TURKIYE CUMHURIYETI
MARMARA UNIVERSITESI

DIS HEKIMLIGI FAKULTESI

GSK-3 ANTAGONISTI OLAN TiDEGLUSIB'IN INSAN DISETI
FIBROBLASTLARI, PERIODONTAL LIGAMENT
FIBROBLASTLARI VE OSTEOBLAST HUCRELERI UZERINE
ETKISININ INCELENMESI: iN-VITRO CALISMA

BUSE ONCU

UZMANLIK TEZI

PERIODONTOLOJI ANABILIM DALI

DANISMAN

Dr. Ogr. Uyesi OMER BIRKAN AGRALI

2019-ISTANBUL






TURKIYE CUMHURIYETI
MARMARA UNIVERSITESI

DIS HEKIMLIGI FAKULTESI

GSK-3 ANTAGONISTI OLAN TiDEGLUSIB'IN INSAN DISETI
FIBROBLASTLARI, PERIODONTAL LIGAMENT
FIBROBLASTLARI VE OSTEOBLAST HUCRELERI UZERINE
ETKISININ INCELENMESI: iN-VITRO CALISMA

BUSE ONCU

UZMANLIK TEZI

PERIODONTOLOJI ANABILIM DALI

DANISMAN

Dr. Ogr. Uyesi OMER BIRKAN AGRALI

2019-ISTANBUL



TEZ ONAYI



BEYAN

Bu tez caligmasinin kendi ¢alismam oldugunu, tezin planlanmasindan yazimina
kadar tiim safthalarda etik dis1 davranisimin bulunmadigini, bu tezdeki biitiin bilgileri
akademik ve etik kurallar i¢inde elde ettigimi, bu tez ¢alismasiyla elde edilmeyen
biitiin bilgi ve yorumlara kaynak gosterdigimi ve bu kaynaklar1 da kaynaklar listesine
aldigimi, yine bu tezin c¢alisilmasi ve yazimi sirasinda patent ve telif haklarini ihlal

edici bir davranigimin olmadigin1 beyan ederim.

Buse Oncii

Imza



I. TESEKKUR

Uzmanlik  egitimim boyunca mesleki egitimimde biiyiik katkilart olan,
deneyimlerini ve bilgisini ozveriyle aktaran, cerrahi vizyonumun gelismesinde biiyiik

katkust olan sevgili danisman hocam Dr. Ogr. Uyesi Omer Birkan AGRALI 'ya

Bilgi ve tecriibesiyle her zaman yammizda olan, egitimimdeki emeklerinden

dolayr minnettar oldugum, degerli hocam sayin Prof. Dr. Leyla KURU ’ya

Bilgi ve tecriibesiyle egitimim boyunca destegini benden esirgemeyen degerli

hocam Prof. Dr. Basak DOGAN a,

Uzmanhik egitimim boyunca yardimlarini esirgemeyen ¢ok degerli hocalarim Dr.
Ogr. Uyesi Kemal Naci KOSE, Dr. Ogr. Uyesi. H. Selin YILDIRIM, Dr. Ogr. Uyesi
Hafize Oztiirk OZENER e

Tez ¢alismalarimda fikir, bilgi ve tavsiyeleri ile her zaman yanimda olan sevgili

Doc. Dr. Betiil KARADEMIR’ e ve Dr. Ars. Gor. Ayse Mine YILMAZ 'a

Tezimin istatistik asamasinda biiyiik emek harcayan sayin Dr. Ogretim Uyesi Elif

Cigdem ALTUNOK a,

Birlikte ¢alismaktan ¢ok keyif aldigim, ne zaman ihtiyacim olsa yanimda olan,

eski ve yeni tiim ¢alisma arkadaglarima,

Fakiiltede gecirdigim siireyi keyifli hale getiren sevgili yol arkadaslarim Dt.
Gamze KAVUNCU, Dt. Aydin AKCAKOCA, Dt. Damla OZTURK ve Dt. Halil
CELIK e

Hayatimin her aninda sevgiyle destegini benden esirgemeyen, annem ve babam

basta olmak iizere iizere sevgili aileme,

En icten tesekkiirlerimi sunarim...

Bu tez, Marmara Universitesi Bilimsel Arastirma Projeleri Komisyonu Bagkanlig

tarafindan SAG-C-DUP-131217-0658 numarali proje ile desteklenmistir.



I1. ICINDEKILER

I. TESEKKUR

1. ICINDEKILER

I11. KISALTMA VE SIMGELER LISTESI
IV. RESIMLER LISTESI
V. SEKILLER LIiSTESI
VI. TABLOLAR LISTESI
1. OZET

2. SUMMARY

3. GIRIS VE AMAC

4. GENEL BILGILER
4.1. Periodonsiyum

4.2. Periodontal Hiicreler

4.2.1. Gingival Fibroblast ve Periodontal Ligament Fibroblasti

4.2.2. Osteoblast
4.2.3. Sementoblast

4.3. Periodontal Rejenerasyon

4.3.1. Periodontal Rejenerasyonda Hiicrelerin Rolii

4.3.2. Rejeneratif Tedaviler
4.4. Wnt/B3- catenin Sinyal Yolu
4.5. GSK-3 Glikojen Sentaz Kinaz-3 (GSK-3)

4.6. Tideglusib

Sayfa No

Vi
vii

viii

10
12
12
14
15
16
21

22



5. GEREC VE YONTEM 23

5.1. Deney Plani 23
5.2. Hiicrelerin Coziilmesi, Pasajlanmasi, Cogaltilmasi ve Sayilmasi 23
5.3. Hiicre Canliliginin Belirtilmesi ve Sitotoksisite Testi 26

Hiicrelerden Protein Eldesi, Protein Konsantrasyonlarinin Hesaplanmasi ve Western

Blot Yo6ntemi ile Tip I Kolajen, Tip III Kolajen Proteinlerinin Tayin Edilmesi 31

5.4.1. Dokulardan protein ekspresyonu 31
5.4.2. Protein miktarinin belirlenmesi 32
5.4.3. Sodyum dodesiilfat polsakrilamid jel elektroforezi 34
5.4.4. Jelden membrana proteinlerin aktarilmasi ve densitometrik analizler 35
5.5. Verilerin Degerlendirilmesi ve Istatiksel Analizi 38
6. BULGULAR 39
6.1. Tideglusib’in Hiicreler Uzerindeki Canlilik ve Sitotoksisite Etkisi 39

6.2. Tideglusib’in 50 nM Doz Uygulanan Hiicreler Uzerindeki Tip 1 Kolajen

Saliniminin Degerlendirilmesi 47

6.3. Tideglusib’in 50 nM Doz Uygulanan Hiicreler Uzerindeki Tip III Kolajen

Saliniminin Degerlendirilmesi 50
7. TARTISMA VE SONUC 53
8. KAYNAKLAR 60

9. 0ZGECMIS 72



I11. KISALTMALAR ve SIMGELER

%

°C
ALP
APC
B
BMP
BSP
CK1
Dkk1
ECM
Fz
GF
GSK
hfob
hgf-1
hPdIf
IGF
IL
LEF
Lrp
ml

nM

: Yiizde

. Santigrat derece

:Alkalen fosfataz

: Adenomatdz polipozis koli
: Beta

:Kemik morfojenik proteini
:Kemik sialoproteini

: Kazein kinaz

: Dickkopf 1

:Ekstraselliiler matriks

: Frizzled
:Gingival fibroblast

:Glikojen sentaz kinaz

:Insan fetal osteoblast hiicreleri

:Insan diseti fibroblast:

: Insan periodontal ligament fibroblast
: Insiilin benzeri biiyiime faktorii

: Interlokin

: Lymphoid enhancer factor

: LDL reseptor iliskili protein
:Mililitre

: Nanomolar



ON  :Osteonektin

OPN :Osteopontin

PDGF : Trombosit kaynakli biiylime faktorii
PDLF :Periodontal ligament fibroblasti

PMNL : Polimorfoniikleer 16kosit

S.P.S.S.: Statistical Package for Social Sciences
TCF : T cell factor

TDZD :Thiadiazolidinones

TGF- : Transforme edici biiytime faktori

TLR : Toll-like reseptor

ul : Mikrolitre



IV. RESIMLER LISTESI

Resim 5.1. 10x biiyiitmede 151k mikroskobu goriintiisii (a) hPdlf hiicreleri, (b) hfob

hiicreleri, () hgf-1 hiicreleri

Resim 5.2. (a) Thoma lami, (b) 10x biiyiitmede goriintiilenen hiicreler, (c) Isik
Mikroskobu

Resim 5.3. Tideglusib

Resim 5.4. Hiicre canlilig1 deneyi i¢in 96 kuyucuklu plaga hiicre ekimi (C: Kontrol
grubu (hiicretmedium), B: sadece medium, C,D,E: 50, 100, 200 nM Tideglusib

eklenmis test gruplari)

Resim 5.5. Microplate Reader
Resim 5.6. Buz iizerinde inkiibasyon
Resim 5.7. Sonikasyon cihazi
Resim 5.8. Santrifiij cihazi

Resim 5.9. BCA protein tayini kiti, (a) Reagent A, (b) Reagent B, (c) Albumin

standart1 ampiilleri

Resim 5.10. 96 kuyucuklu plakalara BCA eklenmesi

Resim 5.11. (a) %12’1lik mini-protean jel, (b) Laemmi Sample Buffer
Resim 5.12. Trans-Blot transfer sistemi

Resim 5.13. (a) Western blotting luminol reagent, (b) Goriintiileme sistemi

vi



V. SEKIiLLER LiSTESI

Sekil 4.1. Normal periodonsiyum yapist.

Sekil 4.2. Wnt sinyal yolu

Sekil 4.3. Wnt sinyal yolu osteoblast/osteoklast aktivitesi

Sekil 5.1. MultiTox-Glo Multiplex sitotoksiste testi sematik diyagrami

Sekil 6.1. hgf-1 hiicresinde 50 nM, 100 nM ve 200 nM Tideglusib uygulamasi sonrasi

canlilik

Sekil 6.2. hPdlf hiicresinde 50 nM, 100 nM ve 200 nM Tideglusib uygulamasi sonrasi

canlilik

Sekil 6.3. hfob hiicresinde 50 nM, 100 nM ve 200 nM Tideglusib uygulamasi sonrasi

canlilik

Sekil 6.4. hgf-1 hiicresinde 50 nM, 100 nM ve 200 nM Tideglusib uygulamasi sonrasi
sitotoksisite

Sekil 6.5. hPdlf hiicresinde 50 nM, 100 nM ve 200 nM Tideglusib uygulamasi sonrasi

sitotoksisite

Sekil 6.6. hfob hiicresinde 50 nM, 100 nM ve 200 nM Tideglusib uygulamasi sonrasi

sitotoksisite

Sekil 6.7. (a) Kontrol ve test gruplart bant yogunluklari, (b) hgf-1 hiicreleri tip I

kolajen salinimi

Sekil 6.8. (a) Kontrol ve test gruplart bant yogunluklari, (b) hPdIf hiicreleri tip I

kolajen salinimi

Sekil 6.9. (a) Kontrol ve test gruplar1 bant yogunluklari, (b) hfob hiicreleri tip I kolajen

salinimi

Sekil 6.10.Kontrol ve test gruplar1 bant yogunluklari ve tip III kolajen salinimi (a) hgf-
1 hiicresi, (b) hPdIf hiicresi, (C) hfob hiicresi

Vii



VI. TABLOLAR LISTESI

Tablo 5.1. Tiim hiicre gruplarinin canlilik ve sitotoksisite degerleri (%)

Tablo 5.2. Standart grafikte kullanilacak olan standartlarin 2000 pg/ml stok albiimin

standartindan hazirlanmasi.

Tablo 5.3. Tim hiicre gruplarindaki tip I kolajen/ GAPDH protein yogunlugu

degerleri

Tablo 5.4. Tim hiicre gruplarindaki tip III kolajen/ GAPDH protein yogunlugu

degerler

Tablo 6.1. Tim hiicre gruplarinda 0, 50, 100, 200 nM gruplari arast canlilik

karsilastirmasi

Tablo 6.2. hPdIf hiicresine uygulanan Tideglusib dozlari sonrasi canliligin ikili

karsilastirmasi

Tablo 6.3. Tiim hiicre gruplarinda 0, 50, 100, 200 nM gruplar1 aras1 sitotoksisite

karsilastirmasi

Tablo 6.4. hgf-1 hiicresine uygulanan Tideglusib dozlari sonrasi sitotoksisitenin ikili

karsilastirmasi

Tablo 6.5. hfob hiicresine uygulanan Tideglusib dozlar1 sonrasi sitotoksisitenin ikili

karsilastirmasi
Tablo 6.6. Tiim hiicre gruplari i¢in tip-1 kolajen salinimi verileri

Tablo 6.7. Tim hiicre gruplari i¢in tip III kolajen salinimi verileri

viii



GSK-3 Antagonisti Olan Tideglusib'in insan Diseti Fibroblastlari, Periodontal
Ligament Fibroblastlar: ve Osteoblast Hiicreleri Uzerine Etkisinin Incelenmesi:
In-vitro Calisma

Uzmanlhk Ogrencisi: Buse ONCU

Damgman: Dr. Ogr. Uyesi Omer Birkan AGRALI

Anabilim Dali: Periodontoloji

1. OZET

Amag: Periodontal rejenerasyonun saglanmasi igin pek ¢ok materyal denenmis ancak
tam rejenerasyon saglayan bir materyal bulunamamistir. Bu g¢alismanin amaci
Tideglusib’in periodontal rejenerasyondaki olasi etkinligini degerlendirmek i¢in insan
digeti fibroblasti (hgf-1), periodontal ligament fibroblasti (hPdIf) ve osteoblastlar
(hfob) tizerine etkisinin degerlendirilmesidir.

