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OZET

Kaleci. Kemik Greft Materyalin ve Oksidatif Stresin in Vitro Modelde Fibroblastlar
Uzerindeki Etkisi ve Resveratroliin Koruyucu Rolii. Istanbul Universitesi Saglik
Bilimleri Enstitiisii, Histoloji ve Embriyoloji ABD. Doktora Tezi. Istanbul. 2018.

Yeni kemik olusumunu desteklemek icin ozellikle dis hekimliginde, ortopedi ve
rekonstriiktif cerrahide kemik grefti ¢ok tercih edilen bir materyaldir. Ti-oss® greft- (G)
son yillarda kullanilmaya baslanmus bir ksenogrefttir. In-vitro iyilesme modelinde G ve
ortamdaki oksidatif stresin-(OS), 3T3 fibroblast hiicreleri tizerindeki etkisinin ve
resveratroliin-(RES) potansiyel koruyucu roliiniin incelenmesi amaglanmistir. G, H2O»,
ve RES i¢in doz ve zaman belirleme deneyleri yapildi. Proliferasyon degerlendirilmesi
popiilasyon katlanma zamani-(PDT) ve bromodeoksiuridin-(BrdU) isaretlemesiyle
yapildi. OS seviyesi floresan isaretlemeyle, Image-J programinda degerlendirildi.
Denemeler sonucunda 1mg/ml G, 500uM H,0, ve 1uM RES dozlariyla deney gruplari
olusturuldu, 48 saat siirelerde PDT, BrdU ve OS aktiviteleri degerlendirildi. H,0, ile
inkiibasyon sonucunda PDT indekslerinin yiikseldigi goriildii, RES’le kombine edilince
azalmalar kaydedildi. BrdU immiinoreaktivitesi 1uM-RES ve 1mg/ml-G gruplarinda en
yiikksek orandaydi. H,O, gruplarinda proliferasyon diistisii izlendi ancak RES
uygulamasiyla dengelendigi gosterildi. G, RES ve G+RES gruplarinda herhangi bir OS
artisina rastlanmadi iistelik RES’in OS diizeylerini azalttig1 goriildii. Ayrica deney
gruplarinda RT-PCR ile kolajenin COL1A2 tipinin ekspresyonu ve hiicre migrasyonu
(24saat) incelendi. En yiiksek COL1A2 ekspresyonu H,O,+G+RES grubunda goriildii.
H20, grubu migrasyon agisindan karsilastirildiginda, H,O, G disindaki tiim gruplarin
hareketleri anlamli derecede yiiksek bulundu. 3T3-hiicrelerinden elde edilen sferoitler
transmisyon elektron mikroskobunda-TEM ultrastriiktiirel olarak incelendi. G grubunda
normal striiktiire sahip hiicreler izlenirken, H,O, uygulanan hiicrelerde hasar tespit
edildi, RES uygulamasiyla H,O, tarafindan olusturulan ultrastriiktiirel degisikliklerde
diizelmeler izlendi. Ti-oss® greft materyalin fibroblastlar ile biyouyumlu oldugu, OS’te
RES ile kombine uygulanmasinin OS’1 azalttigi, proliferasyon, migrasyon ve kolajen
sentezini ise artirarak iyilesme sonuglarini olumlu yonde etkiledigi sonuglarina
varilmistir.

Anahtar Kelimeler: Kemik grefti, Oksidatif stres, Resveratrol, Fibroblast, in-Vitro

Bu calisma, Istanbul Universitesi Bilimsel Arastirma Projeleri Birimi tarafindan
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ABSTRACT

Kaleci B. Effects of Bone Graft Material and Oxidative Stress on in vitro Model of
Fibroblasts and Protective Role of Resveratrol. Istanbul University Institute of Health

Science, Department of Histolog and Embryology. PhD Thesis. Istanbul. 2018.

Bone grafts are preferable materials in dentistry, orthopedics and reconstructive surgery
to support new bone formation. Ti-oss®-graft-(G) as xenograft has been used in recent
years. We aimed to investigate the effects of G and oxidative stress-(OS) on 3T3-
fibroblasts and potential protective role of resveratrol-(RES) in an in-vitro healing
model. Dosage and time assays were performed for G, H,0, and RES. Proliferation was
assessed by population doubling time-(PDT) and bromodeoxyuridine-(BrdU) staining.
OS levels was evaluated by fluorescence staining and calculated in Image-J program.
Experimental groups were established as 1mg/ml-G, 500uM-H,0; and 1uM-RES doses.
After 48-hour application, PDT, BrdU and OS activities were determined. PDT index
increased in H,O, incubation and decreased whith RES combination. The highest levels
of BrdU-immunoreactivity were observed in 1uM-RES and 1mg/ml-G groups. H,0,
weakened proliferation index were stabilized whith RES application. There was no
increase in OS levels of any groups of G, RES and G+RES combination. RES
application decreased OS levels. In addition, the expression of COL1A2-collagen, was
evaluated by RT-PCR and 24 hour-cell migration was calculated in experimental
groups. H,0,+G+RES group indicated the highest COL1A2 expression. All groups
showed good migration quality except H,O, and H,O,+G groups. Spheroids of all
experimental groups were evaluated ultrastructurally in TEM. G-group had normal
ultrastructure while cells treated with H,O, were damaged which was improved by RES.
We concluded that Ti-oss® graft is biocompatible with fibroblasts; combination with
RES decreases OS levels and improves the healing process increasing proliferation

index, migration and collagen synthesis.

Keywords: Bone graft, Oxidative stress, Resveratrol, Fibroblast, In-vitro
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1. GIRIS VE AMAC

Oral kavitede yer alan kemiklerde fizyolojik ya da patolojik nedenlerden dolay1
kemik kaybi, bununla birlikte fonksiyon ve estetik olarak bozulma ¢ok sik rastlanan bir
durumdur. En sik rastlanan oral kemik kaybi nedenleri; osteoporoz (1), konjenital
bozuklar (2), agresif periodontis (3, 4), dis ¢ekimi (5, 6), kemik igi kistler (7), tiimorler
(8) ve travmadir (ortodontik aparatlar, implantlar, fraktiirler). Boyle durumlarda, kemik

fonksiyonunu ve estetigini yerine getirebilmek i¢in kemik greftleri uygulanmaktadir.

Viicutta kan transfiizyonundan sonra en sik transplantasyonu yapilan ikinci doku
kemiktir (9). Diinya ¢apinda yilda yaklasik iic milyondan fazla kemik greft uygulamasi
gerceklestirilmektedir (10). Greft uygulamalar1 ortopedi, kraniyofasiyal, rekonstriiktif
plastik ve fasiyal cerrahide, implantoloji ve periodontolojide yaygin sekilde kullanilan
cerrahi islemlerdir. Yeni kemik olusumunu destekleyebilmek icin kemik grefti ¢ok
tercih edilen bir materyaldir (11). Ozelikle dis hekimligi alaninda kistektomide, apikal
rezeksiyonda, implant uygulamalarinda, periodontitisde, alveolo plastide (soket
doldurma), travmada, siniis liftingde, ortognatik cerrahide, konjenital ve odontojen

timor defektlerinde kullanilmaktadir (12).

Kemik greftleri esasen dort 6nemli biyolojik 6zelligi kapsayan mekanik destek
ve osteo-rejenerasyonun kombine fonksiyonlarini yerine getirir: Osteointegrasyon,
(kemigin yiizeyine baglanma yetenegidir) osteokondiiksiyon, osteoindiiksiyon ve
osteogenez. Osteokondiiksiyon osteoblast ve osteoprojenitdr hiicrelerin greftin i
boyutlu yapisina atagmanini destekleme ve bu hiicrelerin greftin igerisinde
migrasyonunu ve biiylimesini saglama yetenegi olarak ifade edilir. Osteoindiiksiyon,
greftin primitif, farklilasmamis ve pluripotent hiicrelerin kemik olusturan hiicre soyuna
farklilagmasini stimiile ederek osteogenezi indiikleyebilmesi olarak tanimlanir.
Osteogenez ise mevcut hiicrelerden veya greftlerden kaynaklanan donér hiicrelerle yeni

kemik olusumu anlamina gelmektedir (12, 13, 14).

Yeni kemik olusumunu destekleyebilmek i¢in kullanilmakta olan greft cesitleri;
otojen greftler, allojen greftler, izojen greftler, ksenojen greftler, alloplastik (sentetik) ve
kompozit greft materyallerdir (11). Son yillarda defektler yaygin olarak gesitli sentetik
ve ksenojen greft materyallerle tedavi edilmektedirler (15, 16). Ksenogreftlerin

uygulanabilir miktarlarinda sinir daha genistir ve ikinci bir cerrahi prosediir gerekmeden



elde edilmektedirler. Bu tip greftler diger greftlerle karsilastirildiklarinda biyo-uyumlu,
immiin yanit vermeyen, toksik olmayan, rezorbe olabilen ve inflamatuvar reaksiyon

olusturmayan materyaller olarak kabul edilmektedir (17-19).

Greft materyalleri uygulandiktan sonra yara bolgesi gingiva dokusu ile
kapatilmakta, greft ve gingival bag dokusuna ait fibroblastlar arasinda direkt bir temas
olugsmaktadir (20, 21). Ayrica greft materyalleriyle tedavinin ardindan yara iyilesmesi
iki boliimde: mukozal (yumusak) doku ve kemik (sert) doku olarak incelenmektedir.
Yumusak doku yara iyilesmesinde fibroblastlar anahtar bir rol oynamaktadir (22).
Literatiirde ksenogreftlerin mukoza iizerine etkileri alaninda herhangi bir ¢alismaya
rastlanmadigi i¢in ¢alismamizda ksenogreft materyalin fibroblastlar tizerindeki etkisini

in vitro olarak incelemeyi 6nemli bulduk.

Kemik defektlerinde uygulanan greftler oral kavitenin ortamindan ve g¢evresel
faktorlerden izole edilemez, bdylece belirli durumlarda OS maruz kalirlar. Metabolik
bir durum olan oksidatif streste, reaktif oksijen tiirevleri (ROT) fizyolojik seviyelerin
lizerine ¢ikmakta ve bu artis fizyolojik mekanizmalarla dengelenememektedir. Bir¢ok
kimyasal (alkol, nikotin), radyoaktivite, inflamatuvar reaksiyonlar, yiiksek glikoz
konsantrasyonlar1 (23, 24) ve bakteriler viicudun belirli organlarinda ROT iiretimini
arttirabilir (25). Dis beyazlatmak ig¢in kullanilan maddeler hidrojen peroksit (H,0;)
icermektedir. H,O, serbest radikalleri olusturmaya ¢ok yatkin bir maddedir, bdylece
agiz i¢inde stres ortami olusturabilmektedir (26-28). OS hiicre fonksiyonuyla birlikte
morfolojisine direkt olarak etki etmektedir. Ayrica hiicrenin DNA, RNA, lipit ve
proteinlerini etkileyerek kardiyovaskiiler, norodejenaratif ve periyodontal hastaliklar
gibi pek ¢ok hastaligin patogenezine yol agtigi gosterilmistir (25). Oral ve dental
hastaliklarda OS’in hem patogenezde hem de etyolojide 6nemli bir kofaktér oldugu
ispat edilmistir (29-31). Hiicre yaslanmasimna neden oldugu, hiicre proliferasyonunu
inhibe ettigi ve dental implant kayb1 gibi durumlara sebep olabildigi dogrulanmistir (32-
34).

Periyodontal hastaliklar, inflamatuvar reaksiyonlar, sigara, alkol, radyoaktivite,
dis beyazlatma gibi durumlar sonucunda; oral mukoza, ¢evre dokular1 ve uygulanan
kemik grefti direk oksidatif stres etkisi altinda kalmaktadir. Literatiirde greft
materyalleri ve etrafinda bulunan dokulara ait hiicrelere OS’in etkisini inceleyen in vitro

calismaya rastlamadik. Bu sebeple olusturdugumuz modelde greft materyalinin ve



OS’in fibroblast hiicreleri iizerindeki etkilerini inceledik. Yara iyilesmesi sirasinda greft
kaybina da yol acabilen OS modelini olustururken dis beyazlatma islemlerinde

kullanilan H>O, uyguladik.

Resveratrol (3,5,4'-Trihidroksistilben) (RES) karbon iskeletli kiiciik bir bitki
polifenolii ve dogal bir antioksidandir. RES bazi intraselliler ROT’lar
uzaklastirabilmektedir (35, 36). RES’in dis hekimliginin klinik kullanimlarinda 6nemli
bir rol alabilecegini diistinmekteyiz. Dis hekimliginde cesitli sebeplere bagli olarak
kemik kaybina oksidatif stres eslik etmektedir. Bu durumda tedavi amagh kemik
ksenogreftleri uygulanmakta ve uygulanan kemik greft materyalleri iyilesme bolgesini

etkilemekte ve etkilenmektedirler.

Calismamizin amaci, 3T3 fibroblast hiicre soyu kullanilarak olusturulmus in-
vitro modelde Ti-oss® kemik greft materyali ve H,0O,’e bagh olusturulan oksidatif
stresin etkilerini ve RES’nin antioksidan olarak potansiyel profilaktik ve terapdtik
roliinii immiinositokimyasal, ger¢ek zamanli polimeraz zincir reaksiyonu (RT-PCR) ve
ultrastriiktlirel yontemlerle incelemektir. Klinikte iyilesme bolgesindeki fibroblastlarin
yaygin olarak karsilagilan bu etkenlerden nasil etkilendiklerinin anlasilmasinin ve
RES’in greft uygulanan bolgede potansiyel profilaktik ve terapotik etkilerinin

tanimlanmasinin klinikopatolojik olarak literatiire katki saglayacagini diistinmekteyiz.



2. GENEL BILGILER

2.1. Kemik Greftleri

Insanda cesitli nedenlerden dolay1 kemik kayb sik rastlanan bir durumdur. Bu
vakalarda, kemik fonksiyonunu ve estetigini yerine getirebilmek ve yeni kemik

olusumunu saglayabilmek i¢in kemik greftlemesi kullanilmaktadir.

Kemik grefti yerlestirme (greftleme) hastanin kayip kemiginin yerine, kendi
viicudundan alinan dokuyu ya da sentetik veya dogal bir maddeyi koyan cerrahi bir

prosediirdiir.

Kemik grefti kemik iyilesmesini tek basina veya farkli bir madde ile kombine

sekilde destekleyen herhangi bir implant materyal olarak tanimlanir.

Kemik grefti yerlestirme ¢ok eski bir cerrahi prosediirdiir. ilk kemik grefti
prosediiriiniin  kaydi, Amsterdam’da bir cerrah olan Job Janszoo van Meekeren
tarafindan 1682 yilinda yayinlanan bir kitapta yer almistir. Bu kaynaga gore 1668’de

Rus bir adamin kraniyal defektini tamir etmek tizere kopek kemigi kullanilmistir (37).

Gilinlimiizde kemik viicutta en ¢ok transplantasyonu yapilan dokudur (9). Her yil
yaklasik 3,5 milyon kemik grefti prosediirii gerceklestirilmektedir (12). Travma,
timorler, enfeksiyonlar ve konjenital defektlerin neden oldugu biiylik kemik
defektlerinin rekonstriikksiyonu igin ve ayrica rejenerasyon gerektiren vakalarda
(osteoporoz, nekroz ve atrofik kiriklar) biiyiik miktarlarda kemik greftlerine ihtiyag
duyulmaktadir (12). Biitiin bu gergekler biiyiik kemik defektlerinin maksillofasiyal

cerrahlar i¢in hala sorun olusturduguna dikkat ¢ekmektedir.

Ortopedik ve kraniyofasiyal cerrahide, implantoloji ve periodontolojide yaygin
sekilde kullanilan kemik greftleri cesitli hastaliklarin tedavisinde de kullanilmaktadir.
Ornegin kiriklarin gecikmis kaynamasi veya kaynamamasi, psddoartroz ve artrozda
kaynamay1 saglamak igin, kistler, tiimorler, travma, enfeksiyon veya periyodontal sert
doku rejenerasyonu ve konjenital defektler (alveolar yarik ve yarik damak) gibi diger
sebeplerden ortaya ¢ikan bosluklar1 veya hatalar1 kapatmak ic¢in kullanilmaktadir (12,
38, 39). Ayrica kemik rejenerasyonunun kotiilestigi (osteoporoz, nekroz ve atrofik
kaynamama) vakalarda da uygulanmaktadir (40). Kemik greftleri kraniyoplastide,
rekonstriiktif plastik ve fasiyal cerrahide de kullamlmaktadir (37). Ozelikle dis



hekimliginde kistektomi, apikal rezeksiyon, kemik olusumu, implant 6ncesi kemik
olusumu, periodontitis, alveolo plasti (soket doldurumu), travma, siniis lifting,

ortognatik cerrahi, konjenital ve odontojen tiimor defektlerinde kullanilmaktadir (12).
2.1.1. Ideal Kemik Greft Materyali

Kemigin yerine kullanilan ideal bir malzeme biyo-uyumlu olmalidir; iyi tolere
edilebilmeli, antijenik, teratojenik veya Karsinojenik karakteri olmamali; biyoaktif,
kullanigli, steril veya steril edilebilir ve hidrofilik olmalidir, ayrica iyi mekanik ve
kimyasal ozeliklere sahip olmalidir. Istenmeyen lokal veya sistemik etkiler
gostermemelidir. Sinirsiz miktarda karsilanabilmeli ve diisiik maliyetli olmalidir (41-
43). Ideal bir kemik greft materyalinde bulunmasi gereken dort 6zellik vardir (40, 44):

Osteointegrasyon, osteoindiiksiyon, osteokondiiksiyon, osteogenezdir.

Osteointegrasyon: Fibroz dokunun dahiliyeti olmaksizin kemigin yiizeyine

kimyasal olarak baglanma yetenegidir (40, 44).

Osteoindiiksiyon: Kemik rejenerasyonunda organizma tarafindan iiretilen
biiyiime faktorleri anahtar bir rol oynar. Biiylime faktorleri alici bolgesinde bulunan
veya kan yoluyla aktarilan hiicresel elemanlar tarafindan lokal olarak salinan ¢ok sayida
molekiildiir ve hasarin periferinden go¢ eden ve osteoblastik hiicre soyuna farklilasacak
mezenkimal hiicreleri stimiile ederler. Bu siirece osteoindiiksiyon adi verilir.
Dolayisiyla osteoindiiksiyon ¢evre dokudaki pluripotent kok hiicrelerin osteoblastik

fenotipe farklilagsmay1 destekleme ve indiikleme yetenegidir (45).

Osteokondiiksiyon: Iskelet kemik yerine greft olarak yerlestirilmis malzemeden
olusur. Fonksiyonu kan damarlar1 da dahil olmak iizere hiicre ve dokulari korumak ve
mekanik olarak desteklemek iizere {i¢ boyutlu bir uzamsal yapiy1 tekrar meydana
getirmek ve iyilesme safthalarinda greft biyomateryali kolonize etmektir. Bu 6zellige

osteokondiiksiyon adi verilir (45).

Osteogenez: Kemik biiylime bolgelerinde osteoblast onciilleri ve biiyiime
faktorlerinin varligl veya gogii kemik rejenerasyonu i¢in ihtiyagtir. Osteoblast onciilleri
greft materyalinden (spongiyoz otojen greftler) veya alici yatagindan saglanabilir.
Biiyiime faktorleri greftten, alici yatagi ve damar yapisindan gelebilir. Alic1 yataklarinin

kemik iligine penetrasyonunun, kemigin rejenere oldugu bolgelerde hiicresel ve biiyiime



faktorii goclinli kolaylastirdigina inanilir; bu da kemik rejenerasyonun %30’dan
fazlasiyla ve greft bolgelerindeki yliksek kemik yogunluguyla iligkilidir. Alicinin
osteoprojenitor hiicreleri 7 giin ig¢inde infiltre olur (46, 47).

Kemik greftleri ve greftleme prosediirleri daha kolay bir kemik olusumu
saglayabilmek icin kemik rejenerasyonun biyolojik prensiplerine gore tasarlanmaktadir.
Oncelikle yeni kemik olusumuna ihtiya¢ duyulan bos alan yaratilmalidir (Sekil 2-1).
Kemik olusumunun gergeklesmesi i¢in, kemik rezorpsiyonu ve birikiminin meydana
gelecegi bir iskele olarak gorev alacak greftler osteokondiiktif olmalidir. Cogu greft
materyali, osteoblastlar tarafindan kemik birikiminden Once osteoklastlar tarafindan
gerceklestirilecek rezorpsiyona izin verir. Osteoblastlarin kemik yapimi, greft boyunca
yeterli kan akisiyla ve osteoblast farklilagmasi ve fonksiyonu i¢in gerekli olan biiyiime
faktorlerini saglayacak greftin osteoindiiktif Ozellikleriyle hizlandirilir. Bazi otolog
greftler, yeterli miktarda osteoblast Onciilii ve biiylime faktorii icerdiklerinde osteojenik
materyal olarak gorev alirlar (45).

Otogreftlerden gelen yiizey hiicreleri hayatta kalir ve kemik tiretmek i¢in ihtiyag
duyulan hiicreleri zaten igerirler. Yeni kemik olusumunda projenitér hiicrelerin
osteoblastik farklilasmasini stimiile eder ve kemik birikimi i¢in bir iskele meydana

getirirler.

Yumusak
Doku

Kemik
Yatag:

Greft

Periosteum Epitel Hiicresi
Fibroblast

Osteoklast

Osteoblast

Sekil 2- 1: Greftleme modelinin komsu dokularla iliskisini gosteren sema (45).



Otogreftler tiim bu o&zellikleri tasimakta olup hala altin standart olarak

goriilmektedirler (43).

2.1.2. Greft Simiflandirmasi

Oral ve maksillofasiyal cerrahide kemigin yerine kullanilan malzemeler iki ana

gruba ayrilabilir (40, 41, 42):

1. Biyolojik (dogal transplantlar)
a) Insan kemik kaynaklari (Otogreftler, Allogreftler)
b) Insandan olmayan dogal kaynaklar (Ksenogreftler)
2. Sentetik materyaller
a) Biyoaktif camlar
b) Kalsiyum fosfatlar
- Hidroksiapatit (HA)
- Trikalsiyum fosfat
- Diger kalsiyum fosfatlar (brusit, monetit, kalsiyum polifosfatlar
/CPP).
c) Kalsiyum Siilfat (40).
2.1.3. Otogreftler

Otogreftler ayn1 bireyden alinan greft materyalleridir ve tarihsel olarak altin
standarta sahip oldugu diisiiniiliir. Otogreft kemik alicinin viicudunun farkli bir
kismindan nakledilir. Bu tiir kemik greftleri intraoral veya ekstraoral alanlardan elde

edilebilir ve yapisinda bir¢ok osteoprojenitor hiicre igerir (48).

Oral otojen kemik grefti intraoral kaynaklar arasinda tiiber ¢ikintisi, ekzostozlar,

torus bolgeleri, ramusun 6n yiizii, simfizis bolgesi yer alir.

Ekstraoral otojen kemik greft kaynaklar1 arasinda kaburgalar, iliak kemik ve
tibial kemik bulunur. Yapisal olarak kortikal kemik (revaskiilarizasyon ¢ok daha

yavastir), spongiyoz kemik, kortiko—spongiyoz kemikten olusabilir.

Otolog kemikte erken revaskiilarizasyon gerceklesir. Cok sayida osteojenik
hiicre icerir ve osteojenik potansiyele sahiptir. Osteoindiiktif potansiyeli vardir ve
immiin yanit olusturmamaktadir. Boylece hala altin standart olarak goriiliir fakat donor
bolgesinde fazladan aci, potansiyel morbidite ve komplikasyonlara (yara enfeksiyon

riski, kan kayb1) yol acabilen ikinci bir cerrahi prosediire ihtiya¢ dogurur. Ayrica



uzayan anestezi siiresi, prosediiriin maliyeti, sinirli miktarda greft eldesi, yas sinir1 ve
hizl1 rezorpsiyon problemi gozlenmektedir; bu faktorler de yaklagimin uygulanmasinda
kisitlamalar ortaya koymaktadir. Ek olarak osteojenik, osteokondiiktif ve osteoindiiktif
Ozelliklerin teorik avantaji, transplantasyon siireciyle ve greftin ig¢indeki hiicrelerin 2
saatten daha uzun siire yasayamayacagi gercegi ile uzlasabilmektedir. Bu da
aragtirmacilarin  kemik yerine otolog olmayan kaynaklar1 aramalarinin sebebini

olusturmaktadir (49-51).
2.1.4. Allogreftler

Allogreftler otogreftlere dnemli bir alternatiftir. Cesitli partikiil biiyiikliiklerine
sahip spongiyoz ve kortikal allogreftler kemik rejenerasyon prosediirleri i¢in diizenli
olarak kullanilmaktadir. Kemik allogreftleri diinya ¢apinda 300 000 kez implante
edilmistir;, bu da bobrek transplantasyonlarinin 25 katindan ve kalp
transplantasyonlarinin 100 katindan daha fazladir (51). Otogreftin kisitlamasi, allogreft
kullanima ile asilabilir. Bu amagcla canli dondérler, multiorgan dondérler ve post-mortem-
dondrler kullanilabilir. Post-mortem-dondrlerin izlenmesi miimkiin olmadigi igin

hastalik bulastirma riski daha ytiksektir (52).
Bilinen ¢esitli tipleri soyledir:

e (ikartilan ve sonra diisiik sicaklikla muamele edilerek antijenite ve enfeksiyon
riski azaltilan taze donmus doku (Fresh frozen bone-FFB)

e Dehidratasyon ve dondurma uygulanmis ve demineralize edilmemis,
dondurularak kurutulmus kemik allogrefti (Fresh dehydrated bone allograft-
FDBA); bu tip allogreft i¢in sadece osteokondiiktif etki tanimlanmaigtir.

e Osteokondiiktif ve indiiktif potansiyeli olan demineralize, taze ve dehidrate
kemik allogreft (Demineralized fresh dehydrated bone allograft-DFDBA)
Allogreftin avantajlan ¢esitli sekil ve biiyiikliiklerde hazir olmasi, host yapilarin

sakrifiye edilmeye ihtiyac duyulmamasi ve dondr bdlgesi morbidite problemleri
olmamasidir. DFDBA’nin osteokondiiktif ve osteoindiiktif potansiyeli vardir.
Dezavantajlar1 ise allogreftlerin viicutta reddedilme riski (immiin atilim), hizh
rezorpsiyon problemleri, ¢apraz enfeksiyon ve hastaliklarm bulasma riskidir: Insan
immiinyetmezlik virtisii (Human Immunodeficiency Virus-HIV) ve hepatit C viriisii
(HC) enfeksiyonlar1 olasiligi, bakteriyal kontaminasyon olasiligi ve bilinmeyen

viriislerle olas1 enfeksiyonlar da hala tartisiilmaktadir (11). Yillarca viral enfeksiyon



risklerinden 6&tiirii kullanimi tartisilmigtir. Ancak dondrlerin dikkatli se¢imi ile viral

hastaliklarin bulagsma riski en aza indirilebilir (1 000 000°da 1’den daha az) (53, 54).

DFDBA, etilen oksit veya gamma 1sin1 ile sterilize edilir. Gamma 1sinlarinin
kullanimi1 hala ihtilaflidir, radyasyonun yliksek dozlar1 ise giivenli goriilmektedir ama
kemik olusumu siirecini engelledikleri bildirilmistir. Ayrica gama 1sinlarmin dozu
arttikca kemik allogreftin dayanikliligi azalmaktadir, kirilganligi artmaktadir. Yeni
sterilizasyon prosediirleriyle birlikte hastalik bulagsma riski minimal diizeye inmistir
(55). Ancak doku kontaminasyonu olasiligi ve belirlenmemis patojenler ile hastalik
bulastirma riskleri tagimaktadirlar ve bunlarin giincel donor tarama ve doku isleme

metotlari araciligiyla da elenemeyebilecegi bildirilmistir (40, 50).
2.1.5. Sentetik Kemik Greftleri

Diger bir alternatif kemik grefti, hiicre biiyiimesini ve sonrasinda kemik dokusu
olusumunu destekleyebilen 1ii¢ boyutlu iskele olarak kullanilabilen sentetik
biyomateryallerdir. Alloplastik kemik greftleri kimyasal olarak c¢ok ¢esitli sentetik
kalsiyum bazli biyomateryallerin genis ve heterojen bir grubunu temsil eder. Bunlarin
arasinda kalsiyum fosfat, kalsiyum siilfat, biyoaktif camlar ve polimerler yer alir (40,
56). Bu biyomateryaller yapisal destek saglar veya onemli kemik defektlerinin

lyilesmesini kolaylastirirlar.

Sentetik kemik greftleri ideal bir kemik greft materyalinin dort 6zelliginden
sadece ikisini barindirir: osteointegrasyon ve osteokondiiksiyon. Kemik defektlerinin,
Ozellikle de kraniyofasiyal alanin tamiri i¢in ¢ok sayida sentetik kemik grefti
gelistirilmistir.  Bunlarin ¢ogu insan kemiginde bulunan dogal minerale benzer

hidroksiapatit (HA) veya diger kalsiyum fosfat mineralleridir (57).

Materyal olarak genelde biyouyumludurlar. Fiziksel 6zellikler olarak; pordz
(mikro veya makro) ve pordz olmayan formlar1 yer almaktadir. Vaskiiler infiltrasyonda
kemik biiylimesi i¢in 250-350 um’lik por ¢ap1 ideal olarak kabul edilmistir. Porozite
artis1 ile dayaniklilik azalmaktadir ve biiylik bir dezavantaj olusturmaktadir. Avantaj
olarak c¢apraz enfeksiyon riskini ortadan kaldirmasi, kolay elde edilebilmesi ve

saklanabilmesi 6zellikleri mevcuttur.

Klinik kosullarda diger dezavantajlar1 arasinda diisik veya Ongoriilemez

rezorpsiyon, kullanim zorlugu (mercandan elde edilen HA), yer yer inflamatuar yabanci



10

madde reaksiyonuyla birlikte (¢6ziinebilen polimerler) zayif klinik sonuglar yer alir.
Osteoindiiktif 6zelligi yoktur ve bu 6zellikleri saglamasi icin sentetik greftlerin tercihen
otojen kemik greftleri veya allogreftler ile kombine kullanilmas1 dnerilmektedir. Ozel
seramikler gibi daha yeni modifiye materyallerin, bu komplikasyonlar1 ortadan

kaldirmas1 muhtemeldir (44, 58).
2.1.6. Ksenogreftler

Ksenogreftler insan olmayan dogal kaynaklardan alindiginda heterojen olarak
adlandirilir ve diger tiirlerden alinan kaynaklar arasinda sigir HA, domuz kemigi-at
kemigi ve mercan kalsiyum karbonati yer alir (40). Genellikle snirli rezorptif
potansiyelleriyle osteokondiiktiftirler. Ksenogreft olarak en yaygin sekilde deproteinize
s1gir kemik minerali kullanilir. S1g1ir kemigi morfolojik ve yapisal olarak insan kemigine
oldukca benzer yapidadir. Isil ve kimyasal islemlerden sonra sigir kemiginin inorganik
komponenti baglica gozenekli yapiyr koruyan HA’dan olusur. Biiyiikk miktarda greft

elde edilebilmesi biiyiik bir avantaj saglamaktadir.

