez c¢alismamizda agri kontrolinde kullanilan analjezik ilaglar
arasinda yer alan Benzidamin HClI'Un ortodontik dis hareketleri esnasinda

meydana gelen kemik yapimi ve dolayli yollardan yikimdan sorumlu
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osteoblast hucreleri Uzerine etkilerinin in vitro olarak degerlendiriimesi

hedeflenmigtir.

Bu calismada mouse calvaria pre osteblast hucreleri (MC3T3-E1
subclone 14) kullanilmig olup ilacin hicreler Uzerine olan etkisini
belirleyebilmek icin alkalen fosfataz (ALP) aktivitesi ve boyamasi, alizarin ve
van Kossa boyamalari, sitotoksisite testi (XTT), polimeraz zincir reaksiyonu
(PCR), hucre sayimi ve hucrelerin mikroskobik olarak incelenmesi gibi bir dizi

deney planlanmistir.

ALP aktivitesi ve boyamasinda sirasiyla biyokimyasal ve histokimyasal

olarak osteblastlardan salgilanan bir enzim olan alkalen fosfatazin tespiti,

Alizarin ve van Kossa boyamalari ile saglikli osteoblastlar tarafindan

olugturulan mineral birikimleri ve kemik nodullerinin goérintilenmesi,

XTT, hucre sayimi ve goruntilenmesi ile Benzidamin HCI'4n hucreler

Uzerine olabilecek sitotoksik etkilerinin belirlenmesi,

PCR ile de bilinen osteoblastik enzimlerin belirli gen dizilerinden yola
cikarak osteoblastlarin kemik olusturmak maksadi ile bu genleri sentezleyip
sentezlemedigini dolayisiyla kemik olusturmak gibi bir faaliyet gosterip

gOstermediklerinin tespiti amaglanmigtir.

Bulgularimiz Benzidamin HCI'Un osteoblastlar Uzerine olumsuz
etkilerinin olmadigini ya da olumlu etkileri oldugunu gosterirse klinisyen
tarafindan ortodontik tedaviler esnasinda agri kesici olarak Onerilebilecegi

dusundlmustar.
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3. GEREG VE YONTEM

05 Subat 2007 gun ve AR-2007/11 no’lu projemiz, GATA (Gulhane
Askeri Tip Akademisi) Arastirma Bilimsel Kurulu'nca incelenerek 04 Mayis
2007 gun ve 03 sayih toplantisinda onaylandi. Arastirmamiz GATA
Dighekimligi Bilimleri Merkezi Ortodonti Anabilim Dali, Arastirma ve
Geligtirme Merkez Baskanligi Kanser Aragtirma Kismi, Biyokimya ve KI.
Biyokimya Anabilim Dali, Eczacilik Bilimleri Merkez Baskanligi, Mikrobiyoloji
ve Kl. Mikrobiyoloji Anabilim Dalinda yurataldua.

3.1. HUCRE KULTURUNUN HAZIRLANMASI

Hucre kualturd caligmalarinin tumu steril laminar air-flow kabininde

(Laminar Flow Cabinet Biolab/italy) gerceklestirildi.

Calismamizda; Arastirma ve Gelistirme Merkez Baskanlhigi Kanser
Aragtirma Kisminda sivi azot tankinda %90 serum ve %10 DMSO (Dimethyl
sulfoxide) iceren tupler iginde -196 derecede donmus halde saklanan
mouse calvaria (fare kafatasi) pre osteblast hicre hatti (MC3T3-E1 subclone
14) kullanildi.

Hucre kultir vasati olarak; % 10 FCS (Fetal Calf Serum) (Biological
Industries, Israel Beit HaemekLTD/Israel), %1 L-glutamin (SigmaG6392/US),
%6 Penisilin/Streptomisin  (Biological Industries, Israel Beit Haemek
LTD/Israel), eklenmis MEM-ALPHA (a-MEM) (alpha-modified minimal
essential medium) (Biologicallndustries, Israel Beit HaemekLTD/Israel)
kullanildi. 50pg/ml L-Ascorbic acid (SigmaA8960), 10°M dexamethasone
(Sigma D4902/US)/UK) , 10mM B-glycerolphosphate (SigmaG9891/US)

hdcrelerin maturasyonu icin ayrica ilave edildi (4,25,51).

Hucre iceren donmus tlpler azot tankindan cikarilip 36°C lik su

banyosu icinde ¢ozuldukten sonra, iglerine 5cc PBS (Phosphate Buffer
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Saline) (Biological Industries,Israel Beit Haemek LTD/lIsrael) konuldu ve
santrifij cihazinda (Hermle Z383K/Germany) 7 dakika boyunca 800 rpm’de
santrifuj edildi. Tuplerin Uzerindeki supernatant kisimlar atildiktan sonra
tupun tabanina ¢okelen hicreler 2 ml taze vasatla birkag kez pipetlenerek, 25
cm?lik hiicre kiiltir kabina 5ml taze vasatla yerlestirildi. Hiicre kiiltiir kabinin
kapag! 1 dis gevsetilerek 37°C'de %5 CO0.'li etiivde (inkiibatér Sanyo/Japan)
inkUbe edildi. Hlucreler hucre kultir kabinin tabanini yaklasik 72 saat sonra
tamamen kaplayip tek tabaka olusturduklarinda, hicre kaltir kabinin igindeki
vasat dokulerek atildi ve hucre kultur kabinin icine Tripsin-EDTA (Biological
Industries,Israel Beit Haemek LTD) ilave edildi. Hucre kultar kabi birkag kez
asag! yukar hareket ettirildikten sonra, tripsin hucrelerin tutundugu yuzeyin
tersinden dokulerek uzaklastiridi. Daha sonra hicre kultir kabina 5ml daha
tripsin ilave edildi ve ayni islem tekrarlandi. Hucre kualtar kabinin iginde,
yaklasik 0.5 ml kadar tripsin birakildi. Kalan bu tripsinle hlcre kuiltir kabi
37°C'lik etuvde hucreler tamamen tutunduklari yizeyden kalkincaya kadar
bekletildi. Hucrelerin yuzeyden kalktigi makroskobik (hucre kultir kabinin
tabanindan akmaya basladiklarl)) ve mikroskobik olarak (hucreler
yuvarlaklasip yuzeyde hareket etmeye basladiklari) gozlendi. Sonra toksik
olan tripsinden hucreleri uzaklastirmak icin 800 rpm’'de 5 dakika santrif(j
edildi ve bu hiicreler 5'er ml taze vasatla 25 cm?lik 4 ayri hiicre kiiltir kabina
taksim edilip, hiacre kaltar kaplarinin kapaklari 1 dis gevsetilerek 37°C %5'lik
CO?li etiive yerlestirildi, bu sekilde subkailtiire edildi (6).

Bu kultir kaplarinin vasatlari 3 gunde 1 degistirilerek hucrelerin
¢ogalmasi beklendi. 7 gun sonra invert mikroskopta (Nikon Eclipse TS100,
Japan) hucrelerin tabani kapladidi goézlendikten sonra hucreler tripsinize
edilip kaldirnldi kendi vasatiyla dilue edildi ve thoma laminda

(Merck/Germany) mikroskop altinda incelenip sayildi.

Bu sekilde hucre kulturleri subkultire edilip gogaltildiktan ve hucre
sayilari belirlendikten sonra, istenilen hucre yogunlugunda dilisyon elde
etmek icin toplanmig hlcrelerin icerisine ne kadar daha taze vasat konulmasi

gerektigi hesap edildi.
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3.2. GALISMADA KULLANILACAK iLAG DOZU TESPITI

Daha 6nce NSAIi ilaglarla ve Benzidamin HCI ile yapilan calismalarda
(130,20) yaklasik olarak 107, 10° M’Iik konsantrasyonlarin kullaniimasindan
yola cikarak  10® 10°10° 107, 10® M konsantrasyonda ilacin
sitotoksisiteleri 24, 48 ve 72. saatler igin spektroskobik olarak yapilan MTT
(3,[4,5-dimethylthiazol-2-yl]-2,5-diphenyltetrazolium  bromide) testi ile
belirlendi ve c¢ikan sonuglara gore kullanilan hicre hatti igin ICsy (half
maximal inhibitory concentration) konsatrasyonlari hesaplanip c¢alismada

kullanilacak doz tespiti yapildi.

Doz tespit galismasinin baglangicinda istenilen konsantrasyonda ilag

hazirlamak i¢in asagidaki hesaplamalar yapildi;

M=Molekul Agirhgi/ Hacim formuline gore 0.1 gr etken madde
kullanip 1 Molarlik solisyon elde etmek icin formulde Benzidamin HCI'Un
molekul agirhgr yerine koyuldu ve 345.9 /1000ml= 0.1/x seklinde oranti
kuruldu ve 0.29 ml bulundu (1 M’lik ilag solusyonu elde etmek igcin 0.29 cc’de
0.1 gr madde ¢6zmek gerekli).

Stok solUsyonu hazirlamak igin;

1M = 0.1gr/0.29cc = 0.1gr / 290yl — 1mM=0.1gr/290cc —

10mM=0.1gr/290 cc (stok solusyonu) elde edilmis olur. Bu oranta stok

solusyonu c¢alismalarda gerekli oldugu anda kullanilmak Uzere hazirlanip
-20°C saklandi. Ornek olarak stoktan doz caligmasinin yapilacagi 24, 48 ve
72. saatler icin 10* Molar konsantrasyonda sollisyon hazirlamak igin ise

asagidaki islemler yapildi;

Toplam 3 adet (24, 48 ve 72.saatler igin) 96 gozIu plagimizda ve her

plakta 2 sira ve 6 kuyucuk oldugu gézinune alindiginda
2 (sira)x 6 (kuyucuk) =12x100ul=1200x3 plate=3600~4000ul

(Yaklasik olarak 4000pl solisyon hazirlanmasi gerekliligi belirlendi)
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m1.V1=m2.V2 formuline gore
1072 (stok).V1=10"* .4000 seklinde degerler yerine konuldugunda;

V1= 40ul bulundu ve kuyucukta daha énceden 100ul hicre solisyonu

oldugu igin bu dilue olmasin diye bu degerin iki kati yani 80yl alindi.

Sonugta stoktan 80pl alinip vasat ile 4000ul’'ye tamamlandiginda
biitlin deney gdzlerine yetecek miktarda 10 M konsatrasyonda ilagli vasat
elde edilmis oldu. Ayni hesaplama 10°10° 10710®M konsatrasyonlar

icinde yapildi.
Daha sonra;

Hiicreler yukarida anlatilan sekilde pasajlanip hiicre sayilari 2x10*
hdcre/ml olacak sekilde seyreltildikten sonra 96 g6zl (96-well plate
Corning/USA) hucre kultir plaklarina her gozede 100 pl olacak sekilde
taksim edildi. 24, 48 ve 72. saatler igin 3 ayri plak kullanildi ve her plak ayni
olmak Uzere 96 gozlu plaklarin dikey ilk sirasina bog vasat, dikey ikinci
sirasina ilagsiz kontrol, 3. ve 4. siralara 10* Molar, 5. ve 6. siralara 10
Molar, 7. ve 8. siralara 10® Molar, 9. ve 10 siralara 107 Molar, 11. ve 12.

siralarada 10 Molar ilag siispansiyonu konuldu (Sekil 3.1).
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Sekil 3.1. 96’lik plate yerlesimi

Degerlendirmenin yapilacagl saatlerde (24,48,72), o saate ait plate
alinip iclerindeki vasat bogaltildi ve yerine 100ul/gbz taze vasat ilave edidi.
Daha sonra 12,5 pl/géz MTT solusyonu (Cat. No:5655, Sigma, USA) ilave
edilip karanlik ortamda 37°C'de %5'lik CO,'li etivde 4 saat bekletildi.
Mikroskopta renkli formazan kristallerinin olusumu izlendikten sonra bu
gozlerdeki karisim dokuldu ve 100 pl/goz DMSO ve 12,5 pl/géz Glycin
tampon c¢ozeltisi (pH: 10.30) ilave edilip olusan bu formazan kristallerinin
cozunmesi sadlandi. Daha sonra bu gozlerdeki renk yogdunlugu optik
okuyucuda (ELx800, Bio-Tek Instruments, INC,USA) 570 nm'de okundu.

Cikan sonuclara gore kontrol gdozunun ve her konsatrasyondaki gozun
ortalamasi alindi medianin etkisisini ortadan kaldirmak i¢in bos media

ortalamasi bu degerlerden gikarildi.

Sonra ilagsiz kontrol gdzundeki hicrelerin hepsi yasamis kabul edilip

Kontrol gbzlerinin ortalamasi ><: 1(Tamami yagsamis dusunaltyor)

llagli gdzlerin ortalamasi X
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Seklinde oranti kurulup 100 ile ¢arpilarak yuzde cinsinden hucrelerin
ilgili molar konsantrasyon ilagla muamelesi sonucu yasam yuzdeleri elde
edildi.

24 .48 ve 72. saatler igin butun ilag konsantrasyonlarinda bu islemler
yapildi ve elde edilen degerlere gore en anlamli bulunan 72.saat igin IC50

hesaplanmasina karar verildi (72,148,20).

MTT sonuglarina gbre 72. saat icin hesaplanan hucrelerin yasam

yuzdeleri;
10" —>%12.9
10°—>%63.8
10°—%63.8
107—>%68.3

10%-%71.8 seklinde yukaridaki sekilde hesaplanarak bulunmustu.

Bu sonuglara gore hiicrelerin %50’sinin yasadigi aralik 10 ile 107
(10 %12.9-10° %63.8, %50 bu iki deger arasinda oldugu icin bu

konsantrasyonlar kullanilir) araligi hesaplama igin alindi,
10*ve 10° M hesaplama kolayligi agisimdan uM’a gevrildi
100 pM ilag igin yagsam yuzdesi %12.9
10 pM ilag igin yagsam yuzdesi %63.8 ve
100 yM - 10 pM =90 uM

%63.8 - %12.9 = %50.9 (90 uM ilag hucrelerin yasam yuzdesini %50.9

dusuruyor) Buna gore oranti kurulursa,

90 uM ila¢ hucrelerin yasam yuzdesini >< %50.9 dusuriyorsa

x MM ilag hdcrelerin yagam yuzdesini %1 dusdardar.
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x=1.768 uM (Yani her 1.768’lik fark hucrelerin yasam yuzdesini %1
dusuruyor) %50’yi bulmak igin ise,

%63.8 - %50 = %13.8
1.768 uM ilag hucrelerin yagsam yuzdesini %1 dusurayor
x MMilag %13.8 dugurar
Buna gore ?=24.3 yM
Sonugcta IC50 konsantrasyonu;

24.3 yM + 10 pM= 34.3 pM seklinde bulunmus oldu.

3.3. XTT TESTI

XTT testi ile Benzidamin HCI'in MC3T3-E1 hicreleri Uzerindeki toksik
etkisini direk temas yontemi ile farkli zaman araliklarinda 6lgmek amaclandi
(71).

Her deney gunu icin 7 kontrol ve 7 ilagl olmak tzere 1., 4., 7., 14. ve
21. gunler icin toplam 70 tane 35 mm’lik plaklara hucreler, sayilari 1.5x10*

hiacre/ml olacak sekilde yukarida anlatildigi gibi seyreltilip pasajlandi.

Deney gunlerinde calisilacak kultur kaplari inkubatorden cikarildi ve
yuzeye tutunmalari, sekil ve canhlik agisindan hudcreler mikroskopta
degerlendirildi. Bu esnada test isleminde kullanilacak olan XTT hucre
proliferasyon kiti (Sekil 3.2), kullaniimadan hemen 6nce, bekletildigi -20 C'lik

depodan 37°C’lik su banyosuna konularak ¢dzdiirme islemi uygulandi.
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Sekil 3.2. XTT Hucre Proliferasyon Kiti

Cozilen XTT solusyonu ve aktivasyon ajani berrak bir goérinim

alincaya kadar nazik bir bigimde ¢alkalandi.

XTT kiti igerisindeki 5 ml.’lik XTT solusyonuna 0.1 ml. aktivasyon ajani
karigtirilarak elde edilen karisim, otomatik mikropipetle kultur kaplarindaki

her kuyucuga 1 ml olacak sekilde ilave edildi.

ilave edilen XTT karisiminin kuyucuklarda homojen olarak dagilmasini

saglamak igin kultur kaplari nazikge calkalandi.
Kultur kaplar tekrar 3 saat inkUbatore yerlestirildi.

3 saatlik sure sonunda inkubatorden c¢ikarilan kultir kaplarinin
kuyucuklarinda reaksiyon sonucu ortaya c¢ikan turuncu renkli vasatlar

otomatik mikropipetle 96 kuyucuklu kiltir kaplarina aktarildi (Sekil 3.3).
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Sekil 3.3. Hucre kultir vasatlarinin 96 kuyucuklu kultur kabina aktariimasi

96 kuyucuklu kultir kaplarinin ELISA reader (Bio-Tek/USA) cihazinda,
450 nanometre’de analizleri yapildi (Sekil 3.4).

Sekil 3.4. Elisa reader cihazina yerlestiriimis 96 kuyucuklu kultar
kabinin  géranumu

Ayni islemler 4., 7., 14. ve 21. gunlerde de analizleri yapilacak kultur

kaplariigin kontrol ve ilacli gruplar iginde ayri ayri uygulandi.
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3.4. HUCRE SAYIMI VE MORFOLOJIK INCELEME (142).