Gere¢ ve Yontem: Tideglusib’in hgf-1, hPdIf ve hfob hiicreleri iizerindeki
sitotoksisite ve proliferasyon etkisini belirlemek amaciyla, farkli konsantrasyonlardaki
Tideglusib (50, 100, 200 nM) kullanilarak MultiTox deney protokolii 24 saat siireyle
uygulandi. 50 nM Tideglusib ti¢ farkl hiicre lizerine 24 saat siireyle uygulanarak tip |
- tip 111 kolajen protein salinimi1 Western blot analizi ile 6lgiildii.

Bulgular: Proliferasyon deneyinde her hiicre dizisi i¢in Tideglusib uygulanan test
gruplariyla uygulanmayan kontrol grubu arasinda anlamli fark bulunmadi (p>0.05).
hgf-1 ve hfob hiicrelerinde 200 nM Tideglusib’in sitotoksisitesi kontrol grubuna goére
anlamli derecede daha yiiksek bulunurken (p=0.012, 0.012), hPdIf hiicresinde test
gruplari ile kontrol grubu arasinda fark bulunmadi (p>0.05). Bu veriler 1g18inda 50 nM
Tideglusib hgf-1 ve hfob hiicrelerine uygulandiginda tip | kolajen seviyesi kontrol
grubuna kiyasla artarken (p=0,029, p=0.029), hPdIf hiicresinde fark bulunmadi
(p>0.05). Tip Il kolajen saliniminda ise tiim hiicre gruplarinda kontrol grubuyla test
gruplari arasinda fark tespit edilmedi (p>0,05).

Sonuclar: Tideglusib’in hgf-1 ve hfob hiicrelerinde tip I kolajen artisina sebep olmasi,
ote yandan hPdIf lizerine anlamli bir etki gdstermemesi gibi sebeplerle Tideglusib
molekiiliiniin kemik rejenerasyonuna olumlu yonde etki gosterebilecegi diisiiniilebilir.
Anahtar Sozciikler: GSK-3 inhibitérii, Periodontal rejenerasyon, Tideglusib, Wnt

sinyal yolu.



2. SUMMARY

Effects of GSK-3 Antagonist Tideglusib on Human Gingival Fibroblasts,
Periodontal Ligament Fibroblasts and Osteoblast Cells: An In-Vitro Study

Objective: Many materials have been tried for periodontal regeneration, but no
material has been proposed for complete regeneration. The aim of this study was to
evaluate the effect of Tideglusib on different human periodontal cell lines pointing to
assess the potential effectiveness of Tideglusib in periodontal regeneration.
Materials and Methods: MultiTox test protocol was applied on human periodontal
ligament fibroblast (hPdIf), gingival fibroblast (hgf-1) and osteoblast (hfob) cell lines
for 24 hours by using Tideglusib at different concentrations (50nM, 100 nM, 200 nM)
in order to determine its cytotoxicity and proliferation effect. Type | and type IlI
collagen expressions were evaluated by Western blot analysis after 24 hours
application of 50nM dose Tideglusib to three cell lines.

Results: : In the proliferation experiment, no significant differences were found
between the Tideglusib applied test groups and no Tideglusib applied control for each
cell lines (p> 0.05). In the cytotoxicity test, the cytotoxicity of 200 nM Tideglusib was
significantly higher in hgf-1 and hfob cell lines (p = 0.012, 0.012), but no difference
was found in hPdIf cell line (p> 0.05). After the application of 50 nM Tideglusib to
hgf-1 and hfob cell lines, type I collagen level was significantly increased (p = 0.029,
p = 0.029) but no statistically significant difference was found in the hPdIf cell line
(p> 0.05). Type Il collagen expressions were not statistically different between the
tests and the control for each cell lines (p> 0.05).

Conclusion: It can be thought that Tideglusib may have a positive effect on bone
regeneration due to the fact that tideglusib molecule causes type I collagen increase in
hgf-1 and hfob cells, but not on hPdIf.

Key Words: GSK-3 inhibitor, Periodontal regeneration, Tideglusib, Wnt signaling
pathway.



3. GIRIS VE AMAC

Periodontal hastaliklar ilerleyerek disi destekleyen dokularin kaybina sebep olan
enflamatuvar karakterde hastaliklardir (Brown ve Loe, 1993; Kocher ve ark., 2000).
fleri periodontal hastaliklarin tedavisinde uygulanan geleneksel periodontal tedaviler,
tamir niteligi tasiyan uzun baglanti epiteli olusumu ile sonuclanmaktadir (Melcher,
1976). Gliniimiizde ise tam bir rejenerasyon amaglanmaktadir ve periodontal tedavi ile
hastalik sonucu kaybedilen alveol kemigi, sement ve periodontal ligamentin yeniden
olusturulmasi beklenmektedir. Rejenerasyonun saglanmasi i¢in pek ¢ok materyal
denenmis ancak tam anlamiyla rejenerasyon saglayan bir materyal bulunamamistir

(Bosshardt ve Sculean, 2009; Akman ve ark., 2015).

Bir organizmada hem embriyonik hem de erigkin donemde gorev alan ¢esitli
sinyal yollar1 mevcuttur. Wnt/B-cat sinyal yolu, Wnt sinyal yollarindan birisidir.
Wnt/B-cat sinyalizasyonunun aktivasyonu doku hasarinda erken verilen cevaptir ve
tim dokulardaki hiicresel temelli onarimin uyarilmasi i¢in gereklidir (Tanir ve
Demirezen, 2009). Wnt sinyal mekanizmasi aktif veya inaktif durumda olabilir. Wnt
proteini reseptorlere bagliyken, bir dizi fosforillenme islemi sonrasi glikojen sentaz
kinaz-3 (GSK-3) inhibe edilir, transkripsiyon faktorleri aktive olur ve Wnt sinyal
yolunun hedef genlerinin transkripsiyonu baslar. Bu aktivasyonla, hem sinyal yolunda
gorev yapan proteinlerin transkripsiyonu gerceklesir, hem de proliferasyon, hiicre
siklusu ve farklilasmada 6nemli rol oynayan bir¢ok genin transkripsiyonunun kontrolii
saglanmig olur. Wnt reseptorlere bagli degil iken sinyal yolunun hedef genlerinin
transkripsiyonu baskilanir (Willert ve Nusse, 1998; Miller, 2002). Wnt sinyalindeki
azalmanin kemik kaybina sebep oldugu ve rejeneratif kapasiteyi azalttigi bir¢ok
calismada gosterilmistir (Minear ve ark., 2010; Whyte ve ark., 2012). Wnt sinyal yolu
aktive edildiginde ise kemik artisina yol agan tiim parametrelerde artis ile birlikte
osteoblast ve fibroblastlarin aktivasyonunun ve proliferasyonunun arttig1 gosterilmistir
(Morvan ve ark., 2006; Han ve ark., 2012). Tim bu bilgilerin 1s18inda, Wnt sinyal

yolu aktivasyonunun rejenerasyonda kullanimi tartisilmaktadir.



GSK, glikojen sentezinin diizenlenmesinde fonksiyonu arastirilan ilk Kinazlardan
birisidir ve GSK-3, hiicre boliinme siklusu, kok hiicre yenilenmesi ve farklilasmasi,
apoptoz, transkripsiyon ve insiilin aktivitesini regiile etmede biiyiik bir 6neme sahiptir
(Frame ve ark., 2001; Jope ve Johnson, 2004; Meijer ve ark., 2004). GSK-3’iin
farmakolojik inhibitorlerinin, Alzheimer hastaligi ve diger ndrodejeneratif hastaliklar,
tip 2 diyabet, kanser, psikiyatrik hastaliklar ve rejeneratif tip gibi ¢esitli alanlarda etkili
olabilecegi disiiniilmektedir (Meijer ve ark., 2004). GSK-3’iin pek ¢ok inhibitorii
gelistirilmis ve etkinligi gosterilmistir, bunlardan biri de Alzheimer gibi nérolojik
bozukluklarin tedavisinde klinik olarak denenen, non-ATP competitive GSK-3p
inhibitori, thiadiazolidinones (TDZD) grubu bir ilag olan Tideglusib’dir. Derin
cliriiklii dislerde yapilan bir calismada Tideglusib’in reperatif dentin olusum siirecini

destekledigi bulunmustur (Neves ve ark., 2017).

Bu calismada Tideglusib’in periodontal rejenerasyondaki olasi etkinligini
degerlendirmek amaciyla hPdIf, hgf-1 ve hfob hiicreleri {izerindeki etkisinin
proliferasyon ve sitotoksisite agisindan degerlendirilmesi, ardindan tip 1 ve tip 11l

kolajen saliiminin incelenmesi amaglandi.



4. GENEL BILGILER

4.1. Periodonsiyum

Normal periodonsiyum, dislerin islevini siirdiirebilmesi i¢in gerekli destegi saglar.
Periodonsiyumu olusturan temel dokular: diseti, periodontal ligament, sement ve

alveol kemigidir (Sekil 4.1) (Bartold ve ark., 2000).
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Sekil 4.1. Normal periodonsiyum yapisi.

Diseti, ¢igneme mukozasinin bir parcasidir. Ag1z mukozasinin alveol kretini orter
ve disleri ¢cevreler (Schroeder ve Listgarten, 1997; Schroeder, 2012). Anatomik olarak
ti¢ boliimde incelenmektedir: diseti kenari, yapisik diseti ve interdental diseti. (Ainamo
ve Talari, 1976). Diseti histolojik olarak incelendiginde ise ¢ok katli yass1 epitel ve
altindaki bag dokusundan olusmaktadir. Diseti ¢ok katli yassi epitelindeki temel
hiicreler keratinositlerdir. Bunun yaninda Langerhans hiicreleri, Merkel hiicreleri ve
melanositler de bulunmaktadir. Diseti epiteli, bag dokusuna bazal lamina ile
baglanmaktadir (Schroeder ve Theiiade, 1966). Diseti bag dokusuna lamina propria
da denilmektedir. Lamina propriadaki temel yapilar: kolajen lifler (bag dokusunun



%60°1), sinir ve damarlar, ekstraselliiler matriks (ECM) ve fibroblastlardir. Bag
dokusunda 3 farkl: tip lif bulunmaktadir bunlar kolajen, retikiiler ve elastik liflerdir.

Normal disetinde en sik goriilen kolajenler, tip | ve tip III’tir. Tip | kolajen
([al(D]202[1][1(1)]3) 285 kDA molekiil agirhigindadir ve cilt, tendon, kemik, dentin,
sement, periodontal ligament, diseti gibi pek ¢ok dokuda en sik goriilen kolajendir.
Lamina propria’nin ana kiitlesini olusturur ve disetine dayaniklilik saglar. Tip Il
kolajen ise (Jal(ll)]s) 285 KDA agirliginda ve fetal dokularda, diseti, periodontal
ligament, sement, cilt, kan damarlarinda bulunan kolajendir (Mariotti, 1993). Tip IlI
kolajen dokularda gerilme kuvvetlerine karsi dayaniklilik saglar ve Kkolajen
yapim/yikim mekanizmasinda rol almaktadir (Narayanan, 1983). Yara iyilesmesinin
ilk fazlarinda tip III kolajen dokuya dayaniklilik saglarken son fazlarda yerini daha
dayanikli olan tip I kolajene birakir (Rai ve ark., 2005). Tip I, tip 1l ve tip 111 kolajen,
fibroblastlar ve monositler i¢in kemoatraktan 6zellik tasimaktadir (Postlethwaite ve
ark., 1978). Ayrica tip | kolajen osteoblast farklilasmasini gosteren Onemli bir
belirtegtir (Dacic ve ark., 2001).

Periodontal ligament, dis kokiinii gevreleyen ve alveol kemiginin i¢ duvarina
baglanan kompleks, vaskiiler, ¢ok sayida hiicre igeren bag dokusudur (McKee ve ark.,
1996). Dislere gelen kuvvetleri absorbe ederek alveol kemigine iletir. Ayrica digin
beslenmesine katkida bulunur, sement yapimi ve alveol kemigin yenilenmesi igin
gerekli onciil hiicreleri bulundurur. Periodontal ligamentteki kolajen fibriller kemigi
ve sementi birbirine baglar, bulundugu yere ve dizilislerine gore ¢esitli gruplara
ayrilirlar, bunlar:

e Transseptal fibriller, interproksimal alanda uzanir ve bitisik disin
sementine gomiiliir. Periodontal hastalik sebebiyle alveol kemigin
yikilmasindan sonra yeniden olusurlar. Bu lifler disetine bagl olarak kabul
edilebilir, ¢linkii kemik baglantis1 yoktur (Newman ve ark., 2014).

o Alveol kret fibrilleri, baglant: epitelinin altinda sementten alveol krete
dogru oblik olarak uzanirlar. Ayrica alveol kretin iistiindeki sementten ve
periostun fibréz tabakasindan da gegerler. Alveol kret fibrilleri disin
ekstriizyonunu onler ve lateral dis hareketlerine karsi dayanmiklilik saglar

(Newman ve ark., 2014).



e Horizontal fibriller, disin uzun eksenine dik bir sekilde, sementten
alveol kemigine kadar uzanirlar (Newman ve ark., 2014).

e Oblik fibriller, periodontal ligamentteki en biiyilk grubu olusturur.
Kemikten kuronal dogrultuda semente dogru uzanir. Bu lifler, dikey ¢igneme
kuvvetlerini karsilar ve alveol kemigine iletir (Newman ve ark., 2014).

o Apikal fibriller, disin apikal bolgesindeki sementten kemige dogru
diizensiz bir sekilde yayilirlar. Olusumu tamamlanmamis koklerde meydana
gelmezler (Newman ve ark., 2014).

e Interradikiiler fibriller, ¢ok koklii dislerin furkasyon bélgelerinde

sementten dise dogru dagilim gosteren fibrillerdir (Newman ve ark., 2014).