Farkli partikiil biiytikliiklerinde veya blok grefti olarak hem kortikal hem de
spongiyoz kemik greftleri bulunmaktadir. Antijeniteyi azalttig1 icin sigir (ksenogenik)
greftler biyouyumluluk gosterir ve sterilizasyon saglarken oda sicakliginda da
depolanabilirler. Ksenogenik greftlerin 6zellikle sigir kaynakli olanlar1 genellikle dis
hekimliginde ve ortopedik cerrahilerde kullanilmaktadir ¢iinkii hazirlamasi kolay,
ulagilabilir ve insana benzerdir. Sigir kemigi Tablo 2-1’de de acikg¢a goriilecegi iizere
insana benzer kimyasal bilesime, poroziteye, biiyiikliige, sekle ve biyolojik davraniglara

sahiptir (59).
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Tablo 2- 1: insan ve sigir kemigi iceriklerinin karsilastiriimas: (59).

igerik insan (%) Sigir (%)
Su 7,93 7,75
Yag 0,06 0,1
Nitrojen 4,3 4,3
Proteinler 27,5 27,2
Fosfor 11,9 11,9
Total P,0; 27,1 27,2
Kalsiyum 24,6 23,7
Ca/P 2,06 1,99
Total Sodyum 0,57 0,46
Klor 1,3 1,3

Ksenogreftlerin dental implant c¢evresindeki kemik defektlerinde kullanimina
iligkin pek ¢ok basarili sonug rapor edilmistir. Kdpek mandibulasinda yapilan ¢alismada
3-7 aylik siire iginde implant ¢evresindeki kemik defektinin tamamen doldugu rapor
edilmistir (60). Ek olarak tiirler arasinda apatit yapisi benzer oldugu i¢in sigir spongiyoz
kemigin dogal kemik HA tiirevleri, sentetik kemik greftinden daha iyi bir alternatif
olabilmektedir (61, 62).

Ksenogreftlerin ana limitasyonu osteojenik ve osteoindiiktif olmamalaridir. Sigir
greftleri ancak yapisal destekle birlikte osteokondiiksiyon saglar ve yeni olusan kemik
dokusu i¢in 6nemli faktdrler olan yiiksek kalsiyum ve fosfor icerigine sahiptirler. Diger
onemli bir avantajlar1 ise greft yonetimi standartlarina gore oda sicakliginda

depolanabilmeleridir (63).
2.1.6.1. Ti-0ss® Greft

Ti-oss® Amerika, Avrupa, Uzakdogu’da Kore ve Tiirkiye’de son yillarda genis
capta kullanilan bir sigir ksenogreftidir. Bu iiriin bovin spongiform ensefalopatiden
(BSE) arindirilmis Avusturalya sigir kemiginden yapilmaktadir. Organik kismi (yag,
protein, vs); ¢ok basamakli hassas islemlerle, temizleme ve sterilizasyonda ek
kimyasallar kullanmadan gamma 1simasiyla sterilizasyon yapilarak tamamen ortadan
kaldirilir.
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Ti-oss® Kkortikal kismi olmadan %2100 spongiyoz kemikten yapilir. Yenilikgi
piilverizasyon teknigiyle, kan damari biiyiimesini maksimuma ¢ikaracak multiporoz
yap1 meydana getirilir. Ortalama bir Ti-oss® delik biiyiikliigii, diinyanin 6nde gelen
diger tirtinlerinden ti¢ kat daha fazladir. Bu ileri tiretim teknigi, bloga hizli kan akisini
saglar. Diisiik sicaklikta isleme teknigi de insan kemigindekine benzer, osteoblast
aktivitesini stimiile edebilecek ideal, dogal yiizey topografisi saglar. Yiiksek sicaklikta
bir islemin neden oldugu vitrifikasyon sorunu tamamen kontrol edilebilmektedir. Pre
HA yapisi, oktakalsiyum fosfat kristali, Ti-oss®’un yiizeyinde bulunur ve hizli kemik
olusumu saglar. Yiizde yiiz multiporoz spongiyoz dogasi, diger nonpordz iriinlere
kiyasla birim gram basma daha fazla miktarda kitle-hacmi saglar. Bu da daha az
materyal maliyetine yol acar (64).

Osteokondiiksiyon etkisinin yani sira giivenilirligi ve biyouyumlulugu, kemik
defektlerini doldurmak igin potansiyel bir materyal sunmaktadir fakat bu yeni materyal

ile yapilan ¢aligmalar heniiz ¢ok az sayidadir (65), (Sekil 2-2).

Sekil 2- 2: Ti-oss® por yapisi (64).
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2.2. Oksidatif Stres

Oksidatif stres (OS) temel bilimlerde ve klinik aragtirmalarda giderek artan
derecede 1ilgi ¢eken bir alan olmaya devam etmektedir. OS kavramsal olarak
oksidanlarin iiretimi ve temizlenmesi arasindaki dengesizlik olarak tanimlanmaktadir.
Aerobik metabolizmanin kacinilmaz bir sonucu, reaktif oksijen tiirlerinin (ROT)
tiretimidir (66). Metabolik bir durum olan OS’de, ROT fizyolojik seviyelerinin iizerine

¢ikmakta ve bu artis fizyolojik mekanizmalarla dengelenememektedir (Sekil 2-3).

Oksidatif Denge
Yaslanma
inflamasyon
Kimyasal ajanlan
Radiyasyon
Antioke:
0
kSIdan’ar
Oksidatif hasar
/ \
of | g
» /4 «
L |
(11,
A, - A A ..._5";
Membran lipidleri Proteinler Nukleik asitler

Sekil 2- 3: Oksidatif stres olusum mekanizmasi (66).

Glinlimiizde kullanilan greftler, oral kavitenin ortamindan organizmadan ve
cevresel faktorlerden izole edilemez, boylece belirli durumlarda OS’e maruz kalirlar.
ROT kaynaklar1 arasinda ksenobiyotikler (etanol, sigara dumani, nikotin, ilaglar),
gidalar (yiiksek yag icerikli diyet, yiiksek protein icerikli diyet, akrolein), dental tedavi
(ozon, termal olmayan plazma, lazer 1sini, ultraviyole 1smn), dis beyazlatmak igin
kullanilan H,0O; iceren maddeler, dental materyaller (fluoritler, dental kompozitler ve

ortodontik apareyler), radyoaktivite, periyodontal inflamasyon, diabetis mellitus ve
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bakteriler yer almaktadir (25, 67). Lipopolisakkaritler (LPS) periyodontal hastaliga
neden olan inflamasyon ve OS’de rol alirlar (68). Fazla ROT iiretiminin oral kavitede
oksidatif stresi arttirdig1 ve hiicresel DNA, lipitler ve proteinlerde oksidatif hasara yol

acarak bircok oral ve sistemik hastaliga neden oldugu gdsterilmistir

Diyabet genel kronik bir hastaliktir. Insiilin salmimu, insiilin etkisi veya her
ikisine bagli olan hiperglisemiyle karakterize olan metabolik bozukluk hastaligidir.
Diabetes mellitus (DM) terimi, kanda artan glikoz diizeyleri, yag ve protein
metabolizmalarindaki anomalilerle karakterizedir. Diyabet ile periyodontal hastaliklar
arasindaki iligskinin iki yonli oldugunu gosteren kanitlar mevcuttur. Yani diyabet,
periodontitisin ortaya ¢ikis ve ilerlemesiyle iligkili iken periyodontal enfeksiyon da
diyabetli hastalarda zay1f glisemik kontrolle iligkilidir. Diyabetli hastalarda periyodontal
enfeksiyonun tedavisi oral sagligin korunmasinda onemli bir bilesen iken, glisemik

kontroliin saglanmasi ve korunmasinda da 6nemli bir rolii olabilir (69).

Periodontitis; sement, periyodontal ligament ve alveolar kemik gibi disi
destekleyen dokularin inflamatuar yikimi ile karakterizedir. Bu dokularin rezorpsiyonu
dis kaybma yol acgabilmektedir. Periodontitisin diyabetli bireylerin altinci major
komplikasyonu oldugu kaydedilmistir (70). Cok sayida epidemiyolojik ¢aligma her iki
tip diyabet tiriiniinde, zayif sekilde veya yetersiz kontrol edildiklerinde periyodontal
hastalik insidansinda veya ilerlemesinde artis1 gosteren prediktorler oldugunu ortaya
koymustur (69, 71).

Bu durumlarda patolojiye kemik kaybiyla birlikte oksidatif stres eslik eder (72).
Hiperglisemi dokuda ROT diizeylerinin ve inflamasyonun artisina neden olurken,
periyodontal hastaligin etiyogenezi artan ROT diizeyleriyle iliskilendirilmektedir (73).
Rejeneratif periyodontal terapide, kaybolan periyodontal dokunun rejenerasyonunu
arttirmak i¢in farkli tipte kemik greftleri kullanilmaktadir (72).

Periyodontal yapilar iyi kontrol edilmeyen diyabetiklerde normal hastalara
kiyasla daha hizli bozulmakta ve geleneksel tedavilere cevap vermemektedir.
Dolayisiyla hastalarin  metabolik  kontrolii prognozu belirlemede Onemlidir.
Baslangigtaki tedaviye iyi cevap vermeyen hastalar i¢in mikrobiyal test sonucglarina
gore geleneksel tedavi ile birlikte antibiyotik baslamak uygun olabilir (66, 68, 75).
Geleneksel tedavinin antioksidanlarla kombine edilmesinin sonuglarin basarisini

arttirabilecegi diistiniilmektedir.
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2.2.1. Serbest Radikaller

Serbest radikal, bir veya daha fazla eslenmemis elektron igeren ve bagimsiz var
olabilen (dolayisiyla serbest adi verilen) tiir anlam1 tagimaktadir. Radikaller c¢esitli

mekanizmalarla olusabilirler. Baslica ii¢ yolla meydana geldigi bilinmektedir (67):

e Kovalent bagli normal bir molekiilin her bir parg¢asinda ortak
elektronlardan birisinin kalarak homolitik boliinmesi; X : Y — Xe + Y

e Molekiiliin bir elektron kaybina ugramasi; A - e- > A.+¢

e Molekiile tek bir elektronun eklenmesi; A + e- — Ae-

Yasayan sistemlerde ¢ok ¢esitli ve ¢ok sayida serbest radikal bulunur. Merkezi
atomlarina gore dort ana kategoriye ayrilirlar: Spesifik ROT, reaktif nitrojen tiirleri
(RNT), reaktif siilfiir tiirleri ve reaktif klor tiirleri (76, 77). Bunlar sirasiyla oksijen,
nitrojen, siilfiir ve klordan kaynaklanir fakat biz oksijen radikalleri {izerine
odaklanacagiz. ROT kismi kimyasal rediiksiyonlarla molekiiler oksijenden (Oy) iiretilen

reaktif tlirlerin ana kategorisidir.

Eslesmemis elektron igeren atom, atom grubu veya molekiiller serbest radikal
olarak tanimlanirlar. Kararli hale gegebilmek icin elektron eslestirmesi gerekmektedir.
Serbest radikaller olduk¢a aktif molekiillerdir. ROT genellikle O, elektronlarinin
mitokondri ve plazma membranlarinin elektron transport aktivitelerinden, kaginilmaz
sekilde s1izmastyla veya farkli hiicresel boliimlerde bulunan gesitli metabolik yolaklarin

yan Uriinii olarak meydana getirilir (66).

Serbest radikaller, dengeli bir sekilde normal bir metabolizmada devamli olarak
uretilmektedir. OS, hiicresel metabolizma sirasinda olusan hidroksil radikali, siiperoksit
radikali ve hidrojen peroksit gibi ROT artisi1 ile onlar1 detoksifiye eden, antioksidanlarin
yetersizligi sonucu oksidatif dengenin bozulmasi olarak tanimlanir. Tiim oksijen

radikalleri ROT tur fakat tiim ROT’lar oksijen radikali degildir (77, 78).
Baslica ROT tiirleri (78, 79):

e Oksijen radikalleri
o Siiperoksit radikali (O2+—)
o Hidroksil radikali (OHe)
o Peroksil radikali (RO2 ¢)
o Alkoksil radikali (RO¢)
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o Hidroperoksil radikali (HO2 *)
o COype—
o TekliO,'zg*
e Radikal olmayanlar
o Hidrojen peroksit (H,0,)
o Hipobromous asit, HOBra
o Hipoklorous asit, HOCIb
o Ozon, Oz
o Tekli oksijen (O21Ag)
o Organik peroksitler, ROOH
o Peroksinitrit, ONOO—d
o Peroksinitrat, O2NOO—d
o Peroksinitroz asit, ONOOHd
o Peroksomonokarbonat, HOOCO?*
H,0; prooksidandir ve hidroksil radikallerini olusturarak siddetli hiicre hasarina
neden olur. Ozellikle Fe ve Cu iyonlarinin varhiginda hidroksil radikallerin olusumunda

onemli rol oynar.

ROT’larin diisiik dozda bakterisidal etkili oldugu, hiicre sinyal iletiminde rol
oynadig1, yara iyilesmesinin graniilasyon ve vaskiilarizasyon fazlarinda hiicre uyarimini

kolaylastirdig1 gosterilmistir (80).

Serbest radikallerin membran lipitlerine, hiicre i¢i proteinlere, niikleik asitlerin
yap1 ve fonksiyonlar: {izerinde degisikliklere yol ac¢tifi ve hiicresel hasar meydana
getirdigi bilinmektedir. Mitokondri i¢ membrani, oksidatif fosforilizasyon gerceklestigi
icin ROT un en fazla iiretildigi yerdir, bu nedenle goriilen hasar hiicresel diizeye gore
daha fazladir (77). Oksidatif reaksiyonlar akiskanlik, iyon transportu, enzim
aktivitesinin kaybi, protein c¢apraz baglanmasi, protein sentezinin inhibisyonu, DNA
hasar1 gibi intrinsik membran 6zelliklerini degistirebilir ve sonunda hiicre 6liimiine yol
acabilirler (66). ROT olusumunun artis1 malignitelerin gelismesine de yol acabilir ve
ROT diretimi yaslilikta kanser gelisim riskinin artmasindan sorumlu olabilir (81). OS
yaslilikta ve yaslanan insan derisinde de goriiliir. OS’nin tiim hiicrelerin yaslanma
stirecleriyle iligkili olmasmin yani sira ana bir rol oynadig1 artik neredeyse evrensel

olarak kabul edilmistir (82).
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Embriyo kiiltlirleri ve hayvan modellerindeki in vivo ¢aligmalar, ROT un yapisal
dogum defektleri ve norogelisimsel eksiklikler gibi problemlere ve postnatal yasamda
kansere yol agtigin1 géstermistir (83). OS yaslanma, kanser, kalp hastaliklari, diyabet ve
diyabetin komplikasyonlar1 basta olmak iizere pek ¢ok patolojik tablonun ve

yaslanmanin patogenezi ile yakin iliskidedir (73, 74, 82).

Normal fizyolojik kosullarda ROT ve antioksidanlar arasinda bir denge vardir.
OS sadece antioksidan savunma sisteminin artan ROT {iretimini nétralize edemedigi
durumlarda meydana gelir (79). Antioksidanlar fonksiyonlarina gore iki kategoride
siiflandirilabilirler (84). Ilk kategori siiperoksit dismutaz (SOD), katalaz (CAT),
glutatyon peroksidaz (Px), glutatyon rediiktaz gibi enzimatik antioksidanlari i¢eren
koruyucu antioksidanlari, DNA tamir enzimlerini ve albiimin gibi bazi metal iyon
selatorlerini icerirler. ikinci kategoride askorbik asit (C vitamin), karotenoid (retinol-
vitamin A igeren), lirik asit, a-tokoferol (E vitamini), rediikte glutatyon ve polifenoller
(flavenoidler) gibi temizleyici antioksidanlar veya zincir kirict antioksidanlar yer alir

(85).

2.3. Resveratrol

Resveratrol (3,5,4'-Trihidroksistilben) (RES) gesitli bitkilerde ultraviyole ve
radyasyona maruz kalma sonucu, hasar sonrasi, mantar veya bakteriyel enfeksiyonlara
cevaben iiretilen dogal bir fitoaleksindir (86). ilk kez 1940 yilinda dokuztepeli bitkisinin
kokiinde kesfedilmistir. RES daha sonra Japon madimak bitkisinin (Polygonum
cuspidatum) kokiinde de biiyiik miktarlarda bulunmustur ve 1990’larin basinda Fransiz
Paradoksu olarak tanimlanmistir (87). Bu olgu Fransizlarda ateroskleroz ve koroner
kalp hastaliklar1 i¢in i1yi bilinen risk faktorleri olan doymus yag asitlerinden oldukca
zengin beslenmelerine ragmen koroner kalp hastaliklarinin insidansinin diisiik olmasini
aciklamaktadir (88, 89). Bilhassa kirmizi sarabin yaygin tiiketiminin koroner hastalik
insidansinin diismesinde etkili olabilecegi 6ne siiriilmiistiir. Dolayisiyla kirmizi sarabin
kimyasal igerigi fazlaca c¢alisilmis ve RES’ce zengin bir kaynak oldugu bulunmustur (6-
8mg/L’e kadar) (89). Ancak RES sadece kirmizi sarapta degil ¢ok cesitli dogal
gidalarda da bulunur; Japon madimagi, tiziim, asma, farkli tiirde meyveler (yaban
mersini, ahududu, dut, kirmizi yaban mersini, ¢ay iiziimii, kamburliziim), yer fistig1,
baklagiller ve ¢imen, iskogya sarigami, cam, okaliptus, Rheum rhaponticum, artocarpus

heterophyllus, syzygium cumini, veratrum grandiflorum ve sinameki de dahil en az 72
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cesit bitki tlirlinde bulunmaktadir ve her kaynaktaki RES’in tam miktar1 oldukca
farklilik gostermektedir (90).

Uziim kabugu RES’in ana kaynagidir. Japon madimak bitkisinin, trans-
resveratrol  glukozid formunda yliksek konsantrasyonlarda stilben icerdigi
kanitlanmistir. Ozellikle gen¢ koklerde 497ug/g konsantrasyonda bulunmustur (89).
Hindistan cevizi ve kakaonun da RES kaynagi oldugu yeni kanitlanmistir (90).
Uziimlerdeki RES igerigi 0,16 ile 3,54mg/g arasinda degismektedir; kuru {iziim
kabugunda 24mg/g bulunur (90). RES diger iiziim ve findik ¢esitlerinde de bulunur.
Ornegin turna yemisi ham suyu 0,2mg/L igerir. Diger dogal gidalarda RES
konsantrasyonu mg/g (yer fistigi, antep fistig1) ile ng/g (yaban mersini, ¢ay liziimii)
arasinda degisir. Kirmiz1 sarabin cesitli tiirlerinde 0,1 ile 14,3mg/L arasinda degisen

konsantrasyonlarda RES bulunur (91).

2.3.1. Resveratroliin Yapisi

RES, 228 g/mol molekiiler agirliginda ve 14 karbon iskeletli kiigiik bir bitki
polifenoliidiir. Polifenoller ¢cok sayida fenol biriminin bulunmasiyla karakterize dogal
kimyasallardir. Ad1 eski Yunan kelimesi olan poli, “cok, fazla” anlamina gelir ve fenol
kelimesi aromatik bir benzenoid (fenil) ¢gemberi ve alkollerde bulunan bir hidroksil (-
OH) grubundan meydana gelen kimyasal bir yapiyr isaret eder (Sekil 2-4).
Fitokimyasallarin biiylik bir grubunu meydana getirirler. Bu bilesenler kimyasal olarak
iki gruba ayrilir: flavonoidler (flavonoller, flavonlar, flavan-3-oller, proantosiyanidler,
antosiyanidler ve izoflavonlar) ve flavonoid olmayanlar (hidroksisinnamik asitler,

ellagitanninler, gallotanninler ve stilbenler) (92).
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Sekil 2- 4: (A) trans-resveratrol; (B) cis-resveratrol.

Ancak cis-resveratrol izomeri kararsizdir ve 1sikla bir reaksiyon meydana
geldiginde kolayca trans-formuna gegebilir (93). RES’in hidroksil gruplart metoksi
gruplar ile degistirildiginde sitotoksik aktivitesini 6nemli derecede arttirmis ve stilben
yapisinin 4 ve 40. pozisyonlarindaki trans konformasyonunda bulunan hidroksil
grubunun, RES’in antiproliferatif etkisi i¢in gerekli oldugu rapor edilmistir. Halojen

gruplarin girisi RES’e antibakteriyal aktivite de kazandirabilir (86).
2.3.2. Resveratroliin Terapotik Kullanim

RES’in genis dl¢tlide terap6tik kullanimi ve sagliga yararlari in vitro ve in vivo
olarak belgelenmistir. Birgok c¢alisma RES’in kardiyovaskiiler koruyucu etkisi
oldugunu, trombosit agregasyonunu inhibe ettini, kan glikozunu diisiirdiiglinii, anti-
diyabetik etkileri oldugunu ve kanser gibi bir¢ok hastalifin semptomlarini azaltmada
onemli rolii oldugunu gostermistir (94, 95). RES’in intrinsik anti-oksidan ve anti-
inflamatuar etkileriyle Alzheimer ve Parkinson gibi nérodejeneratif hastaliklara kars
noroprotektif etkileri oldugu da gosterilmistir (91, 92). Yakin zamanda yayinlanan
veriler RES’in postmenapozal kadinlarda meme kanseri riskini arttirmadan (74)
osteoporozun yonetilmesinde etkili oldugunu gostermistir (91). Klinik ve deneysel

caligmalar RES’in OS’nin yol agtigi hasar1 azaltarak kemik kaybini Onledigini
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gostermistir. RES, GSH-PX, heme oksijenaz ve SOD gibi ana hiicresel antioksidan
enzimlerin iiretimini indiikleyerek OS’i 6nemli 6l¢iide azaltabilmektedir. Daha 6nemlisi
RES’in vaskiiler yapilarda ROS’un mitokondriyal iiretimini engelleyebildigi de
gosterilmistir. Ayrica bir sigan periodontit modelinde, RES kullaniminin alveolar kemik

rezorpsiyonunu ve sistemik oksidatif stresin artigini iyilestirdigi gosterilmistir (74).
2.3.3. Resveratroliin Antioksidan Aktivitesi

RES dogal bir antioksidandir; bazi intraseliiler ROT’lar1 uzaklastirabilir. Kayda
deger H-transferi kapasitesine sahip ii¢ fenol grubu ve ¢ift bagli transizomerinin
antioksidan aktivitesinden sorumlu oldugu son yillarda kesinlesmistir. RES’in in vivo
antioksidan 6zelliginin antioksidan olarak davranan nitrik oksit (NO) sentezini arttirma

yeteneginden kaynaklandigi ileri siiriilmiistiir (96).
2.3.4. Resveratroliin Etki Mekanizmasi

RES’in farmakolojik bir ajan olarak genis spektrumlu hedeflere sahip oldugu
bilinmektedir. RES’in biyolojik yanitlar1 dolayisiyla ¢oklu molekiiler hedeflerde es
zamanli aktivitelere bagimli gelisebilir (97).

RES, inflamasyona ve enfeksiyona karst immiin cevabi diizenleyen nuklear
faktor kB (NF-xB) sinyal yolagin etkiler. Kinazlar, RES tarafindan azaltilan diger bir
enzim ailesidir. RES’in tirozin kinaz (p56Ick) ve serin/threonin kinaz (PKC) enzimlerini
inhibe edebildigi bilinmektedir. RES hem protein kinaz C’yi (PKC’i) hem de protein
kinaz D’yi (PKD) inhibe edebilir. RES tarafindan PKC izoformlarimin inhibisyonu,
bliylime inhibisyonu ve apopitoz indiiksiyonu ile iligkilidir. RES’in diger ana hedefi
mitojen ile aktive protein kinaz (MAPK) ailesidir, bu aile ekstraseliiler sinyal ile
diizenlenen kinazlar (Erk1/2), stres ile aktive kinazlar JNK1/2 ve p38°den olusur (98).

Ayrica RES’in fosfatidilinositol 3-kinaz (PI3K)/Akt yolagini inhibe edebildigi
ve bu yolla hiicre farklilagsmasi, biiylimesi, proliferasyonu ve diger g¢esitli aktiviteleri
diizenleyebildigi bildirilmistir. Birgok ¢alisma RES’in PI3K/Akt yolaginda etkili oldugu
cesitli mekanizmalar1 ortaya koymustur. RES’in bir¢ok kanser hiicresinde PI3K/Akt/
mTOR (Mammalian Target of Rapamycin-Rapamisin protein kompleksinin memeli
hedefi) tizerinden Akt sinyalini inhibe ettigi ve dolayisiyla diger PI3K/Akt/mTOR
inhibitorleri ile birlikte kombine kullanildiginda tedaviye destek saglayabilecegi
diistiniilmektedir (99).



21

RES, aragidonik asidi prostaglandinlere ¢evirmekle sorumlu siklooksigenazlari
(COX) da inhibe eder. Bu yolagin baskilanmasi inflamasyonu azaltir ve RES’in
inflamatuar durumlarda tedavide kullanilma olasiligin1 akla getirir. Farkli ¢aligsmalar
RES’in 5-lipooksigenaz (LOX) ve siklooksigenaz enzimlerini inhibe edebildigini
gostermistir. Proinflamatuar molekiillerin COX ve LOX tarafindan iiretimi,
tiimdrogenezin baglatilmasi i¢in dnemli bir basamaktir ve RES’in COX/LOX katalitik
aktiviteleri iizerindeki inhibitér etkisi, kansere karsi kemo-koruyuculukla iliskilidir
(100).

Dahasi giincel bir raporda C2C12 miyotiiplerde RES’in adenozin monofosfat-
aktive protein kinazi (AMPK) aktive ederek glikoz transportunu tetikledigi
gosterilmistir (101). Sirtuin RES’in diger bir potansiyel hedefidir. RES’in, yasami
uzatan ozelliklerden sorumlu Sirt1°i aktiflestirdigi bildirilmistir (97).

2.4. Oral Mukozanin Yapisi

Miik6z membran dis ¢evreyle temasta bulunan viicut kavitelerini 6rten dokuyu
tamimlamakta kullanilan bir terimdir. Oral kavite, nazal yollar, farinks, gastrointestinal
kanal ve iirinogenital bolgeler miikoz membran ile ortiiliidiir. Oral kavitede bu duvara
oral miikoz membran veya oral mukoza adi verilir (102, 103). Yapisal olarak oral
mukoza, bazi agilardan deriye benzer ayrica 6zefagus, serviks ve vajinanin miikoz
membranlart ile de benzerlik gosterir ancak gastrointestinal mukozadan tamamiyla
farklidir (104). Oral mukozanin genel organizasyonu, epitel, lamina propriya ve
submukoza tabakalarindan olusur ancak bazi bolgelerde submukoza bulunmaz ve gevre

dokulara lamina propriya komsuluk eder (Sekil 2-6).

Oral mukoza ¢esitli fonksiyonlara sahiptir: altinda bulunan dokuyu korumakta,
Ozellesmis epitel sayesinde duysal algi disinda tat duyusunu gergeklestirmekte,
mukozada yer alan bezler sayesinde sentez ve sekresyon yapmakta ve dudakta bulunan
mukokiitan6z baglant1 ile estetik bir rol oynamaktadir. Besinleri kavrama, isirma ve
cigneme gibi normal aktiviteler oral yumusak dokularn mekanik giiglere maruz
kalmasina neden olur. Dolayisiyla oral mukozanin yapist g¢esitli fonksiyonel
adaptasyonlara sahiptir. Oral kavite c¢ok katli yassi epitelle doselidir, agzin farkli
bolgelerinde fonksiyona goére yapist onemli derecede degismektedir fakat baslica tig tipe
ayrilabilir (105-107):
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- Ortii mukozasi
- Cigneme mukozasi
- Ozellesmis mukoza
Ortii mukozas1 ¢igneme ve konusma gibi hareketlerle esneyebilen, elastik ve
bicim degistirebilen yilizey saglar. Dudaklari, yanaklari, alveollerin mukozal yiizeyini,
agzin tavanini Ve tabanini, dilin ventral yilizeyini ve yumusak damagi kaplar. Cignemede
fonksiyon gostermez ve dolayisiyla asinmasi azdir. Ortii mukozasinin bag dokusu

cigneme mukozasindaki bag dokudan daha elastik ve esnektir.

Cigneme mukozasmin (gingiva ve sert damak) cigneme ile iligskili mekanik
giiclere maruz kalan bolgelerinde deriyi saran epidermisin keratinine benzeyen veya
parakeratinizasyon gosteren epitel alanlar1 bulunur. Cigneme mukozasinda epitel,

altindaki dokulara kolajendz bir lamina propriya ile sikica baglanir.

Ozellesmis mukoza dilin yiizeyini orter. Dilin dorsum ve lateral bolgeleri
keratinize ve keratinlesmemis epitelin bir mozaiginden olusan 6zellesmis bir epitel ile
ortiillir. Bu epitel dilin kaslarina sikica baglanir (23, 108). Ek olarak epitelin
kalinliginda ve minér tiikiirik bezlerinin varligi ya da yoklugu gibi submukozanin

bilesenlerinde farkliliklar bulunur.

Collins ve Dawes tarafindan yapilan Ol¢timlere gore oral duvarin total yiizey
alaniin yaklasik %25’ini ¢igneme mukozasi, yaklasik %15’ini 6zellesmis mukoza (dil

dorsumu) ve yaklasik %60’1n1 6rtii mukozasi olusturmaktadir (109).
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Sekil 2- 5: Keratinlesmemis ¢ok kath yassi epitel, lamina propriya ve submukoza (110).
Ortii mukozas1 genelde keratinlesmemis epitelden olusur fakat bazi yerlerde
parakeratinize ve keratinlesmis epitele de rastlanir (Sekil 2-5). Altinda lamina propriya
yer almaktadir, papiller tabaka gevsek bag dokusundan olusur ve altinda daha siki bir
retikiiler bag dokusu yer alir (111). Epitel ii¢ tabakali bir organizasyon gosterir:
Stratum bazale denilen kiibik hiicrelerden bir bazal tabakaya sahiptir. Sonraki hiicre
tabakast stratum spinozumdur. Bu tabakadaki hiicreler poligonal ve hafifce
yassilagsmis goriiniir. Uglincii veya siiperfisyal tabakaya stratum siiperfisyale denir,

hiicreleri yassilagsmistir ve cogunda kiigiik oval nukleuslar bulunur (111).

Ortii mukozas1 gevsek elastik bir bag dokuyla altindaki yapilara baglanir.
Lamina propriya kan damarlar1 ve epitelin bazal tabakasinda sonlanan aksonlari ileten
sinirleri igerir. Dilin inferior ylizeyi disinda kalan bolgede lamina propriyanin altinda
submukoza tabakas1 yer alir. Bu tabaka mukozay: altindaki dokulara (kaslar) baglayan
kolajen ve elastik liflerin genis demetlerini igerir. Ayrica dudaklarin, dil ve yanaklarin
salg1 bezlerini de igerir. Yer yer kil folikiilleriyle iligkili olmayan sebase bezleri de

igerebilir (106).
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Mukoza epitelinde keratinosit, Langerhans, melanosit ve Merkel hiicreleri ile
lenfositler gibi inflamatuar hiicreler bulunmaktadir bdylece epidermis ile benzerlik

gosterir (111).