Hiicre Sayimi ve Morfolojik inceleme 6 goézli plaklarda (35 mm)
yapildi. Hicreler 1.5x10* hiicre/ml olacak sekilde diliie edildi. Calismada 1.,
4., 7., 14. ve 21. gunler icin 7 kontrol ve 7 ilaglh olmak Uzere 70 tane 35

mm’lik g6z kullanild.

Gozler inkibasyon doneminin sonuna kadar gun asiri mikroskopta

kontrol edildi ve mediumlari 3 glinde bir degistirildi.

inkiibasyonun 1., 4., 7., 14. ve 21. ginlerinde mikroskopta cesgitli
bayutmelerde yapilan incelemeler fotograf makinesi ile goruntilendi ve
hdcreler yukarida anlatildigi gibi tripsinize edilip thoma laminda sayildi (Sekil
3.5.)

Sekil 3.5. Thoma lami ve hucrelerin bu lamda mikroskop goruntusu

3.5. ALKALEN FOSFATAZIN BiYOKIMYASAL OLARAK
DEGERLENDIRILMESI

Alkalen fosfatazin biyokimyasal olarak degerlendirimesi 6 gozlu
plaklarda (35 mm) yapildi. Hiicreler 1.5x10* hiicre/ml olacak sekilde dillie
edildi. Calismada 1., 4., 7., 14.ve 21. gunler igin 7 kontrol ve 7 ilagh olmak
uzere 70 tane 35 mm’lik g6z kullanildi.
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Plaklar inkibasyon donemi boyunca 37 °C'de ve %5 CO;'li etuvde
bekletildi ve gun asiri mikroskopta kontrol edilip, mediumlari 3 gunde bir

degistirildi.

Orneklerdeki  Allalen fosfataz (ALP) aktivitesinin  Slgiimiinde
International Federation of Clinical Chemistry (IFCC) oOnerilerine uygun
uyarlamalari yapilmig olan Bessey, Lowry-Brock kolorimetrik yontemi
kullanildi (98).

Ozetle:
ALP, Mg?
p-Nitrofenilfosfat+H,O Fosfat + p-nitrofenil

Magnezyum ve c¢inko iyonlarinin ortamda bulunmasi kosuluyla p-
nitrofenilfosfat (PNPP), fosfatazlarla hidroliz edilerek fosfat ve p-
nitrofenilfosfat meydana getirilir. Bu islemde AMP (amino-2 methyle-2
propanol) gegcici fosfat alicisi olarak islev gorur. Sonugta salinan renkli trtin
olan p-nitrofenol miktari fotometrik olarak ol¢ulur ve elde edilen bu deger

ALP aktivitesi miktariyla dogru orantilidir.
Reaktifler: AMP Tampon (pH:10.9); MgSO4, PNPP
Analiz islemi:

Deney gununde hucre kuiltur kaplari 1 dakika 37°C da ultrasonik
kanigtiricida tutulduktan sonra Ust fazlari alinarak 3.000 rpm de santrifij
edildikten sonra supernatan kismindan 25 pL alinarak 250 pL reaktifle
karistirildi, 37°C su banyosunda inkube edildi; 6rneklerin 0-15 ve 30’ncu
dakikalardaki absorbans degisimleri (A abs) 405nm. de fotometrik olarak

Blgildi.

Hazirlanan seri standartlar ile olusturulmus olan grafik cizelgesi

dogrultusunda 6rneklerin aktivitesi belirlendi.
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3.6. MINERAL BiRIKIMLERININ HISTOKIMYASAL OLARAK
DEGERLENDIRILMESI

Kemik nodullerinin ve mineral birikimlerinin histokimyasal olarak
degerlendirilmesi igin alizarin red s ve von-Kossa boyamalari yapildi. Tum
boyamalar 6 gozlii plaklarda (35 mm) yapildi. Hiicreler 1.5x10* hiicre/ml
olacak sekilde dilie edildi. Her boyama igin ¢alismada 1., 4., 7., 14. ve 21.

gunler igin 3 kontrol ve 3 ilagh olmak Uzere 60 tane 35 mm’lik gdz kullanildi.

Gozler inkibasyon donemi boyunca 37 °C’de ve %5 CO?'li etuvde
bekletildi ve gun asiri mikroskopta kontrol edilip, mediumlari 3 gunde bir

degistirildi.

Alizarin red s Boyamasi: NH,OH (A-6899, Sigma, USA) distile su ile
seyreltilerek %0,028'lik NH,OH solusyonu elde edildi. Distile su ile S alizarin
sodyum sulfanat (Merc, Almanya) vortekslenerek (Nuve,TR) %1'lik S alizarin
sodyum sultanat solusyonu elde edildi. Daha sonra %0.028'lik NHsOH
damlatilarak %1'lik S alizarin sodyum surfanat solisyonunun pH's1 6.36-6.4’e
egitlendi. Bu islem i¢in pH metre (Orion 920, USA) kullanildi (51).

Deney gunu kaltur kaplari inktibatorden alindi.
iclerindeki medium dokuildi

PBS (ph 7.4) ile yikandi (2 Kere)

%10 formalin ile 4 °C’de 10 dakika fikse edildi.
Formalin dokulup birkag kez distile su ile yikandi.

Yukaridaki gibi hazirlanan Alizarin red s solUsyunu yuzeyi oOrtecek
kadar kultur kabina dokulup 5 dakika beklendi.

5 dakika sonunda boya dokulup distile su ile yikanarak fazla boya

uzaklastirildi ve reaksiyon sonlandirilip kurumaya birakildi
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Cesitli buyultmelerde mikroskoba bagli fotograf makinasiyla ve

negatoskop Uzerinde makroskobik olarak fotograflandi.

von-Kossa Boyamasi: Deney gunu boyama islemi igin asagidaki

protokol uygulandi.
iclerindeki medium dokuldii
PBS (ph 7.4) ile yikandi.(2 Kere)
%95 EtOH (ethanol) ile 15 dakika fikse edildi
iki kere sadece distile su ile yikandi

10 ml distile su iginde 500mg AgNO; c¢ozulerek taze gumus nitrat

solUusyonu hazirlandi.

Gozlere yuzeyi ortecek kadar konulup karanhk ortamda 37 derecede

1 saat inkUibe edildi.

1 saat sonunda gozlerdeki igerik bosaltip birkag defa distile su ile

yikand.

Gozlerin kurumamasi icin iclerinde biraz distile su birakilarak 30

dakika boyunca florasan isik altinda bekletildi.

Cesitli buyutmelerde mikroskoba bagli fotograf makinasiyla ve

negatoskop Uzerinde makroskobik olarak fotograflandi.

3.7. ALKALEN FOSFATAZIN HISTOKIMYASAL OLARAK
DEGERLENDIRILMESI

Alkalen fosfatazin histokimyasal olarak degerlendiriimesi 6 gozlu
plaklarda (35 mm) yapildi. Hiicreler 1.5x10* hiicre/ml olacak sekilde diliie
edildi. Tum boyamalar 6 gozlu plaklarda (35 mm) yapildi. Her boyama igin
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calismada 1., 4., 7., 14. ve 21. gunler i¢in 3 kontrol ve 3 ilagh olmak Uzere 30

tane 35 mm’lik g6z kullanildi.

Gozler inkubasyon donemi boyunca 37 °C'de ve %5 CO_'li etuvde
bekletildi ve gun asiri mikroskopta kontrol edilip, mediumlari 3 gunde bir

degistirildi.

Boyanin hazirlanmasi: 2mg/ml Na-a-naftil fosfat (N7G00,Sigma, USA)
ve 2mg/ ml Fast blue RR tuzu (44680, Fluka) distile suyla otomatik
karigtiricida karigtinldi.  Daha sonra solisyonun pH'si tris tamponu

damlatilarak 10'a esittendi.
Deney gunu boyama islemi icin asagidaki protokol uygulandi.
iclerindeki medium dokuldii
PBS (ph 7.4) ile yikandi. (2 Kere)
%10 formalin ile 4 °C’de 10 dakika fikse edildi.
Formalin dokulup birkag kez distile su ile yikandi.

Yukaridaki gibi hazirlanan boya yuzeyi Ortecek kadar kultir kabina

dokulup karanlik ortamda 1 saat beklendi.

1 saat sonunda boya dokulup distile su ile yikanarak fazla boya

uzaklastirildi ve reaksiyon sonlandirilip kurumaya birakildi.

Cesitli buyultmelerde mikroskoba bagli fotograf makinasiyla ve

negatoskop Uzerinde makroskobik olarak fotograflandi (6.94).
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3.8 RT-PCR (REVERSE TRANSCRIPTASE-POLYMERASE CHAIN
REACTION) (57,154).

RT-PCR caligmasi 6 gozlu plaklarda (35 mm) yapildi. Hucre sayilari
1.5x10* hiicre/ml olacak sekilde diliie edildi. Calismada 1., 4., 7., 14. ve 21.

gunler igin 7 kontrol ve 7 ilagh olmak Gzere 70 tane 35 mm’lik goz kullanildi.

Gozler inkibasyon donemi boyunca 37 °C'de ve %5 CO_'li etuvde

bekletildi ve gun asiri mikroskopta kontrol edilip, mediumlari 3 gunde bir
degistirildi.

Calismanin yapilacagi gune ait ornekler mesela 1.gun icin 7 ilagh goze
ait hadcreler kaldirildiktan sonra rastgele 2-2-3 seklinde birlestirilerek U¢
ornege havuzlandi (Sekil 3.6) ve RT-PCR iglemi bu U¢ 6rnede uygulandi.

Ayni havuzlama iglemi tim deney gunlerine ait tim ilagli ve kontrol gruplarina
uygulandi.

DOOeoQ0
SO0

! S '~—~|.—-'

Sekil 3.6. PCR Orneklerinin Havuzlanmasi

Ornekler transport medium igerisinde soguk zincir ortaminda

laboratuara getirildi. Ornekler caligilacagdi giine kadar -80°C’de saklandi.

RT-PCR’da kullanilan gerecler ve reaktifler:
Gerecler:

Elektroforez tanki ve gug¢ kaynagi(Mini Sub Cell G System-BioRad/US)

Hassas terazi (Precisa 125 A SCS/isveg)
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Jel Goruntuleme Sistemi (GelDoc/BioRad/ABD)
Muhtelif Mikropipetler (Biohit Proline Pipette/Finlandiya)
Santriflj (Eppendorf Centrifuge 5417R/Almanya)

Thermal cycler cihazi (Primus 96 plus thermocycler, MWG-Biotech,
England)

Reaktifler:
2-propanol (Riedel-dehaen/Almanya)
10XTBE: Tris (Sigma/Almanya) 108 gr/lt
Borik asid (Sigma/Almanya) 55 gr/lt
EDTA (Sigma/Almanya) 20 ml/It [0,5 M (pH: 8,0)]
Agaroz (Genaxis/Almanya)

Etidyum Bromid (Boehringer Mainheim/Almanya): 10 mg/ml (steril

distile su iginde)
EZ-RNA Total RNA izolasyon Kit: (Biological industries/Israil)
Mineral oil (Sigma/Almanya)

M-MuLV reverstranskriptaz (Epicentre /ABD): Tamponu ile birlikte

alinmigtir.
Primerler (Alpha DNA Montreal, Canada)(126, 91)

mOC
Fw: 5-CAAGTCCCACACAGCAGCTT-3'

Rv:  5-AAAGCCGAGCTGCCAGAGTT-3"; 371bp
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mOP
Fw: 5-ACACTTTCACTCCAATCGTCC-3',

Rv:  5-TGCCCTTTCCGTTGTTGTCC-3 240bp

ma1lCol

Fw: 5-TCTCCACTCTTCTAGTTCCT-3',

Rv: 5-TTGGGTCATTTCCACATGC-3 269bp
mALP

Fw: 5-GCCCTCTCCAAGACATATA-3

Rv:  5-CCATGATCACGTCGATATCC-3' 372bp

mCbfa1
Fw: 5-CCGCACGACAACCGCACCAT-3

Rv: 5-CGCTCCGGCCCACAAATCTC-3'289bp

mGAPDH
Fw: 5-CACCATGGAGAAGGCCGGGG-3

Rv:  5-GACGGACACATTGGGGGTAG-3'418bp

PCR Olgl Birimi (Ambresco/ABD): 50-2000 kb arasi 8 band

Thermus aquaticus (Taq) DNA Polimeraz (Fermentas/Almanya):
10XPCR buffer ile MgCl, icermektedir.
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YUkleme tamponu:
%40 Sukroz (Sigma/Almanya): %40 (distile su icinde, w/v)

Orange-G (Sigma/Almanya): %0.25

cDNAkangimi:
dNTP (Sigma/Almanya) 2 pl(10mM)
5XRTbuffer 4 ul
RT enzimi 0,1 ul (50 U)
Rv primer 0,5 pl (50 pmol)
PCR karigimi:
dNTP (Sigma/Almanya) 2 pl(10mM)
Distile su 32 yl
10XPCR buffer 5 pl
MgCl, 5 pl (2.5mM)
PrimerFw 0,5 pl (50 pmol)
PrimerRv 0,5 pl (50 pmol)
Taq DNA polimeraz 0,3 ul (50 U)

(PCR karigimi her primer igin ayri ayri hazirlanmistir)
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RT-PCR calismasinda yontem 1)RNA Ekstraksiyonu 2) cDNA sentezi
3) Amplifikasyon 4) Amplifiye Urunlerin gosteriimesi olmak uzere dort

asamada gerceklestirildi (57,154).

1) RNA Ekstraksiyonu

Solusyonlar oda 1sisina getirildikten ve 30 dk. bekletildikten sonra
calismaya baslanildi. PCR, sonucu pek c¢ok faktorden etkilenmektedir.
Baglangic materyaline ait kuguk farkliliklar, amplifikasyon Granande
katlanarak hatali sonug¢ elde edilmesine sebep olabilir. Bu durum o6zellikle
farkli bireylerden alinan ya da ayni bireyden farkli donemlerde alinan
orneklerle yapilan c¢alismalarda sorun olusturmaktadir. Bu baslangi¢
farkhliklarini standardize etmek ve elde edilen sonucun normalizasyonu bu
ylizden gok 6nemlidir. Ideal bir referans gen farkli doku ve organizmalarda
belli bir bicimde anlatima girmeli ve terapilerden etkilenmemelidir. Bu amagla
kullanilan ¢ok cesitli’housekeeping gen’ler bulunmakla birlikte en UnlUleri
GAPDH, beta-actin ve rRNA’dirlar. Bunlar genel olarak her bir reaksiyondaki
farklh hedef mRNA’larin kuantifikasyonu igin degismeyen bir endojen
kontroldurler bu amagcla ¢alismada pozitif kontrol olarak mGAPDH (mouse
GAPDH (glyceraldehyde-3 phosphate dehydrogenase), negatif kontrol olarak

steril distile su kullanildi.

Eppendorf tiplerine 500 ul guanidyum tiosiyanat solusyonu ve 100 pl
hicre ornedi konarak, pipetaj islemi uygulanarak karistirildi ve 5 dk oda

Isisinda bekletildi.

Eppendorf tuplerinin Gzerine 500 ul fenol ve kloroform solUsyonu
konulup vortekslenerek oda isisinda 10 dk bekletildi ve 12.000 rpm'de +4
°C'de 15 dk. santrifuj edildi.

Santrifuj sonrasi tuplerdeki iki faza ayrilan karigimin Ustteki renksiz

kismi dikkatlice alinarak yeni bir eppendorf tipu igerisine konuldu.
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Eppendorf tuplerinin Uzerlerine 500 pl 2-propanol (isopropil alkol)
koyulup vortekslenerek oda i1sisinda 10 dk beklenildi ve 12.000 rpm'de +4°
C'de 8 dk santrifuj edildi.

Santrifuj sonrasi olusan Ust sivi dokuldu ve uzerine 500 pl %70'lik etil

alkol konulup vortekslenerek 7.500 rpom'de +4° C'de 5 dk santrifij edildi.

Santrifuj sonrasi olusan Ust sivi dokuldu ve kalan pellet 37-42 °C'de 15

dk'y1 gegcmeyecek sekilde kurutuldu.

Kurutma isleminden sonra tuplerin Uzerine 45 pl steril distile su

konuldu ve 10 dk. 37 °C'de bekletilerek cDNA sentezi asamasina gegildi.
2) cDNA sentezi
RNA'nin komlementer DNA'ya ¢evrilmesi amaciyla yapildi.

Elde edilen 6.6 ul cDNA karisimi ile 13.4 pyl RNA karistirilarak toplam
20 pl'lik karigsim elde edildi.

"Thermal cycler" cihazinda 42 °C'de 40 dk ve 95 °Cde 5 dk tutuldu.
3) Amplifikasyon

Orneklerin gevreden ve kros kontaminasyonlardan korunmasi igin
gerek ekstraksiyon asamasinda gerekse amplifikasyon asamasinda gerekli
hassasiyet gosterildi ve drneklerin ekstraksiyonu ile amplifikasyonu ayri ayri

odalarda yapildi.

Her tipte 45 ul PCR karisimi olacak sekilde hazirlanarak tuplere
dagitildi.

Elde edilen 45 pl karigim ile 5 yl cDNA karisgtirilarak Gzerlerine iki

damla mineral oil konuldu ve amplifikasyon islemine gegildi.
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Amplifikasyon, "Thermal cycler" cihazinda asagidaki sekilde

programlanarak gergeklestirildi (Sekil 3.7).

95°C 5dk. 1déngu
95°C 15sn

59°C 30sn 35 dongu
72°C 30sn

Sekil 3.7. Thermal cycler cihazina 6rneklerin yerlestiriimesi

4) Amplifiye Uriinlerin Gésterilmesi
20 ml TBE buffer icerisine 400 mg agaroz dokulerek kaynatilarak
%2’lik Jel hazirlandi.