Periodontal ligament histolojik acidan incelendiginde, bag dokusu hiicreleri,
epitelyal kalinti hiicreleri, immiin sistem hiicreleri ve norovaskiiler sistemle ilgili
hiicreleri igerdigi goriilmektedir (Ko ve Bernard, 1981; Newman ve ark., 2014).
Periodontal ligament bag dokusundaki hiicreler fibroblast, osteoblast, osteoklast,
sementoblast, odontoblast, monosit, makrofaj, farklilasmamis bag dokusu hiicreleri ve
Malessez epitel artiklaridir. En sik gozlenen hiicreler fibroblastlardir ve kolajen
yapim/yikim mekanizmasindan sorumludurlar. Periodontal ligamentin ana proteini
kolajen olmakla birlikte diseti ve sement ile ortak olarak en ¢ok tip I ve tip 11l kolajen
icermektedir (Narayanan, 1983; Bartold ve Narayanan, 1998) (Becker ve ark., 1991).
Perivaskiiler alanda bulunan farklilagmamis bag dokusu hiicreleri rejeneratif tedavi
acisindan umut vadetmektedir (Akman ve ark., 2015). Periodontal ligamentte yer alan
kok hiicrelerin uygun kosullarda osteoblastlara ve sementoblastlara farklilagabilecegi
bilinmektedir ayrica in-vivo arastirmalarda da periodontal ligamentin, kemik ve
sement olusturabilecegi gosterilmistir (Bright ve ark., 2015).

Sement, anatomik dig kokiinii kaplayan kalsifiye ve avaskiiler, yapim1 yasam boyu
stiren mineralize bir dokudur. Periodontal ligament fibrillerinin kok yiizeyine
baglanmasim1 saglar ve kok yiizeyinde hasar sonrasi tamir mekanizmasini baglatir
(Lang ve Lindhe, 2015). Icerdigi hiicre gesidi ve kolajen fibrillerin kaynagi
bakimindan farklilik gésteren 2 tip sement dokusu bulunmaktadir, bunlar hiicresiz
sement ve hiicreli sementtir. Hiicresiz sement dis gelisimi sirasinda ilk olusan

sementtir ve kokiin kuronal 2/3’tinde yer alir (Akman ve ark., 2015). Sementin



yapisinda % 50 oraninda hidroksiapatit, % 50 oraninda ise kolajen ve kolajen dis1
proteinler bulunmaktadir (Birkedal-Hansen ve ark., 1977). Sementi olusturan organik
matriksin biiyiik ¢cogunlugu tip I kolajen (%90) ve tip Il kolajendir (%5) (Newman ve
ark., 2014). Olgunlasmis sementin protein salgilarinin hiicre yapismasini ve hiicre
goglinii arttirdigl, periodontal ligament hiicreleri ile gingival fibroblastlarin (GF)
protein sentezini uyardigi bilinmektedir (Saygin ve ark., 2000). Sementin dentine
baglanma mekanizmasinin bilinmesi, periodontal rejenerasyonun saglanmasina
yonelik tedavilerin gelistirilebilmesi agisindan énemlidir. Sement olusumu, dentinin
mineralizasyonunun heniiz tamamlanmadigi zaman baslar ve bu asamada sement
fibrilleri dentine tutunur. Bu olaylar zincirinin ger¢eklesmedigi durumlarda ise sement
rejenerasyonunun saglanmasina ragmen olusan sementin dentinden ayrilabilecegi
belirtilmektedir (Diekwisch, 2001; Akman ve ark., 2015). Periodontal rejenerasyonun
saglanmasi sirasinda bag doku fibrillerinin sementte yeni atasman olusturmasi énemli

bir adimdir, sement bu siiregte kritik rol oynamaktadir.

Kemik, organik ve inorganik minerallerden olusan metabolik olarak aktif bir
organdir. Kompakt ve kansell6z kemikten meydana gelmektedir. Kemik dokusunun
%60-70’1 inorganik, % 5-8’i su ve geri kalan kismi organik igeriklidir. Inorganik
maddenin biiyiik bir kismi1 kalsiyum ve fosfat igermektedir. Organik kismin %90’ 1n1
tip 1 ve tip IV kolajen, %5°1lik kismini tip 111 kolajen olusturmaktadir, geri kalaninda
ise kolajen olmayan proteinler ve proteoglikan bulunmaktadir (Saito ve Tsuji, 2012).
Kolajen olmayan kisim ise osteonektin (ON), osteopontin (OPN), proteoglikan,

matriks glikoprotein gibi proteinler icermektedir (Shwartz, 1997).

Periodonsiyumun boéliimlerinden biri olan alveol kemigi ise, maksilla ve
mandibulada dis soketini destekleyen kisimdir ve gelisim doneminde dental kesede
yer alan farklilagmamis hiicrelerin osteoblastlara doniismesi sonucu olugmaktadir.
Alveol kemigi; havers kanallarindan ve kompakt lameller tarafindan olusturulan
kortikal kemigin eksternal tabakasi ve soket duvarin1 kaplayan, radyografide lamina
dura olarak goriilen ince ve kompakt kemik duvarindan olusmaktadir. Histolojik
acidan, alveol kemiginin merkez bileseni olan siingerimsi kemige iletimi saglayan,
norovaskiiler demetlerin periodontal ligamentle baglandigi kribriform tabaka olarak
adlandirilan bir dizi agiklik igerir (Newman ve ark., 2014). Hiicresel agidan osteoblast,



osteoklast, osteosit ve farklilasmamis bag dokusu hiicreleri igerir. Osteoblast ve
osteoklastlar alveol kemiginin yeniden yapilanmasinda birlikte rol oynarlar (Akman

ve ark., 2015).

Kemigin dis yiizeyini 6rten bag dokusuna periost denilmektedir ve 2 tabakadan
olusmaktadir. I¢ tabakaya osteojenik tabaka da denilmektedir ve osteoblastlara
farklilasabilme kapasitesine sahip progenitor hiicreler ve osteoblastlar icermektedir.
Dis tabaka ise fibroz tabaka olarak da isimlendirilir ve kan damarlari, sinirler, kolajen
fibriller ve fibroblast igerir. Periosttaki osteoblast/osteoklast dengesini saglamaya
yonelik hiicresel olaylar kemikteki sekilsel ve boyutsal degisimleri yasam boyunca

belirler (Parfitt, 1983).

Alveol kemikte yasam boyu rezorpsiyon ve remodelasyon faaliyetleri
goriilmektedir. Kemik, olusan hasarin derecesi ve yerine gore tepki verme, onarma ve
hasarli dokuyu yeni yapilan kemikle degistirme Ozelliklerine sahiptir. Saglikli
dokularda kemik yapim/yikim mekanizmasinin dengelenmesi igin osteoblast ve
osteoklastlarmn farklilasmasini diizenleyecek otokrin ve parakrin hormonlar, lokal

faktorler gibi pek cok mekanizma gorev almaktadir (Schwartz ve ark., 1997).

4.2. Periodontal Hiicreler

4.2.1. Gingival Fibroblast ve Periodontal Ligament Fibroblast Hiicreleri

Fibroblastlar, bag dokusunun liflerini ve ECM yapimin saglayarak ve eski lifleri
rezorbe ederek bag dokunun remodelasyonunu ve korunmasini saglayan hiicrelerdir.
Yapilan in-vitro ¢alismalarda 6zellikle periodontal ligament fibroblastlarinin (PDLF)
periodontal ligamentin devamliligi, tamiri ve rejenerasyonu yaninda sementoblast ve
osteoblastlara farklilasma kabiliyeti sayesinde sement ve alveol kemigi yapim/yikim
mekanizmalarinda da gérev aldiklar bildirilmistir (Mariotti ve Cochran, 1990; Cho ve
Garant, 1996).

Aktif fibroblastlar genellikle kolajen demetlerin yakininda bulunur ve kolajen
demetlerinin uzun eksenine paralel olarak yer alirlar. Yassilasmis yildiz seklinde

hiicrelerdir ve gittik¢e incelen sitoplazmik uzantilart bulunmaktadir. Hiicrenin genis,



graniillii, oval bir ¢ekirdegi ve 1 ya da 2 adet belirgin ¢ekirdek¢igi bulunur. Gelismis
bir Golgi aygit1 ve graniillii endoplazma retikulumu (GER) goze ¢arpar. Fibrosit olarak
adlandirilabilen inaktif fibroblastlarin ise sitoplazmalar1 asidofiliktir ve aktif
fibroblastlara oranla daha kii¢iik ve oval hiicrelerdir. Gittik¢e incelen sekle sahiptir
ayrica daha kiiciik ve koyu boyanan c¢ekirdekleri vardir. Elektron mikroskobunda
incelendiginde, az miktarda GER fakat bol miktarda serbest ribozom goriilmektedir
(Gartner ve Hiatt, 2001; Giizel ve ark., 2006).

Rejeneratif siirecte bu hiicrelerin roliinii daha fazla anlamak i¢in, ayn1 bireyden
elde edilen PDLF hiicreleri ile GF hiicrelerinin ayni pasaji in-vitro olarak
karsilagtirilmis ve PDLF hiicrelerinde, protein ve kolajen iiretimi GF’lere kiyasla
anlamli derecede daha yiiksek bulunmustur. Ek olarak PDLF hiicrelerinin daha yiiksek
alkalen fosfataz (ALP) seviyesine sahip oldugu gésterilmistir (Somerman ve ark.,
1988). PDLF’nin hiicresel aktivitesinin fazla oldugu diisiiniilmektedir ve kolajen
sentezinin, diseti fibroblastlarindan 2 kat, dermal fibroblastlardan 4 kat fazla oldugu
gosterilmistir (Sodek, 1977).

Hou ve Yaeger (Hou ve Yaeger, 1993) yaptiklar1 ¢alismada, GF ve PDLF
hiicrelerini tip | ve tip Il kolajene spesifik antikorlar ile histokimyasal teknikler
kullanarak karsilastirmislardir. Hem tip I kolajenin hem de tip 11l kolajenin floresan
yogunlugunu GF’lerde PDLF’ye kiyasla daha zayif oldugunu bulmuslardir. Bu
bilgilere dayanarak, PDLF’nin GF’lere gore daha aktif olduklarin1 gostermekle
birlikte, PDLF’nin mineralizasyonu baglatmak siirecinde 6nemli hiicreler olabilecegini

diistinmiislerdir.

4.2.2. Osteoblastlar

Osteoblastlar iskelet yapiminda ve korunmasinda son derece 6nemli olan kemik
matriksinin salgilanmasi ve osteoklast aktivitesinin diizenlenmesinden sorumlu, tek
cekirdekli ve 6zellesmis, mezenkimal kaynakli hiicrelerdir (Canhdo ve ark., 2005;
Caetano-Lopes ve ark., 2007). Mezenkimal kok hiicreler, olgun osteoblast hiicrelerini
olusturmak i¢in birka¢ transkripsiyon asamasina ugrar. Osteoprogenitor hiicreler

osteoblastlara  farklilasmaya  basladiklarinda daha sonra hidroksiapatitin
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minerallesmesi igin gerekli olan tip | kolajen salgilamaya baslar (Young ve ark., 1992;
Bassi ve ark., 2011).

Osteoblastlar aktif durumdayken kiibik formdadirlar ve tip I, tip V kolajen ve
protein-karbonhidrat karisimi iceren amorf bir organik matriks salgilarlar (Nanci,

2003) (Gelisim, 1993; Majeska, 2001). Bu matriksin temel elemanlar1 sunlardir:

e Osteokalsin osteoblastlar tarafindan sentezlenir, kalsiyum ve mineral
baglar, minerilizasyonun olgunlasmasini diizenler (Sikavitsas ve ark., 2001;
Nanci, 2003).

e ON osteoblast ve trombositler tarafindan sentezlenir, mineral
organizayonundan sorumludur  (Sikavitsas ve ark., 2001; Grzesik ve
Narayanan, 2002; Nanci, 2003).

e OPN asidik bir sialoproteindir. Kemik matriksine hiicre yapismasini
saglar (Sikavitsas ve ark., 2001; Grzesik ve Narayanan, 2002; Nanci, 2003).

e ALP viicuttaki cogu hiicre zarinda bulunan membrana bagli bir
glikoproteindir. Fibroblast ve osteoblast aktivitesinden sorumludur (Cabrini ve
Carranza, 1951; Fedde ve ark., 1990).

o Fibronektin ekstraseliiler bir polipeptiddir. Hiicre yapigmasi igin
kullanilir (Sikavitsas ve ark., 2001; Grzesik ve Narayanan, 2002; Nanci, 2003).

e Trombospontin kalsiyum, hidroksiapatit ve osteonektini baglar ve
kemik hiicrelerine yapisir. Biiylime faktorii olarak da gorev alir (Sikavitsas ve
ark., 2001).

e Proteoglikan 1 ve Il kolajen fibrillerin biiylimesini kontrol eder
(Sikavitsas ve ark., 2001).