Cigneme mukozasi alveolar uzantiyr ve sert damagi kaplar. Buradaki mukoza
keratinlesmemis mukozadan daha kalindir. Bazal hiicreler bazal laminaya
hemidezmozomlarla baglanir. Stratum bazalis ve stratum spinozum tabakalari
keratinlesmemis epiteldekilerin aynisidir. Stratum graniilozum ve stratum korneum
diger iki tabakadir. Stratum bazalisdeki prizmatik hiicreler, mitotik aktivitesi yiiksek
farklilasmamug hiicrelerdir. Boliinme 6zelligini kaybettikten sonra farklilasmaya ugrar
ve istteki epitel hiicrelerini meydana getirirler (112). Stratum spinozum, yuvarlak
nukleuslu kiibik veya ¢ok koseli hiicreler ile karakterize edilir. Stratum graniilozum
keratohiyalin graniilleri igerir ve yiizey tabakasi olan stratum korneum ince, yassilasmis
nukleussuz hiicreler ile karakterizedir. Bu hiicrelerin sitoplazmalar1 yumusak keratinle
doludur (105-107, 113).

Oral epitelin histolojik kesitlerinde diger epitel hiicrelerinden farkli hiicreler
bulunur; bunlarin arasinda hiicre popiilasyonunun %10’undan fazlasini olusturabilen
pigment iireten hiicreler (melanositler), Langerhans hiicreleri, Merkel hiicreleri ve
lenfositler gibi inflamatuar hiicreler yer alir. Genelde topluca nonkeratinositler olarak
adlandirilirlar (114).

2.4.1. Oral Mukozada Yasla flgili Degisikler

Deri yasla birlikte yapisinda ve fonksiyonunda iyi belirlenmis degisimler
gosterir. Baz1 bolgelerde epitel hafif incelir ve beraberinde epitel-bag doku ara yiizii
yassilasir. Bu da oral mukozanin daha yumusak goériinmesine neden olur. Mindr tiikiiriik
bezlerinin kademeli atrofisi ve major bezlerin daha az aktivitesi goriiliir. Hiicresel
aktivite azalir ve fibrozis artar. Ayrica gingivanin ve periyodontal ligamentin lamina
propriyasinda kalsifikasyonlar izlenir. Tamir yetenegi azalir ve iyilesme siiresi artar
(115).

2.4.2. Maksiller Siniis ve Maksiller Siniisiin Mukozasi

Maksilla bir ¢ift olup yliz kemiklerinin pargasidir. Maksilla kemik bir govde ile
zigomatik, frontal, alveolar ve palatin ¢ikintilardan meydana gelir, agiz tavani, burun

tabam1 ile lateral duvarlarinin ve gdz kavitesi taban yapilarmin olusumuna katilir. Iki
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infratemporal ve pterigopalatin fossanin olusumunu da destekler. Govdesi piramidal
sekildedir ve kenarinda genis bir kavite vardir ve maksiller sinlis ya da Highmore
antrumu olarak adlandirilir (116). Maksiller siniisler biiylikliik ve sekil agisindan

bireyden bireye degisebilmektedir.

Paranazal siniisler, iist solunum yollarinin girisinde hava ile dolan dort bosluklu
kompleks bir birimi meydana getirir. Kalici azidisinin dokiilmesiyle yetiskinlikte son
pnomatizasyon gerceklesir. Maksiller sinilis en genis ve en sabit paranazal siniislerdir.
Maksiller siniis prenatal hayatin 17. haftasinda olugsmaya baslar fakat biiylimenin ¢ogu
dogumdan sonraki siiregte gerceklesir. Uterusta ilk gelisen siniistiir. Dogumdan sonra
iki agamal1 hizli biiyiime gegirir; ilki dogumdan sonraki 3 yilda ve ikincisi 7 ile 18 yas

arasinda gerceklesir (117, 118).

Maksiller siniisiin evrensel hacmi 15 ml’e ulasabilir. Maksiller siniislerin

fonksiyonu tizerine birgok teori mevcuttur:

. Kafatasinin agirligin1 azaltmak
. Sesin rezonansi
. Solunum sirasinda siniis igerisindeki hava basincinin diizenlenmesi araciligiyla

olfaktor ve respiratuar degisimler

. Solunan havanin kosullandirilmasi
. Mekanik travmaya kars1 kraniyofasiyal koruma
. Nazal mukozanin bakteriyel enfeksiyona kars1 korunmasinda 6nemli olabilecek

bakterisidal enzim (lizozim) iiretimi

Siniislerin respiratuar fonksiyonu ve tinlamayi destekledigine inanilir fakat
kafatas1 yapisina yardimci olmasi veya heniiz bilinmeyen amagclarla kalinti yapilar
olabilecegi goz ardi edilemez (117).

Anatomik olarak mediyal duvar herhangi bir kemik icermez; orta meatus
mukozasi, bag dokusu ve siniis mukozasindan meydana gelir (118). Siniis mukozasi
dahil olmak tizere tiim siniisler respiratuar yalanci ¢ok katli epitelle doselidir ve kemige
direk baglanan mukoperiyosteum olarakta adlandirilan subepitelyal bag dokusu tabakasi

olan lamina propriyas1 vardir (118, 119).
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Maksiller siniis respiratuar yalanci ¢cok kath epitel ile doselidir. Epitel tabakasi
nazal kavitedekinden daha incedir. Normal bir insanin maksiller siniis mukozasinin

kalinlig1 0,3 ile 0,8 mm arasinda degisir (120).

Maksiller siniisiin subepitelyal bag dokusu tabakasi (lamina propriya) nazal
mukozadan daha incedir. Bag doku hiicreleri, kolajen demetlerden interseliiler madde
ve ¢ok az elastik liflerden olusur. Orta diizeyde vaskiilerdir. Lamina propriya serdz ve
miik6z asinuslar veya serdmiikoz asinuslar ile birlikte miyoepitelyal hiicrelerden olusan
mikst bezlerden meydana gelen subepitelyal antral bezler igerir. Antral bezler ostiyum
maksillare c¢evresindeki lamina propriyada daha yogundur. Antral bezlerin mikst
sekretuvar {irlinii, bosaltim kanallar1 araciligiyla siniis kavitesine ulasir. Lamina
propriya sinir ve vaskiiler yapilari igerir ve epitel ile organizma arasindaki degisimleri

de organize eder (120).

2.4.3. Oral Kavitenin Bag Dokusu

Oral epitelin altinda yer alan bag dokusu olan lamina propriya iki tabakaya
ayrilir: stiperfisyal papiller tabaka (epitelyal ¢ikintilarla veya papillalarla iliskili) ve
derin retikiiler tabaka. Retikiiler terimi kolajen liflerin ag seklinde dizilisi anlamina
gelir; bazal laminanin yaninda yer alan retikiilin lifleriyle iliskili degildir. Bu iki tabaka
arasindaki yapisal fark papiller tabakadadir. Kolajen lifleri ince ve gevsek dizilimlidir
ve ¢ok sayida kapiller bulunur. Buna karsin retikiiler tabakada kolajen lifler kalin
demetler halinde dizilerek yiizeye paralel yerlesirler (103, 121).

Lamina propriya tip | kolajen liflerinden olusan yogun bir agdan meydana gelir
ve derin tabakalar1 bolgelere gore degisen miktarlarda tip 11 kolajen lifleri ve elastik
lifler icerir. Gingiva ve sert damak (rafe palatina) kisimlar1 gibi bolgelerde genelde oral
mukoza altindaki kemigin periyostuna submukoza olmadan kolajendz bir bag dokusu
ile dogrudan sikica baglanir. Bu doku mukoperiyostal doku olarak tanimlanir (Sekil 2-
6). Baz1 bolgelerde lamina propriya altinda submukoza bulunur ve distalde yumusak
damagin gevsek bag dokusu ile devam etmektedir. Submukoza adipoz dokusu
anteriorda ve miikéz bezler posteriorda yer almaktadir. Bu diizenlemeye

mukoperiyosteum denir, siki ve elastik olmayan bir baglanma saglar (104, 121).
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Sekil 2- 6: Oral mukoza ve oral mukoperiyosteumun tabakalar (110)

2.4.3.1. Periyodontal Ligament

Periyodontal ligament; viicutta iki farkli sert dokuyu birbirine baglayan tek
ligamenttir. Kemik kokiinii alveolar kemigin i¢ duvarina baglayan fibroz, kompleks,
yumusak bir bag dokudur. Cigneme sirasinda ortaya g¢ikan kuvvetlere karsi disin
dayanikliligr ve dis destegi i¢in fonksiyonel olarak 6nemlidir. Diger 6nemli fonksiyonu
alveolar kemik hacmini diizenlemek ve doku homeostazi ve rejenerasyonu i¢in bir hiicre
deposu olarak gorev almaktir (122). Periyodontal ligament ¢igneme sirasinda ¢enenin
uygun pozisyonu igin gereken duysal organ olarak da gorev alir. Periyodontal ligament
uygulanan kuvvetlerdeki hizli degisimlere ¢ok yiliksek adaptasyon yetenegine ve
genisligini koruma kapasitesine sahiptir. Bu yetenek periyodontal ligament
homeostazinda 6nemlidir. Alveolar kemik ¢igneme sirasinda agiga ¢ikan digin mikro-

hareketindeki degisimlere cevaben daima tekrar modellenir (123).

Periyodontal ligament gergek alveolar kemik ile kokii saran sementum arasinda

bulunan bir fibroz bag dokudur. Bu ligament kemigin kokiinii sarar ve gingiva dokusu
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ile baglanti kurar, lifler, hiicreler ve ara maddeden olusur. Lifler kolajenden, esas madde
ise su, glikoproteinler ve proteoglikanlardan olusur. Periyodontal ligamentin
ekstraseliiler matriksi kolajentz ve nonkolajendz proteinler igerir. Periyodontiyumdaki
ana kolajen tipleri kolajen I ve III'tiir. Diger kolajenler arasinda kolajen V, VI, XII ve
XIV yer alir. Ligamentte yer alan fibroblast, sementoblast, osteoblast, osteoklast,
Malassez epitelyal hiicre artiklari, monositler, makrofajlar, endotelyal hiicreler ve kok/
projenitor hiicreler gibi ¢esitli hiicre tipleri formatif, destekleyici ve rezorptif
fonksiyonlara sahiptir. Ayn1 zamanda multiadezif glikoproteinler (Fibrilin-1, Tenaskin-
¢, vs) ve integrinler bulunmaktadir. Periyodontal ligamentte integrinlerin ii¢ ana grubu
yer alir: (i) I-alt birimi igeren kolajen baglayan integrinler, (ii) I alt birimi olmayan,
kolajene ‘koprii’ molekiiller araciligiyla baglanan integrinler ve (iii) transforme edici

biiylime faktorii-beta (TGF-B)’y1 aktiflestiren integrinler (123, 124).

Periyodontal ligamentin yaslanmasi; hiicre sayisi1 ve aktivitesi azalir. Yaslanan
sementum ve alveolar kemikte taraklasma meydana gelir. Bazi lifler tim yiizey yerine
bu taraklarin uglarmma baglanir. Yaslilarda bireyin genel saglik durumuna ve oral
hijyenine gore daha saglikli bir periyodontiyum goriilebilir. Gingival ve periyodontal

hastalikla iliskili gingival yiiksekligin kaybi, yikict degisimleri destekler.

Oral yumusak doku; gingiva, periyodontal ligament ve oral mukozadan olusur.
Oral mukoza bag dokusunun ana hiicresi fibroblasttir. Fibroblastlar liflerin ve esas
maddenin iretimi ile yikimindan sorumludurlar. Viicudun farkli kisimlarinda
fibroblastlar farkli embriyonik orijinlerden kaynaklanirlar. Ornegin  yiizdeki
fibroblastlar noral krestten kaynaklanir. Doku biitiinliigiiniin korunmasinda anahtar rol
oynarlar. Doku lokalizasyonuna goére iki tip fibroblast tanimlanmistir. Gingival
fibroblastlar (GF) alveolar kemigi saran yumusak bag dokuyu meydana getirir. Bu
fibroblastlar dokunun biitinliigiinii saglayan ekstraseliiler bilesenleri tiretir ve korurlar.
Periyodontal ligament fibroblastlar1 (PDLF), disi alveolusa sikica sabitleyen bag doku
baglantisini tretir ve kKorurlar (125). PDLF sementoblast ve osteoblastlara farklilasma
kapasitesi agisindan essizdir. PDLF periyodontal ligamentte dominant hiicre
popiilasyonudur. PDLF ektomezenkimal kraniyal noral krest hiicrelerinden kaynaklanir.
Gingival fibroblastlar mezenkimal orijinlidir ve gingival bag dokusunun gelisim,
reorganizasyon ve rejenerasyonu agisindan 6nemlidirler. Her iki fibroblast tiirii de oral

kavitenin tamir ve rejenerasyonu agisindan &nemlidir (126). Insan gingival
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fibroblastlarinin (IGF) doku miihendisliginde mezenkimal kok hiicre kaynagi oldugu
heniiz kesfedilmistir ve IGF’nin kondrojenik farklilasma potansiyeli bulundugu
bildirilmistir (127, 128).

2.4.3.2. Oral Fibroblastlar

Oral fibroblastlarin, periyodontal hastaliklarin patogenezinde PGE2, IL-1p, IL-6
veya IL-8 gibi proinflamatuar mediyatorleri ve sitokinleri tiretme rolleri oldugu
gosterilmistir. En 6nemli fonksiyonlar1 oral yara iyilesmesinde proteoglikanlar,
kolajenler gibi ekstraseliiler matriks bilesenlerinin farkli miktarlarini iiretmektir. Ayrica
giincel caligmalar Kolajenin tekrar modellenmesi ve kolajen sentezi aktivitelerinin de
bulundugunu gostermistir (129, 130). Oral fibroblastlarin, yara iyilesmesinin
hizlanmasin1t destekleyen farkli karakteristiklere sahip oldugu gosterilmistir. Oral
mukoza; deri yaralari ile benzer iyilesme asamalarina sahiptir; hemostazis, inflamasyon,

graniilasyon dokusu olusumu ve bag doku matriksinin tekrar modellenmesi (131).

2.5. Kolajen

Kolajen insan viicudunda en ¢ok bulunan proteindir kuru viicut maddesinin
yaklasik %30°u kolajenden olusur. Yapisal destegin cogunu olusturan bu dogal protein
bag dokunun ana maddesidir. Bu fibroz yapisal proteinler deri, tendonlar, kemikler ve
kikirdagin kolajen fibrillerini meydana getirirler (129). Esnektirler ve yiiksek gerilme
giicline sahiptirler. Bag doku lifleri, bag dokunun yapisal ihtiyaglarina veya
fonksiyonuna bagli olarak degisen miktarlarda mevcuttur. Insan viicudunda en az 28 tip

kolajen vardir ve en ¢ok bulunan tipleri I, IT ve III"tir (23).
2.5.1. Kolajenin Yapisi

Isik mikroskopunda kolajen fibriller, 1-12 mikron kalinliginda, dallanan ve
yakin demetlerle anastomoz olusturan demetler halinde gortiliir fakat bireysel fibriller
dallanmaz. Elektron mikroskopunda kolajen fibriller, liflerdeki kolajen molekiillerinin
diizenli dizilimlerine bagl olarak karakteristik capraz cizgilenmeler (koyu ve acik
bantlar) gosterirler. Kolajen fibriller, kolajen liflerin ince, iplik benzeri alt birim
demetleri olarak goriiliir. Caplar1 kismen aynidir fakat farkli yerlerde ve farkli gelisim
asamalarina gore degisebilirler. Gelismekte olan veya olgunlasmamis dokularda,
fibrillerin ¢ap1 15 veya 20 nm kadar kii¢iik olabilir. Yogun diizenli bag dokuda c¢aplari

300 nm’e kadar Olciilebilir (6rnegin agir baskilar1 destekleyen tendonlar veya diger
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dokular). Fibril uzunlugu boyunca her 68 nm’de tekrarlayan aralikli enine bir dizi bant
yer alir. Bu diizenli bantlasma modeli, fibrili olusturan molekiillerin organizasyon
yapisinin alt birimlerini yansitir. Kolajen molekiilii yaklasik 1 nm kalinliginda ve 300
nm uzunlugundadir. Bu molekiiller tropokolajen molekiilleri olarak bilinmektedir ve
ticlii heliks seklinde organize edilmis ii¢ polipeptit zincirinden (a zincileri) olusmaktadir

(23, 120, 130).
2.5.2. Kolajen Fibrillerinin Biyosentezi

Kolajen iiretimi ve fibril olusumu intraseliiler ve ekstraseliiler aktiviteleri takip
eden kompleks bir siiregtir. Biitiin fibriler kolajenlerin sentezi benzerlik gostermektedir

lakin en detayl1 olarak tip I kolajen incelenmistir.

Intraseliiler aktivite: Bu siire¢ fibroblastlarda, graniilli endoplazmik
retikulumda (GER) baglar ve Golgi’de devam eder. Prokolajen (kolajen onciilii, o
zincirler) tretimi ile baslar. Sonra posttranslasyonal degisikleri GER sisternalarinda
gerceklesir. Olusan polipeptit zincirinin spesifik prolin ve lizin birimlerinin
hidroksilasyonu meydana gelir. Bu siirecte askorbik asit kofaktor olarak gereklidir.
GER igerisinde spesifik Hyl birimine seker baglanmasi da (glikozilasyon) gerceklesir.
Karboksi-terminalinde globiiler yapilar olusur ve disiilfit baglariyla sabitlenir ve bu
yapilar iicli heliksin olusumu sirasinda {i¢ o zincirinin dogru dizilimini saglar.
Prokolajen {glii heliks seklini alir ve olusan molekiil prokolajendir (129). Golgi
kompleksinde oligosakkaritler eklenir ve zincirler tamamlanir. Hiicre yiizeyine daha
sonra salinmak iizere vezikiillerde paketleme Golgi cisimciginde gergeklesir. Prokolajen
salmimi ekzositoz ile gerceklesir. Prokolajenin salmmimindan sonraki fibril olusum

asamalari hiicrenin disinda gergeklesir (132).

Ekstraseliiler aktivite: Kolajen fibril olusumu i¢in salgidan sonra asagidaki
asamalar ekstraseliiler boslukta meydana gelir: Enzimatik bir siiregle prokolajen
peptidazlar prokolajenin heliks olmayan uglarini ayirir ve olgun tropokolajen
molekiillerinin olusumu meydana gelir. Tropokolajen molekiilleri kendiliginden bag
kuyruga gelecek sekilde birlesirler. Fibriler yapinin olusumu ve korunmasi yakin
tropokolajen molekiillerinin lizin ve hidroksilizin birimleri arasinda olusan kovalent

baglarla gerceklesir (23, 132, 133).
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Tip I kolajen en sik bulunan ve en ¢ok calisilmis kolajendir. Organik kemik
agirliginin %90’ 1indan fazlasini olusturur, tendon, deri, ligament, kornea ve birgok
insterstisyel bag dokusunun ana kolajenidir. Kolajen tip I tiglii heliksi genellikle iki

benzer al(l)-zinciri ve bir a2(I) zinciri ile olusan heterotrimerden meydana gelir (133).

2.5.3. Kolajen Fibrillerinin Par¢alanmasi

Viicuttaki tim proteinler siirekli olarak parcalanir ve tekrar yapilir. Bu siiregler
dokularin biiylimesini ve tekrar modellenmesini saglar. Kolajen molekiillerin yarilanma
omri giinlerden birkag yila kadar degismektedir. Kolajen lifler proteolitik veya fagositik

yolaklar ile pargalanir.

Proteolitik parcalanma; Kolajenin ilk fragmantasyonu mekanik asinma ve
serbest radikallerin etkisi ile meydana gelir. Daha ileri par¢alanma proteinazlar olarak
bilinen spesifik enzimler ile devam eder. Olusan kolajen parcalar1 sonrasinda hiicreler

tarafindan fagosite edilir ve lizozomal enzimler tarafindan pargalanir (23, 132).

Fagositik parcalanma; hiicre icinde gerceklesir ve ekstraseliiler matriks
bilesenlerini ortadan kaldiran makrofajlar da siirece dahil olur. Fibroblastlar da

fagositoz yapabilir ve lizozomlarinda kolajen fibrilleri parcalayabilirler (23, 132).

2.6. Yara Iyilesmesi
2.6.1. Yara Kavram

Anatomik yapida, dokunun (cilt, mukozal yiizeyler veya organ dokulari)
fonksiyonunda ve biitiinliiglinde riskli hasar veya bozulmalar meydana gelebilir (134).
Yaralarin tedavisi ve iyilesmesi insanlik kadar eski bir sanattir. Insan atalarinda,
Australopithecus africanus’da, meydana gelen bir yaranin ilk belgelenen kanit1 yaklasik

5 milyon y1l 6ncesine dayanmaktadir (135).

Genel olarak yaralar deri biitlinliigiiniin bozulmas1 sonrasinda meydana gelir ve
yanik, mikrobiyal hasarlar, diyabet, iskemi, travma ve cerrahi etkilesimlerden
kaynaklanabilirler. Ozelikle agiz yaralari, travma, yineleyen iilserler, inflamasyon,
radyasyon ve konjenital veya patolojik lezyonlarin ekstraksiyonu igin cerrahi
operasyonlar sonucu meydana gelebilir. Diizgiin tedavi edilmemisse, agiz i¢i yaralar

agriya, enfeksiyona ve sonrasinda istenmeyen skar ve adezyona, disfaji, dizartri gibi
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fonksiyonel eksikliklere ve kotii bir yasam kalitesine yol agabilir ki bu da dis hekimligi

biliminde yara iyilesmesinin gozlem ve tedavisinin neden énemli oldugunu gosterir.

Yaralar icin nihai iyilesme zamani gibi farkli Olgiitlere dayali, farkh
siniflandirmalar mevcuttur. Hasarin sekline gore yara gesitleri asinma, ezik/morarmalar,
yirtilmalar, oyulmus/kesilmis yaralanmalar, delinme ve atesli silah yaralanmalaridir.
Asinma yaralarinda derinin dis tabakast kazinir. Ezik/morarmalarda derinin kan
damarlar1 ve i¢ organlar pargalanabilir. Yirtilmalarda deri, miikoz membranlar, kas ve i¢

organlar ayrilir veya yirtilir (134).

D1s gevreye maruziyete gore kapali ve acik yaralar meydana gelebilir. Kapali
yaralar alttaki doku travma gegirdigi fakat deride hasar goriilmediginde olusan
yaralardir. Agik yaralar alttaki dokuyla birlikte deri tabakasinin da hasar gordigi
yaralardir. Yara seviyesine gore tiim deri ve altindaki dokular tamamen delinebilir,
adipoz doku, kaslar, tendon ve kemiklere ulasabilir veya sadece deride kalabilir (136).
Yaranin kontaminasyon derecesine gore temiz, temiz kontamine, kontamine ve kirli

enfekte yaralar olusabilmektedir (137).

Yara iyilesmesi 3 kategoride siniflandirilabilir: primer sekonder ve tersiyer yara
tylesmesi (16). Yara iyilesmesinde zaman onemli bir faktér oldugundan, yaralar klinik
olarak akut ve kronik olarak siniflandirilabilir. Akut yaralar genellikle travmatik doku
kayb1 veya cerrahi bir prosediiriin sonucu olabilir. Sadece yumusak dokular1 igerebilir
veya kemik kiriklari ile iligkili olabilirler. Kendilerini tamir eden, zamaninda ve diizgiin
bir iyilesme yolunu izleyerek hem islevsel hem de anatomik restorasyon sonucuyla,
normal sekilde ilerleyen yaralar ‘akut yaralar’ olarak siniflandirilir. Tyilesmenin zaman
siireci genelde 5-10 giin arasinda veya 30 giin i¢indedir. Ik yaralanmadan 6 hafta sonra
gecikmis iyilesme gosteren yaralara ‘kronik yaralar’ denir. Enfeksiyon, doku hipoksisi,
nekroz, eksiidat ve asir1 inflamatuar sitokin seviyeleri gibi ¢esitli faktorler iyilesme

slirecini uzatirlar (136, 138).

Yara iyilesmesi, birbirine bagli biyokimyasal ve hiicresel olaylarin iyi
diizenlenmis bir kaskad: tarafindan kontrol edilen kompleks bir siirectir. Cesitli
sitokinlerin, bliylime faktdrlerinin keratinositler, fibroblastlar ve endotel hiicreleri gibi
hiicre tiplerinin ¢apraz etkilesimiyle kontrol edilir ve yeni doku olusumuyla sonuglanir.

Kutan6z ve mukozal yara iyilesmeleri dort temel evreden gegmektedir (139-141):

1. Hemostaz
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2. Inflamasyon
3. Proliferasyon
4. Matiirasyon ve yeniden sekillenme
Yara onariminin bu dort evresi basit dogrusal gelisen olaylar degildir, zamanlar

birbirleriyle cakisirlar (Sekil 2-7), (142).

Hemostaz

Trombositler Fibrin tikac )

Vazoaktif mediyatorlerin salininn

. Sitokinin ve biiyiime faktdrlerinin salimmmi

Inflamasyon . . . )

Mast hiicreleri  Trombosit aktive edici medivator salinim
Vazoaktif ve kemotaktik mediyatdrlerin salimm

Notrofil Ve Kemotaksi ve inflamasyon ]
Monositler Oldiirme ve fagosite etme, yara debridmanlar

Makrofajlar Kemotaksi ve inflamasyon

Oldiirme ve fagosite etine, yara debridmanlar:
Sitokin ve biiyime faktérleri salinimi

Yeni Deri Olusumu

Keratinositler Yeni epitel olusumu
Dermal Restorasyon B

Endotel Hilcreleri Anjiyogenez
Fibroblastlar Fibroplazi

Keratinositler Epidermis olgunlasmasi

Miyofibroblastlar Yara kapanmast
Apoptoz ve keloid olgunlasmasi

Endotel Hiicreleri  Apoptoz ve keloid olgunlasmasi

Sekil 2- 7: Yara iyilesmesi evreleri (142).

Yaralanma sonrasinda viicutta hizli bir tepki meydana gelir. Bu mekanizmalarin
ana amaci, devam eden kan ve sivi kaybmi onlemek, ikinci amaci ise iyilesmenin
sonraki safhalarinda ihtiya¢ duyulan invaze hiicreler i¢in uzun vadeli bir matriks
saglamaktir (143). Endotel hiicreleri, trombositler, pihtilasma ve fibrinoliz arasindaki
dinamik denge hemostazi diizenler ve yara bolgesindeki fibrin miktarin1 belirler.
Boylece onarim siireglerinin ilerlemesini etkilerler. Yara olusumu sirasinda hasar goren
kolajen pihtilagma kaskadi ad1 verilen bir dizi zincir reaksiyonunu aktiflestirir. Hasardan
sonra hiicre membranlari etkin vazokonstriktor tromboksan A2’i salar (144). Damarlar
hizli bir refleksle kasilmaya giderler. Kiiciik ¢capli olan damarlar tamamen kapatilabilir.

Tromboksan A2’nin aktivasyonu ile bu trombositler gegici piht1 olusturarak baslangicta
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kanamay1 azaltirlar. Daha sonraki asamada trombositlerden salinan serotonin ve diger
vazokonstriktor ajanlarla vazokonstriksiyon geliserek kanama azalir.

Pihtilagma trombositlerin fibrin bir agda birikiminden meydana gelir. Fibrin ag,
homeostazi yeniden tesis etmeye ve mikroorganizmalarin invazyonuna kars1 bir bariyer
olusturmaya ek olarak hiicre migrasyonu i¢in gerekli geg¢ici matriksi organize eder
(145). Coziinmeyen bir fibrin tikacin olusumu i¢in hemostatik mekanizmalar uzun
vadede tek basina yetersiz kalacaktir. Fibrin tika¢ nétrofiller, monositler, fibroblastlar
ve endotelyal hiicreler icin iskele gorevi goriir. EGF (epidermal biiylime faktorii); FGF
(fibroblast biiyiime faktorii), IFN (interferon), IL (interldkin), KGF (keratinosit biiyiime
faktorii), PDGF (platelet kaynakli biiylime faktori), TGF (doniistiiriicii biiylime
faktorii), TNF (tiimor nekroz faktorii) gibi sitokin ve biiyiime faktorlerini konsantre
etmek ilizere de gorev alir (146, 147). Baslangigta bu faktorlerle gelisen
vazokonstriksiyon, prostaglandin ve kompleman sisteminin aktivasyonu, yerini yaygin
vazodilatasyon ve inflamasyona birakir. Vazodilatasyonla birlikte vaskiiler permeabilite

de artar ve hiicreler arasinda inflamatuar eksiida toplanir.
2.6.2. Inflamasyon

Doku hasar1 ve vaskiiler asamadaki pihtilasma faktorlerinin aktivasyonu,
prostaglandinler ve histamin gibi inflamatuar mediyatorlerin, mast hiicreleri gibi
hiicrelerden salinmasini stimiile eder. Bu mediyatorler hasarli alana yakin kan
damarlarinin daha gecirgen olmasma ve vazodilatasyonuna sebep olur. inflamatuar
cevap, bolgesel 1s1, sisme, eritem, rahatsizlik ve fonksiyonel bozulmanin varligiyla

belirlenebilir (148).

Inflamatuar asamada amag invaze mikroorganizmalara karsi bir immiin bariyer
olusturmaktir. Inflamatuar asama, erken ve ge¢ inflamatuar faz olmak iizere iki ayri
evreye ayrilir. Erken inflamatuar cevap bircok fonksiyona sahiptir. Kompleman
kaskadin1 aktiflestirir ve molekiiler olaylar1 baglatir. Erken inflamatuar asamada
notrofiller ve monositler hasar bolgesindeki baskin hiicrelerdir. Hasardan hemen sonra
notrofiller ve monositler, yarali bolgedeki kapillerlere go¢ etmeye baglar. Notrofiller
bolgeye ilk ulasan hiicrelerdir ve ¢ok sayidadirlar. Inflamasyonda daha sonra nétrofil

sayist diiserken makrofajlar (doku kaynakli monositler) hakim olur (142).

Notrofiller yara bolgesine girerek invaze bakterileri ve hiicresel artiklari

temizlemeye baslar. Hasardan sonraki 48-72 saat sonra son inflamatuar asamada yarada
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goriilen hiicreler 16kositler ve makrofajlardir. Lezyon basladiktan 48 saat sonra komsu
kan damarlarindan monositler gé¢ ederek lezyon alanina infiltre olur, yogunlasir ve yeni
gen ekspresyon profillerini iiretereck makrofajlara farklilasirlar (145). Makrofaj yara
tyilesmesi i¢in gereklidir. Yarayr debride eden kolajenazlar, fibroblastlar1 stimiile eden
(kolajen iireten) ve anjiyogenezi destekleyen IL ve TNF ile keratinositleri stimiile eden
TGF’nin de dahil oldugu ¢ok sayida enzim ve sitokinler, makrofajlar tarafindan

salgilanir.

Geg¢ inflamatuar fazda yarali bolgeye son giren hiicreler lenfositlerdir.
Yaralanmadan 72 saat sonra interlokin-1 (IL-1), kompleman bilesenleri ve
immiinoglobiilin G (IgG) pargalanma iirtinleri ile lenfositler sahneye girerler. IL-1, daha
sonra kolajenin yeniden sekillenmesi, ekstraseliiler matriks bilesenlerinin iiretilmesi ve
pargcalanmasi i¢in gerekli olan kolajenaz regiilasyonunda 6nemli bir rol oynamaktadir

(149).
2.6.3. Proliferatif Faz

Proliferatif faz yaralanmadan sonraki 3. giinde baslar ve yaklasik 24. giine kadar
stirer (143). Fibroblast gocli ve yeni sentezlenen ekstraseliiler matriksin birikimiyle
karakterizedir. Matriks, fibrin ve fibronektinden olusan gecici bir agin yerini almak
tizere gorev alir. Bu asamadaki ana siiregler: Fibroblast gocii ve proliferasyonu
(fibroplazi), gecirgenlik bariyerinin olusumu (reepitelizasyon), uygun kan desteginin

saglanmasi (anjiyogenez) ve hasarli dermal dokunun saglamlastiriimasidir (149).