Jel igerisine 5 pl (10mg/ml) etidyum bromid konularak ve 0.5x8x10 cm
boyutlarindaki tarak yerlestiriimis elektroforez tankina dokuldi ve jelin
donmasi igin 15 dk beklenildi (Sekil 3.7).
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Sekil 3.8. Yeni Dokulmus Jel

20 pl PCR 0Urunu alinarak 2-3 pl yukleme solusyonu ile pipetaj
yapildiktan sonra alinarak kuyucuklara yuklendi ve elektroforez iglemine
baslandi.

Ik kuyucuga PCR 0lgl birimi koyuldu.

Elektroforez iglemi, 100 voltta 20 dk sureyle 0,5X TBE tampon

solusyonu igeren elektroforez tankina konularak yuratulda (Sekil 3.8).

Sekil 3.9. Elektroforez

Elektroforez tamamlandiktan sonra band goruntileri UV altinda
GelDoc goruntuleme sistemi yardimiyla bilgisayar ortamina aktarildi.

Olusan bant goruntuleri PCR 06lgu birimi ve pozitif kontrol ile birlikte
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karsilastirildi.

Ozetle yukarida anlatildigi gibi Uretilip pasajlanan mouse calvaria pre
osteblast (MC3T3-E1 subclone 14) hicreleri Uzerinde yine yukarida anlatilan
protokoller uygulanarak 7 farkli arastirma yapildi. Bunlardan XTT testi ve
hiacre sayimi ile sitoksisite ve proliferasyon, alkalen Fosfataz aktivitesi ile
ALP enziminin spektrofotometrik olarak aktivitesinin degerlendirilmesi, ALP,
alizarin ve von-Kossa boyamalari ile ALP enziminin, kalsiyumun ve kemik
nodullerinin histokimyasal olarak belirlenmesi ve PCR islemi ile kemik
olusumu esnasinda osteoblastlarca sentezlendigi bilinen bazi enzimlerin
varhginin tespit edilmesi amaclandi ve deneylerin tamamlanmasindan sonra

tum veriler toplanip sonuglarin degerlendiriimesi asamasina gegildi.

3.9. ISTATISTIKSEL ANALiz

XTT abzorbans, ALP aktivitesi ve hucre sayilari bilgisayar ortaminda
SPSS 15 programin’da Mann-Whitney testi ile p=0.05 seviyersinde

degerlendirildi.
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4. BULGULAR

Calismamizda mouse calvaria pre osteblast hucreleri (MC3T3-E1
subclone 14) kullanilip, Benzidamin HCI’Un bu hucreler Gzerine olan etkisini
belirleyebilmek icin alkalen fosfataz (ALP) aktivitesi ve boyamasi, alizarin ve
van Kossa boyamalari, XTT testi, polimeraz zincir reaksiyonu (PCR), hucre
sayimi ve hucrelerin mikroskobik olarak incelenmesi gibi bir dizi ayri deney

planlandi.

Histokimyasal testlerden ALP, von-Kossa, alizarin boyamalari ile
kemik nodulleri, mineral birikimleri ve alkalen fosfataz enzimi g6z ile

makroskobik olarak ve mikroskobik olarak degerlendirildi.

PCR ile osteoblastlarca kemik formasyonu esnasinda sentezlenen

bazi genlerin varhdi jel goruntuleri Uzerinde degerlendirildi.

XTT testi ile Benzidamin HCI'Un osteoblastlar Gzerindeki sitotoksik
etkisi, ALP aktivitesinin biyokimyasal arastirmasinda bu enzimin aktivitesi ve
hlcre sayisi ile Benzidamin HCI’Un kullture osteoblastlarin gogalmasi Uzerine

etkisi istatistiksel olarak degerlendirilip karsilagtirildi.

4.1. HISTOKIMYASAL DEGERLENDIRMELER

4.1.1. Alkalen Fosfotaz Boyamasi (Sekil 4.1- 4.10)

1.,4.,7.,14. ve 21. glinlerde ALP boyamalari sonucunda mikroskobik
olarak ALP pozitif hucrelerin sitoplazmalarinda degisik kahverengi
tonlarinda, extraselluler alanlarda degisik kahverengi, yesil tonlarinda,
makroskobik olarak ise de hucre yogunluguna baglh olarak yine dedgisik

kahverengi, yesil tonlarinda boyamalar oldugu gozlemlenmigtir.
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1. ve 4. gunler igin yapilan histokimyasal boyamalarda ALP tespit
edilemez iken diger gunlerde yapilan ALP boyamalari sonuglari 14. ginde
artis gosterip 21.gunde 14. gune benzer yogunlukta boyamalar

gozlemlenmistir.

ilagl ve kontrol gruplari arasinda bir karsilastirma yapildiginda ise
belirgin sekilde deney gruplarinda boyama yogunlugunun kontrol gruplarina

goére az oldugu tespit edilmigtir.

Sekil 4.1. Mikroskobik (a) ve makroskobik (b) olarak 1. giin kontrol grubuna

ait ALP boyamasina bir 6rnek

Sekil 4.2. Mikroskobik (a) ve makroskobik (b) olarak 1. glin deney

grubuna ait ALP boyamasina bir 6rnek

Sekil 4.3. Mikroskobik (a) ve makroskobik (b) olarak 4. glin kontrol

grubuna ait ALP boyamasina bir 6rnek
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Sekil 4.4. Mikroskobik (a) ve makroskobik (b) olarak 4. giin deney grubuna

ait ALP boyamasina bir 6rnek

Sekil 4.5. Mikroskobik (a) ve makroskobik (b) olarak 7. giin kontrol

grubuna ait ALP boyamasina bir ornek

Sekil 4.6. Mikroskobik (a) ve makroskobik (b) olarak 7. glin deney grubuna

ait ALP boyamasina bir 6rnek

Sekil 4.7. Mikroskobik (a) ve makroskobik (b) olarak 14. giin kontrol

grubuna ait ALP boyamasina bir ornek
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Sekil 4.8. Mikroskobik (a) ve makroskobik (b) olarak 14. gin deney

grubuna ait ALP boyamasina bir ornek

Sekil 4.9. Mikroskobik (a) ve makroskobik (b)olarak 21. gtin kontrol

grubuna ait ALP boyamasina bir ornek

Sekil 4.10. Mikroskobik (a) ve makroskobik (b) olarak 21. gin deney

grubuna ait ALP boyamasina bir ornek

41.2. Mineral Birikimlerinin Histokimyasal Olarak
Degerlendirilmesi (Sekil 4.13 - 4.15)

Kemik nodullerinin ve mineral birikimlerinin histokimyasal olarak
degerlendiriimesi icin yapilan alizarin red s ve von-Kossa boyamalari sonucu
iki boyama turande de benzer bulgular elde edilmek ile beraber pozitif alanlar

kirmizi-kahverengi renkte izlendi.
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Bu konuda kontrol gruplarinda 1., 4. ve 7. deney gunlerinde herhangi
bir kemik nodulu ve mineral birikimine rastlanmazken 14. ginden 21. gune

dogru giderek artan pozitif sahalar tespit edilmigtir.

Deney gruplarinda ise tum deney gunlerinde herhangi bir pozitiflik
tespit edilememigtir.

Sekil 4.11. a. 14. gun kontrol grubu alizarin boyamasi makroskobik
gérinume ait bir 6rnek

b. 14. gun kontrol grubu alizarin boyamasi mikroskobik gérinime
ait bir érnek

c. 14. gun kontrol grubu von-Kossa boyamasi mikroskobik
gorunume ait bir 6rnek

d. 14. gun deney grubu iki boyama turt de negatif sonug
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Sekil 4.12. a. 21.gun kontrol grubu alizarin boyamasi makroskobik
gorunume ait bir 6rnek

b. 21.gun kontrol grubu von-Kossa boyamasi makroskobik
gorunume ait bir 6rnek

c. 21.gln deney grubu negatif sonug

Sekil 4.13. a. 21.gun kontrol grubu alizarin boyamasi mikroskobik gérinime
ait bir 6rnek

b. 21.gun kontrol grubu von-Kossa boyamasi mikroskobik
gorunume ait bir 6rnek

c. 21.gun ilagh grup negatif sonug
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4.2. POLIMERAZ ZINCIiR REAKSIYONU

Calismada PCR degerlendirmesi agaroz jel elektroforeze tabi tutulan
PCR drdnlerinin - olusturdugu bantlarin  GelDoc goéruntileme  sistemi

yardimiyla UV altinda goruntulenip bilgisayar ortamina aktariimasiyla yapildi.

Pozitif kontrol olarak kullanilan mGAPDH (mouse glyceraldehyde-3
phosphate dehydrogenase) tum drnekler igin pozitif ¢ikarak 6rneklerde RNA
varligini ispat etti. Yine ayni sekilde negatif kontrol olarak kullanilan distile
su’da PCR islemine tabi tutulup yuratuldigu zaman herhangi bir gorunti
vermeyerek sistemin calistigini ve herhangi bir kontaminasyonun olmadigini

gOstermis oldu.

Kontrol gruplarinda 14. ve 21. gunlere ait ornekler tum genler igin
pozitif sonug¢ verirken (mMOC, mOP, ma1lCol, mALP, mCbfa1), deney
gruplarinda ise tum gunler ve tium genler i¢cin herhangi bir pozitif sonug

degerlendiriimedi.

Pozitif gikan 6rnekler toplu halde ayri bir jelde yeniden yurutulerek tek
bir jel gérintisu elde edildi (Sekil 4.18, 4.19).

1a 1b Za Z2b 3a 3b

Sekil.4.14. 1a. 14.Gin Kontrol Grubu ma1lCol (mouse Alpha-1 Collagenase)(269 bp)
1b. 21.Giin Kontrol Grubu ma1lCol (mouse Alpha-1 Collagenase)(269 bp)
2a. 14.Gin Kontrol Grubu mOP (mouse osteopontin) (240 bp)
2b. 21.Giin Kontrol Grubu mOP (mouse osteopontin) (240 bp)
3a. 14.Gin Kontrol Grubu mCbfa1 (Core binding factor alpha 1) (289 bp)
3b. 21.Gin Kontrol Grubu mCbfa1 (Core binding factor alpha 1) (289 bp)
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1a 1b 2a 2b 3a 3b 4

200
1500

1000
5
500
30
16

Sekil.4.15. 1a. 14.Gin Kontrol Grubu mOC (mouse ostecalcin) (371 bp)

1b. 21.GUn Kontrol Grubu mOC (mouse ostecalcin) (371 bp)

2a. 14.Gin Kontrol Grubu mALP (mouse Alkaline phosphatase) (372 bp)

2b. 21.GUn Kontrol Grubu mALP (mouse Alkaline phosphatase) (372 bp)

3a. Tum gunler kontrol gruplart mGAPDH (glyceraldehyde-3 phosphate
dehydrogenase) (418 bp) (pozitif kontrol)

3b. Tum ganler ilagh gruplar mMGAPDH (glyceraldehyde-3 phosphate
dehydrogenase) (418 bp) (pozitif kontrol)

4. Negatif kontrol

4.3. HOCRE SAYISI DEGERLENDIRMELERI

Hem deney hem de kontrol gruplarina ait hdcreler inkibasyon
doneminin 1., 4., 7., 14. ve 21. gunlerinde tripsinize edilip thoma laminda
sayildi, hucreler sayilip sonuglar kaydedildikten sonra, deney ve kontrol
grubuna ait ornekler istatistiksel degerlendirme yapabilmek igin alt gruplara
ayrildi (Tablo 4.1.);
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Tablo 4.1.: Caligmamizda kullanilan deney ve kontrol gruplari

DENEY KONTROL

GRUBU GRUBU
1.Giln Grup1 Grup2
4.Gun Grup3 Grup4
7.Gln Grup5 Grup6
14.Gin Grup7 Grup8
21.Gun Grup9 Grup10

Daha sonra istatistiksel degerlendirmeye gecilip deney ve kontrol
gruplari kendi iginde ve ayni gune ait deney ve kontrol gruplari da birbirleri

ile kargilastinlidi.
Deney gruplarinin kendi iginde karsilagtiriimasi (Tablo 4.2);

Hucre sayisi 1. grupta 16.000,00£1.154,701, 3. grupta
28.571,43+5.563,486 bulunup bu iki grubun istatistiksel olarak
karsilastiriilmasinda anlamli fark tespit edilmistir (p<0.001).

Hucre sayisi 1. grupta 16.000,00£1.154,701, 5. grupta
40.714,2946.725,927 bulunup bu iki grubun istatistiksel olarak
karsilastiriilmasinda anlamli fark tespit edilmistir (p<0.001).

Hucre sayisi 1. grupta 16.000,00£1.154,701, 7. grupta
55.714,29+6.074,929 bulunup bu iki grubun istatistiksel olarak
karsilastiriilmasinda anlamli fark tespit edilmistir (p<0.001).

Hucre sayisi 1. grupta 16.000,00£1.154,701, 9. grupta
75.000,00+5.773,503 bulunup bu iki grubun istatistiksel olarak
karsilastirilmasinda anlamli fark tespit edilmistir (p<0.001).
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Hucre sayisi 3. grupta 28.571,4315.563,486, 5.
40.714,2946.725,927 bulunup bu iki grubun istatistiksel
karsilastiriilmasinda anlamli fark tespit edilmigtir (p<0.001).

Hucre sayisi 3. grupta 28.571,4315.563,486, 7.
55.714,29+6.074,929 bulunup bu iki grubun istatistiksel
karsilastirilmasinda anlamli fark tespit edilmistir (p<0.001).

Hucre sayisi 3. grupta 28.571,4315.563,486, 9.
75.000,00+5.773,503 bulunup bu iki grubun istatistiksel

karsilastiriilmasinda ise anlamli fark tespit edilmigtir (p<0.001).

Hucre sayisi 5. grupta 40.714,2946.725,927, 7.
55.714,29+6.074,929 bulunup bu iki grubun istatistiksel
karsilastiriilmasinda anlamli fark tespit edilmistir (p<0.001).

Hucre sayisi 5. grupta 40.714,2946.725,927, 9.
75.000,00+5.773,503 bulunup bu iki grubun istatistiksel
karsilastirilmasinda anlamli fark tespit edilmistir (p<0.001).

Hucre sayisi 7. grupta 55.714,2916.074,929, 9.
75.000,00+5.773,503 bulunup bu iki grubun istatistiksel
karsilastiriilmasinda anlamli fark tespit edilmistir (p<0.001).
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Tablo 4.2. Deney gruplarinin kendi icinde karsilastiriimasi

GRUPLAR X SD X SD p
Grupl
Grup3| 16.000,00 | 1.154,701 | 2857143 | 5.563,486 |0.001
Grupl
Grup5 16.000,00 1.154,701 40.714,29 6.725,927 |0.001
Grupl
Grup7| 16.000,00 1.154,701 55.714,29 6.074,929 |0.001
Grupl
Grup9 | 16.000,00 | 1.154,701 | 75.000,00 | 5.773,503 |0.001
Grup3
Grup5 28.571,43 5.563,486 40.714,29 6.725,927 |0.001
Grup3
Grup7 | 2857143 | 5563486 | 55.714,29 | 6.074,929 |0001
Grup3
Grup9 28.571,43 | 5.563,486 75.000,00 | 5.773,503 |0.001
Grup5
Grup7 40.714,29 6.725,927 55.714,29 6.074,929 |0.001
Grup5
Grup9 | 40.714,29 | 6.725,927 | 75.000,00 | 5.773,503 |0.001
Grup7
Grup9 | 55.714,29 | 6.074,929 | 75.000,00 | 5.773,503 |01

Kontrol gruplarinin kendi iginde karsilastiriimasi (Tablo 4.3);

Hicre

34.285,71+5.345,225

sayisl

bulunup

2.grupta
bu

16.000,00+£1.154,701,
iki  grubun

karsilastiriilmasinda anlamli fark tespit edilmistir (p<0.001).
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Hucre sayisi 2. grupta 16.000,00£1.154,701, 6.
607.142,86+88.640,526 bulunup bu iki grubun istatistiksel
karsilastiriimasinda anlamli fark tespit edilmistir (p<0.001).

Hucre sayisi 2. grupta 16.000,00+£1.154,701, 8.
1.985.714,294157.359,15 bulunup bu iki grubun istatistiksel
karsilastiriilmasinda anlamli fark tespit edilmistir (p<0.001).

Hucre sayisi 2. grupta 16.000,00£1.154,701, 10.
2.328.571,43£319.970,237 bulunup bu iki grubun istatistiksel
karsilastirilmasinda anlamli fark tespit edilmistir (p<0.001).

Hucre  sayisi 4.grupta  34.285,7115.345,225, 6.
607.142,86++88.640,526 bulunup bu iki grubun istatistiksel
karsilastiriilmasinda anlamli fark tespit edilmistir (p<0.001).

Hucre sayisi 4. grupta 34.285,711£5.345,225, 8.
1.985.714,294157.359,15 bulunup bu iki grubun istatistiksel
karsilastirilmasinda anlamli fark tespit edilmistir (p<0.001).

Hucre sayisi  4.grupta  34.285,711£5.345,225, 10.
2.328.571,43£319.970,237 bulunup bu iki grubun istatistiksel

karsilastiriimasinda ise anlamli fark tespit edilmistir (p<0.001).

Hucre sayisi 6.grupta 607.142,86+ 88.640,526, 8.
1.985.714,294157.359,15 bulunup bu iki grubun istatistiksel
karsilastiriilmasinda anlamli fark tespit edilmistir (p<0.001).