Kemigin yeniden sekillenme siirecinin durmasiyla inaktif olan osteoblastlar ECM
olusturarak olusturduklari matris igerisine gomiillirler ve osteosit hiicrelerine
dontsiirler. Osteoblastlar ek olarak kemik rejenerasyonu ile ilgili kemik morfogenetik
proteini (BMP), transforme edici biiylime faktorii (TGF-B), insiilin benzeri biiyiime
faktorii (IGF-1, IGF-11), interlokin (IL-1), trombosit kaynakli bitylime faktorii (PDGF)

gibi sinyal proteinlerini de salgilamaktadirlar (Junqueira ve ark., 2003).
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4.2.3. Sementoblast

Sementoblastlar, dental folikiilden koken alan ektomezensimal kaynakli
hiicrelerdir. Hem hiicreli hem de hiicresiz sement olusumunda rol alan
sementoblastlar, yuvarlak kromatin agisindan zengin bir ¢ekirdek ve protein sentezi ve
taginmast icin gerekli olan endoplazmik retikulum igeren biiyiik, kiibik hiicrelerdir
(Furseth, 1969; Bosshardt, 2005). Tip | kolajen, OPN, ON ve bone sialoprotein (BSP)
gibi polipeptid yapilarin sentezine katilirlar (Bosshardt, 2005). Inaktif durumdaki
sementoblastlar mineralize matris i¢ine gomiilerek diisiik seviyede matris sentezi
yapmaya devam ederler bu formlarina sementosit denilir ve osteositlere benzer 6zellik

gosterirler (Bartold ve ark., 1996).

4.3. Periodontal Rejenerasyon

Periodontal hastaliklar destek dokularin enflamatuvar reaksiyonudur ve sonugta
disi destekleyen alveol kemigin, sementin ve periodontal ligamentin yikimina yol
acarlar (Brown ve Loe, 1993; Kocher ve ark., 2000). Periodontal hastaliklarin
tedavisinde amag, mikrobiyal etiyolojiyi ve ilgili risk faktorlerini kontrol altina alarak
enfeksiyonun ilerlemesini durdurmak ve yikima ugramis destek periodontal dokularin
yeniden saglikli durumlarina donmelerini ve rejenerasyonlarini saglamaktir.
Periodontal hastaliklarin tedavisi sonrasi iyilesme tamir ya da rejenerasyonla
olabilmektedir. Tamir yaranin tamamen yapisal ve fonksiyonel olarak restore
edilmeden iyilesmesidir. Periodontal rejenerasyon ise hastalik sonucu kaybedilen
diseti, alveol kemigi, periodontal ligament ve sementin yeniden olusturulmasi ve
fonksiyonel olarak restore edilmesidir (Bosshardt ve Sculean, 2009; Akman ve ark.,
2015). ideal periodontal tedavi, kaybolan periodonsiyumun rejenerasyonunu
icermelidir.

Periodontal rejenerasyon amaciyla gercgeklestirilen cerrahi iglemler sirasinda
yapilan ensizyonu takiben gozlenen yara iyilesmesi li¢ faza ayrilmistir (Wikesjo ve
Selvig, 1999; Polimeni ve ark., 2006). Bu fazlar, yumusak dokuda iltihap, granulasyon
dokusu ile ECM olusumu ve remodelasyonudur. Bu basamaklar, periodonsiyumda

olusan yaralanmalar sonrasinda da benzerdir. Yaralanma sonrasi fibrinojen, fibrin
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pihtisinin dentine yapismasim saglar. Ilk 1 saat iginde, flepten gelen nétrofiller pihtiya
infiltre olarak yumusak doku iyilesmesinin erken fazini baglatir. Sonraki 6 saat i¢inde
notrofiller yaradan gelen bakterileri ve pargalanan doku hiicrelerini fagosite ederler
(Wikesjo ve Selvig, 1999). Ensizyondan 3 giin sonra ise iltihabin ge¢ fazi baslar. Bu
fazda, polimorfoniikleer 16kositlerin (PMNL) yerine makrofajlar gelir ve ilk olarak
PMNL ile eritrositleri fagosite eder. Diger yandan dokudan sitokinler ve doku biiyiime
faktorleri salgilanir. Bu molekiiller iltihabi asamadan graniilasyon dokusuna gegisi
gosterir (Wikesjo ve Selvig, 1999). Klinik olarak ise flep ile dis/kemik arasindaki
mesafe azalir ve epitel flep kenarinda ilerlemeye baslar (Bartold ve ark., 2000;
Newman ve ark., 2014). Ensizyonun 7. giiniinde fibroblastlar bélgeye gelir, yeni damar
ve bag dokusu i¢eren hiicreden zengin graniilasyon dokusu olusur (Wikesjo ve Selvig,
1999). Ayn1 anda kok {izerinde hemidesmozom ve bazal lamina araciligiyla epitelyal
baglant1 olusur. lyilesmenin ikinci haftasinda kok yiizeyine paralel kolajen lifler
olusmaya baglar. Bu asamada flep ile dis arasindaki baglant1 hala zayiftir fakat klinik
goriintii neredeyse sagliklidir (Newman ve ark., 2014). Iyilesmenin son déneminde
yeni olusan baglantilardaki gerilimler doku biiziilmesine sebep olur, graniilasyon
dokusu fonksiyonel ihtiyaglara gore remodelasyon ve olgunlagma ile sonuglanir ayrica
diseti olugu duvari epitelize olur ve birlesim epiteli meydana gelir. Bu donemde ayrica
kret tizerinde kolajen lifler olusmustur ve epitel hiicreleri fonksiyonel dizilime
ulagsmiglardir (Clark, 1993; Singer ve Clark, 1999; Polimeni ve ark., 2006; Ramseier
ve ark., 2012; Newman ve ark., 2014). Diseti epitelinin ve bag dokusunun iyilesmesi
birkag¢ haftada tamamlanirken, sement ve alveol kemiginin iyilesmesi ¢ok daha uzun
stirmektedir (Polimeni ve ark., 2006). Periodontal cerrahi sonrasi iyilesmede kok
ylizeyine ilk gelen hiicreler bag dokusundan gelen hiicreler ise diseti hacminde azalma,
diseti ¢ekilmesi, cep olusumu ve kok rezorpsiyonu goriilebilmektedir. Kok yiizeyine
ilk olarak alveol kemigi hiicrelerinin gelmesi durumunda ise kok rezorpsiyonu ve

ankiloz olusabilmektedir (Ramseier ve ark., 2012).

4.3.1. Periodontal Rejenerasyonda Hiicrelerin Rolii

Periodontal dokularin rejenerasyonunun saglanmasinda gerekli olan bazi temel

bilesenler; hiicreler, kanlanma destegi, tasiyici iskelet yapilar ve sinyal molekiilleridir
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(Taba ve ark., 2005). Hiicreler yeni doku gelisimini ve farklilagmasini saglarlar.
Biiytime faktorleri hiicresel aktiviteyi diizenler ve matriks tiretimi, yeni kanlanma agi,
doku gelisimi ve homeostaz saglar. Destek tasiyici iskelet yapilar ise rejenerasyon
basamaklarini kolaylastirmak amaciyla ¢esitli biyolojik/biyoaktif molekiillerin yara
bolgesine tasinmasina yardim ederek ii¢ boyutlu bir iskeletin olusturulmasini saglar
(Taba ve ark., 2005; Kurtis, 2008).

Rejenerasyonda periodontal ligamentteki progenitor hiicrelerin rol aldiklari
bilinmektedir (Oringer, 2002). Progenitor hiicreler, rejeneratif kapasitesi iyi olan
Ozellesmis hiicrelere donliserek rejenerasyon sirasinda bu hiicrelerin prolifere
olmalarini saglamaktadirlar (Garrett, 1996; Nanci, 2003; Bartold ve ark., 2006). Hem
periodontal ligament hem de gingival dokunun, periodontal rejenerasyonu uyarabilen
hiicreleri barindirdig1 diistiniilmektedir (Melcher, 1976; Nyman ve ark., 1987).

Fibroblastlar, toplam gingival ve periodontal ligament bag dokusu hacminin
yaklasik % 5,6'sin1 olusturur. Yaralanma veya periodontal cerrahi sonrasi, bu hiicreler
aktive edilir; prolifere olurlar, yara bolgesine go¢ ederler ve hasar diizeltilene kadar
yeni matris bilesenlerini sentezlerler (Narayanan ve Page, 1983). Periodontal
cerrahiden sonra, gingival bag dokusunun kok yiizeyine temas etmesi ile kok
rezorpsiyonunun meydana gelebilecegi gosterilmistir. Aksine, periodontal ligament
hiicrelerin selektif olarak kok ylizeyi ile temas etmesine izin verildiginde, fonksiyonel
bir periodonsiyum rejenerasyonu histolojik olarak gozlemlenebilir (Melcher, 1976).
Bu go6zlemlere dayanarak, gilincel cerrahi teknikler periodontal ligamentin
yenilenmesine odaklanmistir. Cesitli tiirlerdeki membranlarin kullanilmasiyla, bu tiir
yonlendirilmis doku rejenerasyonu teknikleri, diseti epitel hiicrelerinin apikal gé¢tlinii

siirlandirabilir ve PDLF ile yeni bir baglantinin kurulmasini destekleyebilir.

4.3.1. Rejeneratif tedaviler

Periodontal rejenerasyonun saglanabilmesi amaciyla kemik greftleri, bariyer
membran, biiyiime faktorlerinin cerrahi bolgede kullanilmasi gibi yontemlerin yani
sira doku miihendisligi kapsaminda gen tedavisi ve hiicre uygulamalarin1 da igeren
farkli yontemler aragtirilmaktadir (Foster ve Somerman, 2005). Geleneksel tedaviler

sonrast ideal kosullar saglandiginda bile sinirlt miktarda kemik, sement ve bag dokusu
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olugsmaktadir. Son yillarda ise periodontal rejenerasyon saglanmaya calisilmaktadir.
Rejeneratif periodontal tedavinin basarili olabilmesi i¢in en onemli faktor, tam bir
rejenerasyonun saglanabilmesi igin gerekli olan molekiiler ve hiicresel olaylarin
anlasilmasidir. Yapilan arastirmalar, periodontal rejenerasyonun olusumu ve
periodontal dokularin gelisiminde benzer olaylarin gergeklestigini gostermistir
(Oztiirk ve Bozkurt, 2005). Hem gelisim siirecinde hem de rejenerasyonda hiicrelerde
migrasyon, proliferasyon, biyosentez ve farklilasma gézlenmektedir. Bu olaylarin
olusumunu tetikleyen biyolojik mediyatorler de aynidir. Periodonsiyumun gelisiminde
rol oynayan molekiil ve proteinlerin periodontal tamir ve rejenerasyonda da etkili
oldugu bilinmektedir (Osborn ve Price, 1988; McCauley ve Somerman, 1998). Disin
gelisimi sirasinda, epiteliyal ve mezenkimal kaynakli hiicreler ¢esitli biiyiime
faktorleri ve morfojenler ile uyarilarirlar. Periodontal dokularin gelisimindeki ve
rejenerasyonundaki en 6nemli olan faktor, uygun hiicrelerin bu alana gelmesidir.
Periodontal hastaliklarin cerrahi tedavisi sonrasi iyilesme doneminde yara bolgesine
gelen hiicreler, olusacak dokunun ve iyilesmenin karakterini belirler. Periodontal yara
bolgesine ilk ulasan hiicreler diseti epiteline ait hiicrelerdir. Bu hiicrelerin ¢ogalma ve
go¢ etme hizlar1 periodonsiyumdaki diger hiicrelere gore ¢ok daha hizlidir (Melcher,
1976). Nyman ve ark., (Nyman ve ark., 1982) yaptiklari ¢alismada, yeni sement ve
bag dokusu atasmani olusturma kapasitesinin sadece periodontal ligament
hiicrelerinde bulundugunu ve yeni sement ile bag dokusu atagmani olusumunu
saglamak i¢in yara bolgesinde ¢ogalma Onceliginin periodontal ligament hiicrelerine

verilmesini saglayan teknikler uygulanmasi gerekliligini gostermislerdir.

4.4. Wnt/3- catenin Sinyal Yolu

Int-1 geni ilk olarak farelerdeki meme karsinomlarinda, fare meme tiimortii viriisii
(MMTV) tarafindan en sik hedef olan gen olarak tanimlanmistir (Nusse ve Varmus,
1982). MMTYV proviriislerinin tetikledigi diger tiimorlerde tespit edilen genler, bu
genlerin kodlama potansiyeli hakkindaki bilgi yoklugu sebebiyle int-2 ve int-3 olarak
adlandirilmigtir. Daha sonraki yillarda int-1 geni ile int-2 ve int-3 geninin arasinda
baglanti olmadig1 ortaya ¢ikmustir ve int-1 geninin Drosophila wingless genine benzer

glikoprotein salgiladigi bulunmustur (van Ooyen ve Nusse, 1984; Rijsewijk ve ark.,
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1987). Tim bu veriler 1518mnda int-1 geni ailesi winglesstype kisaltmasi olan ‘Wnt’
olarak adlandirilmistir (Nusse ve ark., 1991).