2.6.4. Fibroblastlar ve Kolajen Sentezi

Fibroblastlar ekstraseliiler matriksin tiretilmesinde ana hiicrelerdir. Kolajen
iiretimine ek olarak fibronektin ve hyaliironik asit gibi ara madde bilesenlerini {iretirler.
Ekstraseliiller matriksin tiretimi klinik olarak graniilasyon dokusunun olusumu olarak
gortliir (150). Ekstraseliiler birikimden sonra tamir siirecinde 6nemli bir olay olan yara
bliziilmesi, yara sinirlarini1 yaklagtirmay1 saglar. Bu gorev de gerceklestirildikten sonra

ihtiyag fazlasi fibroblastlar apopitoz ile ortadan kaldirilir (149).

2.6.5. Reepitelizasyon

Epitelyal hiicrelerin go¢li yara olusumunun ilk birkag saati icerisinde yara

sinirlarinda baslar. Tek katli hiicre tabakasi baslangicta hasarin iizerinde olusur ve
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ardindan yara simirmin etrafinda epitelyal hiicre mitotik aktivitesinde artis eslik eder.
llerleyen epitelyal hiicreler karsilastiginda gé¢ durur ve bazal membran olusmaya baslar

(142, 143, 149).

2.6.6. Anjiyogenez

Anjiyogenez yara yakininda var olan damarlarin uzantilariyla yeni damar
biliylimesi anlamina gelir. Yeni kan damarlarinin sekillendirilmesi ve olusturulmasi yara
tyilesmesinde kritik 6nem tasir. Baslangicta yara merkezinin damar kaynagi yoktur.
Dolayisiyla hasarsiz doku tarafindan diflizyonla desteklenir. Cevreleyen kenarlardaki
kapiller tomurcuklar, yara pihtisinin i¢ine girer ve birkag giin i¢inde yeni kapillerlerden
olusan bir mikrovaskiiler ag olusur (149). Hasara cevaben mikrovaskiiler endotelyal
hiicreler anjiyogenik siiregleri baglatir. Bu siire¢ endotelyal hiicrelerin aktivasyonu,
bazal membranin lokal yikimi, yara tikacina dogru uzanma, tiibiil yapis1 olusumu, bazal
membranin tekrar olusturulmasi ve sonunda dokunun yeninden modellemesi i¢in yeni

olusan damarlagmanin kivrilmasindan olusur (142).

Cesitli maddeler tireten makrofaj aktivitesi anjiyogenezi stimiile eder. Bunlar
arasinda yeni doku ve kan damarlar1 olusumunu destekleyen TGF ve nekrotik dokunun
pargalanmasini hizlandiran ve proliferasyonu stimiile eden TNF yer alir (148). Ayrica
yerlesik endotelyal hiicreler FGF, vaskiiler endotelyal biiytime faktérii (VEGF), PDGF,
anjiyogenin gibi diger anjiyogenik faktorlere karsi duyarlidir. Anjiyostatin ve steroitler

gibi inhibitdr faktorlerin etkisiyle hassas denge korunmaktadir.

2.6.7. Matiirasyon Asamasi

Yeniden sekillenme fazlarinda ekstraseliiler matriksin sentezi graniilasyon
dokusu gelisimiyle birlikte baslatilir ve birkag ay siirer. Komplike vakalarda bu faz 1, 2
yil veya daha fazla siirebilir (143, 149). Yara iyilesmesinin son asamasit olan yeniden
modelleme asamasi yeni epitelin biiylimesinden ve son skar doku olusumundan
sorumludur. Bu da sentez, birikme ve doku parcalanmasi arasindaki dengeyle saglanir
(151). Matiirasyon ve yeniden modelleme asamasinda gegici ekstraseliiler matriks
asamal1 olarak olgun bir skara doniistiiriiliir. Bu siiregte graniilasyon dokusunun tipik
bileseni olan tip III kolajen, normal insan dermisinin hakim bileseni olan tip I kolajenle

degistirilir. Kolajen demetlerinin ilk birikimi fazlaca karmasik iken yeni kolajen
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matriksin matiirasyonu siirecinde daha diizenli ve ¢apraz bagl hale gelir. Iyilesen doku

1 yildan sonra orijinal gerilme giiciiniin %80 nini kazanir (142, 145, 150).

Yara iyilesmesini etkileyen ¢ok sayida lokal ve sistemik faktor vardir (144).
Yara iyilesmesini biiyiik derecede etkileyebilen lokal faktorler: iskemik dokular,
yabanct cisimli yaralanmalar, nekrotik dokular, enfeksiyon, kontaminasyon,
radyoterapi, tiitiin tiikketimi ve cerrahi tekniklerdir. Sistemik faktorler arasinda yas,
anemi, beslenme, steroitler, sitotoksik ilaglar, sepsis, diabetes mellitus, oksidatif stres

(OS) gibi faktorler yer almaktadir (144).

2.7. 3T3 Swiss Albino Hiicre Soyu ve Uc boyutlu Sferoit Kiiltiirii
2.7.1. 3T3 Swiss Albino Hiicre Soyu

Dental ajanlarin sitotoksik c¢aligmalar1 i¢cin kullanilan ¢ok sayida hiicre tipi
bulunmaktadir (152). Swiss Albino 3T3 fare fibroblastlarinin farkli dental materyallerin
toksik etkilerini test etmek ve smiflandirmak ig¢in duyarli ve kullanighh oldugu
calismalarla gosterilmistir (153-156). Dahas1 fare 3T3 hiicrelerinde goriilen sitotoksik
etkilerin insan oral fibroblastlariyla (pulpa kaynakli fibroblastlar) benzer oldugu 6ne
stiriilmiistiir. Dental adezifler gibi ajanlarin sitotoksitite testlerinde kullanilan 3T3
hiicreleri, oral kavitede hedef hiicrelerin spesifik fonksiyonlarinin degerlendirilmesinin
gerekmedigi durumlarda kullanisli bir model olarak kabul edilmektedir (152-155). 3T3
hiicreleri kolayca ¢ogaltilarak ¢ok sayida elde edilebilir ve davranislar iyi bilinmektedir
(152). Ayrica bu hiicre soyu uluslararasi standartlara (ISO 7405) da uygundur (156).

3T3 hiicre soyu 1962 yilinda Todaro ve Green tarafindan Swiss Albino fare
embriyolarindan alinarak {tretilmistir (157). Yapilan sitogenetik analize gore bu
hipertriploit fare hiicre soyunun kromozom sayisi hiicrelerin %30’unda 68’dir. Hiicreler
kontak inhibisyon gosterebilir. Konfliilent tek tabakali hiicre yogunlugu 40.000
hiicre/cm®’dir. Hiicreler cam vyiizeylerde degil plastik flasklarda biiyiitiilmelidir.
Satiirasyon yogunlugu yaklasik 50.000 hiicre/cm? dir (158).

Primer hiicreler kiiltiirde 6nceden belirlenen ve sinirlt sayida hiicre boliinmesi
gecirebilirken bu hiicreler immortalize edildigi igin siiresiz olarak boliinebilecektir.
Smirli popiilasyon ikilemesinden (tiirlere, hiicre tipine ve Kkiiltiir kosullarma gore
degisebilen) sonra primer hiicreler hiicre dongiisiiniin durdugu bir evreye ulasirlar. Bu

duruma replikatif senesens denir (159). Hiicreler yeterli yogunlukta ekilerek siirekli
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pasajlandiginda, replikatif senesens, hiicre morfolojisinde, gen ekspresyonunda ve
metabolizmada farkli degisimlerle ortaya cikar. immortal hiicreler kiiltiirlerde siirekli

olarak boliinmeye devam ederler (157, 160).
2.7.2. Uc¢ Boyutlu Sferoit Kiiltiirii

Nanopartikiillerin, yeni dental materyallerin ve ilaclarin inceleme caligmalar
temelde hala iki boyutlu (2D) hiicre kiiltiirlerine dayanmakta olup, genellikle sonraki
asamalarda in vivo deney hayvan modelleriyle devam edilmektedir. Geleneksel 2D
hiicre kiiltiird, ilag incelemede in vitro test platformunda hala en yaygin tekniktir (161,
162). Ug boyutlu (3D) kiiltiirlerde hiicrelerin in vivo ¢evreyi, geleneksel 2D kiiltiirlere
kiyasla daha 1yi temsil ettigi bilinmektedir. Cok hiicreli diizen, hiicrelerin birbirleriyle
ve ECM ile etkilesimine izin vererek hiicresel kompleksitenin daha iyi anlasiimasini
saglamaktadir. 3D hiicre kiiltiir metotlar1 in vitro modellere yiiksek derecede klinik ve
biyolojik gecerlilik kazandirir. Bu durum 6zellikle, yabanci maddelerden arindirilarak
kiictik bir hiicre agregatinin biylitiildiigii sferoit kiiltiirlerde gecerlidir. Sferoit
kiiltiirlerde hiicreler bulunduklar1 alanda ekstraseliiler matriks (ECM) salgilar ve asil

mikrogevrelerinden alinan hiicrelerle iletisime gecebilirler (163).

Steroit tlretmek icin farkli teknikler kullanilmaktadir. Kaydedilen en eski
yontem askida damla metodudur. Hiicre siispansiyonundan olusturulan damlalari i¢eren
kiiltiir plaginin ters ¢evrilmesinden sonra damlanin tabanina hiicrelerin kendiliginden
cokmesiyle sferoitler olusturulur. Diger bir teknik olan statik sivi kaplama tekniginde
hiicre siispansiyonu aderent olmayan bir ylizeyde Kkiiltiire edilerek hiicrelerin yiizey
yerine birbirlerine yapigmasi saglanarak hiicre agregati olusturulur. Sferoitler santrifiijle
de meydana getirilebilirler. Hiicre agregatlarini olugturmanin klasik metotlari arasinda,
aderent olmayan Ornegin agar jel kapl plaklarda ve asili damlada hiicrelerin kiiltiire

edilmeleri yer almaktadir (163).

Geleneksel 2D tek tabakali kiiltiirlere kiyasla 3D kiiltiir sistemleri, hiicre-hiicre
etkilesimlerine ve hiicre-ekstraseliiler matriks etkilesimlerine daha ¢ok benzer bir model
saglar. Ancak mevcut sistemler oksijenizasyon, beslenme ve atik temizleme agisindan
in vivo dokular1 destekleyen kompleks vaskiiler sistemlerden yoksundur. 3D kiiltiirde
bliyliyen hiicreler bu fonksiyonlar1 sadece diflizyonla saglayabilir. Kiigiik sferoitler i¢in

bu sistem problem olusturmaz ancak daha biiyiik sferoitlerde zorluk ¢ikartabilir (161).
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Kiigiik boyutlu sferoitler ger¢ek dokudaki kompleksligi gostermezken biiyiik
sferoitler oksijen ve besinler i¢in diflizyon limitasyonlarina sahiptir. Bu limitasyonlar
siklikla nekrotik merkez olusumunu indiikler ve hiicrelerin yasama yetenegini (viability)
azaltir. Literatlirde tavsiye edilen ideal sferoit biiyilikligi 100 ila 600 pm arasinda

degismektedir (162-164).
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3. GEREC VE YONTEM

3T3 hiicre soyu kullanilarak olusturulan in vitro deney modelinde ki ¢alismamiz
Istanbul Universitesi Cerrahpasa Tip Fakiiltesi Histoloji ve Embriyoloji Anabilim Dali
Doku Kiiltiirii, Istk Mikroskopi, Immiinhistokimya ve Elektron Mikroskopi

Laboratuvarlarinda gerceklestirilmistir.

3.1. Gerecgler
3.1.1. Alet ve Techizatlar
7 numarali kivrik uglu pens
11 ve 24 numarali ince uglu pensler
1-10 pl’lik mikropipet (Eppendorf)
1-100 pl’lik mikropipet (Eppendorf)
1-200 pl’lik mikropipet (Eppendorf)
1-1000 pl’lik mikropipet (Eppendorf)
0,5 - 10 pl seffaf mikropipet uglar1 (Axygen Scientific: T-300)
200 pl sar1 mikropipet uclart (CAPP Denmark Expell: 4130075)
100-1000 pl’lik mavi mikropipet uglart (Axygen Scientific: T-1000-B)
Steril transfer pipetleri (Cito Test: 31027003)
Otomatik pipetor (Ratiolab: Accupetta)
Steril serolojik pipetler 5ml (SPL Life Sciences)
Steril serolojik pipetler 10ml (SPL Life Sciences)
15 ml’lik, 17x120mm konik, steril polipropil santrifiij tiipleri (SPL Live
Sciences: 50015)
50 mI’lik, 30x115mm, ucu konik, steril polipropil santrifiij tiipleri (SPL Live
Sciences: 50050)
Polipropilen mikrosantrifuj tiipleri 1,5ml (Iso Lab)
Polipropilen kriyotiipleri 1,8ml (SPL Live Sciences: 43012)
6 kuyucuklu hiicre kiiltiir kaplar1 (Biofil: TCP 011006)
24 kuyucuklu hiicre kiiltiir kaplart (Biofil: TCP 011024)
25cmlik hiicre kiiltiir flasklari, 50 ml (Jet Biofil: TCF- 012-050)
75cm®lik hiicre kiiltiir flasklari, 250 ml (Jet Biofil: TCF- 012-250)
25,4 x 76,2mm 1,0-1,2 mm kalin lamlar (IsoTherm)



Tek kullanimlik mikrofiltreler (Sartorius Stedim Biotech: 16534)
15mm yuvarlak lamel (Marienfield: 0111550)

Neubauer-Improved Hemositometre (Marienfield: 0640010)

Grid, 200 mesh, 3 mm, Cu (Electro Microscopy Sciences: Spi: 2020C)
Grid, 300 mesh x 83um, Cu (Sigma: G4901-1VL)

Steril enjektorler 10ml/ 0,80 x 38mm (Beybi: 24.09001)

Steril bisturi ucu, karbon ¢eligi (Broche: 0197)

Sterilizasyon otoklav posetleri (Assure Plus: # 83000)

Sterilizasyon otoklav posetleri (Euronda BA09025)

Rt-PCR kabi1 (Axygen: PCR-96-FLT-BK)

0.5 - 10 pul’lik filtreli mikropipet uglar1 (Axygen: TTF-20-C-HTR-S)
200 pl’lik filtreli mikropipet uglar1 (Axygen: TT-200-C-HTR-S)
1000 pl’lik filtreli mikropipet uglari (Axygen: TTF-1000-C-HTR-S)
0.2 mI’lik PCR tiipii (Axygen: PCR-02-C)

0.5 mI’lik PCR tiipii (Axygen: PCR-05-C)

3.1.2. Cihazlar

Laminar kabin (Esco: Class 1)

CO;, inkiibatorii (Thermo Scientific: Heracell 150i)

Vorteks mikser (BioCote: Stuart SA8)

Santrifiyj (Eppendorf: 5810R)

Dijital ¢alkalamali su banyosu (Fischer Scientific)

S1v1 azot tanki (Thermo Scientific)

20 L azot tank1 (Thermo Scientific)

Distile su cihazi (Sartorius Stedim Biotech: arium pro VF)
UV’li steril bidistile su cihazi (Sartorius Stedim Biotech: arium 61215)
Masaiistii otoklav (Thermo Scientific Varioklav: 25T)

pH metre (Inolab: WTW?730)

Mikrosantrifiij (Package, 230V 50, Thermo Scientific: Espresso)
Ultramikrotom (C. Reichert: Om U3)

Invert (Ters) mikroskop (Olympus: 1X71)

Isik mikroskobu (Olympus: BX61)

Elektron mikroskobu (Jeol: JEM-1011)

41
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Spektrofotometre (Thermo Scientific: Nanodrop 2000)
Thermal cycler (Bio- Rad: T100)
Real time system (Bio-Rad: CFX connect)

3.1.3. Kullamilan Kimyasallar

Dulbecco’s modified eagle’s medium DMEM high glucose (Hy Clone:
SH30243.01)

Dulbecco’s modified Eagle’s medium Hams’ F-12 DMEM - F12 (Lonza: Bel2-
719f)

Fetal bovine serum FBS (Capricorn Scientific: FBS-12A)

Penisilin- streptomisin (100X) soliisyonu (Gibco by Life Technologies: 15140-
122)

Tripsin- EDTA soliisyonu 0.25 % (1X; Sigma Lifescience: T4049)

L-Glutamin 200 mM (100X) soliisyon (Gibco Invitrogen: 25030)

Dimetil stilfoksit (Sigma- Aldrich: D2650)

2-Propanol (Merck Millipore: 1.09634.2511)

Metanol (Merk:1.06007.2500)

Paraformaldehit (Merck Millipore: 1040051000)

Formaldehit %37 (Carlo Erba Reagents: 415666)

Hidrojen peroksit (Merck: 10860.100)

Resveratrol > 99% HPCL (Sigma- Aldrich: 501-36-0)

Kemik kseno grefti, 0.5-1.2mm (Ti-oss®: 20-1217)

Bromodeoksiuridin (5-bromo-2-deoxyuridine, BrdU)

Anti- BrdU primer antikoru (Abcam: BU1/75 ICR1)

Polivalent HRP kit 125 ml (Ultra vison Thermo Fisher Scientific: TL-125-HL)
AEC kromojen / Substrate detection kit (Scy Tek: ACJ125)

Gliserol yaklasik 87% (Riedel- de Haen Sigma- Aldrich: 140501)

PBS (Genaxxon Scientific: D2000.0100)

Borik asit (Genaxxon Bioscience: M3273.0500)

Hidroklorik asit %37 (Merck: 100317.2500)

Di-Sodyum tetraborat dekahidrat (Merck: 1.06303.1000)

Agar (Multicell: 800-010-LG)

Millonig fosfat tampon 0.2M (Electron Microscopy Sciences: 11582-05)
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% 25 gluteraldehit (Merck Millipore: 1.04239.0250)

Osmium (VI11I) oksit (Merck Millipore: 1.24505.0100)

Absolii etil alkol (Carlo Erba Reagents: CAS N.64-17-5)
Propilen oksit (Merck Millipore: 8.07027.1000)

Avraldite M (Fluka Analytical: 10951-250ml)

Araldite M accelerator 960 (Fluka Analytical: 10952-250ml)
Araldite M hardener 964 (Fluka Analytical: 10953-250ml)
Toluidin mavisi (Merck: 7471451)

Uranil asetat dihidrat (Riedel-de Haen: 31698)

Kursun (II) sitrat tribasic trihidrat (Sigma-Aldrich: 15326)
Tri-sodyum sitrat dihidrat (Merck Millipore: 1.06448.1000)
Sodyum hidroksit saf tabletler (Merck Millipore: 1.06462.1000)
Steril su (Eczacibasi: P1605009)

CellROX*Deep green reagent (Invitrogen: C10444)

RNA izolasyon Kiti (Jena Biosciences: PP 210S)

SCRIPT cDNA sentez kiti (Jena Biosciences: PCR 511S)
gPCR green master with UNG/lowROX kiti (Jena Biosciences: PCR-306S)

3.2. Yontemler
3.2.1. Hiicre Kiiltiirii Yontemi

Calismamizda in-vitro iyilesme modellerinde yaygin olarak kullanilan 373
embriyonik fare fibroblast hiicre soyu secildi (165), hiicreler Yeditepe Universitesi,
Genetik ve Biyomiihendislik Anabilim Dalindan alindi.

Calismamizda kullandigimiz 3T3 hiicrelerini in vitro ¢ogaltabilmek icin
oncelikle uygun besiyeri secildi. Besiyeri olarak 1:1 DMEM-F12+DMEM Yiiksek
Glikozlu + %10 FBS (fetal bovine serum) + antibiyotik (100 ug/ml penicillin G + 100
png/ml streptomycin) kullanildi. 7,5 ml besiyeri igeren 25 cm®lik flasklara hiicre
stispansiyonlar ekildi. Hiicreler medyum igeren flasklarda 37°C’de, %5 CO,, %95 hava
karisimi ve nem igeren inkiibatorde kiiltiire edildi ve rutin olarak pasajlanarak ¢ogaltildu.

Invert mikroskopta hiicrelerin %80-90 yogunluga ulastig1 gozlendikten sonra
asagida belirtilen adimlar:  Pasajlama, hiicre dondurma veya deney kurumu

gerceklestirildi.
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3.2.1.1. Pasajlama Yontemi
e Kiiltlir ortamindan medyum uzaklastirildi.
e Hiicrelere tripsin uygulanip flask tabanma yapisan hiicrelerin yiizeyden
ayrilmalari saglandi.
e Tripsinin enzimatik etkisini sonlandirmak amaciyla flasklara besiyeri ilave
edildi.
e 1000 rpm’de 5 dk. santrifiijlenen hiicre siispansiyonunun siipernatanti atildi.
e Kalan hiicre pelletine 1 ml besiyeri eklenip yeniden siispanse edildi.
3.2.1.2. Hiicre Dondurma Yontemi
Hiicreler konfliiensiye ulastiktan sonra dimetil siilfoksit (DMSO) (Dimetil
Siilfoksit Sigma-Aldrich) ve medyumdan olusan kriyoprezervasyon soliisyonu

i¢cerisinde kademeli olarak donduruldu.

Dondurma prosediirii i¢in final ¢ozeltisinde %10 konsantrasyonda olacak sekilde
DMSO kullanildi. Dondurma islemi asagida belirtilen sekilde gerceklesti:

e 1,8ml’lik steril santrifuj tiiplerinde 800ul besyeri+200ul DMSO
karistirilarak kriyoprezevasyon soliisyonu hazirlandi.

e Pasajdan elde edilen pellet hiicre iizerine 1000ul besiyeri eklenip pipetaj
yapildi.

e Kriyopreservasyon tiiplerine onceden hazirladigimiz 250yl
kriyoprezevasyon soliisyonu + 250 pl hiicre siispansyonu eklendi.

e Kademeli dondurma islemini gergeklestirebilmek icin karisim ilk 1 gece -
80°C de saklandi.

e Son asamada -80°C den ¢ikarip s1vi azot igerisine alindi.

3.2.2. Doz ve Zaman Belirleme Deneyleri

Calisma baslangicinda kullanilan H,O, (Hidrojen Peroksit, Merck), kemik grefti
(Kemik ksenogrefti, 0.5-1.2mm Ti-oss®: 20-1217) ve RES (Resveratrol > 99% HPCL,
Sigma- Aldrich) i¢in doz ve zaman belirleme deneyleri yapildi. Tim deneyler en az 3
kez tekrarlandi.

3.2.2.1. H,O, Doz ve Zaman Belirleme Deneyleri

H,0,, stok konsantrasyonda hazirlandi ve doz belirleme deneyleri yapildi.
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Pasajlama islemden sonra elde edilen hiicre pelleti siispanse edildi, 6 kuyucuklu
kiiltiir kaplaria ekim yapildi. Uygun sekilde hazirlanan hiicreler 24 saat kiiltiire edildi
ve 24 saatin ardindan farkli doz denemeleri yapildi.

Literatiirde farkli hiicre soylarinda H;O, doz araligi 0-1000uM olarak
gosterilmigtir (101). Calismamizda OpuM, 10puM, 25uM, 50uM, 100uM, 250uM,
500uM, 750uM ve 1000uM dozlarda H,O; in vitro olarak denendi. Deneylerde 6
kuyucuklu kiltir kaplar1 kullanildi ve her kuyucuga 3ml besiyeri eklendi. Dozlarin
etkileri once invert mikroskopta degerlendirildi, daha sonra PDT indeksleri incelendi ve
on deneyler sonucunda etkin doz belirlendi.

Ayrica H,O;’nin zamana bagh etkileri yine literatiir dikkate alinarak 1, 6, 12, 24

ve 48 saat olarak belirlendi ve yapilan 6n deneyler sonucunda etkin olan zaman secildi

(166, 167).

3.2.2.2. Resveratrol Doz ve Zaman Belirleme Deneyleri

RES toz formda satin alindi. RES ¢o6zeltisi hazirlayabilmek igin iiretici firma
tarafinda Onerilen ¢oziicii olarak DMSO segildi. 2mg RES, 50ul DMSO ig¢inde ¢oziildii
ve bu hazirlanan stok ¢ozelti -20°C’de saklandi. Gerekli konsantrasyonlara ulasabilmek

i¢in kiiltiir medyumu ile diliie edildi ve sterilizasyon i¢in filtreden gegirilerek kullanildi.

RES’in etkileri doza bagh farkliliklar gostermektedir. Literatiirde kullanilan
dozlar arasinda en diisiik doz 5uM (101), en yiiksek doz ise 1000uM’dir (24). Etkin
dozun belirlenmesi amaciyla 1uM, 5uM, 10uM, 15uM, 25uM, 50uM ve 100uM RES
dozlarindan olusan 6n-deney gruplari olusturuldu.

Pasajlama isleminden sonra elde edilen hiicre pelleti siispanse edilip hiicreler
12°1i ve 24°1u kiiltiir kaplarinda, steril yuvarlak lameller lizerine ekildi ve her kuyucuga
2ml besiyeri eklendi. Hazirlanan hiicreler 24 saat kiiltiire edildi, ardindan 48 saat siire
ile farkli doz uygulamalar1 yapildi.

On deneylerin sonuglarinda 10uM’1n iizerindeki dozlarda RES uygulamasinin
hiicrelerde toksik etki yarattigi goriildiigii i¢in deneye 1uM, 5puM, 10uM dozlarla
devam edildi. RES deney gruplar su sekilde belirlendi: Kontrol, 500uM H,0,, 1uM
RES, 5uM RES, 10uM RES, 500uM HO,+1pM RES, 500uM Hy0,+5uM RES,
500uM H,0,+10uM RES.

Ayrica PDT deneyleri i¢in 6’1 kiiltiir kaplarina hiicreler dogrudan ekildi ve her
kuyucuga 3ml besiyeri eklendi.
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Yukarda belirlenen yontemle hiicreler inkiibe edildi PDT ve BrdU
immiinositokimyasal isaretleme ile hiicre proliferasyonu ve CellROX" floresan yontemi

ile ROS reaktivitesi incelendi.

3.2.2.3. Greft Materyal Deneyleri

Kemik greft modelinin uygulamasina yonelik olarak yine on deney gruplari
olusturuldu. Greft materyalin farkli mikroskobik incelemeleri igin farkli uygulama
modelleri olusturuldu: in vivo sartlardaki gibi normal salinle ya da besiyeri ile 1slatilmis
lameller iizerine konuldu ve sonra iizerilerine hiicre ekimi yapildi. Iki yontem arasinda
belirli bir fark tespit edilmedigi i¢in diger uygulamalarda standardi koruyabilmek igin
asagidaki islemler uygulandi.

Pasajlama islemden sonra elde edilen hiicreler 12°li veya 24’li kiiltiir kaplarina,
steril yuvarlak lameller iizerine ekildi ve her kuyucuga 2ml besiyeri eklendi. Hazirlanan
hiicreler 24 saat kiiltiire edildi ve 24 saatin ardindan farkli miktarda greft uygulamalari
yapildi.

Kemik greft materyali olarak kullandigimiz Ti-oss® greft (G) miktarin
belirlemek amaciyla 3T3 fibroblastlar1 yukarida belirtilen metotla ve literatiire uygun
olarak kontrol, 0.5mg/ml, 1mg/ml, 2mg/ml, 4mg/ml ve 8mg/ml dozlarda G materyali ile
inkiibe edildi (168, 169).

PDT deneyleri igin 6 kuyucuklu kiiltir kaplarina yuvarlak lameller
kullanilmadan dogrudan ekim yapildi ve her kuyucuga 3ml besiyeri eklendi.

PDT, BrdU immiinositokimyasal analizi ile hiicre proliferasyonu ve CellROX

floresan yontemi ile ROS reaktivitesi (oksidatif stres) incelendi.

3.2.3. Immiinositokimya Yéntemleri

Hiicre siklusunun S fazindaki hiicreleri belirlemek amaciyla nukleozid timidinin
sentetik bir analogu olan. bromodeoksiuridin (BrdU) ile isaretleme yontemi kullanildi. S
fazinda replike olan DNA’ya katilan BrdU, anti-BrdU antikorlar1 ile isaretleme
yapilarak tespit edildi.

Anti-BrdU immiinositokimya yontemi i¢in gerekli malzemeler hazirland:.
Hidroklorik asit %37 (Merck) distile su ile diliie edilerek 2M HCI ¢ozeltisi olarak
hazirlandi. Borat buffer i¢in toz borik asit (Genaxxon Bioscience) distile suda ¢oziilerek
0,2M borik asit (stok A) olarak hazirlandi. Stok B i¢in (Di-Sodyum Tetraborat
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Dekahidrat, Merck) kullanildi. Distile suda ¢oziilerek 0,005M sodyum tetraborat elde
edildi. Stok A 5,5ml ve stok B 4,5ml hacimlerde karistirilarak 8,4 pH’l1 borat buffer

hazirlandi.

Brdu Uygulama Protokolii

e Deneyin son saatinde (47. saatin sonunda) 100ul 20 mM BrdU’dan besiyeri
icerisine eklenip 37°C’de 60 dakika inkiibe edildi.

e Inkiibasyondan sonra 3x5 dakika 37°C’de PBS ile yikama yapildi.

e Hiicreler oda sicakliginda metanol (Merck) kullanilarak 5 dakika fikse edildi.

e 3x5 dakika oda sicakliginda ikinci bir yikama gergeklesti.

e Fikse edilmis hiicreler 2M HCl ile 30 dakika boyunca 37°C’de inkiibe edildi.

e 2x5 dakika oda sicakliginda borat buffer ile yikama gergeklesti.

e 3x5 dakika PBS ile yikama yapildi.

e Polyvalent HRP kitin 125 ml (Ultravision ThermoFisher Scientific: 125-HL)
bloklama soliisyonu yardimiyla antijen bloklama uygulandi.

e PBS ile 1/200 diliie etikten sonra primer antikoru uygulanip gece boyu
inkiibasyonda birakildi.

e Ertesi giin PBS ile 2x5 dakika yikama yapildi.

e Sekonder antikor ile 20 dakika inkiibe edildi.

e PBS ile yikama uygulandi.

e HRP soliisyonu ile 20 dakika inkiibe edildi.

e PBS ile yikandu.

e AEC Kromojen (AEC chromogen kit, Scy Tek: ACJ125) uyguland1 ve invert
mikroskopta kontrol edilerek uygun zamanda reaksiyon durduruldu.

e Gliserojelatin kullanilarak yuvarlak lameller kapatildi. Gliserojelatin 5gr jelatin,
35ml gliserol ve 30 ml distile su 60°C de homojen bir kivam alana kadar
karistirilarak hazirlandi.

e Fotomikroskopta Image J (Image J 1,51g NIH, USA) programi kullanilarak
hiicre sayimi1 yapildu.

Image J programinda BrdU immiinopozitif ve negatif hiicreler toplam bes alanda
sayilldi ve ylizde oranlar1 hesaplandi. Alanlarin ortalamalar1 alinarak hiicrelerin

proliferasyon diizeyleri tespit edildi.
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3.2.4. Popiilasyon Ikilenme Zaman (PDT) Hesaplamalar

PDT hiicre proliferasyon potansiyelini degerlendirebilmek i¢in kullanilan bir
saptama metodudur. PDT hesaplama yontemi i¢in 2 formiil vardir: Kiimilatif
popiilasyon ikilenmesi ve popiilasyon ikilenme zamani:

Popiilasyon ikilenmesi = Log (Toplam hiicre sayisi/ Ekilen hiicre sayis1)*3,33

Popiilasyon ikilenme zamani1 = Toplam zaman/ Popiilasyon ikilenmesi

Calismamizda kullanilan H,O,, G ve RES i¢in ayr1 ayr1 farkli dozlarda PDT
hesaplandi.