Hucre sayisi 6.grupta 607.142,86+ 88.640,526, 10.
2.328.571,43£319.970,237 bulunup bu iki grubun istatistiksel
karsilastirilmasinda anlamli fark tespit edilmistir (p<0.001).

grupta

olarak

grupta

olarak

grupta

olarak

grupta

olarak

grupta

olarak

grupta

olarak

grupta

olarak

grupta

olarak

Hucre sayist  8.grupta  1.985.714,29+157.359,15, 10.grupta

2.328.571,43£319.970,237 bulunup bu iki grubun istatistiksel

karsilastiriilmasinda anlamli fark tespit edilememigtir.
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Tablo 4.3. Kontrol gruplarinin kendi icinde karsilastiriimasi

GRUPLAR X SD X SD p
Grup2
Grup4| 16.000,00 1.154,701 34.285,71 5.345,225 | 001
Grup2
Grup6 16.000,00 1.154,701 607.142,86 88.640,526 |0.001
Grup2
Grup8 16.000,00 1.154,701 1.985.714,29 | 157.359,158 |0.001
Grup2
Grup10 16.000,00 1.154,701 2.328.571,43 | 319.970,237 |0.001
Grup4
Grup6 | 34.285,71 5345225 | 607.142,86 | 88.640,526 |( 001
Grup4
Grup8 34.285,71 5.345,225 1.985.714,29 | 157.359,158 |0.001
Grup4
Grup10 34.285,71 5.345,225 2.328.571,43 | 319.970,237 |0.001
Grup6
Grup8 | 607.142,86 88.640,526 | 1.985.714,29 | 157.359,158 |0.001
Grup6
Grupl0| 607.142,86 88.640,526 | 2.328.571,43 | 319.970,237 |0.001
Grup8
Grupl0 1.985.714,29 | 157.359,158 | 2.328.571,43 | 319.970,237 |0.073

Deney ve kontrol gruplarinin birbirleri ile kargilastiriimasi (Tablo

4.4);

Hicre

16.000,00+1.154,701

sayisl

bulunup

1.grupta
bu

16.000,00+1.154,701,

iki  grubun

karsilastiriilmasinda fark tespit edilememistir.
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Hucre sayisi 3. grupta 28.571,4315.563,486, 4. grupta
34.285,71+5.345,225 bulunup bu iki grubun istatistiksel olarak

karsilastiriilmasinda anlamli fark tespit edilememigtir.

Hucre sayisi 5. grupta 40.714,2946.725,927, 6. grupta
607.142,86+88.640,526 bulunup bu iki grubun istatistiksel olarak
karsilastiriilmasinda anlamli fark tespit edilmistir (p<0.001).

Hucre  sayisi 7. grupta 55.714,29+6.074,929, 8.grupta
1.985.714,294157.359,15 bulunup bu iki grubun istatistiksel olarak
karsilastirilmasinda anlamli fark tespit edilmigtir (p<0.001).

Hucre sayisi 9. grupta 75.000,00+£5.773,503, 10. grupta
2.328.571,43£319.970,237 bulunup bu iki grubun istatistiksel olarak
karsilastiriilmasinda anlamli fark tespit edilmistir (p<0.001).

Tablo 4.4. Ayni deney gununde deney ve kontrol gruplarinin birbirleri ile

karsilastiriimasi

GRUPLAR X SD X SD p
Grupl

Grup2 | 16.000,00 | 1.154,701 | 16.000,00 1.154,701 | 1000
Grup3

Grup4 | 28.571,43 | 5563486 | 34.285,71 5.345225 |(.097
Grup5

Grup6 | 40.714,29 | 6.725,927 607.142,86 88.640,526 | 0.001

Grup7

Grup8 | 55.714,29 | 6.074,929 | 1.985.714,29 | 157.359,158 |0.001

Grup9

Grup10 | 75.000,00 | 5.773,503 | 2.328.571,43 | 319.970,237 |0.001
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4.4. XTT DEGERLENDIRMELERI

Benzidamin HCI'in MC3T3-E1 hicreleri Uzerindeki toksik etkisini direk
temas yontemi ile farkli zaman araliklarinda 6lgme amaci ile yapilan XTT(2,3-
Bis(2-methoxy-4-nitro-5-sulfophenyl)-2H-tetrazolium-5carboxanilide) testinde
deneylerin tamamlanmasindan sonra sonuglar toparlanip, deney ve kontrol
grubuna ait 6rnekler istatistiksel degerlendirme yapabilmek igin alt gruplara
ayrildi (Tablo 4.1);

Daha sonra istatistiksel degerlendirmeye gecilip deney ve kontrol
gruplari kendi icinde ve ayni gune ait deney ve kontrol gruplari da birbirleri

ile kargilastinidi.

Deney gruplarinin kendi iginde karsilagtiriimasi (Tablo 4.5);

XTT sonucu 1. grupta 0,22418+0,020255, 3. grupta
0,08549+0,066852  bulunup bu iki grubun istatistiksel olarak
karsilastiriilmasinda anlamli fark tespit edilmistir (p<0.05).

XTT sonucu 1. grupta 0,22418+0,020255, 5. grupta
0,14261+0,007935 bulunup bu iki grubun istatistiksel olarak
karsilastiriilmasinda anlamli fark tespit edilmistir (p<0.001).

XTT sonucu 1. grupta 0,22418+0,020255, 7. grupta
0,36690+0,100795 bulunup bu iki grubun istatistiksel olarak

karsilastirilmasinda anlamli fark tespit edilmistir (p<0.01).

XTT sonucu 1. grupta 0,22418+0,020255, 9. grupta
0,21867+0,344814  bulunup bu iki grubun istatistiksel olarak
karsilastirilmasinda anlamli fark tespit edilmistir (p<0.05).

XTT sonucu 3. grupta 0,08549+0,066852, 5. grupta
0,14261+0,007935 bulunup bu iki grubun istatistiksel olarak
karsilastirilmasinda anlamli fark tespit edilmistir (p<0.05).
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XTT sonucu 3. grupta 0,08549+0,066852, 7.
0,36690+0,100795  bulunup bu iki grubun istatistiksel
karsilastirilmasinda anlamli fark tespit edilmistir (p<0.001).

XTT sonucu 3. grupta 0,08549+0,066852, 9.
0,21867+0,344814  bulunup bu iki grubun istatistiksel

karsilastiriimasinda ise anlamli fark tespit edilmistir (p<0.05).

XTT sonucu 5. grupta 0,14261+0,007935, 7.
0,36690+0,100795  bulunup bu iki grubun istatistiksel
karsilastiriilmasinda anlamli fark tespit edilmistir (p<0.001).

XTT sonucu 5. grupta 0,14261+0,007935, 9.
0,21867+0,344814  bulunup bu iki grubun istatistiksel
karsilastirilmasinda anlamli fark tespit edilmistir (p<0.05).

grupta

olarak

grupta

olarak

grupta

olarak

grupta

olarak

XTT sonucu 7. grupta 0,36690+0,100795, 9. grupta 0,21867+0,34481

bulunup bu iki grubun istatistiksel olarak karsilastirlmasinda anlamli fark

tespit edilmistir (p<0.05).
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Tablo 4.5. Deney gruplarinin kendi icinde karsilastiriimasi

GRUPLAR X SD X SD p

Grupl

Grup3| 0,22418 0,020255 0,08549 0,066852 |0.017

Grupl

Grup5| 022418 | 0,020255 | 0,14261 | 0,007935 |0.001

Grupl

*%*

Grup7| 0,22418 0,020255 0,36690 0,100795 |0.007

Grupl

Grup9 | 022418 | 0,020255 | 0,21867 | 0,344814 |0026

Grup3

Grup5 | 0,08549 0,066852 0,14261 0,007935 |0.026

Grup3

Grup7 | 0,08549 0,066852 0,36690 0,100795 |0.001

Grup3

Grup9 0,08549 0,066852 0,21867 0,344814 | 0.026

Grup5

Grup7 | 0,14261 0,007935 0,36690 0,100795 |0.001

Grup5

Grup9 | 0,14261 0,007935 0,21867 0,344814 | 0.026

Grup7

Grup9 | 0,36690 0,100795 0,21867 0,344814 | 0.026

Kontrol gruplarinin kendi iginde karsilastiriimasi (Tablo 4.6);

XTT sonucu 2. grupta 0,22576+0,012837, 4. grupta
0,16872+0,028547 bulunup bu iki grubun istatistiksel olarak
karsilastiriilmasinda anlamli fark tespit edilmistir (p<0.001).

107




XTT sonucu 2. grupta 0,22576+0,012837, 6.
2,26891+0,198013  bulunup bu iki grubun istatistiksel
karsilastiriilmasinda anlamli fark tespit edilmigtir (p<0.001).

XTT sonucu 2. grupta 0,22576+0,012837, 8.
2,14063+0,957879  bulunup bu iki grubun istatistiksel
karsilastirilmasinda anlamli fark tespit edilmistir (p<0.05).

XTT sonucu 2. grupta 0,22576+0,012837, 10.
2,16844+0,959084 bulunup bu iki grubun istatistiksel
karsilastirimasinda anlamli fark tespit edilmistir (p<0.05).

XTT sonucu 4. grupta 0,16872+0,028547, 6.
2,26891+0,198013  bulunup bu iki grubun istatistiksel
karsilastiriilmasinda anlamli fark tespit edilmistir (p<0.001).

XTT sonucu 4. grupta 0,16872+0,028547, 8.
2,14063+0,957879  bulunup bu iki grubun istatistiksel
karsilastirimasinda anlamli fark tespit edilmistir (p<0.05).

XTT sonucu 4. grupta 0,16872+0,028547, 10.
2,16844+0,959084 bulunup bu iki grubun istatistiksel

karsilastiriilmasinda ise anlamli fark tespit edilmistir (p<0.05).

XTT sonucu 6. grupta 2,26891+0,198013, 8.
2,14063+0,957879  bulunup bu iki grubun istatistiksel

karsilastiriilmasinda anlamli fark tespit edilememigtir.

XTT sonucu 6. grupta 2,26891+0,198013, 10.
2,16844+0,959084 bulunup bu iki grubun istatistiksel

karsilastirilmasinda anlamli fark tespit edilememigtir.

XTT sonucu 8. grupta 2,14063+0,957879  10.
2,16844+0,959084 bulunup bu iki grubun istatistiksel

karsilastiriilmasinda anlamli fark tespit edilememigtir.
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Tablo 4.6. Kontrol gruplarinin kendi iginde karsilastiriimasi

GRUPLAR X SD X SD p

Grup2

Grup4 | 0,22576 0,012837 0,16872 0,028547 | 0.001

Grup2

Grup6 | 0,22576 0,012837 2,26891 0,198013 |0.001

Grup2

Grup8 | 0,22576 0,012837 2,14063 0,957879 |0.026

Grup2

Grupl0 | 0,22576 0,012837 2,16844 0,959084 |0.026

Grup4

Grup6 | 0,16872 0,028547 2,26891 0,198013 |0.001

Grup4

Grup8 | 0,16872 0,028547 2,14063 0,957879 |0.026

Grup4

Grupl0 | 0,16872 0,028547 2,16844 0,959084 |0.026

Grup6

Grup8 | 2,26891 0,198013 2,14063 0,957879 |0.209

Grup6

Grupl0 | 2,26891 0,198013 2,16844 0,959084 |0.073

Grup8

Grupl0 | 2,14063 0,957879 2,16844 0,959084 |1.000

Deney ve kontrol gruplarinin birbirleri ile kargilastirimasi (Tablo
4.7);

XTT sonucu 1.grupta 0,22418+0,020255, 2.grupta 0,22576+0,012837
bulunup bu iki grubun istatistiksel olarak karsilastirimasinda fark tespit

edilememistir.
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XTT sonucu 3. grupta 0,08549+0,066852, 4. grupta
0,16872+0,028547 bulunup bu iki grubun istatistiksel olarak
karsilastiriilmasinda anlamli fark tespit edilmistir (p<0.05).

XTT sonucu 5. grupta 0,14261+ 0,007935, 6. grupta
2,26891+0,198013  bulunup bu iki grubun istatistiksel olarak
karsilastirilmasinda anlamli fark tespit edilmistir (p<0.001).

XTT sonucu 7. grupta 0,36690+0,100795, 8. grupta
2,14063+0,957879 bulunup bu iki grubun istatistiksel olarak
karsilastirimasinda anlamli fark tespit edilmistir (p<0.05).

XTT sonucu 9. grupta 0,21867+0,344814, 10. grupta
2,16844+0,959084 bulunup bu iki grubun istatistiksel olarak
karsilastirilmasinda anlamli fark tespit edilmistir (p<0.05).

Tablo 4.7. Ayni deney gununde deney ve kontrol gruplarinin  birbirleri ile

karsilastiriimasi

GRUPLAR X SD X SD
Grupl
Grup2 | 0,22418 0,020255 0,22576 0,012837 |0.710
Grup3
Grup4 | 0,08549 0,066852 0,16872 0,028547 |0.026
Grup5
Grup6 | 0,14261 0,007935 2,26891 0,198013 | 0.001
Grup7
Grup8 0,36690 0,100795 2,14063 0,957879 |0.026
Grup9
Grupl0 | 021867 | 0,344814 | 2,16844 | 0,959084 |0026
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4.5. ALP AKTIVITESIi DEGERLENDIRILMESI

Inkiibasyon déneminin 1., 4., 7., 14. ve 21. ginlerinde biyokimyasal
olarak osteoblastlardan salgilanan bir enzim olan alkalen fosfatazin aktivitesi
spektrofotometrik olarak tespit edildi ve deneylerin tamamlanmasindan
sonra sonugclar toparlanip, deney ve kontrol grubuna ait ornekler istatistiksel

degerlendirme yapabilmek icin alt gruplara ayrildi (Tablo 4.1.);

Daha sonra istatistiksel degerlendirmeye gecilip deney ve kontrol
gruplari kendi iginde ve ayni gune ait deney ve kontrol gruplari da birbirleri

ile kargilastinlidi.
Deney gruplarinin kendi iginde karsilastiriimasi (Tablo 4.8);

ALP aktivitesi sonucu 1. grupta 3,0951410,734958, 3. grupta
3,67771+£0,858139  bulunup bu iki grubun istatistiksel olarak
karsilastiriilmasinda anlamli fark tespit edilmistir (p<0.05).

ALP aktivitesi sonucu 1. grupta 3,09514+0,734958, 5. grupta
4,72971£1,260810  bulunup bu iki grubun istatistiksel olarak

karsilastiriilmasinda anlamli fark tespit edilmistir (p<0.01).

ALP aktivitesi sonucu 1. grupta 3,09514+0,734958, 7. grupta
18,16300+4,806803 bulunup bu iki grubun istatistiksel olarak
karsilastiriilmasinda anlamli fark tespit edilmistir (p<0.001).

ALP aktivitesi sonucu 1. grupta 3,09514+0,734958, 9. grupta
16,7372946,021225 bulunup bu iki grubun istatistiksel olarak
karsilastirilmasinda anlamli fark tespit edilmistir (p<0.001).

ALP aktivitesi sonucu 3. grupta 3,67771+0,858139, 5. grupta
4,72971£1,260810 bulunup bu iki grubun istatistiksel olarak

karsilastirilmasinda anlamli fark tespit edilememistir.
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ALP aktivitesi sonucu 3. grupta 3,67771+0,858139, 7. grupta
18,16300+4,806803 bulunup bu iki grubun istatistiksel olarak
karsilastirilmasinda anlamli fark tespit edilmistir (p<0.001).

ALP aktivitesi sonucu 3. grupta 3,67771+0,858139, 9. grupta
16,7372946,021225 bulunup bu iki grubun istatistiksel olarak

karsilastiriimasinda ise anlamli fark tespit edilmistir (p<0.001).

ALP aktivitesi sonucu 5. grupta 4,72971+1,260810, 7. grupta
18,16300+4,806803 bulunup bu iki grubun istatistiksel olarak
karsilastiriilmasinda anlamli fark tespit edilmistir (p<0.001).

ALP aktivitesi sonucu 5. grupta 4,72971+1,260810, 9. grupta
16,7372946,021225 bulunup bu iki grubun istatistiksel olarak
karsilastirilmasinda anlamli fark tespit edilmistir (p<0.001).

ALP aktivitesi sonucu 7. grupta 18,16300+4,806803, 9. grupta
16,7372946,021225 bulunup bu iki grubun istatistiksel olarak

karsilastiriilmasinda anlamli fark tespit edilememigtir.
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Tablo 4.8. Deney gruplarinin kendi iginde karsilastiriimasi

GRUPLAR X SD X SD p

Grupl

Grup3| 3,09514 0,734958 3,67771 0,858139 |(0.017

Grupl

*%*

Grup5| 309514 | 0734958 | 4,72971 | 1,260810 |0.007

Grupl

*k%k

Grup7| 3,09514 0,734958 18,16300 4,806803 |0.001

Grupl

*k%k

Grup9 | 3,09514 | 0,734958 | 16,73729 | 6,021225 |0.001

Grup3

Grup5 | 367771 | 0858139 | 4,72971 | 1,260810 |0.097

Grup3

*k%k

Grup7 3,67771 0,858139 18,16300 4,806803 |0.001

Grup3

*k%k

Grup9 | 367771 | 0858139 | 16,73729 | 6,021225 |0.001

Grup5

*k%k

Grup7 | 472971 | 1,260810 | 18,16300 | 4,806803 |0.001

Grup5

*k%k

Grup9 4,72971 1,260810 16,73729 6,021225 | 0.001

Grup7

Grup9 18,16300 4,806803 16,73729 6,021225 |0.805

Kontrol gruplarinin kendi iginde karsilastiriimasi (Tablo 4.9);

ALP aktivitesi sonucu 2. grupta 6,72614+0,743031, 4. grupta
7,85086+1,689283  bulunup bu iki grubun istatistiksel olarak

karsilastiriilmasinda anlamli fark tespit edilememigtir.
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ALP aktivitesi sonucu 2. grupta 6,72614+0,743031, 6.