Wnt sinyal yollar1 eriskin donemde rejeneratif kapasitesi olan hiicrelerin
adezyonunda, hedef hiicrelerin gen trankripsiyonunun kontrol edilmesinde,
embriyonik donemdeki hiicrelerde ise hiicre polaritesinin, proliferasyonunun
saglanmasinda, farklilagsmada ve hiicre gociinde 6nemli rol oynamaktadir (Tanir ve
Demirezen, 2009). Wnt/B-catsinyal yolu, Wnt sinyal yollarindan birisidir. Wnt / B-cat
sinyalizasyonunun aktivasyonu, doku hasarinda erken bir cevaptir ve tiim dokulardaki
hiicresel temelli onarimin uyarilmasi i¢in gereklidir (Eisenmann, 2005; Popelut ve
ark., 2010; Whyte ve ark., 2012) (Sekil 4.2). Wnt sinyal mekanizmasi aktif veya inaktif
durumda olabilir. Wnt proteini sentezlendikten sonra ekzositozla intraseliiler
bosluklara birakilir ve hedef hiicre zarina ulasir. Hedef hiicre zarindaki Frizzled (Fz)
ve LDL reseptor iligkili protein (Lrp) reseptoriine baglanir. Fz reseptorii G proteini
ailesine ait transmembran proteindir. Lrp proteini ise Fz proteininin ko-reseptoriidiir
ve transmembran proteindir. Wnt, Fz ve Lrp kompleksi Wnt sinyal yolunun ilk
basamagini olusturur (Cadigan ve Liu, 2006; Mikels ve Nusse, 2006; Chen ve ark.,
2007; Altinok ve Sunguroglu, 2016). Bu baglanmanin ardindan sinyal sitoplazmaya
iletilir ve dishvelled (DVL) fosforilizasyonu uyarilir. Bu fosforilizasyon Axin, kazein
kinaz 1 (CK1), Adenomatdz polipozis koli (APC) ve GSK-3’ten olusan yikici
kompleksin dagilmasina sebep olarak B-kateninin stabilizasyonunu saglar. Ardindan
B-katenin ¢ekirdege girerek T-cell factor/Lymphoid enhancer factor (TCF/LEF)
trankripsiyon faktorlerine baglanir ve sonug¢ olarak hiicrenin proliferasyonunu
saglayacak birgok Wnt geninin transkripsiyonunu baslatir (Veeman ve ark., 2003;
Altinok ve Sunguroglu, 2016). Bu aktivasyonla, hem sinyal yolunda gdrev yapan
proteinlerin transkripsiyonu gerceklesir, hem de proliferasyonda, hiicre siklusunda,
farklilagsmada 6nemli rol oynayan bir¢ok genin transkripsiyonunun kontrolii saglanmis
olur (Willert ve Nusse, 1998; Miller, 2002; Mikels ve Nusse, 2006; Tanir ve
Demirezen, 2009). Wnt reseptorlere bagl degilken hiicre igi ara molekiil olan f-
katenin siirekli yikima ugrar ve sonugta cekirdege girecek [-katenin ortamda
bulunmadigindan sinyal yolunun hedef genlerinin transkripsiyonu baskilanmis olur
(Orsulic ve ark., 1999; Miller, 2002; Daugherty ve Gottardi, 2007; Tanir ve
Demirezen, 2009).

16



Ligand yoklugunda Ligand varliginda

FRIZZLED

[ ]

DEEEN  Axin
CKloa ——7i——
f — katenin o
Y4
bppP

| ERE=ETY

Ubikitinasyon ve Degrasyon

&{OoOl—ﬂ/ \(ﬂ/

Hedef genlerin baskilanmasi k Hedef genlerin aktivasyonu

Sekil 4.2. Wnt sinyal yolu (Eisenmann, 2005)

Genel olarak Wnt sinyal yolunun aktivasyonunun azaltilmasinin rejeneratif
kapasiteyi azalttigi bilinmektedir (Whyte ve ark., 2012). Giiglii rejeneratif kapasitesi
olan planaryalarda Wnt sinyal yolunun inhibe edilmesi sonrasi bigimsiz anatomik
olusumlar ortaya ¢ikmustir (Gurley ve ark., 2008; Petersen ve Reddien, 2009; Yazawa
ve ark., 2009). Ayni sekilde, zebra baligindaki dorsal yiizgecin ampiitasyonundan
sonra Wnt sinyal yolu inhibe edildiginde normal ylizge¢ rejenerasyonunun bozuldugu
gorilmiistiir (Kawakami ve ark., 2006). Retinalar1 siirekli rejenere olan hayvanlarda
Whnt sinyal yolu inhibe edildikten sonra rejeneratif kapasitenin kesintiye ugradig
gozlenmistir (Kubo ve ark., 2003). Rejeneratif kapasitesi limitli olan dokularda ise
Whnt sinyal yolu tamir igin gereklidir (Whyte ve ark., 2012). Ornegin, iskeletteki kirtk
sonrast Wnt sinyal yolu inhibe edilirse kaynagsmamig kemik ortaya ¢ikmaktadir (Chen
ve ark., 2007; Kim ve ark., 2007; Leucht ve ark., 2008). Memelilerde cilt
yaralanmalarinda iyilesme genelde skarla olmaktadir ancak Wnt sinyal yolu aktive
edildiginde tamamen islevsel epidermis olustugu goriilmiistiir (Ito ve ark., 2007).
Multiple myeloma hastalarinda yeni kemik olusumunu tesvik etmek i¢in Wnt sinyal
yolunun aktive edilmesiyle ilgili fazI/II klinik ¢aligmalar yiiriitilmektedir (Yaccoby
ve ark., 2007; Fulciniti ve ark., 2009). Kemoterapi sonrasi ortaya ¢ikan oral
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mukozitisin tedavisi amaciyla yapilan bir calismada Wnt agonisti olan R-spondin’in
sistemik kullanimiin mukoza yenilenmesini uyardigi gosterilmistir (Zhao ve ark.,
2009).

Whnt sinyal yolunun periodontal dokularin gelisiminde ve homeostazindaki rolii
bilinmektedir (Kim ve ark., 2007; Rooker ve ark., 2010; Zhang ve ark., 2013; Lim ve
ark., 2014). Wnt antagonistlerinin asir1 ifadesiyle Wnt sinyalinde azalma, Wnt
ligandlarinin eksikligi veya Wnt reseptorlerini kodlayan genlerdeki mutasyonlar
kemik kaybina neden olmaktadir (Minear ve ark., 2010). Kim ve ark. (Kim ve ark.,
2007) farelerde yaptiklar1 caligmada Wnt sinyal yolunu bir Wnt antagonisti olan
dickkopf 1 (Dkkl1) ile inhibe etmis ve iskelet yaralanmasina bagli kemik
rejenerasyonunda %84 oraninda azalma, osteoblastlarda ise farklilagmada gecikme
gozlemlemislerdir. Tersine, Wnt sinyalinin arttirilmasi, artmis kemik hacmine,
anormal kemik yogunluguna (hiperostozis) ve sklerozan kemik displazisi olarak
bilinen bir durum olan kemigin patolojik kalinlasmasina neden olur (Minear ve ark.,
2010).

B-katenin’in stabilize edildigi farelerde yapilan deneylerde mezenkimal hiicrelerin
asir1 sement olusumuna sebep oldugu gosterilmistir (Kim ve ark., 2007; Rooker ve
ark., 2010). Yapilan calismalarda, Wnt sinyal yolunun inaktif oldugu farelerde dis
kokii gelisiminin durdugu gozlenmistir (Zhang ve ark., 2013). Wnt 3a’nin ALP ve
osteokalsini  baskiladigi  bdylece sementoblast farklilagmasmi  durdurarak
proliferasyonunu destekledigi bilinmektedir (Nemoto ve ark., 2009).

Wnt sinyal yolunun aktivasyonunun, si¢an periodontal defekt modelinde ve insan
periodontal ligament hiicrelerindeki in-vitro ¢alismalarda sementoblast farklilasmasi
ve sement rejenerasyonunda rol oynadigi bildirilmistir (Han ve ark., 2015). Bu
dogrultuda yapilan bir ¢alismada Wnt sinyal yolunun aktivatorii olarak bilinen lityum
iyonlarinin biyoaktif iskelelerden salinimi sonrasi periodontal ligament hiicrelerinin
proliferasyonunu ve farklilagmasini artttirdigi gosterilmistir (Han ve ark., 2012).

Embriyonik fasiyal ¢ikintilarda hiicre proliferasyonu alanlart gii¢lit Wnt sinyal
yolu yaniti olan bolgelerle ortiismektedir (Brugmann ve ark., 2007). Bu bilgilerden
yola ¢ikilarak yapilan bir calismada Wnt sinyal yolunun periodontal ligament tizerinde

ayni etkiye sahip olup olmadig1 incelenmis ve periodontal ligament proliferasyonunun
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arttigi bolgelerde Wnt sinyal yoluna yanit veren hiicre sayisinin fazla oldugu
bulunmustur (Rooker ve ark., 2010).

Wnt-f cat sinyal yolunun mezenkimal kok hiicrelerini osteoblastlara
doniismesinde rol oynadigi diisiiniilmektedir ve bazi Wnt proteinlerinin (Wntl, Wnt2
ve Wnt3a) osteoblast farklilagmasinda rol oynayan 6nemli bir marker olan ALP’yi
indiikledigi gosterilmistir (Rawadi ve ark., 2003; Westendorf ve ark., 2004). Wnt
sinyal yolunun sadece osteoblast farklilasmasinda degil aym1 zamanda
proliferasyonunda da rol oynadig: bilinmektedir (Caetano-Lopes ve ark., 2007).

Morvan ve ark. (Morvan ve ark., 2006) yaptiklari ¢alismada DKkk1 eksikligi
bulunan farelerde kemik fenotipini incelemis, yapisal acgidan bir degisiklik
gozlemlememekle birlikte kemik artisina yol acan tiim parametrelerde artis
gozlemlemislerdir. Babij ve ark. (Babij ve ark., 2003) yaptiklar1 ¢alismada LRP5
mutasyonu olan farelerde yiiksek kemik kiitlesi bulmuslardir. LRP5’in Wnt sinyal yolu
bileseni olan Axin 2 ile etkilesime gegerek kemik kiitlesini arttirdigi diigtiniilmektedir.

Popelut ve ark., (Popelut ve ark., 2010) farelerde implant uygulamasinin ardindan
osseointegrasyonu inceledikleri ¢alismada Wnt sinyalinin kemik olusumundaki asil
roliinlin yan1 sira, implant osseointegrasyonunda yaygin bir kullanima sahip
olabilicegini gostermislerdir.

Whnt sinyal yolunun kemik iizerindeki bu etkileri osteoblast aktivitesinin artist,
osteoklast aktivitesinin inhibisyonu veya pluripotent kok hiicrelerin farklilagmasi ile
aciklanabilir (Sekil 4.3) (Lerner ve Ohlsson, 2015). Gaur ve ark. (Gaur ve ark., 2005)
hem in-vivo hem de in-vitro ¢alismalarinda kemik yapimui ile iliskili olan Runx2 gen
ekspresyonunun Wnt sinyal yoluyla pluripotent mezenkimal ve osteoprogenitor
hiicrelerde indiiklendigini gostermistir. Glass ve ark. (Glass ve ark., 2005) farklilagsmis
osteoblastlarda B-katenin stabilizasyonunun artan kemik kiitlesiyle iligkili oldugunu,
bu artisin kemik yapimindan ziyade yikimin engellenmesinin sebep oldugunu 6ne
stirmislerdir. Yaptiklar1 ¢alismalarda [-kateninin TGF proteinleri ile birlikte
osteoklast farklilasmasinin ana inhibitorii olan osteoprotegerinin osteoblast
ekspresyonunu diizenledigini gostermislerdir. Bu bulgular B-katenin ve dolayisiyla
Whnt sinyal yolunun osteoblastlarin osteoklasta farklilasmasini inhibe etme kabiliyetini
arttirdigin1 gostermektedir. Farelerde B-kateninin baglandigi trankripsiyon faktorii

olan Lef-1 eksikliginin eksik dis olusumuna ve dis gelisiminde tomurcuk sathasinda
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duraklamaya sebep oldugu gosterilmistir (van Genderen ve ark., 1994). Lef-1’in asir1
ekspresyonu ise epitelde artis ve dis benzeri yapilarin olusumuna sebep olmaktadir

(Zhou ve ark., 1995).
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Sekil 4.3. Wnt sinyal yolu osteoblast/osteoklast aktivitesi (Lerner ve Ohlsson, 2015)

Wnt sinyal yolunun periodonsiyumun gelismesiyle veya devamliliginin
saglanmasindaki rolii ile ilgili sinirlt sayida bilgi bulunmamaktadir. Bununla birlikte,
diger kok hiicreler {izerideki davranislarina dair birgok calisma mevcuttur. Ornegin,
embriyonik mezenkimal hiicrelerde Wnt sinyal yolu, proliferasyonu arttiriken
diferansiyasyonu azaltmaktadir (ten Berge ve ark., 2008). Rooker ve ark. (Rooker ve
ark., 2010) Wnt sinyal yolunun periodonsiyum tizerindeki etkisini inceledikleri
calismada farelerde siirekli olarak siiren kesici disler ile yavas siiren molar disleri
karsilastirmislar, calisma sonucunda kesici dislerdeki periodontal ligamentte
proliferasyonun fazla oldugu alanlarda Wnt yanmitinin daha fazla oldugunu

bulmusglardir.
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4.5. Glikojen Sentaz Kinaz-3

Hiicreler tarafindan enzimleri ve yapisal proteinleri diizenlemek i¢in kullanilan en
yaygin post-translasyonel mekanizma olan protein fosforilizasyonu yaklasik 520
protein kinaz ve 80 protein fosfataz ile kontrol edilmektedir. Bir¢ok hastalik protein
fosforilizasyon anomalileri ile iliskili oldugundan kinazlarin farmakolojik inhibitorleri
ve fosfatazlar ilag kesfinde dnemli bir hale gelmistir (Cohen, 2002; Meijer ve ark.,
2004; Noble ve ark., 2004). GSK, glikojen sentezinin diizenlenmesindeki
fonksiyonunu tanimlamak tizere g¢alisilan ilk kinazlardan biridir (Frame ve Cohen,
2001; Jope ve Johnson, 2004; Meijer ve ark., 2004). GSK-3'e olan ilgi son yillarda
glikojen metabolizmasinin ¢ok tesine gecmistir ve GSK-3'lin pek ¢ok hiicresel ve

fizyolojik olayda merkezi bir asamada bulundugu bilinmektedir (Meijer ve ark., 2004).