Ik olarak pasajlama islemden sonra elde edilen hiicre pelleti siispanse edilip
hiicreler 1,5x10° hiicre/ml konsantrasyonunda olacak sekilde 6 kuyucuklu kiiltiir
ortamina ekildi. Not: Her kuyucuga oOnceden 3ml besiyeri eklenmisti. Hazirlanan
hiicreler 24 saat kiiltiire edildi ve 24 saatin ardindan H,O, G ve RES’in farkli doz

uygulamalar1 yapildi.

48 saat sonra, deneyin sonunda kiiltiir ortamindan medyum uzaklastirildi ve
hiicrelere tripsin verilip hiicreler kaldirildi. 1000 rpm’de 5 dk santrifiijlendi ve
Siipernatant: atildi. Kalan hiicre pelletine 1 ml besiyeri eklenip yeniden siispanse edidi.
Neubauer-Improved Hemositometre (Marienfield) kulanarak hiicre sayimi yapildi.
Yukardaki belirtilen formiilerle PDT hesaplandi.

3.2.5. RT-PCR (Real Time-Polimeraz Zincir Reaksiyonu)

3T3 hiicrelerininde H,O,, G ve RES uygulamalarinin bagl kolajen iiretiminin
nasil etkiledigini degerlendirmek icin RT- PCR yapild:. ilk etapta deney gruplarina ait
hiicrelerden RNA izolasyonu yapild:.

3.25.1. RNA izolasyon Yontemi

RNA izolasyonu i¢in hazir ticari kitler kullanildi (Spin Kolon yontemine dayali).
Jena Bioscience PP-210S katalog numarali (Almanya). Total RNA izolasyon kiti ile
RNA izolasyon islemi asagida belirtilen sekilde gerceklesti. Calismanin tiim islemleri

buz tlizerinde yapildu.

e Hiicreler -80°C’den ¢ikartilarak buz iizerine konuldu ve ¢oziilmeleri beklendi.
e Tiipten 100ul 6rnek alinarak tizerine 500ul Lysis Buffer (2-Merkaptanol (2-ME)

eklenmis) eklendi ve 10 saniye boyunca vortekslendi.
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e Kolon aktivasyonu i¢in; spin kolon 2 ml tiip igerisine konuldu ve spin kolon igine
100 pul aktivasyon buffer eklendi.

e Tiipler santrifiije konularak 30 saniye boyunca 10.000g de santrifiij edildi.

e Tiiplerin dibinde biriken s1v1 atildi.

e Ornek ve 2-ME igeren lizat icerisine 300ul izopropanol eklendi ve vortekslendi.

e Bu karisim spin kolon igerisine aktarilarak 10.000 g de 30 saniye boyunca
santrifiij edildi.

e Tiipiin dibinde biriken s1v1 atildu.

e Spin kolon igerisine etanol eklenmis 700ul primer yikama tamponu ilave edildi
ve tekrar 10.000 g de 30 saniye santrifiij edildi.

e Tiip dibinde biriken siv1 atildu.

e Spin kolon igine etanol eklenmis 700ul sekonder yikama tamponu ilave edildi ve
tekrar 10.000g de 30 saniye santrifiij edildi.

e Tiip dibinde biriken sivi atildiktan sonra tiipler tekrar 10.000g’de 2 dakika
santrifiij edildi ve kalan etanol kalintilar1 uzaklastirildi.

e Spin kolon DNAaz/RNAaz icermeyen tiipler igine konuldu ve spin kolonun tam
merkezine 50 ul eliisyon tamponu eklendi.

e Oda 1sisinda 1 dakika inkiibe edildikten sonra 10.000g’de 1 dakika santrifii
edildi.

e Tiip dibinde elde edilen RNA hemen -80°C’e konuldu.
RNA izolasyonu yapildiktan sonra tiim orneklerin RNA konsantrasyonlar1 ve

safliklar1 Thermo Scientific Nanodrop 2000 cihazi ile 6l¢iildii. 1ul RNA 6rnegi alinip
cthaza konularak konsantrasyon miktart ve 260/280 ve 260/230 oranlarina bakilarak

safliklar1 belirlendi.

3.2.5.2. cDNA Sentezi
RNA eldesinden sonra cDNA islemi i¢in hazir ticari kitler kullanildi. Jena
Bioscience firmasinin script cDNA sentez kiti kullanilarak c¢DNA sentezi

gerceklestirildi. Tiim islemler buz igerisinde gerceklestirildi.
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3.25.3. cDNA Reaksiyonu

cDNA sentezi Oncesi tim RNA konsantrasyonlart 100ng/ul olacak sekilde
esitlendi. Toplam hacim 20 pl olacak sekilde reaksiyon 6rnek basina Tablo 3-1’deki
gibi gerceklestirildi.

Tablo 3- 1: cDNA sentez islemi icin 6rnek icerikleri

Malzeme Miktar
RNAse icermeyen su 10ul
Script RT buffer 4ul
dNTP miks 1l
Oligo dT Primer 0,5ul
DTT 1ul
RNAaz inhibitor 1l
Enzim 0,5ul
RNA drin 2 ul

Enzim eklemeden oOnce tiipe konulan tiim reaktifler birka¢ kez pipet ile
karigtirlldi. Tiim reaktifler ve Ornek tiipe konulduktan sonra tiipler Bio-Rad termal
dongili cihazina konularak ¢cDNA reaksiyonu asagida belirtilen sicaklik ve siirelerde

gergeklestirildi.

42°C ——»10 dakika
50°C ——— 60 dakika
70°C ———— 10 dakika

Bu siire sonunda elde edilen tirtin -20°C’de saklanda.

3.25.4. RT-PCR Reaksiyonu
cDNA eldesinden sonra diger islem olan Real Time PCR islemi i¢in hazir ticari

kitler kullanildi. Jena Bioscience firmasinin gPCR GreenMaster with UNG (Urasil-N-
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Glikozilaz)/ low ROX kiti kullanilarak Real time PCR gergeklestirildi. Ttiim islemler
buz igerisinde gerceklestirildi.

Toplam hacim 20ul olacak sekilde Tablo 3-2’e gore gergeklestirildi.

Tablo 3- 2: Real Time PCR islemi i¢in 6rnek icerikleri

Malzeme Miktar
PCR grade Su 6,8l
Real Time Master Miks 10ul
ileri (Forward) Primer 0,6ul
Geri (Reverse) Primer 0,6ul
cDNA Urin 2ul

Daha sonra 96 kuyucuklu kiiltiir kabi1 igerisine konulan standart ve Ornek
karigimlart Agilent Stratagene 3005P cihazina yerlestirilerek reaksiyon asagidaki

sekilde gerceklestirildi.

50°C’de ——» 2 dakika

95°C’de ——» 2 dakika

95°C’de ———» 15 saniye

56°C’de — 40 saniye 40  siklus
72°C’de —> 30 saniye

Cihaz tizerinde EVA green deteksiyon se¢ildi ve deteksiyon step olarak 56°C belirlendi.
RT-PCR sonrast elde edilen Ct degerleri 2799 metodu  kullanilarak

degerlendirildi.

3.2.6. Oksidatif Stres Degerlendirme Teknigi
Canli hiicrelerde oksidatif stres seviyesi CellROX®*Deep Green Reagent
(Invitrogen) kullanilarak degerlendirildi. Uygulama yontemi asagida belirtilen sekilde

gerceklestirildi.
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e Deney sonlandirma 6ncesinde final konsantrasyonu 5uM olacak seklinde Cell
ROX®Deep Green Reagent medyuma eklendi ve 30 dakika 37°C’de inkiibe
edildi.

e Inkiibasyon sonras1 3x5 dakika oda sicakliginda PBS ile yikandi.

e Hiicreler 15 dakika %3,7 formaldehitle oda sicakliginda inkiibe edilerek fikse
edildi.

e PBS ile son bir yikama yapildiktan sonra yuvarlak lamellerin kapatilmasi
yapildi.

e Immiinofloresan mikroskop goriintiilerinde Image J (Image J 1,51g NIH, USA)
programi kullanilarak hiicre sayimi yapildu.

Image J programinda ROS i¢in pozitiftlik ve negatiflik gosteren hiicreler toplam
bes alanda sayildi ve yilizde oranlar1 hesaplandi. Alanlarin ortalamalar1 alinarak

hiicrelerin oksidatif stres diizeyleri tespit edildi.
3.2.7. Hiicre Migrasyon Test Yontemi

H,0,, G ve RES ile yaptigimiz doz deneylerinin sonucunda elde ettigimiz
bulgularla kontrol, 500uM H,0,, Img/ml G, 1uM RES, 1mg/ml G+1uM RES, 500uM
H20,+1 mg/ml G, 500uM H,O,+1uM RES, 500uM H,0; +1mg/ml G+1uM RES final
deney gruplarmi olusturduk. Bu gruplar icin deneyler asagida belirlenen sekilde
gergeklesti:

Pasajlama islemden sonra elde edilen hiicre pelleti siispanse edilip 24’li kiiltiir
kaplarina, steril yuvarlak lameller {izerine ekildi ve her kuyucuga 2ml besiyeri eklendi.
Bu sekilde hazirlanan hiicreler 24 saat kiiltiire edildi. 24 saatin sonunda lamellerdeki
hiicreler lizerinde pipet ucu yardimiyla yariklar olusturuldu. Yarik olusturulmasina bagl
olarak besiyerinde ylizen hiicreleri uzaklastirabilmek igin besiyerleri toplandi ve yeni
besiyeri eklendi. Olusturulan yarigmn olgiimleri yapildi. Sonra ilk G ve RES doz
uygulamalar1 yapildi ve 30 dakika sonra H,O, dozu uygulandi. Deney 24 ve 48 saat
siireyle gozlendi ve invert mikroskopta fotograflandi ve hiicre ilerlemesi 6l¢tliip hiicre
migrasyonu degerlendirildi. AX(um)= X1-X2 formiiliine gore hesaplandi (X1: Yarik
olusturuldugu andaki mesafe, X2: Yarik olusturulduktan 24 saat sonraki mesafe). 48.
saat verilerinde in vitro yariklar kontrol grubu da dahil olmak iizere tamamen kapandigi

i¢cin degerlendirmeye alinmadi.
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3.2.8. Elektron Mikroskop Analizi

Elektron mikroskobik analiz ve degerlendirmeleri igin in vitro olarak

olusturdugumuz sferoitler kulanildi.
3.2.8.1. Sferoit Olusumu

Seroit olusturabilmek i¢in hiicre ekimi yapilmadan 6 kuyucuklu kiiltiir kaplar
steril edilmis %2 agar ile kaplandi ve her kuyucuga 3ml besiyeri eklendi. Pasajlama
isleminden elde edilen hiicreler agarla kapli kiiltiir kaplarina ekilip 24 saat siireyle
37°C’de, %5C0O; ve %95 hava karisimi ve nem igeren inkiibatérde kiiltiire edildi.

Olusturulan sferoitlerin invert mikroskobik goriintiisii Sekil 3-1’de verilmistir.

L} PN
- P y
/ 3 . \—. ’ '/“

Sekil 3- 1: 3T3 hiicre sferoitleri.

Elektron mikroskobik incelemeler i¢in gruplar: Kontrol, 500uM H,0,, 1mg/ml
G, 1uM RES, Img/ml G+1uM RES, 500uM H;0,+1mg/ml G, 500uM H;0,+1uM
RES, 500uM H;0,+1mg/ml G+1 uM RES seklinde organize edilmistir.

Final deney gruplarindan elde edilen 3T3 fibroblastlariyla olusturulan sferoitler
elektron mikroskopi takibi i¢in secildi. Biiyiik olan sferoitler mikropipet ucu ile ekarte
edildi ve geri kalan sferoitler elektron mikroskobik takibe alindi. Takip prosediirii

asagida belirlenen sekilde gerceklesti:
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o Deneyin 48. saatinin sonunda sferoitler toplanip 15ml’lik santrifiij tiiplerine
alind1.

. 1000 rpm’de 3 dk santrifiij edildi.

. Stipernatan uzaklastirildi, pelletin {izerine 1ml PBS eklenip hafifce ¢alkalandi.

o 1000 rpm’de 3 dk ikinci bir santrifiijden ge¢irildi ve PBS uzaklastirildi.

o Kalan pellet tizerine %2,5 gluteraldehit (Gluteraldehyde 25% Aqueous Solution
(Merck Millipore) soliisyonu eklenip 1 saat boyunca +4°C’de inkiibe edildi.

o Glutaraldehidi uzaklastirmak i¢in yine 1000rpm’de 3 dk santrifiij yapildi ve
glutaraldehit atildz.

o Iml Millonig’in tamponu eklendi, 1000rpm’de santrifiij edildi ve siipernatani
atildi.
o Pellet tlizerine 1ml osmik asit eklenerek 30dk boyunca +4°C’de inkiibasyon

yapildi, son 10dk 1000rpm’de santrifiij edildi ve siipernatani atildi.

o 1ml Millonig’in tamponu eklenerek yikama yapildi, 10 dk 1000rpm’de santrifiij
edildi ve siipernatan1 atild1

o Sferoitler %2 agara gomiildii ve ylikselen alkol serisinden gecirerek standart
takip prosediirleri ile devam ettirildi.

° %80, %96’ lik alkollerde 10’ar dk ve %100 alkolde 2 x 10 dk.

o Propilende 2x10 dk tutuldu.

o 1:1 oranda propilen-araldit ve 1:3 oranda propilen-araldit 45’er dk inkiibe edildi.

. Saf araldit ile 1 gece (20 saat) +4°C’de inkiibe edildi.

. Son olarak polimerizasyon islemini gerceklestirebilmek icin sferoitler yuvarlak

kaplara dokiilmiis saf araldite gomiiliip 1 gece 45°C’de ve 2 gece 60°C’de

inkiibe edildi.
. Araldit bloklar kiigiiltiilerek ultramikrotomda yar1 ince kesitler alindi.
. Tripan mavisi ile boyandiktan sonra uygun hiicre alanlarindan ultramikrotomla

ince kesitler alindi.

Ultramikrotomla alinan ince kesitler uranil asetat ¢ozeltisi ve Reynold’un kursun
sitratt ile kontrastlanarak transmisyon elektron mikroskobunda (Jeol: JEM-1011)
degerlendirildi.

Kontrastlama yontemi:
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e Parafilmle kapli lam iizerine uranil asetat ¢ozeltisi damlatild1 ve {izerlerine
gridler yerlestirildi. 45 dakika oda sicakliginda, karanlikta inkiibe edildi.

e Gridler %50 alkol ve distile sudan gegcirildi.

e Lam temizlenip kurulandiktan sonra Reynold’un kursun sitrat1 ile 15 dakika
oda sicakliginda, karanlikta kontrastlandi.

e 2 defadistile sudan gegirilip incelenmek iizere hazir hale getirildi.
3.2.9. Iistatistiksel Degerlendirmeler

Tiim gruplardan elde edilen en az bes parametreli semikantitatif ve kantitatif
veriler GraphPad Instat ver. 3.06 (GraphPad Inc, CA, USA) programi ile {i¢ parametreli
RT-PCR ve PDT verileri ise SPSS (IBM SPSS Advanced Statistics 20.0, 2011)
programu ile istatistiksel olarak degerlendirildi. Ortalama veriler one way ANOVA ile
gruplar arasindaki varyasyonlar Tukey-Kramer Multiple Comparison Test ve Tukey
HSD Multiple Comparison Test ile karsilastirildi. P<0.05, P<0.01 ve P<0.001 degerleri

istatistiksel olarak anlamli kabul edildi.
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4. BULGULAR

4.1. Doz Belirleme Deneylerinin Bulgulari

Calisma baslangicinda 3T3 hiicre soyu kullanilarak olusturulan in-vitro modelde
oncelikle H,O, ve Ti-oss® (G) kemik greft materyali farkli doz ve zamanlarda
uygulanmistir. Elde edilen sonuglar dogrultusunda RES’in doz belirleme caligsmalari

yapilarak deney gruplari olusturulmustur.
4.1.1. H,O; Bulgularn

On deney gruplar1 olarak kontrol, 10uM, 25uM, 50uM, 100pM, 250uM,
500uM, 750uM ve 1000uM dozlarda H,O, in vitro olarak 24 ve 48 saat siirelerle
denenmistir. Invert mikroskopla yapilan degerlendirmede 750uM ve iizerindeki dozun
toksik oldugu ve canli hiicrelerin tamamen ortadan kalktig1 goriildii, 500uM hiicrelerin

korundugu en yiiksek doz olarak tespit edildi (Sekil 4-1).

Invert mikroskopta yapilan 6n inceleme sonuglar1 dogrultusunda 3T3 hiicreleri
24 ve 48 saat boyunca 10-500uM aras1 dozlarda H,O; ile kiiltire edildi ve PDT
indeksleri incelendiginde 48 saatlik biitiin doz gruplarinda, 24 saatlik gruplara kiyasla
anlamli degisiklikler saptandi. Bu nedenle deney modelinde 48 saatlik H,O, uygulamasi
tercih edildi ve 100um H,O, dozundan itibaren hiicrelerin PDT indekslerinde
istatistiksel olarak anlamli artislar tespit edildi (Tablo 4-1, Sekil 4-2). 100 um H,0;
dozunda PDT indeksinde kontrol grubuna kiyasla yaklasik 5 saatlik anlamli bir artig
goriiliirken (P<0,05), bu indeks 500 uM dozunda kontrol grubunun yaklasik 2 katina
¢ikt1 (P<0,001). PDT sonuglarimiz dogrultusunda 48 saatlik 500uM H,0, dozu etkin

doz olarak secildi ve diger deney modellerinde bu doz ve zamanda kullanildi
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Sekil 4- 1: 3T3 hiicrelerinin A, A1) kontrol grubunda ve B, B1) belirlenen 500uM dozunda

H,O, grubunda 24 ve 48 saatlik invert mikroskop fotomikrograflari, X10.

Tablo 4- 1: 3T3 hiicrelerinin farkh dozlarda H,O, (10pM, 25uM, 50uM, 100pM, 250uM ve

500 nM) gruplarinda PDT (Popiilasyon ikilenme zamanlari, saat) sonuclari.

Gruplar Ort+SEM (sa) P? PP
Kontrol 20,74 £ 0,40 - <0,001
10uM H,0, 20,71 +0,14 0,05  <0,001
25uM H,0, 21,78 £0,10 >0,05 <0,001
50 uM H,0, 23,69 £0,41 >0,05 <0,001
100uM H,0, 25,98 + 0,23 <0,05 <0,001
250uM H;0, 30,35 +0,15 <0,001 <0,001
500uM H,0, 4537 =273 <0,001 -

a; Kontrol grubu ile karsilastirildi.
b; 500 pM H,0, grubu ile karsilagtirild.

Ort + SEM: Ortalama + Standart hata ortalamasi.
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H,0, HO0, H,0, H,0, H,0, H,0,

sa

Sekil 4- 2: 3T3 hiicrelerinin farkh dozlarda H,O, (10uM, 25uM, S0uM, 100pM, 250puM ve
500uM) gruplarinda PDT (Popiilasyon ikilenme zamanlari, saat) sonuclar grafigi.
Kontrol grubu ile karsilastirildi, ¥P<0,05 ve ***P<0,001.

4.1.2. Kemik Greft Bulgular

Kemik greft materyali olarak in vitro deney modelimizde kullandigimiz Ti-oss®
dozlarini belirlemek amaciyla 3T3 fibroblast hiicrelerini literatiire uygun olarak kontrol,
0,5mg/ml, Img/ml, 2mg/ml, 4mg/ml ve 8mg/ml dozlarda G materyali ile inkiibe ettik.
PDT indeksi (Tablo 4-2, Sekil 4-3) ve BrdU immiinositokimyasal analizleri ile hiicre
proliferasyonunu (Tablo 4-3, Sekil 4-4, Sekil 4-5) ve cellROX floresan yontemi ile
oksidatif stres reaktivitesini inceledik (Tablo 4-4, Sekil 4-6, Sekil 4-7).

G uygulanan 3T3 fibroblast hiicrelerinin PDT sonuglarina gore kontrol ve doz
gruplar1 arasinda istatistiksel olarak anlamli herhangi bir fark tespit edilmedi (P>0,05).
Bu bulgular greft materyalinin farkli dozlarinin biyo-uyumlu oldugunu gostermistir.
Ancak doz gruplari arasinda anlamlilik olmamasina ragmen yiiksek dozlarda 4 mg/ml

PDT indeksinde yaklasik 1 saatlik artis kaydedildi.
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Tablo 4- 2: 3T3 hiicrelerinin farkh oranlarda greft (0,5mg/ml, 1mg/ml, 2mg/ml, 4mg/ml ve

8mg/ml G) uygulanan gruplarin PDT (Popiilasyon ikilenme zamanlari, saat) sonuglari.

Gruplar Ort = SEM (sa) P?
Kontrol 21,14 + 1,83 -
0,5mg/ml G 21,33+ 1,33 >0,05
Img/ml G 20,74 + 0,87 >0,05
2mg/ml G 20,71+ 1,05 >0,05
4mg/ml G 22,13+ 0,94 >0,05
8mg/ml G 21,36 +£0,75 >0,05

a; Kontrol grubu ile Kargilagtirildi,

Ort + SEM: Ortalama + Standart hata ortalamas

PDT

25

20

15

Sa

10

1111

0,5mg G

1Img G

2mg G 4mg G 8mg G

Sekil 4- 3: Farkh oranlarda greft (0,5mg/ml, 1mg/ml, 2mg/ml, 4mg/ml ve 8mg/ml G)
uygulanan gruplarda 3T3 hiicrelerinin PDT (%) sonuclar grafigi.
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4.1.3. Kemik Greft Gruplarinda BrdU Immiinoreaktivitesi

3T3 fibroblast hiicrelerinin pozitif BrdU immiinoreaktivite sonuglarina gore 0,5
mg/ml ve 1mg/ml dozlarda G ile inkiibe edilen hiicrelerin proliferasyonlarinda, kontrol
grubuna kiyasla anlamli artiglar gozlendi (P<0,05) ancak 2mg/ml grubunda goriilen artis
anlamlilik gostermedi (Tablo 4-3, Sekil 4-4, Sekil 4-5). Proliferasyon indeksinde 4
mg/ml ve 8mg/ml G gruplarinda kontrol grubuna kiyasla anlamli azalma kaydedildi
(P<0,001 ve P<0,01). Bu gruplar 1mg/ml grubuyla karsilastirildiginda istatistiksel
olarak anlaml farklar goriildii (P<0,001). Dolayisiyla en yiiksek proliferasyon orani 1
mg/ml G dozunda goriildiigli icin bu doz etkin doz olarak secildi ve diger deney
modellerinde kullanildi.

Tablo 4- 3: Farkh dozlarda greft (0,5mg/ml, 1mg/ml, 2mg/ml, 4mg/ml ve 8mg/ml G)
uygulanan gruplarda 3T3 hiicrelerinin BrdU pozitif immiinoreaktivite (%) sonuclari.

Gruplar Ort+SEM P2 PP
Kontrol 41,04 +£0,42 - <0,05
0,5mg/ml G 45,82 + 1,23 <0,05 >0,05
Img/ml G 46,45+ 1,20 <0,05 -
2mg/ml G 45,66 £ 1,56 >0,05 >0,05
4mg/ml G 30,67 0,97 <0,001 <0,001
8mg/ml G 35,04 +1,45 <0,01 <0,001

a; Kontrol grubu ile karsilastirildi. b; Img/ml G grubu ile karsilastirildi. Ort = SEM:
Ortalama + Standart hata ortalamasi.

BrdU immiinoreaktivite
50 * *
45
40 - . .
35 KKK
30 -
% 25 -
20 -
15 -
10 -
5 il
0 - T T T T
K 0.5 mg 1 mg 2mg 4 mg 8 mg

Sekil 4- 4: Farkh oranlarda greft (0,5mg/ml, 1mg/ml, 2mg/ml, 4mg/ml ve 8mg/ml G)

uygulanan 37T3 hiicre deney gruplarinda BrdU immiinoreaktivite (%) sonuglari.
Kontrol grubu ile karsilastirildi, *P<0,05, **P<0,01 ve ***P<0,001
Img/ml G grubu ile karsilastirildi, +P<0,001 degerleri anlaml: kabul edildi.
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Sekil 4- 5: Farkh oranlarda greft uygulanan 3T3 hiicre gruplarinda, kirmz1 renk
reaksiyonu veren BrdU pozitif hiicre fotomikrograflari.

A: Kontrol, B: 0,5mg/ml G, C: Img/ml G, D: 2mg/ml G, E: 4mg/ml G ve F: 8mg/ml G). (*) greft bulunan alanlara ait
bosluklar, X20.



62

4.1.4. Kemik Greft icin Oksidatif Stres Bulgulari

3T3 fibroblast hiicrelerinin reaktif oksijen tiirevleri (ROT) ile okside olan ve
floresan mikroskopta degerlendirilen oksidatif stres reaktivite sonuglarina gore
0,5mg/ml, Img/ml, 2mg/ml, 4mg/ml ve 8mg/ml oranlarda G ile inkiibe edilen
hiicrelerde kontrol grubuna ve 1mg/ml doz grubuna kiyasla anlamli degisiklikler
saptanmadi (Tablo 4-4, Sekil 4-6, Sckil 4-7). Elde edilen bulgular uygulanan G
miktarlarinin 3T3 fibroblast deney modelinde oksidatif strese yol agmadigint gosterdi.
Bu nedenle proliferasyon bulgularina gore segilen Img/ml G dozuyla deney modeline
devam edilmesine karar verildi.

Tablo 4- 4: 3T3 hiicrelerinin farkh oranlarda greft (0,5 mg/ml, 1mg/ml, 2mg/ml, 4mg/ml
ve 8mg/ml G) uygulanan gruplarinda oksidatif stres reaktivite (%) sonuclari.

Gruplar Ort+SEM P? PP
Kontrol 352+0,62 - >0,05
0,5mg/ml G 3,07+0,42 >0,05 >0,05
Img/ml G 355+0,48 >0,05 -
2mg/ml G 3,46+£0,48 >0,06 >0,05
4mg/ml G 416+0,42 >0,06 >0,05
8mg/ml G 411+0,83 >0,05 >0,05

a; Kontrol grubu ile karsilastirildi.
b; Img/ml G grubu ile karsilagtirildi.
Ort = SEM: Ortalama + Standart hata ortalamas.

Oksidatif Stres Reaktivitesi
6
5
4
% 3
5
1-
0
0,5 mg 1m, 2 mg 4 mg 8§ m

Sekil 4- 6: 3T3 hiicrelerinin farkh oranlarda greft (0,Smg/ml, 1mg/ml, 2mg/ml, 4mg/ml ve
8mg/ml G) uygulanan gruplarinda oksidatif stres reaktivitesi (%).



63

C

Sekil 4- 7: Farkh oranlarda greft A: Kontrol, B: 0,5mg/ml, C: 1mg/ml, D: 2mg/ml, E:
4mg/ml ve F: 8mg/ml G uygulanan deney gruplarinda oksidatif strese sahip hiicreler
floresan mikroskopta ROT’larin oksidasyonu ile parlak yesil reaktivite gostermektedir,
X20.
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4.1.5. Resveratrol Bulgular

RES i¢in olusturulan in-vitro modelde etkin dozun belirlenmesi amaciyla 1 uM,
SuM, 10uM, 15uM, 25uM, 50uM ve 100uM dozlarda RES kullanilarak 6n deneyler
yapildi. 10uM fizerindeki dozlarda RES uygulamasi hiicrelerde toksik etki yarattigi ve
hiicreleri tamamen ortadan kaldirdig1 i¢in deneye 1uM, SuM, 10uM dozlarla devam
edildi. RES antioksidatif etkisini belirlemek i¢in deney gruplarimiz su sekilde
belirlendi: Kontrol, 500uM H»0,, 1uM RES, 5uM RES, 10uM RES, 500uM
H,O,+1uM RES, 500uM H,0,+5 uM RES, 500uM H,0,+10uM RES. Etkin doz
secimi i¢in hiicrelerin PDT indeksi, BrdU immmiinositokimyasal analizi ve CellROX
floresan yontemi ile ROT reaktivitesi incelendi.

PDT indeksi degerlendirildiginde 1uM, 5uM, 10uM dozlarda RES ve
H20.+1uM RES gruplarinin kontrol grubu ile benzerlik gosterdigi belirlendi. Ancak
H,02,+5uM RES ve H,0,+10uM RES gruplarinin PDT indekslerinde istatistiksel olarak
anlamli artislar kaydedildi (Tablo 4-5, Sekil 4-8). H,0,+5uM RES grubunda kontrol
grubuna kiyasla yaklagik 2 katlik bir artig goriilirken (P<0,01) H,O,+10uM RES
grubunda yaklagik 2,5 kat artig goriildii (P<0,001). HoO,+1uM RES grubu ile diger
gruplarin PDT indeksleri karsilastirildiginda: H,O, grubuna kiyasla H,O,+1uM RES
grubunda hiicrelerin daha hizli béliindiigii (diger bir deyisle PDT indeksinin azaldigi)
anlamli degisiklik kaydedildi (P<0,05). Buna karsin H,O,+5uM ve H,O,+10uM RES
gruplarinin HO, grubu ile benzer PDT indeksine sahip oldugu ve H,O,+1uM RES
grubuna kiyasla hiicrelerin daha yavas boliindiigi ve PDT indeksindeki bu artigin

H,0,+10uM RES grubunda anlamli oldugu tespit edildi (P<0,01).
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Tablo 4- 5: 3T3 hiicrelerinin farkh dozlarda resveratrol (1pM, 5pM ve 10uM R) ve 500uM
H,O, uygulanan gruplarinda PDT (Popiilasyon ikilenme zamanlari, saat) sonuclari.

Gruplar Ort + SEM P? PP P° pY
(sa)

Kontrol 20,49+ 0,61 - <0,001 >0,06 >0,05

H,0; 46,78 +5,08  <0,001 - <0,001 <0,05

1uMR 20,52+ 084  >0,05 <0,001 - >0,05

5uM R 21,60+0,80  >0,05 <0001 >0,05 >0,05

10 pM R 2353+0,37 >0,05 <0,001 >0,05 >0,05

H,O,+1pM R 30,65+ 0,89 >0,05 <0,05 >0,05 -
H,O,+5pM R 39,12 + 3,83 <0,01 >0,05 <0,01 >0,05
H,O,+10uM R 49,75+ 3,53 <0,001 >0,05 <0,001 <0,01

a; Kontrol grubu ile karsilagtirildi.

b; 500uM H,0, grubu ile kargilastirildi.

C; 1uM R grubu ile karsilagtirildi.

d; 500uM H,0,+1uM R grubu ile karsilastirild.
Ort = SEM: Ortalama + Standart hata ortalamasi

PDT
60 x

&k

50

&k

40

ok
20
10
0 T T T T
SR 10R

K H,0, 1R

H,0, H,0, H,0,
TIR +5R  +10R

Sekil 4- 8: 3T3 hiicrelerinin farkh dozlarda resveratrol (1uM, 5uM ve 10uM R) ve 500uM
H,O; gruplarinda PDT (%) sonuclar grafigi.