9,10586+0,957237 bulunup bu iki grubun istatistiksel
karsilastiriilmasinda anlamli fark tespit edilmigtir (p<0.001).

ALP aktivitesi sonucu 2. grupta 6,72614+0,743031, 8.

22,65029+1,626677 bulunup bu iki grubun istatistiksel
karsilastiriilmasinda anlamli fark tespit edilmistir (p<0.001).

ALP aktivitesi sonucu 2. grupta 6,72614+0,743031, 10.

21,24971+4,698152  bulunup bu iki grubun istatistiksel
karsilastirilmasinda anlamli fark tespit edilmistir (p<0.001).

ALP aktivitesi sonucu 4. grupta 7,85086+1,689283, 6.

9,10586+0,957237 bulunup bu iki grubun istatistiksel

karsilastiriilmasinda anlamli fark tespit edilememigtir.

ALP aktivitesi sonucu 4. grupta 7,85086+1,689283, 8.

22,65029+1,626677 bulunup bu iki grubun istatistiksel
karsilastirilmasinda anlamli fark tespit edilmistir (p<0.001).

ALP aktivitesi sonucu 4. grupta 7,85086%1,689283, 10.

21,24971+4,698152  bulunup bu iki grubun istatistiksel
karsilastirilmasinda anlamli fark tespit edilmistir (p<0.001).

ALP aktivitesi sonucu 6. grupta 9,10586+0,957237, 8.

22,65029+1,626677 bulunup bu iki grubun istatistiksel
karsilastiriilmasinda anlamli fark tespit edilmistir (p<0.001).

ALP aktivitesi sonucu 6. grupta 9,10586+0,957237, 10.

21,24971+4,698152  bulunup bu iki grubun istatistiksel
karsilastirimasinda anlamli fark tespit edilmistir (p<0.001).

ALP aktivitesi sonucu 8. grupta 22,65029+1,626677 10.

21,24971+4,698152  bulunup bu iki grubun istatistiksel

karsilastirilmasinda anlamli fark tespit edilememistir.
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Tablo 4.9. Kontrol gruplarinin kendi iginde karsilastiriimasi

GRUPLAR X SD X SD p
Grup2

Grup4| 672614 | 0743031 | 7,85086 | 1,689283 |0 165
Grup2

Grup6 | 6,72614 0,743031 9,10586 0,957237 |0.001
Grup2

Grup8| 6,72614 0,743031 22,65029 1,626677 |0.001
Grup2

Grupl0 6,72614 0,743031 21,24971 4,698152 | 0.001

Grup4

Grup6 7,85086 1,689283 9,10586 0,957237 |0.128

Grup4

Grup8 7,85086 1,689283 22,65029 1,626677 |0.001

Grup4

Grupl0 | 7.85086 | 1689283 | 21,24971 | 4,698152 |0.001

Grup6

Grup8 9,10586 0,957237 22,65029 1,626677 |0.001

Grup6

Grupl0 | 9.10586 | 0957237 | 21,24971 | 4,698152 |0.001

Grup8

Grupl0 | 22,65029 1,626677 21,24971 4,698152 |0.535

Deney ve kontrol gruplarinin birbirleri ile kargilastiriimasi (Tablo
4.10);

ALP aktivitesi sonucu 1. grupta 3,09514+0,734958, 2. grupta
06,72614+0,743031  bulunup bu iki grubun istatistiksel olarak

karsilastiriimasinda fark tespit edilememistir.
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ALP aktivitesi sonucu 3. grupta 3,67771+0,858139, 4. grupta
7,85086+1,689283  bulunup bu iki grubun istatistiksel olarak
karsilastiriilmasinda anlamli fark tespit edilmistir (p<0.05).

ALP aktivitesi sonucu 5. grupta 4,72971+1,260810, 6. grupta
9,10586+0,957237 bulunup bu iki grubun istatistiksel olarak
karsilastiriilmasinda anlamli fark tespit edilmistir (p<0.001).

ALP aktivitesi sonucu 7. grupta 18,16300+4,806803, 8. grupta
22,65029+1,626677 bulunup bu iki grubun istatistiksel olarak

karsilastirilmasinda anlamli fark tespit edilmistir (p<0.05).

ALP aktivitesi sonucu 9. grupta 16,73729+6,021225, 10. grupta
21,24971+4,698152  bulunup bu iki grubun istatistiksel olarak
karsilastirilmasinda anlamli fark tespit edilmistir (p<0.05).

Tablo 4.10. Ayni deney gununde deney ve kontrol gruplarinin birbirleri ile
karsilastiriimasi

GRUPLAR X SD X SD p

Grupl

*k%k

Grup2| 3,09514 0,734958 6,72614 0,743031 | 0.001

Grup3

*k%k

Grup4| 3.67771 0,858139 7,85086 1,689283 | 0.001

Grup5

*k%k

Grup6| 472971 | 1,260810 | 9,10586 | 0,957237 | 001

Grup7

Grup8 | 18,16300 4,806803 22,65029 1,626677 |0.209

Grup9

Grupl0 | 16,73729 6,021225 21,24971 4,698152 |0.073
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5. TARTISMA

“Bir dis ya da dis grubu kendisine etki eden kuvvetlerin sonucu
hareket eder”’prensibi ortodontik tedavilerin tarihsel gelisimi boyunca g6z
onunde tutulmustur. Bir ¢ok arastirmaci yaptigi c¢alismalarda ortodontik
kuvvetlerin etkisiyle dise ait periodontal membran hucrelerinin fonksiyon ve
organizasyonunda degigiklikler yaparak, kemigin yeniden sekillenmesiyle

ortodontik dis hareketinin gerceklestigini gostermistir (83, 114,132).

Bu tez calismasinda; genel tip ve dighekimligi alaninda siklikla
kullanilan bir agri kesici, antienflamatuar etken maddesi olan Benzidamin
HCI'Un, ortodontik dis hareketlerinin gergeklesmesi igin gerekli kemik yapim
ve yikim faaliyetlerinde basrol oynayan osteoblast hucrelerinin gelisim ve
fenotipleri Uzerine tesirleri sonucu ortodontik dis hareketlerinin normal
surecini degistirebilecek olumlu ya da olumsuz etkilerinin arastirilmasi

amaclanmigtir.

Ortodontik kuvvet uygulandiktan ve ortodontik dis hareketi basladiktan
hemen sonra hastadan hastaya agriyi algilama dizeyine gore degisen
siddetlerde agri hissi olusmaktadir ayrica bu agriya hemen her zaman
periodontal vazodilatasyonla karakterize, bir akut enflamatuar cevapta eslik
etmektedir. Davidovitch ve arkadaglari (31) ortodontik dis hareketinin
periodontal vazodilatasyon ve agri ile karakterize bir enflamasyon oldugunu

gOstermiglerdir.

Klinikte enflamatuar agrili olgularda siklikla kullanilan ilag tirii NSAIi
ilag semsiyesi altinda yer alan ilaglardir. Guniumuze kadar yapilan bir ¢ok
calismada ortodontik dis hareketi sirasinda meydana gelen agri sikayetlerinin
azaltilmasi igin aspirin, indometazin ibuprofen, gibi NSAIl'larin kullanildig
gosterilmistir (32, 76, 85, 123, 147, 153). Ancak ortodontik tedavi goren
hastalarda NSAIl'larin kullanilmasinin dis hareketini azalttig

dusundldugunden, son yillarda arastirmalar ortodontik tedavi suresini en az
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etkileyecek analjezik antienflamatuar ilaglar Gzerinde yogunlasmistir (7, 22,
55, 76, 95, 101, 117, 121, 124, 145, 149).

De Carlos ve arkadaslar (32) calismalarinda ortodontik tedavide
kullanilan agrn kesici ilaglarin dis hareketini yavaslatmasi nedeniyle
konvansiyonel NSAIl'lara alternatif olabilecek ilaglarin dental harekete olan
etkisine ratlar Uzerinde bakmislar calismanin sonucunda celecoxib ve
parecoxibin dig hareketine etkisi degerlendirildiginde agri icin kullanilabilecegi
bildirmiglerdir. Arias ve Marquez-Orozco (7) yaptidi calismada asetil salisilik
asit, ibuprofen ve asetaminofen’in etkilerini, bu analjeziklerin uygulandigi
ratlarda kemik rezorbsiyonlarinin histolojik degerlendirmeleri ile yorumlanmis
ve aspirin, ibuprofen gibi NSAIii‘larin muhtemelen prostaglandin salimini
inhibe etmesinden dolayi dis hareketini azalttigi, buna karsin asetaminofenin
dis hareketini etkilemedigi ve agri kesici olarak segilebilecedi belirtiimistir. De
Carlos ve arkadaslarn (33) yaptigi bir baska calismada konvansiyonel
NSAIi'lara model olarak diklofenak secilmis ve spesifik COX-2 inhibitérii olan
rofecoxip’in ratlar Uzerinde dis hareketleri incelenmis sonugta ¢ok belirgin bir
farklilik g6zlememiglerdir. Sari, Olmez ve Giirton (124) yaptiklari ¢alismada 2
farkli antienflamatuvar ilacin gingival sivi hacmi ve prostaglandin E
seviyelerine bakilarak ortodontik dis hareketine etkisini arastirmisglar, ilaglar
kiyaslandiginda aspirine gore rofecoxibin ortodontik tedavi sirasinda
kullanilabilecegi  bildirmislerdir. Kehoe ve arkadaslari (76) yaptiklar
calismada asetaminofen, ibuprofen ve misoprostol’un PGE2 sentezine ve
ortodontik dis hareketine olan etkilerini karsilastirilmiglar g¢alismanin
sonucunda  asetaminofen’nin  ortodontik  tedavide kullanilabilecegi
gosterilmislerdir. Chumbley ve Tuncay (22) yaptiklari bir c¢alismada ise
aspirin benzer etki gosteren indometazin’in dis hareketine olan etkisini
arastirmiglar sonug olarak ortodontik tedavi géren hastalara tedavi suresini

uzatacag! icin aspirin benzeri ilaglarin dnerilmemesi gerektigini bildirmislerdir.

Ortodontik tedavilerin bir ¢ok olguda yil ile ifade edilecek duzeyde
uzun surdigu ve hastada oral hijyen sorunlari ve periodontal problemlere

neden oldugu dusunulurse bu konu hem hasta hem de klinisyen igin son
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derece Onemlidir. Bizim arastirmamizda gunumuze kadar kemik
metabolizmasi Uzerine etkileri pek fazla irdelenmemis olan Benzidamin

HCI'Un osteoblastlar Uzerine etkisi incelenmigtir.

Bir cok NSAIl ilag genel olarak siklooksijenaz yolaginin iki enzimi olan
COX-1 ve COX-2Yi inhibe ederek prostaglandin salinimini baskilarlar.
Prostaglandinler arasidonik asitten Uretilerek, komsu hucrelerin reseptorlerini
uyarip, intraseltler cAMP artisini saglar boylece osteoklastlar, monositlerden
farklilagarak kemik yikiminda rol alirlar. Ortodontik dis hareketleri esnasinda
kemik yapimi ve yikimi birbirinden ayrilamaz olgular olsa da agri olusumunun
kemik yikimi esnasinda oldugu dusunulmektedir. Ngan ve arkadaglari (101),
Ferreira ve arkadaslann (47) c¢alismalarinda norolojik  sistemde
prostaglandinlerin agri iletimini artirdigini, histamin, bradikinin, seratonin gibi
bir cok mediatérun zararli etkilerini artirarak algilanan agrinin yogunlugunda

artisa neden olduklarini gostermislerdir.

Benzidamin HCI her ne kadar bir NSAIi ise de bilinen NSAIi’lardan
farkli bir yapiya sahiptir. Diger asidik NSAI'lardan farkli olarak alkalik Ph’ya
sahiptir. Bu alkali tabiati sistemik dolasima ge¢mesini takiben enflamatuar
dokularda yogunlagsmasini saglar (106). Benzidamin HCI'Un farmakolojisi
konusunda yapilan arastirmalar birbirleriyle uyum gostermemektedir. Ornegin
Segre ve Hammarstrom’'un (127) yaptiklari ¢alismada Benzidamin HCI'Un,
prostaglandin  biosentezini normal sistemik kullanimda etkilemedigi
bildirilmisken, Moder ve Lindberg (95), Benzidamin HClI'in PGE2 ve 6-keto-
PGF1 alfanin bazal Uretimini onemli dlgude azalttigini gostermiglerdir. Yine
Tomazzoli ve arkadaslari (141) bir calismalarinda daha 6nce yapilan in vitro
sonuglarin tersine PGE2'nin Benzidamin HCI'Un diger biyokimyasal etkilerine
maruz kalarak indirekt olarak azaldigini tespit etmislerdir. Bu indirekt etki ise
Goppelt-Strube ve arkadaslarinca (55) yapilan bir gcalismada PGE1 ve PGE2
sentezinin lysophosphatide aclytranferase enziminin aragidonik asidin
serbestlestirdigi fosfolipaz A2 ile membran fosfolipitleri ile etkilesmesi ve bu
artan arasidonik asidin siklooksijenaz ile metabolize olarak prostonoidlere

donustugu seklinde acgiklanmigtir. Benzidamin HCI'Un etki mekanizmasi
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konusundaki bu karanlik noktalar arastirmamizda bu ilaci segmemizde ayrica

etkili olmustur.

Diglerin icinde hareket ettigi, disleri cevreleyen kemik dokusu vicudun
iskeletini olusturan mineralize olmus bir bag dokusudur. Vicudun kemik
dokusu, yapisal olarak, kemik kas hareketleri igin bir ¢ati olusturup, ig
organlari ve kemik iligini korur ve fiziksel stres degisikliklerine uyum saglar.
Metabolik olarak ise, bir depo ve hemostatik tamponlayici bir sistem olarak
gOrev gorur. Organizma igin son derece onemli olan kemigin ana hucreleri
ise osteoblastlar ve osteoklastlardir. Osteoblastlar genel olarak kemik
yapimindan, osteoklastlar ise kemik yikimindan sorumlu hucrelerdir
(66, 67,108,144).

Osteoblast ve osteoklast hucreleri her zaman iliski igindedirler.
Dolayisiyla kemik yapimi ve yikimi arasinda guglu bir iligki vardir.
Osteoblastlar matriks proteinleri yigarken, TGF-B (Transforming Growth
Factor), IGF-I (Insulinlike Growth Factor), IGF-Il, FGF (Fibroblast Growth
Factor), PDGF (Platelet Derived Growth Factor) ve BMP’ler (Bone
Morphogenic Protein) gibi osteoblastlar tarafindan Uretilen buyume faktorleri
yapisal matriks proteinlerine katilirlar. Bu buyume faktorleri, kemik
rezorbsiyonu sirasinda matriksten salinirlar ve osteoklastik rezorbsiyonla
matriks olusumunun entegrasyonunu saglayan bir mekanizma olustururlar
(108,144).

Kemik kitlesi de yapim ve yikim arasindaki dengeye bagli olarak
degisir. Temel ¢ok hucreli birim tarafindan yonlendirilen bu sureg; sistemik
hormonal etkilerin yani sira, yerel olarak Uretilen (parakrin) maddelerin
kontrolindedir. Osteoblastik aktivite rezorpsiyonu; rezorpsiyon, osteoblastik
aktiviteyi uyarir. Bu etkilesim'coupling’olarak adlandirihir  (150). PTH
arttiginda osteoblastlar uyanmakta ve kemik yapimi artmakta,
osteoblastlarin salgiladigi maddeler ayni zamanda osteoklastik aktiviteyi,
yani kemik rezorpsiyonunu uyarmaktadir. Osteoblast-osteoklast iligkisini

saglayan, osteoblastlardan salgilanan iki proteindir: Osteoklast farklilagsma
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faktort (ODF, RANKL) ve osteoprotegerin (OPG). Periferik uyarilar kemik
yenilenmesinin artmasini gerektiriyorsa RANKL salgilanir, azalmasini
gerektiriyorsa RANKL salgisi azalir, OPG salgisi artar. RANKL, osteoklastlar
Uzerindeki reseptorleri yolu ile yeni osteoklast proliferasyonunu artirir. OPG
ise RANKL'I baglayarak, bir yalanci reseptor gibi hareket eder ve RANKL
etkisini azaltir (43,150). Sandy (122) osteoblastlarin, osteoklastlarin olugumu
ve fonksiyonunu duzenledigini tespit etmistir. Bu nedenlerle biz de
calismamizi hem kemik yapimi hem de dolayli yoldan yikimini yonlendiren

osteoblast hucreleri Uzerinde in vitro olarak yapmaya karar verdik.