GSK-3’1in birbirine yakin 3 formunun (GSK-3a, GSK-38 ve GSK-332) Wnt ve
Hedgehog sinyal yollarinda ve hiicre boliinme siklusunda, kok hiicre yenilenmesinde
ve farklilasmasinda, apoptozda, transkripsiyonda ve insiilin aktivitesini regiile etmede
biiyiik 6neme sahip oldugu bildirilmistir ve GSK-3’iin farmakolojik inhibitdrlerinin
Alzheimer hastalig1 ve diger norodejeneratif hastaliklar, bipolar affektif bozukluk ve
seker hastalig1 gibi cesitli hastaliklarin tedavisinde kullanilabilecegi diistintilmiistiir
(Meijer ve ark., 2004).

Yapilan ¢aligmalarda GSK-3 inhibit6rleri in-vitro olarak denenmis ve GSK-3’iin
sicanlarda osteoblast farklilasmasini ve kemik kiitlesini arttirdigi goriilmiistiir
(Kulkarni ve ark., 2006). Derin c¢iiriiklii dislerde yapilan bir ¢alismada GSK- 3
inhibitorleri reperatif dentin olusum siirecini desteklemistir ve dogal, islevsel dentin
olusturmustur (Neves ve ark., 2017).

Periodontitisi karakterize eden doku yikimi, bakteriyel patojenlere karsi olusan
konak yanit1 sebebiyle meydana gelir. GSK-3, Toll-like reseptor (TLR) bagl immiin
yanitin yonlendirilmesinde hayati rol oynayan aktif bir kinazdir. GSK-3’iin
inhibisyonu TLR’nin baskilanmasia neden olur (Martin ve ark., 2005). GSK-3’iin
bakteriyel enfeksiyonlar sirasinda proinflamatuar sitokin {iretiminin 6nemli bir aracisi
oldugu ve GSK-3’iin inhibisyonunun oral ve diger patojenlere kars1 hiporeaktiviteye
yol actig1 bilinmektedir. Bu bilgilerden yola ¢ikilarak yapilan bir caligmada, farelerde
P. gingivalis kaynakli deneysel periodontal hastalik olusturulmus ve GSK-3 inhibitorii
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olan SB216763 intraperitonal uygulanmigtir. SB216763’in kemik kaybini
durdurdugu, sistemik sitokin yanitini, lokal nétrofil infiltrasyonunu ve IL-17

ekspresyonunu baskiladigi bulunmustur (Adamowicz ve ark., 2012).

4.6. Tideglusib

GSK-3"1in bir¢ok kii¢iik molekiil inhibitorii gelistirilmis ve farkli deneylerde etkili
bir sekilde Wnt aktivitesini diizenledigi gosterilmistir, bunlardan biri de Alzheimer
gibi norolojik bozukluklarin tedavisinde klinik olarak denenen, farelerde pulpa
hasarinda reperatif dentin olusturdugu bilinen, GSK-3f inhibitorii, TDZD grubu bir
ilag olan Tideglusib (NP-12, NP03112)’dir (Meijer ve ark., 2004; Neves ve ark., 2017).
Yapilan ¢alismalar gbz 6niine alindiginda, rejeneratif yanitta 6nemli bir degere sahip
Wnt/B cat sinyal yolunun aktif hale gelmesinin saglanmasinda GSK-3 inhibitorii bir
molekiil olan Tideglusib’in kullanilmasiyla rejeneratif periodontal doku yanit1 elde
edilebilecegi disiiniilebilir. Bu in-vitro c¢alismada, farkli konsantrasyonlardaki
Tideglusib’in hPdIf, hgf-1 ve hfob hiicreleri iizerine etkilerinin arastirilmasi

amaclanmaktadir.
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5. GEREC ve YONTEM

5.1. Deney Plani

Bu ¢alismada Tideglusib’in periodontal hiicreler iizerine etkisini incelemek
amaciyla hgf-11, hPdIf 2 ve hfob?® hiicre dizileri kullanildi.

Iki asamali olarak planlanan bu galismanim birinci boliimiinde Tideglusib’in
farkli konsantrasyonlarinin 24 saatlik uygulanmasi siiresi sonunda hiicrelerin
proliferasyon ve sitotoksisite iizerine etkisinin incelenmesi amaciyla MultiTox-Fluor
Multiplex Sitotoksisite Testi* uygulandi. Ikinci asamada ise tiim hiicre gruplari igin
ortak doz belirlenerek 24 saatlik tip I ve tip III kolajen salinimi1 Western blot analizi ile

degerlendirildi.

Bu plan dogrultusunda Tideglusib uygulanan hiicre gruplar test grubu olarak

belirlenirken, Tideglusib uygulanmayan gruplar kontrol grubu olarak belirlendi.
5.2. Hiicrelerin Coziilmesi, Pasajlanmasi, Cogaltilmalar1 ve Sayilmasi

Sivi nitrojende -152° C’de saklanan hiicrelerin -152° C’den alinarak hizla
¢oziinmesi saglandi. Coziinen hiicreler igerisinde 10 ml besi yeri bulunan 15 ml’lik
tiiplere alinarak 1300 rpm’de 5 dakika santrifiij edildi ve slipernatant uzaklastirildiktan
sonra pellet resiispanse edilerek besiyeri i¢eren flasklara ekildi. hgf-1’ler igin kiiltiir
ortami; %10 Fetal bovine serum (FBS), 2 mM sodyum piriivat, %1 L-glutamin, yiiksek
D-glukoz ve sodyum bikarbonat igeren Dulbecco’s modified Eagle medium® (DMEM)
ve %0.1 amfoteresin/gentamisin eklenerek besiyeri ile saglandi. hPdIf’ler igin kiiltiir
ortamina ayrica %0.1 fibroblast biiyiime faktorii® ve %0.1 insiiliin benzeri biiyiime

faktorii’ eklendi. Hfob hiicresinin kiiltiir ortami ise; %10 FBS®, %1 L-glutamine®

! Katalog no: CRL-2014, ATCC ®, A4.B.D.

2 Katalog no: CC-7049, Lonza, Isvigre

3 Katalog no: CRL-717372, ATCC®, A.B.D.

4 Katalog no: G9200, Promega, A.B.D.

> DMEM Complete Medium, Katalog no: SLM-241-B, Sigma-Aldrich, Almanya
6 Katalog no: GF002, Sigma-Aldrich, Almanya

" Katalog no: 13769, Sigma-Aldrich, Almanya

8 Katalog no: 16000-036, Gibco™, Thermo Fisher Scientific, A.B.D.

9 Katalog no: W368401, Sigma-Aldrich, Almanya
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(500ul), %0,1 amfoterisin/gentamisin, 22 ml DMEM, 22 ml DMEM/F12* ile
saglandi. Hiicreler 37°C’de % 5 CO2 igeren ortamda inkiibasyona birakilip, hiicre
¢ogalmasi her giin takip edildi (Resim 5.1). Pasaj yapmak i¢in hiicrelerin ekildikleri
flasklar1 %70-80 oraninda doldurmalar1 beklendi, dolan flasklardaki hiicreler
Phosphate buffered saline!? (PBS) ile ii¢ kez yikandi, eklenen tripsin-EDTAR ile
37°C’de 5 dakika inkiibe edildi. inkiibasyon sonrasi tripsin etkisini ortadan kaldirmak
amaciyla eklenen besiyeri ile birlikte 15 ml’lik tiiplere toplanan hiicreler 1300 rpm’de
5 dakika santrifiijiin ardindan pelletin miktarina gore besiyeri ile resiispanse edilerek
flasklara ekildi. Hiicrelerin sayilmasi amaciyla, 10ul hiicre siispansiyonu 10l tripan
mavisi ile karistirilarak, thoma lami ve lamel arasina konuldu ve 1sik mikroskobunda®*
10X biiyiitmede hiicreler sayildi (Resim 5.2). Tripan mavisi ile boyanan hiicreler 6lii,
boyanmayan hiicreler canli olarak degerlendirildi ve asagidaki formiile gore ml’deKi

hiicre sayis1 hesaplandi.

Hiicre sayisi/ml= Ortalama sayim degeri X seyreltme faktorii X 10* X 2

10 Katalog no: P04-01549, Pan-Biotech, Almanya

11 Katalog no: P04-41500, Pan BioTech, Almanya
12 Katalog no: P5493, Sigma-Aldrich, Almanya

13 Katalog no: P10-0235SP, Pan-Biotech, Almanya
14 ZEISS Primovert, Almanya
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Resim 5.1. 10x biiyiitmede 151k mikroskobu goriintiisii (@) hPdIf hiicreleri , (b) hfob

hiicreleri, () hgf-1 hiicreleri

Canlilik ve sitotoksisite testi i¢cin deney protokoliinde belirtilmis olan kuyucuk
basina gerekli olan hiicre sayisina gore (5.000 hiicre/kuyucuk) kullanilmasi gereken

hiicre slispansiyonu miktari hesaplandi.
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Resim 5.2. (a) Thoma lami, (b) 10x biiylitmede goriintiilenen hiicreler, (c) Isik
Mikroskobu

5.3. Hiicre Canlihginin Belirlenmesi ve Sitotoksisite Testi

Tideglusib’in biyolojik uyumlulugunu ve sitotoksisitesini arastirmak ig¢in
MultiTox testi kullanildi. Bu deney iki asamali olarak yapildi ve biri hiicre canliligin

digeri ise sitotoksisiteyi 6l¢en iki proteaz aktivitesi sirali olarak ol¢iildii (Sekil 5.1)
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Sekil 5.1. MultiTox-Glo Multiplex sitotoksiste testi sematik diyagrami

Hiicre canliliginin belirlenmesi i¢in, kuyucuk basina 5.000 hiicre olacak sekilde
hazirlanan siispansiyon 96 oyuklu plakalara her oyukta 100 pl siispansiyon olacak
sekilde eklenerek 24 saat inkiibe edildi. Inkiibasyonun ardindan Tideglusib'® (Resim
5.3.) DMSO’da ¢oziilerek test gruplarina 50, 100 ve 200 nM olacak sekilde eklendi ve
24 saat beklendi (Resim 5.4). Canlilik testi i¢in 24 saat sonunda, tiim oyuklara 50 pl
GF-AFC reaktifi eklendi. Homojenlik saglanmasi i¢in 5 dk siireyle orbital karistirildi
ve 37° C'de 60 dk siireyle inkiibe edildi. Plakalar aliiminyum folyaya sarilarak 1s13a

15 Katalog no: SML0339-50MG, Sigma-Aldrich, Almanya
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kars1 korundu. Elde edilen floresans Multilabel Microplate Reader'® (Resim 5.5) ile

floresani ~ 400nmEx / ~ 505nm aralikta olacak sekilde 6l¢iildii.

Resim 5.4. Hiicre canlilig1 deneyi igin 96 kuyucuklu plaga hiicre ekimi (C: Kontrol
grubu (hiicretmedium), B: sadece medium, C,D,E: 50,100,200 nM Tideglusib
eklenmis test gruplari)

16 EnSpire 2300 Multilabel Microplate Reader, Perkin Elmer, A.B.D.
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Sitotoksisite testi igin, tiim kuyucuklara 50 ul AAF-Glo™ Reaktif eklendi. Orbital
sallayarak karistirildi ve oda sicakliginda 15 dakika siireyle inkiibe edildi. Plaka
aliminyum folyoya sarilarak isiktan korundu, o6lii hiicre luminesanst Multilabel

Microplate Reader ile 6l¢iildii.