Kontrol grubu ile karsilastirildi, ***P<0,001 ve **P<0,01.
500uM H,0,+1uM R grubu ile karsilastirildi, A P<0,01.
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4.1.6. Resveratrol Gruplarinda BrdU immiinoreaktivitesi

Resveratroliin etkin dozunu se¢gmek iizere olusturulan kontrol, 500uM H,0,,
1uM RES, 5uM RES, 10uM RES, 500uM H,0,+1uM RES, 500uM H,0,+5uM RES,
500uM H,0,+10uM RES gruplarinin BrdU immiinoreaktivitesi degerlendirildi. Kontrol
grubu ile diger gruplar karsilagtirildiginda H,O, grubunda onemli bir proliferasyon
diisiisii (P<0,001) goriiliirken 1uM ve 5uM RES gruplarinda proliferasyon artiglarina
rastlandi ancak 1uM RES grubundaki artis anlamliydi ve diger gruplarla
karsilastirildiginda en yiiksek orandaydi (P<0,05) (Tablo 4-6, Sekil 4-9, Sekil 4-10).
H,O,+1uM RES grubunda kontrol grubu ile benzer proliferasyon oranlarina
rastlanirken H,O,+5uM ve H,0,+10uM RES gruplarinda kontrol grubuna kiyasla
proliferasyonda diistisler kaydedildi fakat sadece H;O,+10uM RES grubundaki diisiis
istatistiksel olarak anlamliyd: (P<0,001). 1uM, 5uM ve 10uM RES gruplari arasinda
karsilastirma yapildiginda doz artisiyla birlikte proliferasyon oranlarinin azaldigi tespit
edildi, 1uM ve 5uM RES gruplar1 arasindaki fark anlamli degilken 1uM ve 10uM
gruplart arasindaki fark anlamliydi (P<0,001). H,Ox+1uM, HyO0+5uM ve H,O0,+10uM
RES gruplar1 sadece 1uM RES grubu ile karsilastirildiginda giderek artan oranlarda
anlamli proliferasyon azalmalar1 kaydedildi ve en fazla azalma H,O,+5uM ile H,0;
+10uM RES gruplarinda goriildii. H,O,+1uM grubunun proliferasyon orani diger
gruplarla karsilastirildiginda, HO,+5uM ile aralarinda istatistiksel bir fark
goriilmezken, H,O,+10uM RES grubunda ciddi bir diisiis gozlendi (P<0,001). Ayrica
H20, +5uM ve H,0, +10uM RES gruplari da kendi aralarinda anlamli olarak farkliydi
(P<0,001). Bu nedenle deney modelinde 1uM RES dozu hiicre proliferasyonunda etkin

doz olarak secildi.



67

Tablo 4- 6: 3T3 hiicrelerinin farkh dozlarda resveratrol (1pM, 5pM ve 10pM R) ve 500uM
H,0O, uygulanan gruplarinda BrdU immiinoreaktivite (%) sonuclari.

Gruplar Ort+SEM P? PP P pY P
Kontrol 4290=+1,12 - <0,001 <0,05 >0,05 >0,05
H,0; 22,42+1,40 <0,001 - <0,001 <0,001 <0,001
1pM R 48,92+1,70 <0,05 <0,001 - <0,05 <0,001
5uM R 4498 +1,38 >0,05 <0,001 >0,05 >0,05 >0,05
10uM R 38,59+1,06 >0,05 <0,001 <0,001 >0,05 >0,05
H,O,+1lpM R 41,92+0,85 >0,05 <0,001 <0,05 - >0,05

H,O,+5pM R 39,16 +1,49 >0,05 <0,001 <0,001 >0,05 -
H,O,+10uM R 29,93 +0,84 <0,001 <0,01 <0,001 <0,001 <0,001

a; Kontrol grubu ile karsilastirildi.

b; H,0, grubu ile karsilastirildi.

C; 1uM R grubu ile karsilastirildi.

d; HyO,+1uM R grubu ile karsilagtirildi.

e; H,0,+5uM R grubu ile karsilastirildi.

Ort + SEM: Ortalama + Standart hata ortalamasi

BrdU Immiinoreaktivitesi
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Sekil 4- 9: 3T3 hiicrelerinin farkh dozlarda resveratrol (1uM, 5uM ve 10uM R) ve 500uM
H,0O; uygulanan gruplarinda BrdU immiinoreaktivitesi.

Kontrol grubu ile karsilastirildi, *P<0,05 ve ***P<0,001.
H,0,+1uM R grubu ile karsilastirildi, TP<0,05 ve 11 P<0,001
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Sekil 4- 10: 3T3 hiicrelerinin farkh dozlarda resveratrol (1pM, 5pM ve 10uM R) ve
500uM H,0, uygulanan gruplarinda BrdU immiinoreaktivitesi gosteren hiicre nukleuslar:
kirmizi renkte boyanmis olarak izlenmekte.

A: Kontrol, B: H,0,, C: IuM R, D: 5pM R, E: 10uM R, F: H,0,+1uM R, G: H,0, + 5uM R, H: H,0, + 10uM R,
X20.



69

4.1.7. Resveratrol icin Oksidatif Stres Bulgular:

3T3 fibroblast hiicreleri ile olusturdugumuz kontrol, 500uM H,O,, 1uM RES,
5uM RES, 10uM RES, 500uM H;0,+1uM RES, 500uM H,O,+5uM RES, 500uM
H.0,+10uM RES gruplarinin ROT reaktivitesiyle OS bulgular1 degerlendirildi (Tablo
4-7, Sekil 4-11, Sekil 4-12). ROT reaktivitesi parlak yesil olarak goziikmektedir.
Kontrol grubu ile diger gruplar karsilastirildiginda H,O, ile inkiibe edilen hiicrelerde
ROT orani yaklasik 12 kat artmistir ve bu artis istatistiksel olarak anlamlidir (P<0,001).
Sadece resveratrol uygulanan gruplarin ROT oranlar1 kontrol grubuna yakin olup
istatistiksel farklilik gostermemektedir. Ancak kiiltiir ortamina H,0; eklendiginde ROT
orani H;O,+5uM RES grubunda yaklasik 2 katina ¢ikmig ve HyO,+10uM RES
grubunda ise yaklasik 4 katina ¢ikmistir. Bu son gruptaki artis istatistiksel olarak
anlamlidir (P<0,001). En yiiksek ROT oranina H,O, grubunda rastlandi ve bu oran
kontrol grubunun yaklasik 12 katiydi (P<0,001). HpO,+1uM, H,0,+5uM ve
H,0,+10uM RES gruplar ile H,O, grubu arasinda da ciddi farklar bulundu (P<0,001).
RES dozu yiikseldik¢e ROT orani artis gosterdi. HoO+10uM RES grubunun ROT oram
H20.+1uM ve Hy0,+5uM RES gruplarina gore anlaml olarak yiikselmisti (sirasiyla
P<0,001 ve P<0,01).

PDT indeksi, BrdU immiinoreaktivitesi ve ROT oranlar1 géz oniine alindiginda

1uM RES dozu etken doz olarak secildi ve deney modelinde kullanildi.
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Tablo 4- 7: 3T3 hiicrelerinin farkh dozlarda resveratrol (1pM, 5pM ve 10uM R) ve 500uM

H,O, uygulanan gruplarinda ROT reaktivite (%) sonuclari.

Gruplar Ort + SEM p? PP P pY
Kontrol 5,48 + 0,62 - <0,001 >0,05 >0,05
H,0, 60,24 + 2,80 <0,001 - <0,001 <0,001
1uM R 7,02+ 1,26 >0,05 <0,001 >0,05 >0,05
SuM R 7,73+ 0,86 >0,05 <0,001 >0,05 >0,05
10uM R 12,54 + 1,12 >0,05 <0,001 >0,05 >0,05
H,O,+1pM R 6,16 = 0,75 >0,05 <0,001 - >0,05
H,O,+5uM R 12,31 +1,44 >0,05 <0,001 >0,05 -
H,O,+10uM R 21,16 £1,89 <0,001 <0,001 <0,001 <0,01
a; Kontrol grubu ile karsilastirildi.
b; H,0, grubu ile karsilagtirild.
C; H,0,+1uM R grubu ile karsilastirildi.
d; HyO,+5uM R grubu ile karsilagtirildi.
Ort = SEM: Ortalama + Standart hata ortalamasi
Oksidatif Stres Reaktivitesi
A
70 ++
e
60
50
% 40 A
30

20

++

kEkk
o IIIE
o | mm N N | | |

K H,0, 1pMR 5pMR 10uMR HO,

H,0,

+IpMR  +5pMR  +10pMR

H,0,

Sekil 4- 11: 3T3 hiicrelerinin farklh dozlarda resveratrol (1nM, SpM ve 10pM R) ve

500uM H,0O,uygulanan gruplarinda ROT reaktivitesi (%0).

Kontrol grubu ile karsilastirildi, ***P<0,001.
H,O,+1uM R gruplari ile karsilastirildi, ++P<0,001.

H,0,+5uM R grubu ile karsilastirildi A P<0,001.



Sekil 4- 12: 3T3 hiicrelerinin A: Kontrol, B: 500uM H,O, farkh dozlarda resveratrol, C:
1uM R, D: 5uM R, E: 10uM R, F: H,O,+1puM R, G: H,;0,+5uM R, H: H,0,+10uM R
gruplarinda ROT’larin reaktivite goriintiileri, X20.
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4.2. Final Deney Gruplarina Ait Bulgular

H,O,, G ve RES ile yaptigimiz doz deneylerinin sonucunda elde ettigimiz
bulgularla Grup 1: Kontrol, Grup 2: 500uM H,0,, Grup 3: Img/ml G, Grup 4: 1 uM
RES, Grup 5: Img/ml G+1uM RES, Grup 6: 500uM H,0,+1mg/ml G, Grup 7: 500uM
H.O,+1uM RES, Grup 8: 500uM H;O,+1mg/ml G+1uM RES final deney gruplarini
olusturduk. Bu deney gruplarinda 3T3 fibroblast hiicrelerinin PDT indeksleri, BrdU
immiinoreaktivitesi, ROT reaktiviteleri ile oksidatif stres diizeyleri, hiicre migrasyon
oranlar1 ve RT-PCR analizi (kolajen tip la zinciri) ve elektron mikroskobik incelemeleri

yapildi.
4.2.1. PDT Bulgulan

Kontrol grubunun PDT indeksleri diger gruplarla karsilastirildiginda 1mg/ml G,
1uM RES ve 1mg/ml G+1uM RES ile aralarinda istatistiksel olarak anlamli bir farka
rastlanmadi (Tablo 4-8, Sekil 4-13). Buna karsin sadece H,O, ve H;0,+G ile
inkiibasyon sonucunda PDT indekslerinin yaklasik 2 katindan fazla seviyelere
yiikseldigi goriildi. H2O,+RES ve H,O0,+G+RES gruplarinda da kontrol grubuna
nazaran anlamli artiglar (P<0,01) goriilmesine ragmen H;O, grubuna gore Onemli
azalmalar kaydedildi (P<0,001) (Tablo 4-8, Sekil 4-13). Sonug olarak kullandigimiz G,
H,0; ile kombine edildiginde PDT indeksi agisindan H,0; ile inkiibasyon bulgular ile
farklilik gostermedi. Ayni sekilde G, RES ile kombine edildiginde sadece resveratrol ile

inkiibe edilen gruplarla karsilastirildiginda da aralarinda bir fark goriilmedi.
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Tablo 4- 8: 500 uM H,0,, 1uM resveratrol (R) ve Img/ml Ti-oss® grefti (G) uygulanan
final deney gruplarinda PDT (Popiilasyon ikilenme zamanlari, saat) sonuglari.

Gruplar Ort (saat) = SEM  P? PP
Kontrol 21,03+ 0,50 - <0,001
H,0, 4418 + 2,52 <0,001 -

G 21,30+ 1,27 >0,05 <0,001
R 20,93 +£ 0,95 >0,05 <0,001
G+R 20,52+ 1,25 >0,05 <0,001
H,O,+G 44,10 £ 2.06 <0,001 >0,05
H,O,+R 30,10 +1.67 <0,01 <0,001
H,O0,+G+R 29,31 +0.21 <0,01 <0,001

a; Kontrol grubu ile karsilastirildi.
b; 500uM H,0, grubu ile karsilastirildi.
Ort + SEM: Ortalama + Standart hata ortalamast

PDT
50
45
40 +
35 +
30
g 25
20 -
15 -
10 -
5 -
0 -
K H202 G+R }[202 Hzoz Hzoz
+G +R + G+R

Sekil 4- 13: 3T3 hiicrelerinin final deney gruplarinda PDT (Popiilasyon ikilenme
zamanlarl, saat) grafigi.

Kontrol grubu ile karsilastirildi *** P<0,001 ve ** P<0,01.
500uM H,0, grubu ile karsilastirild: + P<0,001.
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4.2.2. BrdU immiinoreaktivitesi

Final deney gruplari BrdU immiinoreaktivite sonuglari kontrol grubu ile
karsilastirildiginda 500uM  H,O, ve HyO,+1mg/ml G gruplarinda belirgin bir
proliferasyon diisiisti (P<0,001) goriiliirken, 1uM RES ve Img/ml G gruplarinda hiicre
proliferasyonu en yiiksek orandaydi ve sonuglar istatistiksel olarak anlamliydi (P<0,05)
(Tablo 4-9, Sekil 4-14, Sekil 4-15). 1mg/ml G+1uM RES grubunda proliferasyon
acisindan artis goriildii ancak istatistiksel olarak bir fark goriillmedi. HoO,+1uM RES ve
H.O,+1mg/ml G+1uM RES gruplarinda kontrol grubu ile benzer proliferasyon
oranlarina rastlandi. Deney gruplart H,O, grubu ile kiyaslandiginda Kontrol, 1uM RES,
Img/ml G, 1Img/ml G+1uM RES, H,0,+1uM RES ve H;O,+1mg/ml G+1uM RES
gruplarinda 6nemli oranlarda proliferasyon artigi kaydedildi, her birinde istatistiksel
anlamlilik mevcuttu (P<0,001). Fakat H,O; ile birlikte greft materyali kullanildiginda
sadece H,0, uygulanan grup ile benzer sonuca ulasildi (Tablo 4-9, Sekil 4-14, Sekil 4-
15).

Tablo 4- 9: 3T3 hiicrelerinin final deney gruplarinda BrdU proliferasyon (%) sonuglari.

Gruplar Ort+SEM P2 PP
Kontrol 40,62 +1,86 - <0,001
H,0; 23,00+1,45 <0,001 -

G 46,73+ 1,12 <0,05 <0,001
R 46,46 = 1,25 <0,05 <0,001
G+R 43,59+ 1,03 >0,05 <0,001
H,0,+G 24,03+ 1,85 <0,001 >0,05
H,0,+R 40,11+ 0,86 >0,05 <0,001
H,0,+G+R 40,84 + 1,04 >0,05 <0,001

a; Kontrol grubu ile karsilastirildi.
b; H,0, grubu ile karsilastirild.
Ort + SEM: Ortalama + Standart hata ortalamasi
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Sekil 4- 14: Final deney gruplarina ait BrdU proliferasyon (%) indeks grafigi.

Kontrol grubu ile karsilastirildi, *P<0,05 ve **P<0,001.
H,0, grubu ile karsilastmldi. ***P<0,001.
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Sekil 4- 15: 3T3 hiicrelerinin 500uM H,O,, 1mg/ml greft (G) ve 1uM resveratrol (R)

ktivite isaretlenmeleri, X20.

immiinorea

dozlarinda BrdU

A) Kontrol, B) H,0,, C) G, D) R, E) G+R, F) H,0,+G, G) H,0,+R, H) H,0,+ G+R gruplari.
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4.2.3. Oksidatif Stres Bulgulari

Final deney gruplarinda oksidatif stres, cellROX kiti ile yaptigimiz ROT
floresan isaretlemeleri (parlak yesil) ile degerlendirildi ve sonuglar Tablo 4-10, Sekil 4-
16 ve Sekil 4-17’de gosterildi. Kontrol grubunun ROT oranlart ile diger gruplar
karsilastirildiginda H,O; uygulanan biitiin gruplarda anlamli artiglar gézlendi (P<0,001).
En yiiksek ROT oran1 H,O, ve H,O,+1mg/ml G gruplarinda goriildii ve kontroliin
yaklasik 11 katina yiikseldi. G, RES ve G+RES gruplari ise kontrol ile benzer oranlara
sahipti. H,O, grubu ile karsilastirildiginda H,O,+G grubunda sonuglar yakin bulundu ve
anlamli bir fark saptanmadi. Ancak H;0, ile diger deney gruplar1 karsilastirildiginda
istatistiksel olarak anlamli farkliliklar goriildi (P<0,001) (Tablo 4-10, Sekil 4-16 ve
Sekil 4-17).

Tablo 4- 10: Final deney gruplarinda ROT reaktivite (%) sonuclari.

Gruplar Ort+SEM P? PP
Kontrol 6,76 £0,30 - <0,001
H,O, 66,90 +£1,30 <0,001 -

G 5,07 £0,43 >0,05 <0,001
R 5,05 +0,23 >0,05 <0,001
G+R 5,80 +0,69 >0,05 <0,001
H,0,+G 66,73 +0,67 <0,001 >0,05
H,O,+R 13,69 +0,52 <0,001 <0,001

H,0,+G+R 13,10+0,99 <0,001 <0,001

a; Kontrol grubu ile karsilagtirildi.
b; 500uM H,0, grubu ile karsilastirildi.
Ort + SEM: Ortalama + Standart hata ortalamasi
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Oksidatif Stres Reaktivitesi
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Sekil 4- 16: Final deney gruplarinda 3T3 hiicrelerinin ROT reaktivitesi (%) grafigi.

Kontrol grubu ile karsilastirildi, ***P<0,001.
H,0, grubu ile karsilagtirildi, TP<0,001.
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Sekil 4- 17: 3T3 hiicrelerinin 500uM H,0,, 1Img/ml Ti-oss® grefti (G) ve 1uM resveratrol
(R) dozlarinda floresan mikroskopta ROT reaktivitesi gosteren goriintiileri, X20.

A) Kontrol, B) H,0,, C) G D) R, E) G+R, F) H,0,+G, G) H,0,*R ve H) H,0,+G+R
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4.2.4. Migrasyon Bulgulari

Tiim final deney gruplarinda in vitro migrasyon testi i¢in model olusturuldu ve
invert mikroskobik Ol¢iim sonuglar1 Tablo 4-11, Sekil 4-18 ve Sekil 4-19’da verildi.
Biitiin gruplarin migrasyon mesafeleri karsilastirildiginda en kisa migrasyon hareketi
H,0; grubunda saptandi ve kontrol grubuna kiyasla anlamli derecede azaldigi goriildii
(P<0,001). En fazla migrasyona ise H;O,+G+RES grubunda rastlandi ve hiicreler
kontrol grubuna gore daha iyi migrasyon performans gosterdi ancak fark istatistiksel
olarak anlamli degildi. HyO,+G grubundaki hiicrelerin migrasyon hareketi kontrol
grubuna kiyasla o6nemli derecede azalmis bulundu (P<0,001), H,O, grubu ile
karsilastirildiginda ise 20 um kadar fazla migrasyon gosterdigi tespit edildi ancak
istatistiksel fark bulunmadi. Ayrica G, RES, G+RES ve H,0,+RES gruplari ile kontrol
gruplari arasindaki degisimler de anlamlilik gostermedi (Tablo 4-11 Sekil 4-18 ve Sekil
4-19).

H,0; grubu ile diger gruplar migrasyon hareketi agisindan karsilastirildiginda
H,0,+G grubu disindaki tiim gruplarin hareketleri anlamli derecede fazlaydi (P<0,001),
(Tablo 4-11 Sekil 4-18 ve Sekil 4-19).

Tablo 4- 11: 3T3 hiicrelerinin final deney gruplarinda migrasyon (um) sonuglari.

Gruplar Ort = SEM p? PP
Kontrol 430,85 +29,65 - <0,001
H,0, 155,48 £20,98 <0,001 -

G 493,43 +49,44  >0,05 <0,001
R 426,78 £25,45  >0,05 <0,001
G+R 543,14 £28,99  >0,05 <0,001
H,O,+G 172,67 £43,65 <0,001 >0,05
H,O,+R 494,13 £54,43  >0,05 <0,001

H,0,+G+R 558,87 £28,98  >0,05 <0,001

a; Kontrol grubu ile karsilagtirildi.
b; 500uM H,0, grubu ile karsilagtirild.
Ort + SEM: Ortalama + Standart hata ortalamasi
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Sekil 4- 18: 3T3 hiicrelerinin final deney gruplarinda migrasyon (um) grafigi.

Kontrol grubu ile karsilastirildi, ***P<0,001.
500uM H,0, grubu ile karsilagtirildi. P<0,001.
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Sekil 4- 19: 3T3 hiicrelerinin 500pM H,0,, 1mg/ml G ve 1uM resveratrol dozlarinda

8

o
KT (Y

El

H1

4

invert mikroskopta 0. saat (TO) ve 24. saat (T24) migrasyon ol¢iimleri gostern goriintiileri
X10.

Mavi kesikli ¢izgiler: Hiicre simirlari. A-Al) Kontrol, B-B1) H202, C-C1) G, D-D1) R, E-E1) G+R, F-F1) H,0,+G,

G-G1) HyO,+R ve H-H1) H,O,+G+R deney gruplart.
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4.2.5. RT-PCR Bulgulari

3T3 hiicrelerinde G, H;O, ve RES uygulamalarina bagli kolajen (COL1A2)
tiretiminin nasil etkilendigini degerlendirmek i¢in yaptigimiz RT- PCR analizlerine ait
COL1A2 mRNA ekspresyon sonuglar1 Tablo 4-12, Sekil 4-20’de goriilmektedir.
Kontrol grubu ile diger gruplar COLIA2 mRNA ekspresyonu agisindan
karsilastirildiginda en diisiik seviyelere H,O,, G ve H,0,+G gruplarinda rastlandi ancak
bu diisiisler anlamlilik gdstermedi. Buna karsin en yiiksek ekspresyon seviyesi

H,O+G+R grubunda goriildii ve bu artis kontrol grubuna kiyasla anlamli (P<0,05)

bulundu.

Tablo 4- 12: Final deney gruplarinda COL1A2 mRNA RT-PCR sonuglari (2.
Gruplar Ort+ SEM p? PP
Kontrol 1 +0* - >0,05
H,0; 0,75+ 0,10 >0,05 -

G 0,69 + 0,20 >0,05 >0,05
R 1,43 +£0,36 >0,05 >0,05
G+R 1,82 +0,33 >0,05 >0,05
H,0,+G 0,31 £0,04 >0,05 >0,05
H,0,+R 1,33 +£0,26 >0,05 >0,05
H,0,+G+R 3,33 +£0,91 <0,05 <0,01

a; Kontrol grubu ile karsilagtirildi. b; 500uM H,0, grubu ile karsilagtirildi. Ort + SEM: Ortalama + Standart hata
ortalamasi *Kismi mRNA ekspresyon diizeyleri aktin genine gore normalize edilmistir.

COLIA2 mRNA

2—AA CT
)

*
4
3.5
3
2.5
1.5
1
Shon
0 |
K G R

+G +R  +GH+R

Sekil 4- 20: Final deney gruplarinda COL1A2 mRNA ekspresyon (2*“") grafigi.
Kontrol grubu ile karsilagtirildi, ¥P<0,05.
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4.2.6. invert Mikroskop Bulgular1

Kontrol grubu ve 500uM H,0,, Img/ml G, 1uM RES deney gruplarindan elde
edilen 3T3 fibroblast hiicrelerinden olusturdugumuz sferoit kiiltiirlerin invert
mikroskobik gorlntiileri Sekil 4-21 goriilmektedir. Kontrol grubunda normal
morfolojide sferoitler sinirlarini ve homojenitelerini korumus iken (Sekil 4-21A). H,0;
grubunda sferoit yapilari deforme olmus ve homojenligini yitirmisti (Sekil 4-21B).
Ayrica sferoitlerden ayrilmis ¢ok sayida serbest fibroblast da dikkat ¢ekmekteydi. G
grubunda ise grefte baglanmis sferoitler gozlendi (Sekil 21C). Sadece RES uygulanan
grupta sferoitler normal bir morfolojiye sahipti (Sekil 21D). Diizgiin siirlarda ve
normal homojenitede izlendiler, ancak c¢ok az miktarda da olsa tek tek serbest
fibroblastlar gozlendi. RES ve G kombinasyonunda kontrol grubuna kiyasla bir
degisiklik saptanmadi (Sekil 20E). H,O,+G grubu invert mikroskobik incelemelerde
H.O, grubu ile benzerlik gosterdi (Sekil 20F). H,O,+R ve H,0,+G+R gruplart da
birbirine benzerlik gosterdi (Sekil 20G ve 20H) ve H,O, uygulanan grup ile
Karsilastirdigimizda sferoit yapilari normal 3 boyutlu formlarmni, smirlarimi ve
homojenitelerini korumuslardi. Ayrica kontrol grubuna gore besiyeri ortaminda ¢ok

sayida serbest fibroblasta rastlandi.
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Sekil 4- 21: 3T3 hiicrelerinden elde edilen sferoitler. 500uM H,O,, 1mg/ml Ti-oss® grefti
(G) ve 1uM resveratrol (R) dozlarinda invert mikroskop goriintiileri X100.

A) Kontrol, B) H,0,, C) G, D) R, E) G+R, F) H,0,+G, G) H,0,+R ve H) H,0,+G+R
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4.2.7. Transmisyon Elektron Mikroskop Bulgulari

500uM H20,, Img/ml G, 1uM RES dozlar1 kullanilarak olusturdugumuz final
deney gruplarina ait sferoitlerin TEM goriintiileri Sekil 4-22 ve Sekil 4-47 arasinda
goriilmektedir.

Kontrol grubunda normal striiktiire sahip hiicre membrani, nukleus, nuklear
membran ve nukleoluslar izlendi. Interseliiler bosluklar, interseliiler baglantilar olagan
goriinlime sahipti (Sekil 4-22). Mitokondrilerin kristalar1 diizglindii ve sitoplazmada
cok miktarda serbest ribozoma rastlandi (Sekil 4-23). Sekil 4-24’te daginik yerlesmis az
miktarda heterokromatin materyale sahip Okromatik nukleus ve nukleolus

izlenmektedir.

Sekil 4- 22: Kontrol grubu sferoitlerini olusturan 3T3 hiicrelerinden elde edilen TEM
goriintiileri, X10 000, kiiciik resim: X60 000.

N: Nukleus, Nu: Nukleolus, Beyaz oklar: Interseliiler baglantilar, Beyaz yildizlar: Mitokondri. Kesik gizgili beyaz
gergeve: Biiyiitiilen alan.
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Sekil 4- 23: Kontrol grubu TEM gériintiisii, X30 000.
Beyaz oklar: Interseliiler baglantilar, Siyah yildiz: Mitokondri, R: Serbest ribozomlar

. LI ﬁ
g ) e e L BT b & o L y
Sekil 4- 24: Kontrol grubu TEM gériintiisii, X25 000.
Siyah oklar: Interseliiler alan, N: Nukleus, Nu: Nukleolus.
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H,0, uygulanan sferoit Kkesitlerinde genel olarak interseliiler mesafede artis
izlendi, baz1 alanlarda hiicreler arasi baglantilar iyi korunmamusti, hiicre membranlar1 ve
sitoplazmalarinda dejenerasyonu diisiindiiren ayrilmalara rastlandi (Sekil 4-25).
Interseliiler baglantilarin korundugu bazi bolgelerde goriildii (Sekil 4-27, 4-28).
Fibroblast hiicrelerinin sitoplazmalarinda ¢ok sayida vakuolizasyon izlendi ve bunlarin
bir kismu lipit vakuolleri 6zelligindeydi (Sekil 4-26, 4-28). Hipertrofik, kristalar1 hasarli
ve yer yer dejenere mitokondriler dikkati ¢ekmekteydi (Sekil 4-26). Nuklear
heterokromatin artarken nuklear membran yapisinda yer yer incelmelerle, i¢ ve dis
membranlar arasindaki mesafede artis izlendi. Bazi hiicrelerde otofajik ve otolizozomal

yapilarin arttigi gorildii (Sekil 4-25, 4-28, 4-29).

Sekil 4- 25: H,0, grubunun 3T3 hiicrelerinden elde edilen TEM gériintiileri, X5 000.

N: Nukleus, Kirmiz1 oklar: Artmus interseliiler alanlar, Kirmiz1 yildiz: Otofagozom ve otolizozom yapilari.
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Sekil 4- 26: H,O, grubunun 3T3 hiicrelerinden elde edilen TEM goriintiileri, X12 000.

N: Nukleus, Kirmizi ok baglari: Nuklear membran ayrilmalari, O: Otolizozom, Beyaz oklar: Vakuolizasyon, Siyah
yildizlar: Hipertrofik mitokondri, Siyah daire: Hasarli mitokondri.

Sekil 4- 27: H,O; grubunun 3T3 hiicrelerinden elde edilen TEM goriintiileri, X12 000,
kiiciik resim: X25 000.

Siyah oklar: Bazi hiicrelerde interseliiler baglantilar korunmustu, Beyaz yildiz: Dejenere mitokondri Siyah cergeve:
Biiyiitiilen alan.

7
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Siyah oklar: Hiicre membrani, Kirmizi oklar: Diizensiz nuklear membran alanlari, Siyah daireler: Hasarli
mitokondriler.

q f A it A i & V4
Sekil 4- 29: H,0O, grubunun 3T3 hiicrelerinden elde edilen TEM goriintiisii, X15 000.
Siyah oklar: Interseliiler alan, Kirmizi oklar: Sitoplazmik uzantilar, Siyah daireler: Otofajik yapilar, Kirmiz yildiz:
Miyelin figiirler. Beyaz yildiz: Mitokondri.
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Greft grubunda ise normal striiktiire sahip 6kromatik nukleus, nukleolus, nuklear
membran, hiicre membrani, diizgiin kristali mitokondriler ve yapilarini koruyan
interseliiler baglantilar goriildi (Sekil 4-30, Sekil 4-31, Sekil 4-32). Uzamis
mitokondriler goriildii (Sekil 4-30). Kontrol grubu ile uyumlu olarak G grubunda da
sitoplazmada serbest ribozomlar ve GER yapilar1 korunmustu, bdoliinmekte olan

hiicrelere de rastlandi (Sekil 4-31).

Sekil 4- 30: G grubunun 3T3 hiicrelerinden elde edilen TEM goriintiileri, X7500, kiiciik
resim: X12 000.

N: Nukleus, Nu: Nukleolus, Beyaz yildizlar: Mitokondri, Siyah kesik ¢izgili ¢cer¢eve: Bilyiitiilen alan
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3T3 hiicrelerinden elde edile

Sekil 4- 31: G grubunun
resim: X25 000.

N: Nukleus, Nu: Nukleolus, Beyaz yildizlar: Mitokondri, Siyah oklar: interseliiler baglantilar, Siyah kesik ¢izgili
cerceve: Biiyiitiilen alan

n TEM goriintiileri, X12 000, kiigiik

Sekil 4- 32: G grubunun 3T3 hiicrelerinden elde edilen TEM gériintiisii, X6000, kiiciik
resim: X40 000.

N: Nukleus, Nu: Nukleolus, Beyaz iicgenler: Boliinmekte olan hiicrenin kromozomlari, Siyah kesik ¢izgili ¢erceve:
Biiyiitiilen alan, Beyaz ok baslari: Interseliiler baglantilar.
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Sadece RES uygulanan grubun TEM goriintiilerinde hiicrelerin interseliiler
baglantilarin1 koruduklari, normal striiktiirde nukleus, nukleolus, hiicre membran1 ve
nuklear membrana sahip olduklar1 goriildii (Sekil 4-33, Sekil 4-34). Sitoplazmada ¢ok
sayida serbest ribozom goze ¢arpmaktaydi. GER yapis1 korunmugstu (Sekil 4-33). Bazi

hiicre sitoplazmalarinda az sayida vakuolizasyona rastlandi. (Sekil 4-33) Interseliiler

bosluklar normale yakin izlendi (Sekil 4-35).