GUnumuzde in vitro hdcre kaltira ¢alismalari, bir gok alanda hayvan
deneylerinin yerini almakta ve bircok hayvan c¢alismasini gereksiz
kilmaktadir. Ornegin yalnizca ingiltere'de bir yil icinde 2.570.000 hayvan
cesitli deneylerde kullanilmistir. Amerika Birlesik Devletlerinde ise bir yilda
deney amaciyla oldurtlen hayvanlarin sayisi 18-22 milyon arasinda degismis
olmakla beraber, bu rakama 50.000 kedi, 61.000 maymun, 180.000 kdpek ve
554.000 tavsan da dahildir. Hayvan haklari savunuculari, hayvan
deneylerinin birgogunun gereksiz yapildigi yonundeki dudstncelerini, bu
deneylerden ¢ikan sonuclarin guvenilemeyecek kadar degisken olmasina ya
da hayvanlarin aci cektirilerek olduralmelerine degmeyecek kadar onemsiz
olduklari savlarina dayandirmaktadirlar. Hucre kultira ¢alismalarinin faydasi
burada ortaya ¢ikmaktadir. Direkt hayvan deneyi yapmak yerine, gunimuzde
bayuk gelismeler gostermekte olan molekuler biyolojik tekniklerle yapilimis
hiacre kultird galigmalarindan elde edilen bulgulara gore gerekli oldugu
durumlarda hayvan deneyi vyapilmasiyla hem g¢ok sayida hayvanin
oldurtlmesi engellenmis olmakta hem de standart bir deney ortaminin
saglanip yalnizca denenen maddeye veya yonteme hicrenin verdigi cevabin

Olculebilmesi avantajini saglamaktadir. (2, 6, 140)

Ayrica hlcre kultiru test yontemlerinin kontrol edilebilme olanaklar
yuksektir ve tekrarlanabilme Ozellikleri vardir. Sonuglar daha kisa surede
alinabilmektedir. Hucreler Uzerindeki etki dogrudan dogruya gozlenir.

Kimyasal maddelerin etkileri her cins doku ya da hucrelerde ayri ayri

121



arastirilabilir. Etkiler dogrudan dogruya oldugundan siratlidir. istatistiksel
olarak hayvan deneyleriyle Kkarsilastirlamayacak kadar fazla hucre
kullanilabilir. Organizmadaki kargsilikli etkilesimler nedeniyle yapilamayan ya
da bu nedenle supheli sonuclar elde edilen arastirmalar hicre kulturlerinde
daha saglikli yapilabilir (80). Ortodontide ve baska bilim dallarinda birgok
arastirmaci gunumudzde hdcre kualtiri yontemini biomateryallerin ve ilag
etken maddelerinin test edilmesinde kullanmigtir (14, 15, 49, 51, 71, 81, 105,
158). Bizde bu nedenlerle arastirmamizi osteoblast hucre kulturt Uzerinde

yapmaya karar verdik

Temel olarak primer ve devamli (sekonder) olmak Uzere iki farkli hucre
kultara tipi vardir. Biyomateryaller ve ilaglarla calisilirken secilen hicre
zincirinin  Ozellikleri ve devamli hucre hatti mi yoksa primer hucrelerle
calismanin mi daha guvenilir ve anlamli olacagi suan bile tartisma
konusudur. Primer osteoblast hucreleri kikirdak, kemik, kemik iligi gibi pek
cok farkli kaynaktan elde edilebilir. Fare kemik hucreleri, insan osteoblastlari,
civciv embriyonik hucreleri, fotal sigir osteoblastlari, diploid kromozama
sahiptir ve primer osteoblast hlcreleri olarak kabul edilir. Primer kulttrler cok
yavag Ureme gosteririler, elde edilmeleri nispeten zordur, belirli bir yasam
suresine sahiptirler ve her zaman saglikh bir sekilde ¢ogaltiimalari mumkun
olmamaktadir (6, 36). Buna karsilik devamli hucre hatlarn hizli drerler,
laboratuar kurallarina uyuldugu zaman bir ¢ok defa pasajlanip uzun sure
yasatilabilirler. Elde edilmeleri primer olanlara gbre son derece kolaydir.
Butin pasajlama islemleri sonucunda bile uzun sdre hucrelerin fenotipik
Ozelliklerinde bir kayip olmaz. Ayrica devamli hucre hatlar ile c¢alismak
primer hlcre kulttrlerine gore daha hizli sonuglar verir (36). Tum bu nedenler
bizi galismamizda devamli bir osteoblast hicre hatti olan mouse calvaria
(fare kafatasi) pre osteoblast hicre hattint (MC3T3-E1 subclone 14)
kullanmaya yoneltti. Benzer sekilde birgok arastirmaci g¢alismalarinda
kemigin yeniden sekillenmesi sirasinda rezorpsiyon ve appozisyon fazlarini
taklit edebildikleri, kolay Uretilebilen ve osteoblastik fenotip gosteren MC3T3-
E1 pre osteoblast hucre hattini kullanmiglardir (25,51,53,159).
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Calismamizda; Benzidamin HClP'un osteoblast hacreleri Uzerine

etkilerinin arastiriimasi igin bir dizi deney planlanmistir;

- Alizarin red s ve von-Kossa boyamalari ile kemik nodulleri ve

mineral birikimlerinin tesbiti,
- ALP boyamasi ile alkalen fosfotaz enziminin histokimyasal tespiti,

- Spektrofotometrik yontemlerle ALP aktivitesinin biyokimyasal

tespiti

- RT-PCR ile kemik formasyonu sirasinda osteoblastlar tarafindan
sentezlenmesi gereken bazi genlerin (OC, OP, a1lCol, ALP,
Cbfa1) tespiti,

- XTT testi ve hucre sayimi ile Benzidamin HClI'un osteoblastlar

Uzerine olasi sitotoksik etkilerinin tesbiti.

Bir cok galismada da, farkli ilag ve biyomateryallerin MC3T3-E1 hucre
hattina etkilerini degerlendirmek icin ALP aktivitesi, PCR, Alizarin ve von-
Kossa boyamasi, XTT testi ve hucre sayimi yontemlerini kullanmiglardir
(4,81,116).

Calismamizda kullandigimiz Benzidamin HCI'Un dozunu tespit etmek
icin daha 6nce NSAIi ilaglarla ve Benzidamin HCI ile yapilan g¢alismalardan
yola ¢ikarak (20,130) degisik dozlar icin spektrofotometrik olarak MTT (3,[4,5-
dimethylthiazol-2-yl]-2,5-diphenyltetrazolium bromide) testi yapilip, ¢ikan
sonuglara gére MC3T3-E1 hilcre hatti icin 1Csy (half maximal inhibitory
concentration) konsatrasyonlari hesaplanarak deneylerde kullanacagimiz
34.3 uM doz tespit edildi (20,72,148).

Saglik alaninda, ortodontide, ilag etken maddeleri ve c¢esitli
biyomateryaller, buyume faktorleri, sitokinler, medyum komponentleri, lenfosit
aktivasyonu ve sitotoksik ajanlarin géruntulenmesi gibi hiicre biyolaoijisi ile ilgili

calismalarda tum dunya da yaygin olarak kullanilan hicre proliferasyon

123



testlerinden, 1950’li yillarda tanitilan kantitatif kolorometrik bir metot olan
MTT test yontemi kullaniimigtir (26,46,64,146,160). Ancak son yillarda, MTT
testinin uygulama asamasinda besiyeri degistirme zorunlulugu, yilkama ve
uzun test suresi gibi hucre 6lumune neden olabilecek islemleri saf digi eden
bir tetrazolyum tuzu ile formazan yogunlugunun optik olarak degerlendirildigi
bir metabolik aktivite test yontemi olan XTT gelistirilmis ve ¢alismamizda da
sitotoksisite tayininde bu yontemin kullanilmasi tercih edilmistir. XTT
metodunda reaksiyon; tetrazolyum tuzlarinin, metabolik olarak aktif
hdcrelerin - mitokondrilerindeki  siksinat tetrazolyum rediktaz sistemi
araciligiyla formazana donusumu ile meydana gelmektedir. Bu islem temel
olarak  mitokondrial enzimler ve elektron tasiyicilar tarafindan
yonlendiriimektedir. Sari renkli bir tetrazolyum tuzu olan XTT, reaksiyon
sonrasl suda g¢ozunebilen turuncu renkli bir formazan boyaya donusur ve

elde edilen sonuglar ELISA-Reader’da degerlendirilir (12, 71).

Benzidamin HCI’Un osteoblast hucreleri Uzerine etkilerini incelemek
amaclyla deneyin 1., 4., 7., 14. ve 21. gunlerinde kargilagtirmalari

gerceklestirmek igin deney ve kontrol gruplari olusturulmustur (Tablo 4.1.).

XTT testi ile Benzidamin HCI'Un osteoblast hucreleri Uzerine

sitotoksik etkileri incelendiginde;

Deney gruplarinin kendi iginde XTT degeri yoninden

karsilastirnimalarinda;

1.gun deney (Grup 1) ve 4. gun deney (Grup 3) gruplari
karsilastinildiginda; 3.grup XTT degerinde istatistiksel olarak anlamli bir
azalis tespit edilmigtir (p<0.05).

1.gun deney (Grup 1) ve 7. gun deney (Grup 5) gruplari
karsilastinildiginda; 5.grup XTT degerinde istatistiksel olarak anlamli bir
azalis tespit edilmistir (p<0.001).
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1.gun deney (Grup 1) ve 14. gun deney (Grup 7) gruplari
karsilastirildiginda; 7.grup XTT degerinde istatistiksel olarak anlamli bir artig
tespit edilmistir (p<0.01).

1.gun deney (Grup 1) ve 21. gun deney (Grup 9) gruplari
karsilastinildiginda; 9.grup XTT degerinde istatistiksel olarak anlamli bir
azalis tespit edilmistir (p<0.05).

4.gun deney (Grup 3) ve 7. gun deney (Grup 5) gruplari
karsilastirildiginda; 5.grup XTT degerinde istatistiksel olarak anlamli bir artig
tespit edilmistir (p<0.05).

4.gun deney (Grup 3) ve 14. gun deney (Grup 7) gruplari
karsilastirildiginda; 7.grup XTT degerinde istatistiksel olarak anlamli bir artig
tespit edilmistir (p<0.001).

4.gun deney (Grup 3) ve 21. gun deney (Grup 9) gruplari
karsilastirildiginda; 9.grup XTT degerinde istatistiksel olarak anlamli bir artis
tespit edilmistir (p<0.05).

7.gun deney (Grup 5) ve 14. gun deney (Grup 7) gruplarn
karsilastirildiginda; 7.grup XTT degerinde istatistiksel olarak anlamli bir artig
tespit edilmistir (p<0.001).

7.gun deney (Grup 5) ve 21. gun deney (Grup 9) gruplar
karsilastirildiginda; 9.grup XTT degerinde istatistiksel olarak anlamli bir artig
tespit edilmistir (p<0.05).

14.gun deney (Grup 7) ve 21. gun deney (Grup 9) gruplari
karsilastinildiginda; 9.grup XTT degerinde istatistiksel olarak anlamli bir
azalis tespit edilmistir (p<0.05).
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Kontrol gruplarinin kendi iginde XTT degeri yoniunden

karsilastirimalarinda;

1.gun kontrol (Grup 2) ve 4. gun kontrol (Grup 4) gruplari
karsilastinldiginda; 4.grup XTT degerinde istatistiksel olarak anlamli bir
azalig tespit edilmistir (p<0.001).

1.gun kontrol (Grup 2) ve 7. gun kontrol (Grup 6) gruplari
karsilastirildiginda; 6.grup XTT degerinde istatistiksel olarak anlamli bir artig
tespit edilmistir (p<0.001).

1.gun kontrol (Grup 2) ve 14. gun kontrol (Grup 8) gruplari
karsilastirildiginda; 8.grup XTT degerinde istatistiksel olarak anlamli bir artig
tespit edilmistir (p<0.05).

1.gun kontrol (Grup 2) ve 21.gun kontrol (Grup 10) gruplari
karsilastiriidiginda; 10.grup XTT degerinde istatistiksel olarak anlamli bir artis
tespit edilmistir (p<0.05).

4.gun kontrol (Grup 4) ve 7. gun kontrol (Grup 6) gruplan
karsilastirildiginda; 6.grup XTT degerinde istatistiksel olarak anlamli bir artig
tespit edilmistir (p<0.001).

4.gun kontrol (Grup 4) ve 14. gun kontrol (Grup 8) gruplari
karsilastirildiginda; 8.grup XTT degerinde istatistiksel olarak anlamli bir artig
tespit edilmistir (p<0.05).

4.gun kontrol (Grup 4) ve 21.gun kontrol (Grup 10) gruplari
karsilastirildiginda; 10.grup XTT degerinde istatistiksel olarak anlamli bir artis
tespit edilmistir (p<0.05).

7.gun kontrol (Grup 6) ve 14. gun kontrol (Grup 8) gruplan
karsilastirildiginda; istatistiksel olarak anlamli bir fark bulunmamistir
(p>0.05).
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7.gun kontrol (Grup 6) ve 21.gun kontrol (Grup 10) gruplari
karsilastirildiginda; istatistiksel olarak anlamli bir fark bulunmamistir
(p>0.05).

14.gun kontrol (Grup 8) ve 21.gun kontrol (Grup 10) gruplari
karsilastirildiginda; istatistiksel olarak anlamli bir fark bulunmamistir
(p>0.05).

Deney ve kontrol gruplart  XTT degeri  yoniinden

karsilastinldiginda;

1.gun deney (Grup 1) ve kontrol gruplarn (Grup 2) karsilastinildiginda;

istatistiksel olarak anlamli bir fark bulunmamistir (p>0.05).

4.gun deney (Grup 3) ve kontrol gruplar (Grup 4) karsilastirildiginda;
kontrol grubunda deney grubuna gore XTT degerlerinde istatistiksel olarak

anlamli bir artig tespit edilmistir (p<0.05).

7.gun deney (Grup 5) ve kontrol gruplari (Grup 6) karsilastinidiginda;
kontrol grubunda deney grubuna gore XTT degerlerinde istatistiksel olarak

anlamli bir artis tespit edilmigtir (p<0.001).

14.gun deney (Grup 7) ve kontrol gruplari (Grup 8) karsilastiriidiginda;
kontrol grubunda deney grubuna gore XTT degerlerinde istatistiksel olarak

anlamli bir artis tespit edilmigtir (p<0.05).

21.guin  deney (Grup 9) ve kontrol gruplari (Grup 10)
karsilastinldiginda; kontrol grubunda deney grubuna gore XTT

degerlerinde istatistiksel olarak anlamli bir artis tespit edilmigtir (p<0.05).

XTT  degerlendirmelerinde; Deney  gruplari kendi  icinde
karsilastiriidiginda tum deney gunlerinde istatistiksel olarak farklar olmasina
ragmen ortalama olarak baslangica gore hucrelerin proliferasyon dizeylerinin
hemen hemen ayni kaldigi kontrol gruplarinin kendi iginde kargilastirmasinda

ise 1. deney gununden 21. deney gunune dogru artan sekilde hucrelerin
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proliferasyon gosterdigi tespit edilmigtir. Deney ve kontrol gruplarinin birbirleri
ile karsilastirmasi bu proliferasyon seviyesini daha net ortaya koymus kontrol
gruplarina ait hucreler 4. deney gununden itibaren ¢ok anlamli sekilde deney
gruplarina kiyasla hacresel canlilik ve proliferasyon gostermislerdir. Kilturde
hdcrelerin normal sartlar altinda duzenli olarak ¢ogalma egilimde olduklari
dusunulurse XTT testi sonuclari Benzidamin HCI’U4n MC3T3-E1 hicre hatti

uzerinde sitotoksik etkileri oldugu gostermistir.

Calismamizin XTT testi bulgulari bu ydnde olmasina ragmen
Benzidamin HCI'Un osteoblast cogalmasi Uzerine olan etkilerinin incelenmesi

icin ayrica tum deney gunlerinde hicre sayimi da yapilmistir.

Deney gruplart hicre sayisi yoniunden kendi iginde

karsilastinldiginda;

1.gun deney (Grup 1) ve 4. gun deney (Grup 3) gruplari
karsilastirildiginda; 3.grup hicre sayisinda istatistiksel olarak anlamli bir artig
tespit edilmistir (p<0.001).

1.gun deney (Grup 1) ve 7. gun deney (Grup 5) gruplari
karsilastirildiginda; 5.grup hicre sayisinda istatistiksel olarak anlamli bir artig
tespit edilmistir (p<0.001).

1.gun deney (Grup 1) ve 14. gun deney (Grup 7) gruplari
karsilastirildiginda; 7.grup hicre sayisinda istatistiksel olarak anlamli bir artis
tespit edilmistir (p<0.001).

1.gun deney (Grup 1) ve 21. gun deney (Grup 9) gruplari
karsilastiriidiginda; 9.grup hicre sayisinda istatistiksel olarak anlamli bir artig
tespit edilmistir(p<0.001).

4.gun deney (Grup 3) ve 7. gun deney (Grup 5) gruplari
karsilastirildiginda; 5.grup hicre sayisinda istatistiksel olarak anlamli bir artig
tespit edilmistir (p<0.001).
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4.gun deney (Grup 3) ve 14. gun deney (Grup 7) gruplari
karsilastirildiginda; 7.grup hicre sayisinda istatistiksel olarak anlamli bir artis

tespit edilmistir (p<0.001).

4.gun deney (Grup 3) ve 21. gun deney (Grup 9) gruplari
karsilastirildiginda; 9.grup hicre sayisinda istatistiksel olarak anlamli bir artig
tespit edilmistir (p<0.001).

7.gun deney (Grup 5) ve 14. gun deney (Grup 7) gruplari
karsilastirildiginda; 7.grup hicre sayisinda istatistiksel olarak anlamli bir artig

tespit edilmistir (p<0.001).

7.gun deney (Grup 5) ve 21. gun deney (Grup 9) gruplar
karsilastirildiginda; 9.grup hicre sayisinda istatistiksel olarak anlamli bir artis
tespit edilmistir (p<0.001).