Resim 5.5. Multilabel Microplate Reader

Elde edilen canlilik ve sitotoksisite sonuglar1 absorbans degerinden hesaplanarak

% canlilik ve % sitoksisite olarak verildi. (Tablo 5.1)
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Tablo 5.1. Tiim hiicre gruplarinin canlilik ve sitotoksisite degerleri (%)

hgf-1 Canhlik (%)

hPdIf Canlilik (%)

hfob Canlilik (%)

% 100 100 100 100 100 100 100 100 100
o
s 97,12 100,86 119,11 100,32 110,93 111,29 114,16 113,69 119,46
S
wn
% 90,73 100,24 114,83 102,61 107,34 105,11 123,81 81,04 126,00
g
s 83,48 91,33 108,01 95,95 97,63 99,31 103,10 92,57 11,27
S
o
N
hgf-1 Sitotoksisite (%) hPdIf Sitotoksisite (%) hfob Sitotoksisite (%)
0 0 0 0 0 0 0 0 0
=
=
o
s 1561,43 1963,32 1816,17 1932,18 1924,64 1157,93 214,25 130,30 129,05
S
wn
% 2306,95 2436,78 2282,96 8642,74 4350,70 2093,71 2544 247,99 295,26
]
(]
§ 2785,19 3290,34 3091,22 7596,37 4393,20 2359,17 530,22 310,56 295,79
o
N

Tideglusib’in tiim hiicreler tizerindeki 24 saatlik sitotoksisite ve proliferasyon

etkisinin degerlendirilmesinin ardindan, tiim hiicre gruplari i¢in toksik olmayan ve

canlilig1 en ¢ok destekleyen doz secilerek (50 nM) protein salinimi Western blotting

yontemi ile tayin edildi.
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5.4. Hiicrelerden Protein Eldesi, Protein Konsantrasyonunun Hesaplanmasi ve
Western blot Yontemi ile Tip | Kolajen ve Tip 11 Kolajen Proteinlerinin Tayin
Edilmesi

5.4.1. Dokulardan protein ekspresyonu

Hiicrelerden protein eldesi i¢in, kontrol ve test gruplarmin 60°lik dishlere
ekilmesinin ardindan 50 pl Tideglusib test gruplarina eklenerek 24 saat beklendi.
Inkiibasyon siiresi sonras1 besiyeri uzaklastirildi, hiicreler PBS ile yikandiktan sonra
hiicre lizis tamponu; Cell Lysis Buffer (CLB: 20 mM Tris-HCI pH 7.5, 150 mM
NaCl, 1 Mm Na2EDTA, 1 mM EGTA, % 1 Triton, 2.5 mM sodyum pirofosfat, 1 mM
betagliserofosfat, 1 mM NasVOs, 1 pg/ml 16peptin, I mM PMSF) kullanildi. Her 10
ml lizis tampon igine 1 ml proteaz inhibitorii eklendi ve her 10 ml tampon 1 ml ddH20
ile dilue edildi. 10 cm? soliisyona 400 pl CLB olacak sekilde dishlere eklendi ve 5 dk

slireyle buz tizerinde inkiibe edildi (Resim 5.6).

Resim 5.6. Buz iizerinde inkiibasyon

17 katalog no: 9803, Cell Signaling Technology, A.B.D.
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Inkiibasyonun ardindan scraper ile hiicreler kazind1 ve eppendorf tiiplere konuldu.
Buz igerisinde 1 dk siire ile sonikasyon®® (Resim 5.7) yapildi1 daha sonra 10 dk siire ile
14.000 g’de soguk santrifiij*® (Resim 5.8) yapildi. Santrifiij sonras1 elde edilen ve tiim

hiicre lizat1 olarak gegen siipernatant Western blot analizinde kullanilda.

5.4.2. Protein miktarinin belirlenmesi

Elde edilen drneklerdeki total protein konsantrasyonu BCA protein tayini?°
(Resim 5.9) ile belirlendi. Albiimin standartinin diliisyonu ile hazirlanan grafik
kullanilarak 6rneklerin protein konsantrasyonlar1 hesaplandi. Protein tayini i¢in 96
kuyucuklu plakalarda, kuyucuklara 10 pl standart ve 10 ul supernatant konularak her
kuyucuga 200 ul hazirlanan BCA protein soliisyonu eklendi (Resim 5.10). Standartlar
Tablo 5.2’ye gore hazirlandu.

Tablo 5.2. Standart grafikte kullanilacak olan standartlarin 2000 pg/ml stok albiimin

standartindan hazirlanmasi.

Standart Diliient miktari BSA Miktari BSA konsantrasyonu

(ul) (u) (ng/mL)
A 0 300(ul) 2000(pg/mL)
B 125(ul) 375(ul) 1500(pg/mL)
C 325(ul) 325(ul) 1000(pg/mL)
D 175(ul) 175(ul) 750(pg/mL)
E 325(ul) 325(ul) 500(png/mL)
F 325(ul) 325(ul) 250(png/mL)
G 325(ul) 325(ul) 125(pg/mL)
H 400(pul) 100(ul) 25(pg/mL)
I 400(ul) 0 0

18 Sonupuls, Bandelin, Almanya
PAllegra X-15R Centrifuge, Beckman-Coulter, A.B.D.
2 Katalog no: 23225, Pierce™ BCA Protein Assay Kit, Thermo Fisher Scientific, A.B.D
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Resim 5.7. Sonikasyon cihazi

Resim 5.8. Santrifiij cihazi
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Resim 5.9 BCA protein tayini Kiti, (a) Reagent A, (b) Reagent B, (¢) Albumin standarti

ampulleri

\ SN \\.
5 ENINS N A

o\

d .".\ NES
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Resim 5.10. 96 kuyucuklu plakalara BCA eklenmesi

Karanlik ortamda 30 dk olmak iizere inkiibasyon sonrasi olusan mavi renk
gozlemlenerek 562 nm’de standartlarin ve Orneklerin absorbanslar1 dl¢iildii,

olusturulan standart egriye gore drneklerdeki protein miktarlar1 hesaplandi.
5.4.3. Sodyum dodesilsiilfat poliakrilamid jel elektroforezi (SDS-PAGE)

Hiicrelerden elde edilen 15 ug protein igeren homojenatlara, hazirlanmis olan
Laemmi sample buffer?! eklendi ve 95 °C’de 4 dakika 1sitilarak denatiire edildikten

21 Katalog no: 1610747, Bio-Rad, A.B.D.
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sonra %12’lik mini-protean jeline?? yiiklendi (Resim 5.11). Elektroforez yiiriitme
tamponu i¢inde 100 volt sabit akimda 1 saat siirede proteinler ayristirildi. Protein

molekiil agirlig belirleyicisi olarak Precision Plus Protein? kullanildi.

Resim 5.11. (a) %12’lik mini-protean jel, (b) Laemmi Sample Buffer

5.4.4. Jelden membrana proteinlerin aktarilmasi ve densitometrik analizler

Ayristirilan proteinler running buffer igerisine tasindi, immunoblotting ile ortam
sicakliginda 100 volt sabit akimda, 25 mM Tris-baz, 192 mM glisin ve % 20 v/v
metanol igeren pH: 8,3’liikk transfer tamponunda 7 dk siirede 0,2 um kalinliktaki
nitroselluloz membrana transblot? ile transfer edildi (Resim 5.12). Antikor ile tayin
icin ilk asama olarak membrandaki baglanmamis yerler % 5 siit tozu-TBST ile 1 saat
bloke edildikten sonra membran % 1 siit tozu-TBST ile 1/1000 oraninda diliie edilmis
spesifik primer antikor Collal Antibody? ve 1/600 oraninda dilile edilmis spesifik
primer Collagen 111 alpha 1 Antibody?® ile 4° C derecede 12 saat siireyle inkiibe edildi.
Baglanmamis antikorlarin TBST ile ytkanmasindan sonra membran Tip | kolajen i¢in
1/2000 oraninda diliie edilmis horseradish peroksidaz (HRP) isaretli Anti-rabbit IgG

22 Katalog no: 4568044, Bio-Rad, A.B.D.

3 Precision Plus Protein™ Dual Color Standards, Katalog no: 1610374, Bio-Rad, A.B.D.
2 Mini transblot elektroforetik transfer cell, BioRad, A.B.D.

% Katalog no: 84336S, Cell Signaling Technology, A.B.D.

26 Katalog no: NBP2-3332, Novus Biologicals, A.B.D.
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sekonder antikor?’, Tip Il kolajen igin 1/2000 oraninda diliie edilmis HRP isaretli
Anti-mouse 1gG?8 ile 1 saat inkiibe edildi ve TBST ile ytkamanin ardindan membran
kemiluminesans kit ile 1 dakika karanlik ortamda inkiibasyona birakilarak olusan
1s1ma goriintiilendi®® ve protein bantlarinin yogunluklari hesaplandi (Resim 5.13). Tiim
hiicre gruplar1 i¢in deney 4 tekrar ile yapildi. Normalizasyon i¢in protein bant
yogunluklart GADPH protein yogunluguna boéliindii ve degerler kontrol grubu 100
kabul edilerek hesaplandi (Tablo 5.3, Tablo 5.4)

Tablo 5.3. Tim hiicre gruplarindaki tip I kolajen/ GAPDH protein yogunlugu

degerleri
Tekrar hgf-1 hPdIf hfob
Kolajen/GAPDH Kolajen/GAPDH Kolajen/GAPDH
Kontrol 50nM Kontrol 50 nM Kontrol 50 nM
1 1,47 2,56 0,11 0,10 0,02 0,15
2 1,57 2,54 0,14 0,38 0,07 0,15
3 1,69 2,65 0,13 0,13 0,05 0,25
4 1,55 1,98 1,98 0,17 0,09 0,09

Tablo 5.4. Tim hiicre gruplarindaki tip III kolajen/ GAPDH protein yogunlugu

degerleri

Tekrar hgf-1 hPdIf hfob

Kolajen/ GAPDH Kolajen/ GAPDH Kolajen/ GAPDH
Kontrol 50 nM Kontrol 50 nM Kontrol 50 nM

1 0,01 0,07 0,24 0,18 0,58 0,80

2 0,02 0,07 0,14 0,32 1,24 1,12

3 0,04 0,02 0,27 0,12 0,88 0,57

4 0,05 0,07 0,33 0,11 0,53 0,65

27 Katalog no: 7074S, Cell Signaling Technology, A.B.D.

28 Katalog no: 7076S, Cell Signaling Technology, A.B.D.
29 Western blotting luminol reagent, Santa Cruz Biotechnology
30 ChemiDoc™ MP, Bio-Rad, A.B.D.
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Resim 5.12. Trans-Blot transfer sistemi

Resim 5.13. (a) Western blotting luminol reagent, (b) Goriintiileme sistemi
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5.5. Verilerin Degerlendirilmesi ve Istatistiksel Analizi

Bu ¢alismada elde edilen veriler Statistical Package for Social Sciences (SPSS)

1 aracihgr ile analiz edildi. Agiklayici istatistikler siirekli

25.0 paket programi®
degiskenler i¢in ortalama + standart sapma, medyan, minimum ve maksimum degerler
seklinde gosterildi. Verilerin normal dagilima uygunlugu Kolmogorov-Smirnov testi
ile degerlendirildi. ikiden fazla grubun normal dagilima uymayan degiskenlerin
karsilagtirmasinda Kruskal-Wallis testi, ikili karsilagtirmalar (post-hoc) igin ise Mann-
whitney U testi yapildi. Sonuglar Bonferroni diizeltmesi yapilarak yorumlandi. p<0.05

seviyesindeki farkliliklar istatistiksel olarak anlamli kabul edildi.

315pss for Windows, Release 25.0, IBM Inc., ABD
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6. BULGULAR

6.1. Tideglusib’in Hiicreler Uzerindeki Canlilik ve Sitotoksisite Etkisi

Bu c¢alismada kullanilan Tideglusib’in farkli Konsantrasyonlarinin 24 saatlik

uygulanmasi siiresi sonunda hiicreler tizerine olan canlilik ve sitotoksisite etkisinin

yiizde olarak karsilastirilmasit Tablo 6.1.”de verildi.