Sekil 4- 33: RES grubunun 3T3 hiicrelerinden elde edilen TEM gériintiileri, X5000, kiiciik

resim: X10 000.
N: Nukleus, V: Vakuoller, Siyah ¢erceve: Biiyiitiilen alan, GER: Graniillii endoplazmik retikulum
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Sekil 4- 34: RES grubunun 3T3 hiicrelerinden elde edilen TEM goriintiisii, X10 000.
N: Nukleus, Nu: Nukleolus, Siyah yildiz: Mitokondri.

Sekil 4- 35: RES grubunun 3T3 hiicrelerinden elde edilen TEM goriintiisii, X20 000.
N: Nukleus, Nu: Nukleolus, Siyah yildiz: Mitokondri, Siyah ok: Interseliiler bosluklar.
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G+RES uygulanan grubun TEM goriintiilerinde hiicrelerin interseliiler
bosluklarim1 ve baglantilarin1  koruduklari, normal striiktiirde Okromatik nukleus,

nukleolus, hiicre membrani1 ve nuklear membrana sahip olduklar1 goriildi (Sekil 4-36,

4-37). Sitoplazmada uzamis mitokondriler ve ¢ok sayida serbest ribozom goze
carpmaktaydi (Sekil 4-36, Sekil 4-37). Bazi1 bolgelerde belirgin GER yapilart da izlendi
(Sekil 4-36, 4-37, 4-38).

Sekil 4- 36: G+RES grubunun 3T3 hiicrelerinden elde edilen TEM goriintiileri, X10 000,
kii¢iik resim: X20 000.

N: Nukleus, N: Nukleolus, Siyah ok: Nuklear membran, Siyah gergeve: Biiyiitiilen alan, GER: Graniillii endoplazmik
retikulum, Tek yildiz: Mitokondri, Cift yildiz: Uzamig mitokondriler.
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Sekil 4- 37: G+RES grubunun 3T3 hiicrelerinden elde edilen TEM goriintiisii, X10 000.
N: Nukleus, N: Nukleolus, Beyaz oklar: Nuklear membran, GER: Graniillii endoplazmik retikulum, Yildiz:
Mitokondri, Siyah oklar: Interseliiler baglantilar.
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Sekil 4- 38: G+RES grubunun 3T3 hiicrelerinden elde edilen TEM goriintiisii, X10 000,

kii¢iik resim: X20 000.
N: Nukleus Siyah oklar: Interseliiler baglantilar, Siyah yildiz: Mitokondri.
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H,0,+G grubundan elde edilen 3T3 fibroblastlarin TEM goriintiilerinde H,0;
grubu striiktiiriine yaki hiicreler izlendi (Sekil 4-39). Interseliiler bosluk ve
baglantilarin tam olarak korunmadigi goriildii. Baglantilarda yer yer ayrilmalar ve
sitoplazmik  dejenerasyonlar saptandi  (Sekil 4-40). Sitoplazmada dejenere
mitokondrilerin yani sira vakuoller izlendi ve organel fakirligi saptandi (Sekil 4-39,
Sekil 4-40). Nuklear membran yapisinin yer yer inceldigi, bazi alanlarda i¢ ve dis
tabakalar arasinda mesafenin artmis oldugu izlendi. Otofagozom yapilarina da rastlandi

(Sekil 4-41).

Sekil 4- 39: H,O,+G grubunun 3T3 hiicrelerinden elde edilen TEM goriintiileri, X5000,

kii¢iik resim: X15 000. _
N: Nukleus, Nu: Nukleolus, Ok baglari: Vakuoller, Oklar: Interseliiller baglantilar, Siyah kesik ¢izgili gerceve:
Biiyiitiilen alan.



Sekil 4- 40: H,0,+G grubunun 3T3 hiicrelerinden elde edilen TEM goriintiisii, X25 000.

N: Nukleus, Siyah ok: Interseliiler baglanti, Kirmizi ok: Kopmus interseliiler baglant1, Y1ldiz: Otofagozom.

Sekil 4- 41: H,0,+G grubu 3T3 hiicrelerinin TEM gériintiisii, X10 000
N: Nukleus, Nu: Nukleolus, Siyah ok: Nuklear membran, Yildiz: Mitokondri, Kirmizi ok: Otofagozomal yapilar.
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H,0,+RES grubundan elde edilen 3T3 fibroblastlarin TEM goriintiilerinde
normal striiktiire yakin nukleus, nukleolus, hiicre membrani ve nuklear membran
yapilar1 goriildii (Sekil 4-42). Interseliiler bosluklarin normal oldugu ve baglantilarin
korundugu izlendi (Sekil 4-43). Az sayida otofagozomal yapi saptandi (Sekil 4-42).
Sitoplazmada ¢ok az sayida dejeneratif mitokondri izlendi ve H,O, grubu ile
karsilagtirildiginda ¢ok daha az vakuol goze carpmaktaydr (Sekil 4-42). Sitoplazmada
yapisini korumus Golgi, ¢cok miktarda serbest ribozom ve kristalar1 korunmus, normal

ultrastriiktiire sahip mitokondriler goriildii (Sekil 4-44).

Sekil 4- 42: H,0,+RES grubunun 3T3 hiicrelerinden elde edilen TEM goriintiileri, X12
000

N: Nukleus, Siyah ok: intakt nuklear membran, V: Vakuolizasyon, Beyaz Yildiz: Mitokondri, Kirmiz1 yildiz:
Mitokondri dejenerasyonu, GER: Graniillii endoplazmik retikulum.
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Sekil 4- 43: H,O,+RES grubunun 3T3 hiicrelerinden elde edilen TEM gériintiileri, X7500,

kiiciik resim: X40 000.
N: Nukleus, Nu: Nukleolus, Siyah ok: Interseliiler aralik, V: Vakuoller, Beyaz yildiz: Mitokondriler, L: Sekonder
lizozom.
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Sekil 4- 44: H,0,+RES grubunun 37T3 hiicrelerinden elde edilen TEM goriintiisii, X40 000.
N: Nukleus, Siyah ok: Intakt nuklear membran, G: Golgi, R: Serbest ribozomlar, Beyaz Yildiz: Mitokondri.
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H,0,+G+RES grubundan elde edilen 3T3 fibroblastlarin TEM goriintiilerinde
normal striiktiire yakin nukleus, nukleolus, hiicre membrani ve nuklear membran
yapilart goriildii (Sekil 4-45). Interseliiler bosluklarin ve interseliiler baglantilarin
normal ultrastriiktiire benzer oldugu saptandi (Sekil 4-45, Sekil 4-46, Sekil 4-47).
Sitoplazmada az sayida dejeneratif mitokondri goriildii (Sekil 4-45). Ayrica bazi
alanlarda kristalar1 normal ultrastriiktiire sahip ve uzamis mitokondriler de izlendi (Sekil

4-46). H,O, grubu ile karsilastirildiginda vakuoller saptanmadi. Intakt nuklear

membrana, hipertrofik ancak kristalar1 korunmus mitokondri ve normal goriiniimde

GER yapilarina rastlandi (Sekil 4-47).

Sekil 4- 45: H,O,+G+RES grubunun 3T3 hiicrelerinden elde edilen TEM goriintiileri, X10
000, Kiiciik resim: X60 000.

N: Nukleus, Siyah ok: Intakt nuklear membran, Siyah cerceve: Biiyiitillen alan, Beyaz ok baslari: Interseliiler
baglantilar.
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iicrelerinden elde edilen TEM goriintiileri, X10

000, Kkii¢iik resim: X20 000.
N: Nukleus, Siyah oklar: Intakt nuklear membran, Siyah cergeve: Biiyiitiilen alan, Siyah Yildiz: Uzanms mitokondri.

Sekil 4- 47: H,O,+G+RES grubunun 3T3 hiicrelerinden elde edilen TEM goriintiileri, X10

000.
N: Nukleus, Beyaz oklar: Nuklear membran, Beyaz Yildiz: Mitokondri, Siyah ok: Interseliiler baglantilar, R: Serbest
Ribozomlar, GER: Graniillii endoplazmik retikulum.
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5. TARTISMA

3T3 fibroblast hiicre soyu kullanilarak olusturdugumuz in-vitro modelde, son
yillarda dis hekimliginde kemik greft materyali olarak tercih edilen Ti-oss® ile
antiseptik sollisyonlarda ve dis beyazlatma prosediirlerinde kullanilan H,O;’ in etkileri
ve bir antioksidan olan RES’in potansiyel terapotik rolii incelenmis; PDT indeksleri, S
fazindaki hiicre oranlari, oksidatif stres diizeyleri, hiicre migrasyon oranlari, COL1A2
mRNA ekspresyonu ve ultrastriiktiirel yap1 seviyesindeki degisiklikler ortaya

konmustur.

Ortopedik, kraniyofasiyal ve dental islemlerde kemik greft uygulamalar1 yaygin
olarak yapilmaktadir. Alveolar kemik ve periyodontiumun rejenerasyonu iyilesme
acisindan zorlu bir siiregtir (170). Dis hekimliginde periyodontal doku rejenerasyonu
icin c¢esitli kemik greft materyalleri kullanilmaktadir (169). Kemik defeklerinin
rekonstriiksiiyonu i¢in klinisyenler tarafindan kullanilan kemik greftlerinin en ideal
materyalini bulmak yillardir arastirmacilarin hedefi olmustur. Bunlar arasinda sayilan
otojen greftler kemik rejenerasyonu igin altin standart olarak belirlense de greft
materyalinin kaynaklar1 smirhdir ve otojen kemigin toplanmast cerrahi islem
gerektirmektedir. Bu da dondr greft bolgesinin morbiditesi, uzayan operasyon siireleri
ve yiiksek maliyetlerle iligkilidir (65). Otojenik greftlere alternatif olarak c¢esitli
allojenik, ksenojenik veya alloplastik kaynaklar da uygulanmaktadir. Bunlardan biri
olan si8ir kemigi ksenogreftleri, immiinolojik reaksiyonlar1 6nlemek i¢in organik
bilesenleri tamamen yok edilmis materyallerdir. Kalan inorganik yap1 dogal yapisal bir
matriks ve dnemli bir kalsiyum kaynag1 saglamaktadir (65). Son 20 yilda gelistirilen bu
greftlerin fonksiyonunu ve kemik olusturma yeteneklerini anlamak klinisyenlere ¢ok
sayida yerine koyma (replesman) segenegi saglamaktadir. Osteokondiiktif (yapisal
destek) modellerin 6zelliklerini tanimlamak {iizere tasarlanan arastirmalar klinik ve
hayvan ¢alismalarindan 6nce in vitro olarak test edilmektedir. In vitro testlerin tasarimi
icin de ¢ok sayida protokol gelistirilmistir (168, 169, 170). Greft materyallerin biyo-
uyumlulugunu ve giivenirligini belirlemek {izere rutin olarak in vitro arastirmalar
yapilmakta, greftin hiicre adezyonu, proliferasyonu ve farklilagsmasi tlizerine etkileri

incelenmektedir (168).
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Dental rejeneratif cerrahide alveoler defektler icin deproteinize sigir kemik
greftleri siklikla kullanilmaktadir. Bu greftler farkli kimyasal ve biyolojik ozelliklere
sahip olabilirler. Ticari olarak farkli partikiil yapilarinda ve biiyiikliiklerinde olup blok
olarak da bulunmaktadirlar. Giincel olani1 ve bizim de deneylerimizde kullandigimiz
demineralize sigir ksenogrefti olan Ti-Oss® kemik rejeneratif prosediirleri igin
gelistirilmistir. Ancak bu yeni materyalin klinik ve in vitro ¢aligmalar1 ¢ok yetersizdir.
Ekaterina ve ark. 2012 yilinda sigan kalvaryalarinda yaptiklari Ti-Oss® ile ilgili ilk
calismada bu ksenogreftin kemik iyilestirmedeki etkinligini ticari olarak farkli greftlerle
karsilastirmiglardir (65). Ti-Oss® uygulanan siganlarda histomorfometrik analizle yeni
kemik olusumunun daha fazla oldugunu gostermislerdir. Bu yeni ksenogreftin kemik
greft materyali olarak biyouyumlu oldugunu ve kritik biiyiikliikteki kemik defektlerini
tyilestirmede etkili olabilecegini ve ticari olarak mevcut olan iiriinlerle yarisabilecegini
vurgulamiglardir. Literatiirde in vitro olarak greft materyali Ti-Oss® uygulanan bir
calismaya rastlanmamustir. Greft yerlestirildikten sonra oral mukoza direkt kapatilirsa
bag doku fibroblastlar1 greftle temasa gecerler. Bu temasin iyilesme bdolgesindeki
etkileri tam olarak bilinmemektedir. Son zamanlarda Ti-Oss® greftinin dis
hekimliginde siklikla kullaniliyor olmasi nedeniyle iyilesme bolgesindeki olas1 etkileri

olusturdugumuz in vitro modelde incelenmistir.

Test edilmis kemik greft materyallerinin genis yelpazesine ragmen greft
yogunlugunun hiicre davranislarina gergek etkileri henliz tam anlamiyla
bilinmemektedir. Vaziri ve ark. insan osteoblast benzeri hiicre soyu olan SaOS-2
hiicreleri ile yaptiklari bir ¢alismada ticari olarak bulunan ve dondurularak kurutulan
demineralize kemik allogreft tozlarmna ait farkli miktarlarin (4, 8, 12, 16 ve 20mg/ml)
morfolojik etkilerini incelemisler, 20mg/ml konsantrasyonla 24 saatlik inkiibasyonun
toksik etkiye sahip oldugunu ancak daha diisiik dozlarda hiicrelerin normal morfoloji
gosterdigini kaydetmislerdir (169). 24 ve 48 saatlik inkiibasyonlar1 hiicre proliferasyonu
acisindan karsilastirdiklarinda 8 mg/ml konsantrasyonda proliferasyon oraninin anlamh
derecede arttigmmi bulmuslardir. Allogreftin osteoindiiktif aktivitesinin doza baglh
oldugu, hatta 3 giinliilk uygulamalarda hiicrelerin osteoblastlara farklilastigi sonucuna
varmiglardir (169). Miron ve ark. kemik grefti olarak kullandiklar1 dogal kemik
mineralinin  farkli  yogunluklarmin, primer insan osteoblastlarinin adezyon,
proliferasyon ve farklilasmasina etkilerini test ettikleri in vitro g¢alismada, hiicre

adezyonunun 100 mg dozda anlamli derecede azaldigini gdstermislerdir (168).
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Hiicrelerin ¢ok diisiik yogunluklarda greft partikiilleri yerine kiiltiir kabina baglanmay1
tercih edebilecegini ve yiiksek yogunluklarin in vitro testlerde daha gercekgi bir
yaklasim olabilecegini iddia etmislerdir (168). Calismamizda greft materyali olarak
kullandigimiz Ti-oss® materyalinin 3T3 fibroblast hiicre davranisina etkilerini
inceledik. PDT indeksi sonuglarimiza gore kontrol grubu ile greftin farkli
konsantrasyonlar1 arasinda istatistiksel olarak anlamli herhangi bir fark olmamasi
greftin biyouyumlu oldugunu gdstermistir. Yiiksek dozlarda (4 ve 8mg/ml) goriilen
PDT indeksinin anlamli olmayan artis1 ve hiicre proliferasyonun anlamh diisiisti greftin
voliimetrik olarak biiyiikk bir alan1 kaplamasina ve kiiltiir kaplarinda yeterli alanin
kalmamasina bagli olabilir. Ya da yiiksek greft yogunluklarinda hiicreler greftlere
kolayca ulasip onlar {izerinde biiyiimeyi tercih edebilir bdylece sayilamayarak
degerlendirme dis1 kalabilirler. Ayrica BrdU protokoliinde HCI uygulandiginda greft
parcalart eridigi i¢in ve onlar iizerinde bulunan hiicreler degerlendirilemedigi igin
proliferasyon indeksinde bir azalma izlenmis olabilir. 3T3 fibroblast modelinde
yaptigimiz ROT floresan analizi de greftin herhangi bir dozunun oksidatif strese yol
acmadigint ve biyouyumlu oldugunu gostermistir. Calismamizda en yiiksek
proliferasyon oran1 Ti-Oss® 1lmg/ml dozunda goriildiigii i¢cin bu doz etkin doz olarak

se¢ilmistir. Bu doz voliimetrik a¢idan da uygun doz olarak belirlenmistir.

Yeterli osteoindiiktif ve osteokondiiktif aktivite gosteren ksenogreftlerin
histolojik olarak yeni kemik olusumunda koprii gorevi gosterdikleri diistintilmektedir.
Bu mekanizmayla, artan ksenogreft partikiilleri yeni vital kemik ile kismen kaplanir ve
yakinlarindaki partikiillerle birlesirler (171). Ksenogreft olarak kullanilan sigir
kemiginin Ozellikle ulasilabilirligi siirsizdir, fizikokimyasal yapisi insan kemigine
benzerlik gosterir (172). Sigira 6zel hastalik gegislerini dnlemek icin farkl tiirlerden
elde edilen ksenogreft materyalleri de dis hekimliginin klinik ve arastirma alanlarinda
kullanilmistir (173). Ancak ksenojenik kemik greft i¢in immiin cevaba yol acabilecek
antijenlerin ortadan kaldirilmas:t bir Onceliktir. Deproteinize kemiklerin immiin
reaktivitelerini kaybettikleri, ek olarak osteoindiiktif ve osteokondiiktif aktivitelerini de
geri kazandiklar1 gosterilmistir (174). Deproteinize hale getirilen bu ksenogreftler
maksiller siniis biiylitme ve siniis tavanini kaldirma operasyonlari i¢in de yeterli kemik
grefti potansiyeline sahiptirler (175). Bu materyallerin osteintegrasyon ve pargalanma
stirecleri, fizikokimyasal 6zelliklerinden etkilenmektedir ve biyolojik cevabin bir kismi

bu ozelliklerle kontrol edilmektedir. Bu 6zellikler arasinda graniil biiytikliikleri, yap1
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morfolojileri, gdzeneklilikleri, ylizey piiriizleri ve kalsiyum/fosfat orani yer alir (172,
176, 177). Ramirez Fernandez ve ark. siniis kaldirma prosediirlerinde kullanilan iki
ksenogreftin (deproteinize domuz kemik materyali ve deproteinize sigir kemik
materyali) fizikokimyasal 0&zelliklerini  klinik vakalardan aldiklar1  6rneklerde
histomorfometrik ve SEM analizleriyle karsilastirmislardir. Her iki greftin dental
implantlarda kullaniminin vertikal kemik boyutunu arttirdigi, sigir kemik greftin diger
grefte kiyasla yeni kemik olusumunu anlamli derecede artirdigi, domuz kemik greftin
ise partikiilleri saran mineralize olmayan doku miktarni ve gozenekli yapiyr artirdigi
gosterilmistir (171). Ayrica deprotenize kemiklerin trabekiiler ve porlu yapilart kan
damarlar1 ile osteojenik mezenkimal hiicrelerin go¢ii igin elverigli bir ortam
saglamaktadir. Bunun yani sira trabekiiler yapilari kemik hiicrelerinin biiylimesi i¢in
destek saglamakta olup kemiklesmede biiylik 6nem tasimaktadir. Bahsettigimiz bu
ozellikler arastirmacilar1 dental prosediirlerde, biyolojik osteokondiiktif materyal olarak
ksenogreftlerin altin standardi olan s1gir kemik materyalini secmeye yonlendirmektedir
(178).

Greft kemik materyallerinin osteokondiiktif aktiviteleri osteojenik hiicre ve
mikrodamarlarin biiylimesine yardimci olarak yeni kemik olusumunu desteklemektedir
(179). Ayrica osteogenezi desteklerken diisiik rezorpsiyon orani gosterirler (180).
Deproteinize sigir kemik materyallerinin osteojenik yeteneklerine ragmen yavas
rezorpsiyona  ugramalar1  tasarimlarinda  gelistirmeye  gidilmesi  gerektigini
gostermektedir. Yiizey iyilestirmeleri termal ve kimyasal islemlerle yapilabilmekte ve
makro biiyiikliikkte porlu hale getirilebilmektedirler (179). Ayrica oktakalsiyum fosfat
gibi kristallerin ylizeye baglanmasiyla daha hizli kemik olusumu elde edilebilmektedir.
Bu kristallerin baglandigi sigir kemik greftlerinin por biiyiikliiklerinin, diger greftlere
kiyasla kismen daha genis oldugu kapiller ve hiicrelerin biiyiimesi i¢in uygun kosullar
sagladig1 ve anjiyogenez i¢cin dnemli oldugu rapor edilmistir (179, 181). Calismamizda
kullandigimiz Ti-oss® da pre hidroksil apatit (HA) molekiilii yapisinda oktakalsiyum
fosfat kristalleri igerir. Striiktiir olarak slingerimsi (multiporoz) bir yapiya sahiptir ve

rezorbe olan bir materyaldir.

Kemik greftleri gerektiginde ek molekiillerle birlikte kullanilacak sekilde
tasarlanmaktadir. Bunlar arasinda hormonlar, biiylime faktorleri, membranlar ve

antioksidanlar yer almaktadir (179). Rezorbe olan ve olmayan membranlar klinik
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uygulamalarda cesitli fonksiyonlara hizmet etmek tizere gelistirilmistir (182).
Membranlar, kemik greftlerin mobilizasyonunu azaltmak i¢in, dis ¢ekimlerinden sonra
alveoler parg¢alanmalarda, atrofik alveollerde (183) veya dis ¢ekilmesinden sonra oyuk
kaplama i¢in, c¢esitli greft materyalleri ile birlikte kullanilabilmektedir (184).
Membranlarin  tedavi ihtiyaglarina gore avantajlar1 ve dezavantajlar1 oldugu
bildirilmistir (185). Rezorbe materyaller dogal veya sentetik polimer grubuna ait
membranlardir, kolajen ve alifatik poliesterler tibbi uygulamalarda en yaygin olarak
kullanilanlardir (182). Rezorbe olmayan membranlar arasinda polietrafloroetilen ve
titanyum yer almaktadir. Bunlarin kullanimindaki en biiyiik dezavantaj ise ikinci bir
cerrahi prosediirle c¢ikarilmalarinin gerekmesidir (186). Rezorbe membranlar viicut
tarafindan emilebilir ve ¢ikarma cerrahisi gibi ikinci bir islemi gerektirmez (187).
Ancak rezorpsiyon dereceleri tahmin edilemedigi icin kemik olusum miktarini énemli
Olciide degistirebilir ve ¢ok hizli rezorpsiyona ugradiginda sertlik azalir ve ek destege
ihtiya¢c duyulur. Biiyiik partikiilli greftlerin korunmasinda da yetersizdirler (188).
Membranlar yakin dokulardaki inflamatuar reaksiyonlara maruz kaldiklarinda yapisal
biitiinlik hizlica etkilenir ve bariyer fonksiyonlar1 azalarak daha az kemik
rejenerasyonuna neden olurlar. Bu da implant yerlestirmede oOzellikle greftlemede
problem yaratir ve implantlar dengesiz hale gelirler (189). Ayrica membranlar pahali
materyallerdir ve bariyer membranlarinin etkisi konusunda yeni yayinlanan bir
sistematik degerlendirme ve meta analize gore membran kullanilan ve kullanilmayan
hastalarda kemik olusumu miktarlar1 benzer bulunmustur (190). Bu ylizden membransiz
kullanilabilecek bir greft ve greft materyalin iyilesme bdlgesindeki etkisini
degerlendirmek biiylik 6nem tagimaktadir. Calismamizda tek basma greft kullaniminin
hiicre proliferasyonunu yeterli diizeyde arttirdigr goriilmiistiir, sonuglarimiz oral
cerrahide yaralarin iyilesmesinde greftin membranla birlikte kullaniminin elzem

olmadigim diisiindiirmektedir.

Disin ¢ekildigi asamada erken donem implant yerlestirilmesinde implantin
integrasyonunu ve c¢evresinde kemik olusumunu hizlandirmak igin kemik greftleri
siklikla kullanilan materyallerdir (191). Son zamanlarda dis implantolojisinde yumusak
doku saglig1 basarili bir implant i¢in giderek daha cok ilgi ¢eken bir konu olmustur.
Thoma ve ark. 2018 yilinda yayinladigi bir ¢alismada subepiteliyal bag dokusunun
kalinlagmasiyla daha yliksek interproksimal marjinal kemik seviyelerine ulasildigini

gostermislerdir. Yumusak doku karakteristiklerinin periimplant kemigin homeostazi ve
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stabilitesinde 6nemli bir rol oynadigini belirtmislerdir. Ayrica yeterli miktarda yumusak
doku iyilesmesi ve mukoza kalinlagsmasi sirasinda implant izolasyonunun gergeklestigi
ve tartar olusumunun Onlenebildigi gosterilmistir (192). Calismamizda kullandigimiz
greftin mukozal fibroblastlar {izerinde yan etkileri olmadigi ve 0&zellikle hiicre
proliferasyonunu arttirdigt ve kolajen normal sentezini etkilemedigi i¢in implant
prosediirlerinde hizli yara iyilesmesi ve yeterli doku olusumunu saglayabilecegini

diisiinmekteyiz.

%3 H,0; iceren oksijenli su gibi antiseptikler uygulama bolgesindeki hiicrelere
kars1 toksik olmalarina ragmen mikroorganizmalar1 yok etmek ve enfeksiyonu dnlemek
icin de siklikla kullanilmaktadir. Bu antiseptiklerin yiiksek dozlarinin kiiltire edilmis
fibroblast hiicrelerini in vitro olarak %100 oraninda yok edebilecegi bildirilmistir (193).
H,O, efervesan ve oksijen iireten etkilere sahiptir. Efervesan etkisi yara yatagindan
debrisin kaldirilmasin1 ve salinan oksijenle anaerobik bakterilerin de oliimiinii saglar
(194). %3 H,0, Ilokal destekleyici olarak kemikteki dev hiicre tiimorlerinin
intralezyonel kiiretajinda da kullanilmaktadir (195). Bir sigcan yara iyilesme modelinde
ise diislik konsantrasyondaki H,O,’nin yara iyilesmesini arttirdigi gosterilmistir (196).
Husodo ve ark. sican kirik iyilesmesi modelinde 2 ila 5 hafta arasinda %3’liik H,0;
uygulamasinin kemik doku oranini azalttigini, fibroz dokuyu arttirdigin1 ve kikirdak
dokuyu arttirarak kemik iyilesmesini geciktirdigini kaydetmislerdir (194). %3’lik H20,
uygulamasinin kiiltiire edilmis insan fibroblastlarma toksik oldugunu gosteren eski
aragtirmalara (197) karsin bizim kullandigimiz orana yakin olan %1,5 ila %3,5
arasindaki oranlarin guinea domuzlarinda iskemik {ilserlerin iyilesmesini anjiyogenezi
destekleyerek arttirdigini gosteren bir calisma da mevcuttur (198). Tatnall ve ark.
H,O2’in  antibakteriyel konsantrasyonlarinin keratinositlerde ve fibroblastlarda
toksisiteye neden oldugunu gostermistir (199). Bizim doz belirleme deneylerimizin
sonuglarina goére 750uM ve Tlzerindeki H;O, miktarinin toksik oldugu ve canli
hiicrelerin tamamen ortadan kalktig1 goriildii. 100um H,0, dozundan itibaren hiicrelerin
PDT indekslerinde istatistiksel olarak anlamli artiglar varken 500pM dozunda (yaklasik
%1) PDT indeksi kontrol grubunun yaklasik 2 katina ¢ikti. Dental islemlerde oral
mukoza hiicreleri yiiksek dozlarda H,O,’e maruz kaldigi i¢in 6n deney sonuglarina gore

500uM H-0; etkin doz olarak belirlendi, uygulama stiresi olarak 48 saat secildi.
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Son zamanlarda estetik sebeplerle disin istenmeyen goriintiisiinii degistirmek
icin dis beyazlatma teknikleri giderek artan hizda kullanilmaktadir (200). iki ana
beyazlatma teknigi klinik ortamda hekimler tarafindan ve gilinliik kullanimda kisilerin
kendilerince uygulanmaktadir. Beyazlatma islemi disin organik matriksi i¢indeki
pigmentli molekiiller ile okside edici ajanlar arasindaki kimyasal reaksiyona
dayanmaktadir. Beyazlatma prosediirii sirasinda uzun zincire sahip pigmentli molekiiller
oksitlenerek daha kiiciik ve hafif molekiillere, karbon, su ve oksijenin de dahil oldugu
diger molekiillere ayrisirlar (201). Dis beyazlatma prosediirlerinde farkli okside edici
kimyasallar siklikla uygulanmaktadir. Ana etkili beyazlatma ajan1 H,O,’dir ve diger
materyaller de yikilarak bunu meydana getirirler. Ornegin beyazlatma iiriinlerinde
bulunan %10’luk karbamid peroksit %3,5’lik H,O, meydana getirir (201). Dis hekimi
tavsiyesiyle evde yapilan beyazlatmada konservatif bir metot olarak oksidatif ajanlar dis
yiizeyi ile belirli bir siire temas etmektedir. Bu metotta oksidatif ajanlara maruziyet
sliresi beyazlatma ajaninin konsantrasyonuna ve tiiriine gére degismektedir (200, 202).
Akbari ve ark. % 9 H,0; igeren beyazlatma jelinin etkilerini inceledikleri bir caligmada
goniillii hastalara 2 hafta boyunca giinde 30 dk siireyle jel uygulanmistir ve uygulama
sonunda hastalarda sistemik oksidatif stresin anlamli derecede arttig1 goriilmiistiir (200).
Dis hekimliginde kontrollii klinik kosullarda genellikle H;O, kullanilarak vital
beyazlatma yapilmaktadir (203). Ancak kosullara bagl olarak beyazlatma ajanlarinin
insan gingiva fibroblastlar1 gibi baz1 oral hiicrelerde toksik etkilere ve kimi hastalarda
gingival irritasyon ve ilserasyon gibi patolojilere yol agtigi bildirilmistir (204,32).
Gutiérrez-Venegas ve ark. insan gingival hiicrelerinde H,O2 ile yaptiklar bir caligmada
H,O2’nin  protein kinaz C (PKC) ve ERKI1/2 proteinleri iizerinden hiicre
proliferasyonunu azalttigini, 10 ila 200 mM arasinda kullanilan dozlarin apopitoza
neden oldugunu (203) baska bir c¢alismada ise sitotoksik etkileri oldugunu
gostermislerdir (205). Sonug¢ olarak H,O,’nin lokal sitotoksik etkiyle oksidatif stres
diizeylerini arttirmanin yani sira sistemik etkileri de bildirilmistir. Beyazlatma
prosediiriiniin giivenligi konusunda farkli iddialar da mevcuttur. Dis beyazlatma
islemlerinin kaydedilen yan etkileri arasinda oral yumusak dokuda ve 6zellikle gingival
dokuda irritasyon yer almistir (206-211). Gegici ve lokal yan etkilere ek olarak uzun
donem ve geri doniistimsiliz sistemik etkileri arasinda genotoksisite, sitotoksisite ve
karsinogenez de incelenmektedir. Uzun donem beyazlatma periyotlarinin oksidatif stresi

arttirdigr ve lokal temasa bagli olarak oral dokuda morfolojik degisimlere neden
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oldugunu gosteren hayvan ve insan c¢alismalari da mevcuttur (212). Biz de
calismamizda H,0,’in toksik dozunun 48 saatlik uygulamasinin in vitro 3T3 fibroblast
hiicreleri ile olusturdugumuz modelde proliferasyon oranlarini diistirdiigiinii ve oksidatif
stresi arttirdigimi gosterdik. Bu etkilerin, in vivo calismalardan farkli olarak in vitro
kosullara bagl olarak daha hizli sekilde elde edildigi diisliniilebilir. Acil internal dis
beyazlatma islemlerinde yiiksek konsantrasyonlarda H;O, kullanilmaktadir. Jiang ve
ark. %30 H,0; ile hidroksiapaptit tozu kombinasyonu kullanarak dis beyazlatma {irlinii
gelistirmis ve etkili oldugunu iddia etmislerdir. Dahas1 %30 H;0O,’in neden oldugu
minede mikrosertlik kaybini 6nemli derecede azalttigini rapor etmislerdir (213).
Menezes ve ark. da %35°lik H»,O,’nin minede ve dentin dokularinda benzer renk
degisimlerine yol actigin1 ancak sadece minenin agikliginda artisa neden oldugunu
kaydetmistir (214). Bizse 500uM H20, (%0,85°1ik) ile in vivo ¢alisma sonuglarina
benzer olarak PDT indeksi, S faz hiicre oran1 ve oksidatif stres diizeylerini etkileyen

dozunu temel alarak in vitro ¢alismalarimiz1 gergeklestirdik.