14.gun deney (Grup 7) ve 21. gun deney (Grup 9) gruplari
karsilastirildiginda; 9.grup hicre sayisinda istatistiksel olarak anlamli bir artig
tespit edilmistir (p<0.001).

Kontrol gruplari hiucre sayisi yoniunden kendi iginde

karsilastirildiginda;

1.gun kontrol (Grup 2) ve 4. gun kontrol (Grup 4) gruplari
karsilastirildiginda; 4.grup hicre sayisinda istatistiksel olarak anlamli bir artig

tespit edilmistir(p<0.001).

1.gun kontrol (Grup 2) ve 7. gun kontrol (Grup 6) gruplari
karsilastirildiginda; 6.grup hicre sayisinda istatistiksel olarak anlamli bir artig

tespit edilmistir (p<0.001).

1.gun kontrol (Grup 2) ve 14. gun kontrol (Grup 8) gruplari
karsilastirildiginda; 8.grup hicre sayisinda istatistiksel olarak anlamli bir artis
tespit edilmistir (p<0.001).
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1.gun kontrol (Grup 2) ve 21.gun kontrol (Grup 10) gruplari
karsilastinildiginda; 10.grup hucre sayisinda istatistiksel olarak anlamli bir

artis tespit edilmigtir (p<0.001).

4.gun kontrol (Grup 4) ve 7. gun kontrol (Grup 6) gruplari
karsilastirildiginda; 6.grup hicre sayisinda istatistiksel olarak anlamli bir artig
tespit edilmistir (p<0.001).

4.gun kontrol (Grup 4) ve 14. gun kontrol (Grup 8) gruplari
karsilastirildiginda; 8.grup hicre sayisinda istatistiksel olarak anlamli bir artis
tespit edilmistir (p<0.001).

4.gun kontrol (Grup 4) ve 21.gun kontrol (Grup 10) gruplari
karsilastirildiginda; 10.grup hucre sayisinda istatistiksel olarak anlamli bir

artis tespit edilmigtir (p<0.001).

7.gun kontrol (Grup 6) ve 14. gun kontrol (Grup 8) gruplari
karsilastirildiginda; istatistiksel olarak anlamli bir artis tespit edilmistir
(p<0.001).

7.gun kontrol (Grup 6) ve 21.gun kontrol (Grup 10) gruplar
karsilastirildiginda; istatistiksel olarak anlamli bir artis tespit edilmigtir
(p<0.001).

14.gun kontrol (Grup 8) ve 21.gun kontrol (Grup 10) gruplari
karsilastirildiginda; istatistiksel olarak anlamli bir fark bulunmamistir
(p>0.05).

Deney ve kontrol gruplari hiicre sayisi yoninden

karsilastirildiginda;

1.gun deney (Grup 1) ve kontrol gruplari (Grup 2) kargilastirildiginda;

istatistiksel olarak anlamli bir fark bulunmamistir (p>0.05).
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4.gun deney (Grup 3) ve kontrol gruplar (Grup 4) karsilastirildiginda;

istatistiksel olarak anlamli bir fark bulunmamistir (p>0.05).

7.gun deney (Grup 5) ve kontrol gruplari (Grup 6) karsilastinldiginda;
kontrol grubunda deney grubuna gore hucre sayisinda istatistiksel olarak

anlamli bir artig tespit edilmistir (p<0.001).

14.gun deney (Grup 7) ve kontrol gruplari (Grup 8) karsilastirildiginda;
kontrol grubunda deney grubuna gore hucre sayisinda istatistiksel olarak

anlamli bir artis tespit edilmigtir (p<0.05).

21.guin  deney (Grup 9) ve kontrol gruplari (Grup 10)
kargilastinldiginda;  kontrol grubunda deney grubuna gore hicre sayisinda

istatistiksel olarak anlamli bir artis tespit edilmistir (p<0.05).

Hucre sayisi degerlendirmelerinde; Hem deney hem de kontrol
gruplarinda hdcre sayisinin 1. gunden 21. gine dogru giderek artmis oldugu
ancak bu artisin deneyin ilk gunu ve son gunu kiyaslandiginda deney
gruplarinda ortalama 5 kat, kontrol gruplarinda ise ortalama 145 kat oldugu
tespit edilmigtir. Deney ve kontrol gruplarinin birbirleri ile kargilagstirmasinda
ise 4. gunden itibaren kontrol gruplarinda hicre sayisinin deney gruplarina

gore anlamli sekilde fazla oldugu degerlendirilmigtir.

Sonucgta hucre sayilari ve XTT testi birbirleri ile uyumlu olarak
Benzidamin HCI'Un osteoblastlar Uzerine sitotoksik oldugunu ve
proliferasyonlarini  sinirladiyini  gdstermistir.  NSAIl  yapilan  benzer
caligmalarda da bizim bulgumuzu destekler nitelikte NSAil'larin hiicre
uremesini baskiladigi tespit edilmigtir (5, 54,58,109,111,133,157).

Ho ve arkadaslari (63), yaptiklari calismada da NSAIi (nonsteroid
antienflamatuarlar) ilaglarin zamana ve efektif konsantrasyona bagl olarak
degisik derecelerde osteoblast proliferasyonunu inhibe edip Uremeleri

Uzerine baskilayici bir etki olusturduklarini tespit etmiglerdir.
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Indomethacin, aspirin, ibuprofen gibi NSAIi ilaglarin kemik biyimesini,
tamirini ve yeniden sekillenmesini baskiladigini godsteren c¢alismalar
mevcuttur (77,102)

Matziolis ve arkadaslari (92). kemik kiriklarinda yaygin olarak
kullanilan analjezik ilaglarin yara iyilesmesini nasil etkileyecedi konusunda
yaptiklari arastirmalarinda, T6ramadol ve diclofenac analjezik etken
maddeleri ile yaptiklari osteoblast kultirinde bu ilaglarin hicreler Uzerine
sitotoksik etkisini XTT testi yaparak arastirmislar ve her iki ilacin da bizimki
ile benzer bigcimde osteoblastlarin proliferasyonunu baskiladigini tespit

etmiglerdir.

Kaspar ve arkadaslari (73), cok siklikla kullanilan NSAIi'lardan olan
voltarenin etken maddesi diclofenac ile yaptiklari osteoblast kultara
calismasinda, bu etken maddenin sitotoksik etkisini MTT test yontemi ile
degerlendirmigler ve diclofenac’in osteoblastlarin metabolik aktivitesini yine

bizimki ile benzer sekilde azalttigini belirlemiglerdir.

Osteoblast hucrelerinin  diferansiyasyonlarinin  gosterilmesinde en
siklikla kullanilan belirteclerden biri de, alkalen fosfataz aktivitesidir. Iskelet
alkalen fosfatazi osteoblast membraninda bulunur ve kemik olugumu
esnasinda kana salinir, kemik yapiminin olgutadir. ALP  hacre
membranlarinin ekstraselluler yuzeyindeki glukozil-fosfatidilinozitol
kalintilarina sikica baglanan bir glukoproteindir. Genellikle, matriksi
mineralize olmayan fibroblast gibi hucrelere gore, osteoblastlar yuksek
alkalen fosfataz seviyeleri gosterirler. Osteoblastlar igin alkalen fosfataz

rolatif olarak erken bir diferansiyasyon belirtecidir (6, 60).

iskelet alkalen fosfatazi direkt olarak osteoblast diferansiyasyonu ve
kemik metabolizmasi ile baglantilidir. Alkalen fosfataz butun dinya da kabul
goérmus bir matriks enzimidir ve baslamig osteogenezin analizi igin siklikla
kullanilmaktadir. Osteoblast diferansiyasyonu ve osteojenik 06zelligin

belirlenmesinde en sik kullanilan parametredir (24,103). Bizim ¢alismamizda
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hicresel karekterizasyonu belirlemek igin alkalen fosfataz aktivite testi

yapilmistir.
Calismamizin ALP testi sonuglarina gore;

Deney gruplari ALP aktivitesi yonunden kendi iginde

karsilastinldiginda;

1.gun deney (Grup 1) ve 4. gun deney (Grup 3) gruplari
karsilastinildiginda; 3.grup ALP aktivitesinde istatistiksel olarak anlamli bir

artis tespit edilmistir (p<0.05).

1.gun deney (Grup 1) ve 7. gun deney (Grup 5) gruplari
karsilastinlldiginda; 5.grup ALP aktivitesinde istatistiksel olarak anlamli bir
artis tespit edilmistir (p<0.01).

1.gun deney (Grup 1) ve 14. gun deney (Grup 7) gruplari
karsilastinildiginda; 7.grup ALP aktivitesinde istatistiksel olarak anlamli bir

artis tespit edilmistir (p<0.001).

1.gun deney (Grup 1) ve 21. gun deney (Grup 9) gruplari
karsilastinldiginda; 9.grup ALP aktivitesinde istatistiksel olarak anlamli bir

artis tespit edilmistir(p<0.001).

4.gun deney (Grup 3) ve 7. gun deney (Grup 5) gruplari
karsilastirildiginda; istatistiksel olarak anlamli bir fark bulunmamistir
(p>0.05).

4.gun deney (Grup 3) ve 14. gun deney (Grup 7) gruplari
karsilastinildiginda; 7.grup ALP aktivitesinde istatistiksel olarak anlamli bir
artis tespit edilmistir (p<0.001).
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4.gun deney (Grup 3) ve 21. gin deney (Grup 9) gruplari
karsilastinldiginda; 9.grup ALP aktivitesinde istatistiksel olarak anlamli bir

artis tespit edilmigtir (p<0.001).

7.gun deney (Grup 5) ve 14. gun deney (Grup 7) gruplarn
karsilastinldiginda; 7.grup ALP aktivitesinde istatistiksel olarak anlamli bir

artis tespit edilmistir (p<0.001).

7.gun deney (Grup 5) ve 21. gun deney (Grup 9) gruplar
karsilastinldiginda; 9.grup ALP aktivitesinde istatistiksel olarak anlamli bir

artis tespit edilmigtir (p<0.001).

14.gun deney (Grup 7) ve 21. gun deney (Grup 9) gruplari
karsilastirildiginda; istatistiksel olarak anlamli bir fark bulunmamistir
(p>0.05).

Kontrol gruplari ALP aktivitesi yoniinden kendi iginde

karsilastirildiginda;

1.gun kontrol (Grup 2) ve 4. gun kontrol (Grup 4) gruplari
karsilastinlldiginda; istatistiksel olarak anlamli bir fark bulunmamistir
(p>0.05).

1.gun kontrol (Grup 2) ve 7. gun kontrol (Grup 6) gruplari
karsilastinldiginda; 6.grup ALP aktivitesinde istatistiksel olarak anlamli bir

artis tespit edilmistir (p<0.001).

1.gun kontrol (Grup 2) ve 14. gun kontrol (Grup 8) gruplari
karsilastirildiginda; 8.grup ALP aktivitesinde istatistiksel olarak anlamli bir

artis tespit edilmigtir (p<0.001).

1.gun kontrol (Grup 2) ve 21.gun kontrol (Grup 10) gruplari
karsilastirildiginda; 10.grup ALP aktivitesinde istatistiksel olarak anlamli artig
tespit edilmistir (p<0.001).
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4.gun kontrol (Grup 4) ve 7. gun kontrol (Grup 6) gruplan
karsilastirildiginda; istatistiksel olarak anlamli bir fark bulunmamistir
(p>0.05).

4.gun kontrol (Grup 4) ve 14. gun kontrol (Grup 8) gruplari
karsilastirildiginda; 8.grup hicre sayisinda istatistiksel olarak anlamli bir artig
tespit edilmistir (p<0.001).

4.gun kontrol (Grup 4) ve 21.gun kontrol (Grup 10) gruplari
karsilastinlldiginda; 10.grup ALP aktivitesinde istatistiksel olarak anlamli artig
tespit edilmistir (p<0.001).

7.gun kontrol (Grup 6) ve 14. gun kontrol (Grup 8) gruplar
karsilastirildiginda; istatistiksel olarak anlamli bir artis tespit edilmistir
(p<0.001).

7.gun kontrol (Grup 6) ve 21.gun kontrol (Grup 10) gruplar
karsilastirildiginda; istatistiksel olarak anlamli bir artis tespit edilmistir
(p<0.001).

14.gun kontrol (Grup 8) ve 21.gun kontrol (Grup 10) gruplari
karsilastinlldiginda; istatistiksel olarak anlamli bir fark bulunmamigtir
(p>0.05).

Deney ve kontrol gruplann ALP aktivitesi yoniunden

karsilastirildiginda;

1.gun deney (Grup 1) ve kontrol gruplarn (Grup 2) karsilastinldiginda;

istatistiksel olarak anlamli bir fark bulunmamistir (p>0.05).

4.gun deney (Grup 3) ve kontrol gruplan (Grup 4) karsilastirildiginda;
kontrol grubunda deney grubuna gore ALP aktivitesinde istatistiksel olarak

anlamli bir artig tespit edilmistir (p<0.05).
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7.gun deney (Grup 5) ve kontrol gruplari (Grup 6) karsilastinidiginda;
kontrol grubunda deney grubuna gore ALP aktivitesinde istatistiksel olarak

anlamli bir artis tespit edilmigtir (p<0.001).

14.gun deney (Grup 7) ve kontrol gruplari (Grup 8) karsilastirildiginda;
kontrol grubunda deney grubuna gore ALP aktivitesinde istatistiksel olarak

anlamli bir artig tespit edilmistir (p<0.05).

21.gun  deney (Grup 9) ve kontrol gruplari (Grup 10)
karsilastirildiginda; kontrol grubunda deney grubuna gore ALP aktivitesinde
istatistiksel olarak anlamli bir artis tespit edilmistir (p<0.05).

Ozetle, hem Benzidamin HCI iceren deney gruplarinda hem de
kontrol gruplarinda 1. deney glnunden 14. deney gunune dogru giderek
artan ve 21. gunde 14. glne kiyasla biraz azalan sekilde ALP aktivitesi
degerleri elde edilmis, ancak kontrol ve deney gruplari karsilastirildiginda
deney gruplarina ait ALP aktivitesi degderleri kontrol gruplarina oranla daha az
bulunmustur. Artan ALP aktivitesi osteoblastlarin maturasyonlarinin bir
gOstergesi olduguna gore, bu sonuglar bize Benzidamin HCI’'4n ALP

aktivitesini azalttigini dugundurmustar.

Nonsteroidal anti enflamatuar ilaclar genellikle siklooksijenaz enzimini
(COX) inhibe ederlerler ve yaygin olarak kas iskelet sisteminin post travmatik
agrilarinda kullanilirlar. Cesitli hayvan deneyleri NSAIl'larin, ilaca bagli olarak
osteoblastlarin yarali bolgeye toplanmasi ve farklilagsmasini inhibe ederek
kirik iyilesmesinde gecikme ve kirik kenarlarinin birlesmemesi problemlerine
neden oldugunu gostermigtir. Kellinsalmi ve arkadaslari (79) yaptiklari
calismalarinda COX-1 inhibitori olan indometazin ile COX-2 inhibitoru
parecoxib ve NS398 ilag etken maddelerinin hicresel dizeyde osteoklast ve
osteoblastlarin farkhilasmalari Uzerine etkilerini arastirmislar ve bu ilaglarin

doza bagli olarak ALP aktivitesini arttirdigini belirlemiglerdir.

Literatirde MC3T3-E1 hucre hatti Uzerinde Benzidamin HCI ile ilgili

olarak bizim galigmamiza benzer ¢alismalar olmamasina ragmen, diger bazi
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NSAIl ilaglarla yapilan osteoblast kiltiri calismalari mevcuttur. Bu
calismalarin sonuglari degerlendirildiginde; Bazi arastirmacilar indomethazin,
ASA (acetyl salicylic acid) ve diclofenac NSAIi etken maddelerinin ALP
aktivitesini bizim sonuglarimizin tersine arttirdigini bulmuslarken (50, 129),
yine bazi arastirmacilar bizimle uyumlu olarak; flurbiprofen, piroxicam
diclofenac, ketorolac, naproxen sodium gibi NSAII etken maddelerinin ALP

aktivitesini baskiladigini ya da azalttigini tespit etmislerdir (50, 63, 19, 73).

Frediani ve arkadaslari (49) MC3T3-E1 hucreleri Uzerinde neridronate
etken maddesini inceledikleri ¢alismalarinda, %10 FCS kullanilan mediumda
ALP aktivitesinin 4. ginden 10. gune arttigi, 20. gunde azaldigini tespit
etmisler. Zhau ve arkadaslari (159), 2007 yilinda yaptiklari bir ¢alismada
MC3T3-E1 osteoblast hucre hattini kullanarak 3-hydroxybutyrate’in bu
hacrelerin farkhilasmasi Uzerine etkilerini incelemigler ve 1. deney gununden
itibaren giderek artan sonra belli bir seviyeden itibaren diusen bir ALP

aktivitesi degerleri elde etmislerdir.

Morais ve arkadaglari (97), primer tavsan osteoblast hucresi
kullandiklari galigmalarinda kontrol grubundaki osteoblastlarin  deney
suresince prolifere olduklarini ve 21 gunlik inkibasyan déneminden sonra
durgunluk fazina girdiklerini tespit etmiglerdir. Osteoblast hlcreleri yuksek
seviyelerde ALP aktivitesi gOstermigler ve en yuksek seviyelerine 14. gun
civarinda ulagsmislardir. Bundan sonra enzim seviyesi belirgin olarak
dusmustir. Mineral depolarinin olusumu, en yuksek ALP aktivitesini takip
edecek sekilde 3. haftada meydana gelmistir. Bu c¢alismada osteoblast
diferansiyasyonunu belirginlestirmek icin askorbik asit, 3-gliserofosfat ve
dekzametazon kullanmiglar, bizim yaptigimiz c¢alismada bu maddeler

kullaniimakla beraber, aldigimiz sonuglar benzerdir.

Osteojenik  hlcre  sistemleri  Uzerinde yapilan  g¢alismalar,
osteoprogenitor hlcrelerin, preosteoblastlara, olgun osteoblastlara ve daha
sonra osteosit hucrelerine diferansiye oldugu yonundeki Dbilgileri

desteklemektedir. ALP aktivitesi, hucreler osteoblastlara donugtuginde

137



mevcuttur ve kemik hicre populasyonunda spesifik ALP aktivitesi arttiginda
hicrelerin daha diferansiye bir konuma gectigi genel olarak kabul
edilmektedir. ALP matriks mineralizasyonunun baslatilmasinda kritik bir rol
oynamaktadir ve bundan sonra enzim seviyesi dusmektedir. Sonuglarimiz

genel kabul goren bu bilgilerle de ayni dogrultudadir.

Hucrelerde farklilasma, osteogenezis ve hicre buylume ve geligimi gibi
buatun faaliyetlerde bunlarla ilgili her genin expresyonu (ifadesi) i¢in o gene
0zgu dogru zaman ve kosullarin olugmasi gerekmektedir. Organizmanin
kemik olusturma surecinde de kemikle ilgili genlerin dogru zaman ve
sartlarda expresyonunun saglanmasi gerekmekte olup, bu sdlreg

organizmanin siki kontrolu altindadir (136).

Biz de galismamizda osteoblastlarin gelisimi ve kemik olugsumu ile ilgili
bazi genlerin [ mMOC -mouse ostecalcin (fare osteokalsin), mOP-mouse
osteopontin (fare osteopontin), ma1lCol -mouse alpha 1 collagenase (fare
kollajenaz), mALP- mouse alkaline phosphatase (fare alkalen Fosfataz),
mCbfa1- mouse core binding factor alpha 1(fare ¢ekirdek baglayici faktor
alfa 1)] (94, 155) varlhigini RT-PCR (reverse transkriptaz polymerase chain
reaction) yontemiyle arastirdik. Boylece Benzidamin HCI uygulanmis deney
gruplarn ile ila¢ verilmemis kontrol grubuna ait osteoblast hucrelerinin
gostermis olduklari osteogenezis ve diferansiyasyonu degerlendirilerek
Benzidamin HCI'Un osteoblastlar Gzerine bu yonde olan etkisinin belirlenmesi

amagclandi.

DNA zincirinin 6nceden belirlenen bir bdlgesini ¢ogaltmak igin
kullanilan Polimeraz Zincir Reaksiyonu (PCR), molekuler biyoloji alaninda
devrim niteligi tasiyan bir yontemdir. Bizim yaptigimiz RT-PCR’da ise RNA
molekult PCR ile ¢ogdaltilamadigindan PCR asamasindan once RNA reverse
transcriptase enzimi kullanilarak cDNA (komplementer DNA)ya cevrilir.
Ardindan DNA, PCR ile ¢ogaltiimaktadir (70). mRNA analiz yontemi olarak
norhern blot (tek gen analizi) RT-PCR disinda kullanilan yontemler arasinda

basta gelmektedir. Northern blot analizinde mRNA'lar boylarina gore jelde
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yururler, naylon membrana transfer edilirler ve radyoaktif isaretli DNA
problari ile hibridize edilir iglem hacmi dusuk olan bu teknikte es zamanl RT-
PCR a gore hassa degildir, radyoaktif izotoplar kullanildigindan 6zel izin
gerektirir ve fazla miktarda RNA gerektirir (17, 115).

PCR calismamizda ozetle hucreden RNA izolasyonu, reverse
transcriptase ile cDNA eldesi, cDNA'nin PCR ile c¢ogaltimasi, artik
primerlerin, baglanmamis dNTP’lerin PCR Urinunden uzaklastiriimasi ve
agaroz jelden PCR urUnlerin elde edilmesi iglemleri sirasi ile uygulandi.
Calismamizda yalanci pozitif sonuglari dnlemeye yonelik olarak ekstraksiyon,
PCR karisimi hazirlama, amplifikasyon ve elektroforez iglemleri farkh
odalarda yapildi ve bu islemlerin herbiri icin farkli pipet ve steril mikropipetler
kullanildi. Pozitif kontrol (mMGAPDH) ve calisilan orneklerin arasina negatif
kontroller konuldu. Gerek ekstraksiyon, gerek amplifikasyon asamalarinda
tuplerin agilmasina azami 6zen gosterildi ve her asamada eldiven degistirildi.
PCR asamalarinda UrUnlerin eklenmesi sirasinda kullanilan malzemeler UV

sterilizasyonuna tabi tutuldu.

Pozitif kontrol olarak mGAPDH secildi ¢unkli bu genin canl
organizmada cesitli gorevleri vardir ve bunlardan bir tanesi D-gliseraldehit-3-
fosfat't 1,3-bisfosfagliseraldehite ¢eviren glikolitik  fonksiyondur. Bunun
disinda memeli hicrelerinde membran kaynagmasi, mikrottubullerin bir araya
getirilmesi, fosfotransferaz aktivitesi, c¢ekirdekten RNA transferi, DNA
¢ogalmasi ve tamiri gibi hicrelerin yagsamsal fonksiyonlarinda gorevli olup
son derece stabildir dolayisiyla her zaman mevcuttur ve pozitif kontrol olarak
kullanilabilir (68).

Deney ve kontrol gruplarina ait PCR bulgulari;

Calismamizda Benzidamin HCI igceren deney gruplarinin hi¢ birinde ve
kontrol gruplarinin 1., 4. ve 7. gunlere ait orneklerde yukaridaki genler
saptanamazken, kontrol grubunda ait 14. ve 21. gun orneklerinde butun bu
genler tespit edilmistir. Deney gruplarinda bu genlerin belirlenememesinde

en kuvvetli nedenler MC3T3-E1 hicrelerinin kiltirde Benzidamin HCI’lin
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negatif etkisiyle osteoblastik faaliyet gdsterebilmeleri igin gerekli bir
yogunluga ulasamamalari ve osteoblastik diferansiyasyonlarini
tamamlayamamalaridir. Pozitiflik bulunan kontrol grubuna ait 14. ve 21
gunlerde osteoblast hucreleri milyonla ifade edilecek sayilara ulagsmis ve
mature osteoblastlara farkhilasmislardi. Sonugta RT-PCR bulgularimiz
degerlendirildiginde  Benzidamin HCI'Un ostoblastik diferansiyasyonu

baskiladigi ve osteogeneze engel oldugu dusunulmektedir.

Literatirde MC3T3-E1 hucre hatti Uzerinde Benzidamin HCI ile ilgili
olarak bizim c¢alismamiza benzer galismalar olmamasina ragmen, bize en
yakin g¢aligmalarin sonugclari degerlendirildiginde; Mizumo ve arkadaslari (94)
kemik iligi hucrelerinin tip 1 kollajen varliginda osteoblastlara farkhlastigini
arastirdiklari galismalarinda, osteoblastlarla iligkili genler olan osteopontin,
osteokalsin, kemik sialopraotein, cbfa-1, alkalen fosfataz’i arastirmislar, bu
amagla 1. 2. 3. haftalarda PCR yapmiglardir . Bizim ¢alismamizla ortak olan
genlerden alkalen fosfataz, osteokalsin ve osteopontin igin kontrol
gruplarinda elde ettikleri sonuglar galismamizi destekler nitelikte bu genlerin
varhiginin zamanla arttigr yonunde olmustur ancak cbfa-1 icin bizden farkh
olarak deneyin ilk haftasinda da bir pozitiflik tespit etmiglerdir. Bu farkhligin
mediumda bizden daha fazla oranda kullandiklari %15 fcs ve kullandiklari

kemik iligi hucrelerinden kaynaklanabilece@i dusunulmektedir.

Zhao ve arkadaslar (159), ¢caligmalarinda MC3T3-E1 osteoblast hucre
hattini  kullanarak doku rejenerasyonunu uyaran bir madde olan 3-
hydroxybutyrate (3 HB)'In osteoblast farklilasmasinin ge¢ donem
belirteclerinden olan osteokalsini RT-PCR ile arastirmiglar. 3 HB 21 gln
sonunda osteokalsin ekpresyonunu o©Onemli Olgude artirmigtir. Bizim
calismamizda da kontrol grubunun ge¢ donemlerinde osteokalsin tespit

edilmistir.

Jalled ve arkadaslari (4), transglutaminaz aktivitesinin osteoblast
farkhlasma ve matriks mineralizasyonu Uzerine yaptiklari c¢alismalarinda,

PCR yontemi ile MC3T3-E1 pre osteoblast hucre kulturinde osteokalsin,
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BSP, osteopontin ve kollojenaz 1 gen expresyonlarini bakmiglar. 12 gunlik
deney periyodunun ilk guninde kollejenaz 1 hig gorulmezken, osteokalsin,
osteopontin ve BSP eser miktarlarda bulunmusg sonra bu az pozitiflik ilerleyen
deney gunlerinde artmigtir. Biz galismamizin kontrol grubunda 14. glinden
itibaren bu genleri tespit etmistik. Aramizdaki bu farkhligin en olasi nedeni
bizce hucre sayisiydi ¢unku bizim deneyimiz 21. gune kadar surecegi igin
calismada cm®ye yaklasik 2000 hiicre gelecek sekilde deneye baslarken
Jalled ve arkadaslan (4) ilk olarak 50.000 hucreyle ¢alismaya baslamislardir.
Osteoblastik diferansiyasyon Uzerinde kimyasal faktorler kadar hucre

yogunlugunun da etkisi buyuktar.

in vitro osteoblast diferansiyasyonunun bir  belirteci de
mineralizasyondur. Mineralizasyon ¢esitli sekillerde degerlendirilebilir
bunlardan en 6nemlileri florasan kalsein baglanmasi, alizarin red s ve von-
Kossa boyamalaridir (56). Bizde c¢alismamizda Benzidamin HCI’Un
osteoblast hlcrelerinin mineral depozisyonu, dolayisiyla kemik formasyonu
uzerine etkilerini degerlendirmek icin alizarin red s ve von-Kossa
boyamalarini tercih ettik. MC3T3-E1 pre osteoblast hucreleriyle yapilan in
vitro  kdltir arastirmalarinda 50 pg/ml  ascorbic asid, 10mM -
glycerolphosphate bulunan besi ortamlarinda bu hdcrelerin mineralizasyon
olusturdugu gosterilmistir (4,25,51) Bizim arastirmamizda da mineralizasyonu
indukleyici olarak 10mM B-glycerolphosphate ve 50ug/ml L-Ascorbic acid,
MC3T3-E1 hucrelerinin besi ortaminda kullaniimigtir. Sonu¢ olarak kemik
nodulleri ve mineral birikimleri Benzidamin HCI uygulanan deney gruplarinda
gOzlenmezken, ila¢g uygulanmayan kontrol gruplarinda 14. gunden itibaren
21. gune dogru giderek artan mineralize sahalar tespit edilmistir. Kontrol
gruplarina ait 14. ve 21. gune ait 6rneklerde elde edilen bu pozitif sonug bu
hacre hattina ait hucrelerin  kilturde belli bir siureden sonra
diferansiyasyonlarini tamamlayip osteoblastik faaliyet gosterdiklerini, deney
grubunda  hi¢gbir ginde  MC3T3-E1  hdcrelerin  maturasyonlarini
tamamlayamadiklarini  dusindurmuigtir. Boyamalardan elde ettigimiz

bulgular diger deneylerden elde ettigimiz sonuglari destekler nitelikte
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Benzidamin HCI'4n MC3T3-E1 hucre hatti Uzerine olumsuz etkileri oldugunu

gOstermigtir.

Chang ve arkadaslari (19) mezensimal kemik iligi kok hucreleri ile
yaptiklari bir galismalarinda bazi NSAIl ilaglarin bu hiicreler izerine etkilerini
incelemigler galismalarinin von-Kossa boyamalari sonucuna goére kontrol
grubunda mineral birikimlerinin 1. 2. ve 3. hafta degerlendirmelerinde bizim
calismamiza benzer sekilde haftadan haftaya artigini tespit etmisler ancak
intometazin ve ketorolak igeren deney gruplarinda mineral birikimlerinin
azaldigini  belirlemiglerdir. Diclofenak, piroxicam, celecoxib ilag etken

maddelerinin mineralizasyona etkisi olmamistir.

Frediani ve arkadaslari(49), MC3T3-E1 hlcreleri Uzerinde neridronate
etken maddesinin inceledikleri ¢alismalarinda 2.4.6.12. ve 20. inkibasyon
gunlerinde alizarin red s boyamasi yapmiglar ve bizimkine benzer sekilde

gitgide artan mineralize sahalar tespit etmiglerdir.

Calismamizda genel tipta ve dishekimliginde, analjezik ve
antienflamatuar olarak recete edilen bir ilag etken maddesi olan Benzidamin
HCI'in kemik yapimi ile dolayli yoldan yikimi Uzerinde sorumlu olan
osteoblast hucreleri Uzerine etkileri arastirildi. Bu amag¢ i¢cin MC3T3-E1
devamli hucre hatti kullanilip, ALP aktivitesi ve boyamasi, alizarin boyamasi,
von-Kossa boyamasi, hiucre sayimi, XTT, RT-PCR gibi bir dizi deney
planlanip 1., 4., 7., 14. ve 21. gunlerde bu deneyler yapildi ve Benzidamin
HCI'Un yukarida bahsedilen etkileri tespit edilmis oldu. Arastirmamizda, elde
edilen bu sonuclar bize Benzidamin HCI'Un osteoblastlar Gzerinde negatif
etkileri oldugunu ve dolayisiyla da ortodontik dis hareketlerini de olumsuz

etkileyebilecegini dustindurmektedir.
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6. SONUG VE ONERILER

Calismamizda Benzidamin HCI'Un osteoblast hucreleri Uzerindeki

etkisi in vitro olarak arastiriimistir. Bu amagla, ALP aktivitesi, ALP boyamasi,

alizarin red s boyamasi, von-Kossa boyamasi, hicre sayimi, XTT ve RT-

PCR olmak Uzere 7 ayri deney yapimistir, bu deneylerin  sonuglari

degerlendirildiginde;

1.

ALP aktivitesine gore; kontrol gruplarinda 1. gunden 14. gline dogru
ALP aktivitesinin arttigir ve 21. gunde 14. gune gore biraz dusus
gOsterdigi, deney gruplarinin da buna benzer bir egri ¢izdigi fakat
kontrol gruplarina gore daha dugsuk ALP aktivitesi degerlerine sahip

oldugu,

. ALP boyamasinda; 1. ve 4. gunler icin yapilan boyamalarda ALP tespit

edilemez iken diger gunlerde yapilan ALP boyamalari sonucunda ALP
pozitif alanlarin 14. ginde artis gosterip 21.gunde 14. gune benzer
yogunlukta gozlemlendigi ve deney gruplarinda yogunlugunun kontrol

gruplarina gére daha az oldugu,

Alizarin red s ve von-Kossa boyamalarinda; deney gruplarinda
pozitiflik saptanmaz iken kontrol gruplarinda 14. ginden 21. glne

dogru giderek artan kemik nodulleri ve mineral birikimleri belirlendigi,

. Hicre sayillart ve XTT sonuglarina goére; deney gruplarina ait

hdcrelerin kontrol gruplarina kiyasla belirgin sekilde kiltirde Uremedigi

ve canliliklarini devam ettiremedigi,

RT-PCR ile de osteoblast diferansiyasyonunu gosteren ve
osteoblastlarca sentezlenen osteokalsin, osteopontin, alfa 1
kollogenaz, core binding factor alpha 1 ve alkalen fosfataz genlerinin
sentezlenip sentezlenmedigi arastirilip deney gruplarinin hi¢ birinde
bu genler belirlenemeyip kontrol grubuna ait 6rneklerde 14. glinden

sonra bu genlerin varhginin tespit edildigi degerlendirilmigstir.
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Elde edilen bu sonuglarin, hepsi Benzidamin HCI'Un osteoblastlar
Uzerinde olumsuz etkilerinin oldugu gostermistir. Osteoblastlarin  kemik
yapimi ve dolayli yoldan yikimindan sorumlu ana kemik hucresi oldugu

dugunulurse bu ilacin ortodontik dis hareketlerini de geciktirecegi soylenebilir.

Burada dikkat edilmesi gereken bir nokta da Benzidamin HCI’Gn kdltur
vasatina direkt katilarak kultur ortaminda bu hucrelerin Gzerine dogrudan
uygulanmasiydi. Biz her ne kadar bir dizi 6n arastirma ile deneylerde
kullanacagimiz dozun tespitinde bu duruma uygun doz ayarlamasi yapsak da
ilacin hastanin kemik dokusunda ne yogunlukta ortaya ¢ikacagi ve nasil etki
gOsterecegi in vitro taklit edilemez sekilde bir ¢cok faktor tarafindan kontrol
edilmektedir. Ancak su da bir gergektir ki hucre kultard calismalar ile
Benzidamin HCI'Un osteoblast hlcreleri Uzerindeki etkisi bu yontemle direkt
olarak olgulebilmekte ve bize dolayli olarak dis hareketi Uzerine olasi etkileri
konusunda da agcik fikir vermektedir. Yinede ileride gerek gorulurse in vivo
kosullarda olusabilecek gercek etkilerin saptanabilmesi igin hayvan

caligmalari ve klinik deneyler de yapilabilir.
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