Antioksidanlar oksidatif stresin dahil oldugu hastaliklarin tedavisinde geleneksel
terapilere tamamlayici alternatif tedaviler olarak kullanilmaktadir ancak mekanizmalari
tam olarak anlasilmamistir (215). RES, bitki kaynakli besinlerde ¢okca bulunan reaktif
metabolitlerdir ve sindirim sisteminde 6zellikle de oral mukozada aktif polifenoller en
yiiksek konsantrasyonlarina ulasirlar (216). Polifenoller oksidatif stres kaynakli
hastaliklarin  ve inflamatuar siireclerin ilerlemesini engelleyebilecek, tersine
cevirebilecek veya geciktirebilecek potansiyel kaynaklar olarak ilgi ¢ekmektedirler
(217, 218). Polifenoller arasinda yer alan ve bu ¢aligmanin da konusu olan RES’in anti-
inflamatuar ve anti-oksidan etkiler de dahil olmak iizere ¢ok sayida biyolojik aktiviteye
sahip oldugu rapor edilmistir (89, 219). H,0O; ile indiiklenen oksidatif stres modelinde
antioksidanlarin insan gingival fibroblastlarindaki biyolojik etkilerini arastiran bir
calismada, 50uM dozda RES’in H,O, uygulanan (220) hiicrelerin proliferasyonunu
arttirdigl, ROT {retimini inhibe ettigi, mitokondriyal respirasyonu stimiile edildigi
kaydedilmis ve dolayisiyla fibroblastlar icin etkili bir antioksidan oldugu sonucuna
varilmistir (36). Biz de ¢alismamizda H,0; ile olusturdugumuz in vitro oksidatif stres
modelinde RES’in fibroblast hiicrelerinin hiicresel fonksiyonlarina etkilerini incelemek
amaciyla farkli dozlarda RES kullandik ve hiicrelerin PDT indeksine, proliferasyon
oranlarina ve ROT diizeylerine etkilerini inceledik. Etkin dozun belirlenmesi amaciyla 1

uM, S5uM, 10uM, 15uM, 25uM, 50uM ve 100uM RES kullanilarak yapilan 6n
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deneyler sonucunda 10uM iizerinde toksik etki gézlendi ve hiicrelerin tamamina yakini
kaybedildigi i¢in deneye 1uM, SuM, 10uM dozlarla devam edildi. 1uM, S5uM ve 10uM
RES gruplar arasinda karsilagtirma yaptigimizda 1uM RES grubunda PDT indeksi en
diisiik diizeyde ve S faz hiicre oran1 en yiiksek diizeyde oldugu i¢in, RES dozu
yiikseldikge ROT orani artis gosterdigi icin ve HO; ile kombine edildiginde en iyi
antioksidan etki 1pM RES grubunda goriildiigii i¢in etkin ve giivenli doz olarak segildi.
Sadece RES uyguladigimizda hiicre proliferasyonu acisindan indiikleyici bir etki
gozlerken Kkiiltiir ortamina H,O, ekledigimizde oksidatif strese karsi koruyucu etkisi

oldugunu tespit ettik.

Yukarida tanimladigimiz iizere Ti-Oss®, H,O, ve RES ile yaptigimiz doz ve
zaman belirleme deneyleri sonucunda elde ettigimiz bulgularla olusturdugumuz final
deney gruplarinda Img/ml G, 500uM H,0;, ve 1uM RES dozlar 48 saat siireyle
uygulandi. H;O, ve H,0,+G ile inkiibasyon sonucunda 3T3 hiicrelerinin PDT
indekslerinin istatistiksel olarak anlamli uzama gosterdigi tespit edildi. H,O,+RES ve
H20,+G+RES gruplarinin kontrol grubuyla karsilagtirildiginda PDT indekslerinin
uzadigi, H,O, grubuyla karsilastirildiginda ise azaldigi goriilmiistiir. Sonug¢ olarak
kullandigmmiz G, H;O, ile kombine edildiginde PDT indeksi a¢isindan koruyucu,
terapotik veya indiikleyici bir etki gostermemistir. Aynm1 sekilde G+RES kombine
edildiginde kontrol ve sadece RES ile inkiibasyon bulgulari arasinda da bir fark
goriilmemistir. Dolayisiyla greft uyguladigimizda bulgularin degismemesi, greftin
fibroblast hiicreleri i¢in biyouyumlu oldugunu diisiindiirmektedir. Deney modelinde
uyguladigimiz doza benzer H,0O,’inin  3T3 fibroblast hiicrelerinin proliferasyon
oranlarin1 diigiirmesi cerrahi 6ncesinde ve sonrasinda antiseptik olarak kullanilmamasi

gerektigini ve alternatif antiseptiklerin secilebilecegini diistindiirmiistiir.

Kronik periyodontit gibi enfeksiydz hastaliklarda bakteriyel enfeksiyondan
sonra olusan ilk inflamatuar cevap, sitokinler ve kemokinler yoluyla immiin sistemi
aktiflestirir. Savunmanin ilk hattinda rol oynayan nétrofiller enfeksiyon bolgesinde
ROT iiretimine yol acarlar (221). Diisiikk konsantrasyonlarda ROT’un kiiltiir
kosullarinda gingival fibroblast ve epitelyal hiicrelerin bilylimelerini stimiile ettigi fakat
yiiksek konsantrasyonlarda serbest radikal zincir reaksiyonunu baglatarak doku hasarini
indiikledigi gosterilmistir (222). Normal kosullarda koruyucu antioksidanlar hizlica

ROT hasarini tamir ederler. ROT ile antioksidanlar arasindaki dengesizlik periyodontal
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hastaliklarin baslangici ve gelisimindeki anahtar faktorlerden biridir (216). ROT un
fazla ve devamli iiretimi ve/veya antioksidanlarin hasarli fonksiyonu oksidatif strese yol

acarak periyodontal yapinin, alveolar kemigin ve bag dokunun bozulmasini indiikler
(216, 221, 223).

Periyodontolojide kemik greftleri, alveoler kemik ve periyodontiyumun
rejenerasyonu icin osteokondiiktif 6zellikler tagisa da doku rejenerasyonunu tetiklemek
ihtiyaci dogabilir (170). Anjiyogenez, hiicre proliferasyonu, hiicre migrasyonu ve
inflamasyon gibi siiregleri hedefleyen terapdtik stratejiler kemik iyilesmesini ve oral
doku rejenerasyonunu desteklemektedir. Rekombinant biiyiime faktorleri bu yaklagimda
etkili olmasina ragmen pahali molekiillerdir ve katabolik ¢cevrede parcalanabilirler (224,
225). Bu nedenle ¢alisgmamizda RES gibi kolay ulasilabilir bir antioksidanin koruyucu
etkilerinin yani sira biyolojik hiicresel fonksiyonlar1 giiclendirme yeteneklerine bagli
olarak greftlerle birlikte destekleyici tedavi olarak kullanilabilecegi hipotezi
olusturuldu. RES’in farkli dozlarinin yiliksek glikozla indiiklenmis ROT iiretimine
etkisinin incelendigi bir calismada 1-100uM dozlarinin vaskiiler diiz kas hiicre
kiiltiirtinde ROT diizeyini diisiirdiigii ancak 200 ila 500uM arasindaki dozlarin hiicre
canliligint anlamhi diizeyde azalttigi sonucuna varilmistir (24). Doz araligimizi
belirlerken referans aldigimiz bu calismada RES’in yiiksek glikozla indiiklenmis
oksidatif stresi inhibe edebildigi ve ROT un fazla iiretimini baskilayarak diisiik dozlarda
hiicre proliferasyonunu arttirdigi gosterilmistir. Biz de 3T3 hiicreleri i¢cin 1uM RES
dozunun, en yiiksek hiicre proliferasyonunu, en diisiik ROT oranini1 sagladig1 ve H,0;
varliginda en 1yi antioksidan etkiyi gosterdigi i¢in etkin ve gilivenli doz olarak segtik.
500uM Hy0,, Img/ml G ve 1uM RES dozlar kullanarak olusturdugumuz deney
gruplarinda proliferasyon indeksi kontrol grubu ile karsilastirildiginda H,0, ve H,O0,+G
gruplarinda belirgin proliferasyon diisiisleri gortliirken, yalmizca RES ve G
uygulandiginda hiicre proliferasyonu artmistir. G ile RES kombine edildiginde
proliferasyon agisindan anlamli olmayan bir artisa neden olmustur. H,O, + G + RES’in
birlikte uygulandiginda {i¢lii kombine grupta kontrol grubu ile benzer proliferasyon
oranlarina rastlanmistir. Fakat H,O; ile birlikte G materyali uygulanan grupta G’nin
olumlu ya da olumsuz bir etki olusturmadigi ve biyouyumlu oldugu, H,O, uygulanan

gruba benzer sonuglar gosterdigi izlenmistir.
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ROT; hiicre migrasyonu, hiicre siklusu, hiicre farklilagsmasi ve apopitoz ile
iliskili ¢ok sayida sinyal yolagini aktiflestirebilir (226). Uzun siireli ve yiiksek
diizeylerde ROT kaynakli oksidatif stresin engellenmesi i¢in kullanilan besin
takviyelerinden biri olarak antioksidan ve anti-inflamatuar 6zelliklere sahip RES’in
SOD izoformlari, GPx1, katalaz, hem oksijenaz-1, NADPH: kuinon oksidorediiktaz ve
y-glutamilsistein sentazin da dahil oldugu ¢ok sayida antioksidan enzimi
destekleyebildigi ortaya konmustur (227, 228). RES, farkli organizmalarin doku ve
hiicrelerinde siire ve doza bagh farkli etkiler gostermektedir (101). Sonug olarak RES
dozlarmin, degisik hiicre soylarinda oksidatif stres diizeylerini farkli sekilde
etkileyebilecegi ger¢eginin g6z Oniinde bulundurulmasi gerekmektedir. RES’in
ortalama dozlarmin saglhiga yararli etkilere sahip oldugu ancak yiliksek dozlarinin
proapoptotik veya tliimoral etkiye sahip oldugu gosterilmistir (229). Bu baglamda
Nakagawa ve ark. <22uM RES’in insan meme kanseri hiicre soyunda proliferasyonu
arttirdigini, ancak >44pM’in hiicre biiylimesini baskiladigini kaydetmislerdir (230).
Farkl1 bir in vitro ¢alismada RES’in 1 ila 5uM dozlarda apopitozu azaltarak ve oksidatif
stres faktorlerini diisiirerek koruyucu etki gosterdigi bildirilmistir (231).  Literatiirde
RES’in fibroblast hiicrelerinin proliferasyon oranlarina, oksidatif stres diizeylerine ve
ultrastriiktiirel yapisina etkileri konusunda az sayida veri mevcuttur. Dolayisiyla
calismamizda incelenen parametrelerden biride 3T3 fibroblastlari ile olusturulan in vitro
modelde RES’in oksidatif stres {tizerine etkilerinin gosterilmesiydi. Floresan
mikroskobik incelemede H,;O, uygulanan biitiin gruplarda ROT oranlarinda anlamli
artiglar goriiliirken, en yilksek ROT oranlarna H;O, ve H,0,+G gruplarinda
rastlanmistir. Secilen dozlarda G ve RES ile ikili kombinasyon gruplarinda beklendigi
tizere oksidatif stres olusmamistir. Ancak H,O,+G grubunda H,O, grubuna benzer
sekilde artig gorlilmiis ancak eklenen RES ile olusan iiclii kombinasyon grubunda
oksidadif stres dramatik diislis gostermistir. Bu da tek basma greftin, hiicrelerin
oksidatif stres diizeylerini etkilemedigini, HO,’nin indiikleyici etkisini de
degistirmedigini ancak uygulanan RES’in antioksidatif etkisiyle birlikte oksidatif stres

diizeyini azaltabildigini diigiindirmiistiir.

Literatiirde RES’in oksidatif stres varliginda hiicre migrasyonuna etkisini
inceleyen az sayida ¢alisma bulunmaktadir. Bunlardan birinde RES’in doza bagli olarak
miyoblastlarin plastisisitesini etkiledigi, diisiik konsantrasyonlarda ROT’un hiicre

migrasyonunu gii¢clendirirken yiiksek konsantrasyonlarda zayiflattigi, benzer sekilde
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diisiik dozlarda RES’in hiicre migrasyonunu stimiile ettigi buna karsin yiiksek dozlarin
hiicre migrasyonunu inhibe ettigi gosterilmistir (101). Ayrica RES’in dozuna bagh
olarak hiicre flizyonununda giderek artan diizeylerde inhibe edildigi kaydedilmistir. 24
saatlik H,O, inkiibasyonun hiicre migrasyonu iizerine yine doza bagh olarak etkileri
gosterilmis, yiiksek dozlarda (500uM ve 100mM) motilite ve fiizyonun neredeyse
engellendigi bildirilmistir. Ho O, nin hiicre migrasyonu iizerine zararl etkilerini 6nceden
uygulanan RES’in engelleyebildigi ancak hiicre flizyonunu diizeltemedigi, sonucuna
varilmistir. Ayrica HO2’nin neden oldugu mitokondriyal hasar agisindan RES’in
yetersiz kaldigi ve yiiksek dozlarmin hasart arttirdigi kaydedilmistir (101). Hiicre
migrasyonu greft kullaniminda 6nem tagimaktadir, ksenojen kemik greft materyallerinin
kullanimindan hemen sonra osteojenik mezenkimal hiicrelerin migrasyonunda ve
mikrokapiller hiicrelerde artis bildirilmistir. Biyolojik yanit greftin por biiytikliigiine ve
sekline gore degisiklik gostermektedir. Por biiyiikliigliniin osteojenik hiicrelerin ve
mikro damarlarin migrasyonunu dogrudan etkiledigi, mikropor ve makropor
kombinasyonlarinin ise anjiyogenezi arttirdigi bildirilmistir (179). Migrasyon
Olclimlerimiz sonucunda en kisa migrasyon mesafesinin H,O, grubunda oldugu ve
kontrol grubuna kiyasla anlamli derecede azaldigi goriilmiistiir. H,O,+G grubundaki
hiicrelerin migrasyon mesafesi de kontrol grubuyla karsilastirildiginda 6nemli derecede
azalmistir. En uzun migrasyon mesafesine anlamli olmasa da H,O,+G+RES grubunda
rastlanmistir. G, RES, G+RES ve H,0,+RES deney gruplar ile intakt kontrol grubu
arasindaki degisimler de istatistiksel olarak anlamli bulunmamistir. G igeren gruplarda,
artmis bir oksidatif stres kaynaginin olmadigi durumlarda artan migrasyon mesafeleri
hiicrelerin grefte selektif adezyon gosterdigini diisiindiirmektedir. Bu  goriislin
kanitlanabilmesi i¢in adezyon molekiilleriyle veya taramali elektron mikroskopi (SEM)

ile daha ileri aragtirmalar gerekmektedir.

RES’in antioksidan etkisinin yan1 sira yara iyilesmesi gibi kosullarda profibrotik
faktorler ve kolajen iiretiminin diizenlenmesinde de rolii oldugunu gosteren ¢aligmalar
giderek artmaktadir (36, 232, 233). RES’in antioksidan olarak insan gingival
fibroblastlarindaki biyolojik etkilerini arastiran bir c¢alismada, H,O, uygulanan
hiicrelerde proliferasyonu arttirdigi, ilk 24 saatte tip 1 kolajen gen ekspresyonunun
yukar1 regiilasyonunda rol aldigi, ancak 48 ve 72 saatlerde etkisinin olmadigi
bildirilmistir. Sadece H,O,’nin ise 12 ve 24 saatte kontrole kiyasla kolajen sentezini

disiirdiigii fakat 48. saatte kontrole yaklastigi izlenmistir. (36). Li ve ark. primer
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intestinal fibroblast kiiltiirleriyle yaptiklar1 bir ¢calismada 50 ve 100pM RES’in, insiilin
bliylime faktoriiyle indiiklenen kontrole yaklastigini gdstermislerdir. Kullandiklari
insiilin bliyime faktérii 1 kolajen I ekspresyonunu arttirirken yiiksek dozlarda
kullandiklar1 RES bu etkiyi inhibe etmistir (232). Zeng ve ark. hipertrofik skar
dokusundan elde edilmis fibroblastlarda RES’in tip I ve tip III prokolajen mRNA
ekspresyonuna ve hidroksiprolin (veya kolajen) diizeylerine etkilerini arastirdiklar1 bir
caligmada 75-300uM arasindaki konsantrasyonlarin 24 saatlik inkiibasyonda kolajen
diizeylerini diisiirmeye basladigini, 48 ve 72. saatlerde bu diisiisiin doza bagl olarak
devam ettigini gostermislerdir (233). Tip I ve Tip III prokolajen mMRNA
ekspresyonlarinin ise 150uM RES ile 24 ve 48. saatlerde kontrole benzer diizeylerde
oldugu fakat 72. saatte anlamli disiisiin basladigi kaydedilmistir. RES’in kolajen
sentezi, hiicre siklusu ve apopitozu ile iliskili olabilecegi, kolajen sentezi ile birikimi
arasindaki dengenin uygun dozlarda RES ile kontrol edilebilecegi ve bdylelikle yara

iyilesmesinde kullanilabilecegi sonucuna varilmistir (233).

Miron ve ark. primer insan osteoblastlari ile yaptiklart in vitro ¢calismada farkl
miktarlardaki kemik greftlerinin kolajen 1 eksresyonuna etkilerini incelemis, yiiksek
dozlarin kolajen 1 ekspresyonunu anlamli derecede arttirdigi fakat diisiik dozlardaki
artisin anlamli olmadig1 sonucuna varmiglardir (168). Crespi ve ark. yeni c¢ekilmis dig
soketlerine uyguladiklari domuz kaynakli kemik greftlerinin hastalardan elde edilen
primer osteoblastlardaki kolajen ekspresyonuna etkisini incelemis ve greft kullanilan
hiicrelerde kolajen ekspresyonunun anlamli derecede arttigim1 kaydetmislerdir.
Dolayisiyla ksenogreftlerin kemik matriks olusumuna katkida bulunabilecegini
diistinmiislerdir (234). 3T3 fibroblast hiicrelerinde G, H2O, ve RES uygulamalarinin
COL1A2 mRNA ekspresyonuna etkilerini RT-PCR ile inceledik, en diisiik ekspresyon
H,0,, G ve H,0,+G deney gruplarinda izlendi ancak bu diisiisler anlamli bulunmad.
Buna karsin gruplar arasinda anlamli en yiiksek ekspresyon seviyesi H,O,+G+RES
grubunda goriilmiistiir. Dolayisiyla G ve RES’in ortamda yeterli dozlarda bulunmasinin
kolajen tretimini arttirmayr basardigi soylenebilir. G+RES ikili grubu ve H,O; ile
kombine ti¢li gruptaki COL1A2 mRNA ekspresyonlar1 kontrol grubu ile
karsilastirildiginda yiliksek bulunmus ama istatistiksel olarak anlamli bulunmamistir. Bu
diizeydeki artisin hizli iyilesmede etkili olabilecegi ancak hipertrofik doku olusumuna

sebep olmayacag: diisiiniildii.
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Iki boyutlu kiiltiirler iyi tanimlanmis ve tekrarlanabilir in vitro test teknikleridir.
Fakat iki boyutlu kiiltlirler hiicre fizyolojisi ve davraniglar1 i¢in ¢ok Onemli olan
interseliiler iligkilerin hepsini géstermemektedir (162). Bu kiiltiir sistemleri {i¢ boyutlu
dokulardan farkli sonuglar dogurabilecegi i¢in in vivo sistemlere benzer ii¢ boyutlu
kiiltiir sistemleri gelistirilmistir. Basit bir {i¢ boyutlu sistem ¢esidi olan sferoit kiiltiirler
greftlerin etki ve giivenilirliklerinin test edilmesi agisindan iki boyutlu kiiltiirler ile in
vivo c¢alismalar arasindaki boslugu doldurabilecek modeller olarak kullanilmaktadir
(162). 3T3 fibroblast hiicreleri ile olusturdugumuz sferoitlerin invert mikroskop
incelemelerinde; kontrol grubunda morfoloji ve homojenitenin korundugu, H,O;
uygulandiginda sferoit yapilarinin deforme oldugu ve homojenligini yitirdigi
izlenmistir, ayrica sferoitlerden ayrilmis ¢ok sayida serbest fibroblast dikkati ¢cekmistir.
G grubunda ise grefte baglanmay tercih etmis sferoitlerle birlikte kontrol grubundaki
gibi normal striiktiirde serbest sferoitler de gozlenmistir. Bu da greftin

biyouyumlulugunun baska bir kanit1 sayilabilir diislincesindeyiz.

Oksidatif stres hiicresel diizeyde hiicre iskeletini etkileyebilmekte ve organel
dinamikleri, ultrastriiktiirii ve vezikiiler trafik de dahil olmak iizere bir¢ok fizyolojik
siirece hasar verebilmektedir. Ozellikle mitokondrinin morfolojik ve metabolik olarak
etkilenmesi mitokondriyal disfonksiyona yol agmakta ve bu da mitokondriyal
homeostaza zarar verebilmektedir (235). Mitokondriler fazlaca dinamik organellerdir.
Mitokondrilerin morfolojisi flizyon ve fizyon olaylar1 araciligiyla degiskenlikler
gosterir. Oksidatif stres mitokondri fonksiyonlarinin diizenlenmesini bozarak hiicresel
hasara yol agabilir (236). Kamogashira ve ark. Korti organindan elde edilmis epiteliyal
hiicre soyunda 1mM H,0; ile 1 saatlik inkiibasyon sonucunda mitokondrilerin
mikroskobik olarak degisime ugradiklarini tespit etmis, fragmante, balon seklinde veya
hiperfiizyona  ugramis  mitokondriler  goriildiiglinii  bildirmislerdir. ~ Hasarli
mitokondrilerin yami sira yakinlarinda parlak materyaller ve yogun organeller iceren,
cift membranli otofagozomlara da rastlamiglardir. Mitokondriyal flizyon ve fizyon
arasindaki denge hiicre fonksiyonlar1 agisindan 6nemlidir ve ¢esitli stres kosullarinda
bozulabilmektedir. Kamogashira ve ark. bazi mitokondrilerin fizyonla fragmente
oldugunu ve bazilarinin da hiperfiizyonla birleserek genisledigini izlemislerdir (235).
Wang ve ark. ise 12 saatlik 100uM H,0, inkiibasyonun ndronlar lizerine ultrastriiktiirel
etkilerini inceledikleri bir ¢alismada membran blepleriyle birlikte apoptotik hiicrelere ve

kromatin kondensasyonuna rastlamiglardir (237). Biz de TEM incelemelerinde, H,0;
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uygulanan grupta ¢ok sayida sitoplazmik vakuolizasyona, hipertrofik, kristalar1 hasarl
ve hatta yer yer kaybolmus mitokondrilere rastladik. Bazi bdlgelerde interseliiler
baglantilar korunurken bazilarinda sitoplazmik dejenerasyonlar1 diisiindiiren ayrilmalar
gorildii. Nuklear 6kromatin artarken nuklear membran yapisi yer yer incelmis olarak
izlendi. Baz1 alanlarda H,O, uygulamasinin hasar verici etkileri lizis, otofaji ve mitofaji

olarak goriilmiistiir.

Literatiirde ksenogreftlerin oral mukoza hiicrelerine ultrastriiktiirel etkilerini
gosteren bir ¢alismaya rastlanmamistir. Ancak Kubosch ve ark. ksenojenik bir greftin 3
haftalik uygulanmasinin kemik lezyonlarinin iyilesmesine etkisini inceledikleri bir
calismada osteoblastlarin greft iizerinde homojen dagildigini, iyi adezyon ve biiylime
gosterdigini ve periselliiler ekstraselliiler matriks birikiminin gergeklestigini SEM ile
gostermislerdir (238). Bizim calismamizda kullandigimiz ksenogreft grubunda normal
striiktiire sahip nukleus, nukleolus, nuklear membran, hiicre membrani, diizgiin kristali
mitokondriler ve yapilarini koruyan interseliller baglantilar izlenmis ve bazi
mitokondrilerin uzadiklar1 goriilmiistiir. Mitokondrilerin uzamasi flizyon gelistigini
diisiindiirmiistiir. Fiizyon ve fizyonun sik dongiileri, hiicrelerin metabolik ihtiyaglarina
gore mitokondrinin morfolojisini adapte etmektedir (239). Kiiltiire edilen
fibroblastlarda, mitokondrinin uzamis bir konfiglirasyona biiriinme egilimi olmasina
ragmen ¢esitli morfolojilere sahip olabilecegi gosterilmistir (240). Kontrol grubu ile
uyumlu olarak G grubunda da sitoplazmada serbest ribozomlar ve GER yapilar
korunmugdur ve yer yer bolinmekte olan hiicrelere rastlanmistir.  Dolayisiyla
ultrastriiktiirel olarak greftin tamamen biyouyumlu oldugu soylenebilir. H;0,+G
grubundan elde edilen 3T3 fibroblastlarin normale yakin striiktiirde nukleus, nukleolus,
hiicre membrani ve nuklear membrana sahip olduklar1 ancak periferik kromatin
yogunluklarinda hafif artislar oldugu goriilmiistiir. Interseliiler baglantilarini tam olarak
koruyamadiklar1 izlenmis, baglantilarda yer yer ayrilmalara ve sitoplazmik
dejenerasyonlara rastlanmistir. Ayrica dejenere mitokondriler, az sayida vakuol
goriilmiis, hatta baz1 bolgelerde otofajik bulgularda izlenmistir. Yani G’nin H2O7’ye
kars1 koruyucu veya terapotik bir etkisinin olmadigi ortadadir ancak bu G’in

fibroblastlarla biyouyumlu olmadigini gostermemektedir.

RES’in hiicre morfolojisi lizerine etkilerini gosteren in vitro caligmalar az

sayidadir. Suwalsky ve ark. insan eritrositlerinde oksidatif hasara kars1 koruyucu
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etkilerini arastirdiklar1 bir ¢alismada SEM bulgularina gore 6zellikle 1-10mM dozlarda
kullanilan RES’in morfolojik degisimlere neden oldugunu ve hiicre membranlarini
etkileyerek eritrositleri ekinositlere doniistiirdiiglinii gostermislerdir (241). Opipari ve
ark. ise daha diisiik dozlarda (50-200uM) RES’in 24 saatlik inkiibasyonunun ovaryan
kanser hiicreleri lizerine etkilerini arastirdiklari bir ¢alismada RES’in otofagositik
graniil gorlinlimlerine, kromatin kondensasyonuna ve organel degradasyonuna yol
actiginmi gostermislerdir (242). Calismamizda sadece 1uM RES uygulanan grubun TEM
gorlntiilerinde hiicrelerin interseliiler baglantilarin1 koruduklari, normal striiktiirde
nukleus, nukleolus, hiicre membrani, nuklear membran, ¢ok sayida serbest ribozom ve
GER’e sahip olduklar1 gériilmiistiir. Fakat sitoplazmada az miktarda vakuolizasyon ile
birlikte kismen dejenere olmus mitokondriler ve hafif artmis interseliiler bosluklar
dikkati ¢ekmistir. Bu nedenle RES’nin oksidatif stres disindaki normal sartlar altinda
fibroblastlar i¢in ultrastriiktiirel agidan tamamen koruyucu oldugu sdylenemez. G+RES
uygulanan grubun TEM goriintiilerinde hiicrelerin interseliiler bosluklarini  ve
baglantilarin1 koruduklari, normal striiktiirde nukleus, nukleolus, hiicre membran1 ve
nuklear membrana sahip olduklar1 goriildii. Sitoplazmada flizyona ugradig: diisiiniilen
uzun mitokondri ve ¢ok sayida serbest ribozom goze carpmistir. Bazi bolgelerde ise
hipertrofik GER yapilarina rastlanmis ancak vakuolizasyon saptanmamaistir. Yani G nin
RES ile kombinasyonunun herhangi bir degisiklige yol agmadigi, hatta yalniz basina
RES uygulanan grubun sonuglariyla Kkarsilastirildiginda daha korunmus bir
ultrastriiktiirel yapinin izlendigi soylenebilir. HO,+RES grubundan elde edilen 3T3
fibroblastlarin TEM goériintiilerinde normal striiktiirde nukleus, nukleolus, hiicre
membranit ve nuklear membran yapilari ile periferik kromatin yogunluklarinda artiglar
goriilmiistiir. Interseliiler bosluklarm arttig1 ve yer yer sitoplazmik dejenerasyonlarin
izlendigi alanlar saptanmistir. Sitoplazmada goriilen az sayida mitofajik yapiyla birlikte
vakuollerin goriilmesi de RES’in ultrastriiktiirel olarak H,O,-ye kars1 koruyucu etkisinin
yeterli olmadigimi diistiindirmiistiir. H,O,+G+RES grubundan elde edilen TEM
goriintlilerinde normal striiktiirde nukleus, nukleolus, hiicre membrant ve nuklear
membran yapilart goriilmiis, interseliiler bosluklarin ve interseliiler baglantilarin
korundugu saptanmistir. Sitoplazmada az sayida mitofajik ve dejeneratif mitokondriye
rastlanmis normal ultrastriiktiirte kristalar izlenmis ve sitoplazmik vakuolizasyona
rastlanmamistir. Uzun mitokondriler fiizyon gelistigini diisiindlirmiistiir. Literatiire gore

ROT mitokondrial fiizyonu inhibe etmekte veya fizyonu stimiile edici rol oynamaktadir.
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Mitokondriyal flizyonun, stres sirasinda artan hasardan hiicreyi kurtaran veya koruyan
bir mekanizma oldugu oOne siiriilmistir  (243). Robb EL ve ark. RES’in
fibroblastlardaki ~ mitokondrileri  mitofusin-2  aracihigiyla fiizyona soktugunu
gostermislerdir (244). Bizim bulgularimiz da G ve RES kombinasyonunun,
ultrastriiktiirel olarak HyO,’ye karst koruyucu etki gosterdigini ve HoO2’nin dejeneratif

etkilerine karsi birlikte kullanilabileceklerini diisiindiirmiistiir.
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