Tablo 6.1. Tiim hiicre gruplarinda 0, 50, 100, 200 nM gruplari aras1 canlilik

karsilastirmasi
Tideglusib Konsantrasyon (nM)
0nM 50 nM 100 nM 200 nM
N 3 3 3 3
Ort+SS 100,00£0,00  134,60+61,63  130,13+60,20 124,08+63,64

-

Zflm Medyan 100,00 100,86 100,24 91,33
Minimum 100,00 97,20 90,73 83,49
Maksimum 100,00 205,74 199,44 197,44
N 3 3 3 3
Ort+SS 100,00+0,00 107,51+6,23 105,02+2,36 97,63+1,68

E Medyan 100,00 110,93 105,11 97,63
Minimum 100,00 100,32 102,62 95,95
Maksimum 100,00 111,30 107,35 99,32
N 3 3 3 3
Ort+SS 100,00+0,00 115,77+3,20 110,28+25,34 101,98+8,90

Qo

E Medyan 100,00 114,16 123,81 103,10
Minimum 100,00 113,69 81,04 92,57
Maksimum 100,00 119,46 126,00 110,27

Ort: Ortalama, SS: Standart sapma, *Kruskal Wallis testi, p<0,05
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Tideglusib’ in hgf-1 hiicreleri izerine canlilik etkisinin verileri istatistiksel olarak

degerlendirildiginde kontrol grubuyla test grubu arasinda anlamli fark bulunmadi
(Tablo 6.1) (Sekil 6.1).

hgf-1
225 00—
200,00 T — -
- 175,007
E 150,00
=®
125,00
100.'}[:'_. —
R —
—
T T T |
0,00 50,00 100,00 200,00
Tideglusib (nM)

Sekil 6.1. hgf-1 hiicresinde OnM, 50 nM, 100 nM ve 200 nM Tideglusib uygulamasi

sonrasi canlilik

Tideglusib’in OnM, 50nM, 100nM ve 200nM’lik dozlarina maruz kalan hPdIf
hiicrelerinin ~ canlilik  yiizdeleri hesaplanarak  veriler istatistiksel olarak
degerlendirildiginde uygulanan dozlar arasinda anlamli fark tespit edildi (Tablo 6.1)
(p=0,022). 200 nM Tideglusib uygulanan grupta canlilik, 50 nM uygulanan gruba gore
anlaml1 derecede azalmis bulundu (Tablo 6.2) (Sekil 6.2) (p=0,037).
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hedif

115,007
110,007
=
E 105,00 %
R
i Dﬂ,ﬂﬂ_ — e
85,00 T T T T
0,00 50,00 100,00 200,00
Tideglusib (nM)

Sekil 6.2. hPdIf hiicresinde OnM, 50 nM, 100 nM ve 200 nM Tideglusib uygulamasi

sonrasi canlilik

Tablo 6.2. hPdIf hiicresine uygulanan Tideglusib dozlari sonrasi canliligin ikili
karsilastirmasi

Uygulanan Tideglusib

p*
Konsantrasyonu (nM)

0 nM-50 nM 0,523

0 nM-100 nM 0,100

0 nM-200 nM 1,000

50 nM-100 nM 1,000

50 nM-200 nM 0,037"

100 nM-200 nM 1,000

*Mann Whitney-U testi Bonferroni diizeltmesi, p<0,05
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hfob hiicrelerinin canliliklarmin 24 saat sonunda Multitox testi ile
degerlendirilmesinin ardindan elde edilen veriler karsilastirildiginda, uygulanan tiim
dozlarda canlilik agisindan anlamli fark bulunmadi (Tablo 6.2) (Sekil 6.3).

hfoh
130,00
__
e —
X 110,00 T
=
g 1 Dnﬂa— —
S0 00—
BU,{]G I T _|_ T
0,00 50,00 100 00 200,00

Tideglusib (nh)

Sekil 6.3. hfob hiicresinde OnM, 50 nM, 100 nM ve 200 nM Tideglusib uygulamasi

sonrasi canlilik

Tideglusib’in OnM, 50 nM, 100 nM ve 200 nM dozlarinda 24 saatlik uygulanmast

sonrast tiim hiicre gruplari igin sitotoksisite degerlerinin karsilastirilmasi Tablo 6.3’ de

verildi.
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Tablo 6.3. Tiim hiicre gruplarinda 0, 50, 100, 200 nM gruplar1 arasi sitotoksisite

karsilastirmast
Tideglusib Konsantrasyon (nM)
0nM 50 nM 100 nM 200 nM p*
N 3 3 3 3
OrttSS 0,00+0,00 1780,30£203,33 2342,23482,75 3329,184564,40
N
E’ Medyan 0,00 1816,17 2306,95 3290,34 0,015*
Minimum 0,00 1561,43 2282,97 2785,20
Maksimum 0,00 1963,32 2436,78 3912,0
N 3 3 3 3
OrttSS 0,00+0,00  1671,58%444,85 5029,0543326,79  4782,91+2640,26
E 0,023*
<  Medyan 0,00 1924,64 4350,70 4393,20 ’
Minimum 0,00 1157,93 2093,71 2359,18
Maksimum 0,00 1932,18 8642,74 7596,38
N 3 3 3 3
Ort+SS 0,00+0,00  157,86%48,83 265,88425,64 378,85+131,29
Lo
2 0,015*
£  Medyan 0,00 130,30 254,40 310,56 ’
Minimum 0,00 129,05 247,99 295,79
Maksimum 0,00 214,25 295,26 530,22

Ort: Ortalama, SS: Standart sapma, *Kruskal Wallis testi, p<0,05

hgf-1 hiicresinde sitotoksisite degerleri karsilastirildiginda anlamlh fark tespit

edildi (p=0,015) (Tablo 6.3). Yapilan ikili karsilastirmada 200 nM Tideglusib

uygulamasindaki sitotoksisite kontrol grubuna goére anlamli derecede artmis bulundu

(Tablo 6.4) (p=0,012) (Sekil 6.4).
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hgf-1

4000,00-]

2000,00-] %

1000,00]

% Sitotoksisite
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oo 50,00 100,00 200,00

Tideglusib (nM)

Sekil 6.4. hgf-1 hiicresinde 0 nM, 50 nM, 100 nM ve 200 nM Tideglusib uygulamasi

sonrasl sitotoksisite

Tablo 6.4. hgf-1 hiicresine uygulanan Tideglusib dozlar1 sonrasi sitotoksisitenin ikili

karsilastirmasi
Uygulanan Tideglusib p degeri
Konsantrasyonu (nM)
0 nM- 50 nM 1,000
0 nM- 100 nM 0,241
0 nM-200 nM 0,012"
50 nM- 100 nM 1,000
50 nM-200 nM 0,241
100 nM-200 nM 1,000

*Mann Whitney-U testi Bonferroni diizeltmesi, p<0,05
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hPdIf hiicrelerine 24 saatlik Tideglusib uygulamasi sonras1 sitotoksisite degerleri
istatistiksel agidan karsilastirildiginda ¢oklu karsilastirmada anlamli fark bulunsa da
(p=0,023) (Tablo 6.3), gruplarin sitotoksisitesi ikili karsilastirildiginda anlamli fark
bulunmadi (p>0.05) (Sekil 6.5).

hPdIf

10.000,00-
g 800,007 L
-]
=
S 6.000,00
P
(75 — E——
w2 4.000,007

saasid - -
0,00 1 T T T
0,00 50,00 100,00 200,00

Tideglusib {nM}

Sekil 6.5. hPdIf hiicresinde 0 nM, 50 nM, 100 nM ve 200 nM Tideglusib uygulamasi

sonrasi sitotoksisite

Tideglusib’ in 0 nM, 50 nM, 100 nM ve 200 nM’lik dozlarina maruz kalan hfob
hiicreleri tizerindeki sitotoksisite verileri karsilastirildiginda anlamli fark tespit edildi
(Tablo 6.3) (p=0.015). ikili karsilastirma sonucu 200 nM Tideglusib uygulanan grubun
sitotoksisitesi kontrol grubuna gére anlamli derecede fazla bulundu (Tablo 6.5)
(p=0,012) (Sekil 6.6).
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Sekil 6.6. hfob hiicresinde 0 nM, 50 nM, 100 nM ve 200 nM Tideglusib uygulamasi

sonrasl sitotoksisite

Tablo 6.5. hfob hiicresine uygulanan Tideglusib dozlari sonrasi sitotoksisitenin ikili

karsilastirmasi
Uygulanan Tideglusib p*
Konsantrasyonu (nM)
0 nM- 50 nM 1,000
0 nM- 100 nM 0,241
0 nM-200 nM 0,012"
50 nM- 100 nM 1,000
50 nM-200 nM 0,241
100 nM-200 nM 1,000

*Mann Whitney-U testi, Bonferroni diizeltmesi p<0,05
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6.2. Tideglusib’ in 50 nM Doz Uygulanan Hiicreler Uzerindeki Tip | Kolajen

Saliniminin Degerlendirilmesi

Tideglusib’in 24 saatlik uygulanmasi sonunda tip-l1 kolajen salinimi bant

yogunluklar1 hesaplanarak karsilastirildi ve elde edilen veriler Tablo 6.6’da gosterildi.

Tablo 6.6. Tim hiicre gruplari i¢in tip-1 kolajen salinimi verileri

Tideglusib hgf-1 hPdIf hfob

(nM)

Kontrol N 4 4 4
Ortx SS 1,57£0,09 0,11%0,03 0,06%0,02
Medyan 1,56 0,12 0,06
Minimum 1,47 0,07 0,03
Maksimum 1,70 0,14 0,09

50 nM N 4 4 4
Ortx SS 2,43%0,30 0,19%0,12 0,16%0,06
Medyan 2,55 0,15 0,15
Minimum 1,98 0,10 0,09
Maksimum 2,66 0,39 0,26

p* 0,029* 0,343 0,029*

Ort: Ortalama, SS: Standart sapma, *Mann-Whitney U testi, Bonferroni diizeltmesi p<0,05

hgf-1 hiicrelerinde 50 nM Tideglusib uygulanmasinin ardindan test grubundaki

tip | kolajen salinimi kontrol grubuna goére anlamli derecede yiiksek bulundu (Sekil
6.7) (Tablo 6.6) (p=0,029).
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kontrol Tideglusib 50nM
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Tideglusib Konsantrasyon (nM)

Sekil 6.7. (a) Kontrol ve test gruplart bant yogunluklari, (b) hgf-1 hiicreleri tip |

kolajen salinimi

hPdlf hiicrelerinde tip | kolajen salinimi degerlendirildiginde test grubu ile kontrol
grubu arasinda anlamli fark bulunmadi (Sekil 6.8) (Tablo 6.6) (p>0.05).
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kontrol Tideglusib 50nM
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Sekil 6.8. (a) Kontrol ve test gruplart bant yogunluklari, (b) hPdIf hiicreleri tip |

kolajen salinimi

hfob hiicrelerine ise yapilan uygulama sonrasi test grubunda kontrol grubuna goére

tip I kolajen miktar1 anlamli derecede artmig bulundu (Tablo 6.6) (Sekil 6.9) (p=0,029).

49



kontrol Tideglusib 50nM
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Sekil 6.9. (a) Kontrol ve test gruplar1 bant yogunluklari, (b) hfob hiicreleri tip | kolajen

salinimi

6.3. Tideglusib’ in 50 nM Doz Uygulanan Hiicreler Uzerindeki Tip 111 Kolajen

Saliniminin Degerlendirilmesi

Test ve kontrol gruplarina 50 nM Tideglusib’in 24 saat siire ile uygulanmasinin

ardindan tip III kolajen salinimi karsilastirildiginda elde edilen veriler Tablo 6.7°de
verildi.
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Tablo 6.7. Tiim hiicre gruplari i¢in tip 11 kolajen salinimi verileri

Tideglusib Hgf-1 hPdlIf hfob

Kontrol N 4 4 4
Ortx SS 0,03+0,01 0,24#0,07 0,81+0,32
Medyan 0,03 0,25 0,73
Minimum 0,02 0,15 0,54
Maksimum 0,05 0,33 1,24

50 nM N 4 4 4
Ortx SS 0,06%0,02 0,18%0,09 0,78%0,24
Medyan 0,07 0,15 0,72
Minimum 0,03 0,12 0,57
Maksimum 0,08 0,33 1,12
p* 0,20 0,34 1,00

Ort: Ortalama, SS: Standart sapma,*Mann-Whitney U testi, , Bonferroni diizeltmesi, p<0.05

Tiim hiicre gruplarina 24 saatlik 50 nM Tideglusib uygulamasinin ardindan tip III
kolajen salinimi degerlendirildiginde kontrol ve test gruplari arasinda istatistiksel

acidan anlaml fark bulunmadi (Tablo 6.7) (Sekil 6.10) (p>0.05).
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7. TARTISMA VE SONUC

Periodontal tedavilerin amaci, hastaliktan etkilenen periodonsiyumun orijinal yap1
ve fonksiyonununun geri kazandirilmasidir (Lang ve Lindhe, 2015). Giiniimiizde
periodontal harabiyete ugramis dokularin rejenerasyonunu saglamak amaciyla,
rezorbe olabilen ve olmayan membranlarin kullanimi ile yonlendirilmis doku
rejenerasyonu, otojen kemik greft materyalleri, allogreftler, alloplastik greftler,
ksenogreftler, mine matriks tiirevleri ve biiytime faktorleri gibi gesitli materyaller ve
metodlar denenmektedir ancak ideal rejenerasyona ulagsmak heniiz miimkiin degildir
(Taba ve ark., 2005; Ramseier ve ark., 2006; Kurtis, 2008).

Wnt/B Cat sinyal yolu aktivasyonu, doku hasarmma karst dogal tamir
mekanizmasint uyaran erken yanit olarak bilinmektedir (Yin ve ark., 2016). Bu
sebeple, Wnt/p Cat sinyal yolu rejenerasyonda ve onarimda ana hedef olarak ortaya
cikmaktadir ve bu sinyal yolu birka¢ farkli yolla uyarilabilmektedir. Wnt
ligand/reseptor yoklugunda, Wnt/p Cat sinyal yolunun kilit sitoplazmik bileseni p—
kateninin par¢alanmasina yol agan fosforilat enzimi GSK-3’tiir. Wnt ligand varliginda
ise GSK-3 inhibe edilerek hedef hiicrelerin proliferasyonu baslatilir (Clevers ve Nusse,
2012). Kiigiik molekiilli GSK-3 antagonistleri Wnt aktivitesi i¢in yaygin olarak
kullanilmaktadir. Tideglusib, Alzheimer hastaligi basta olmak iizere norolojik
hastaliklarin tedavisinde sistemik kullanim i¢in klinik olarak denenen, reperatif dentin
olusturmada basarili, osteoblast proliferasyonunda ve doku onariminda etkili oldugu
bilinen kii¢iik molekiillii GSK-3 antagonistidir (Meijer ve ark., 2004; Tolosa ve ark.,
2014; Neves ve ark., 2017). Tideglusib ile yapilmis sinirli sayida ¢aligma vardir. Bu
calismada Tideglusib’in periodontal rejenerasyondaki etkisini anlayabilmek amaciyla
periodontal hiicrelere olan sitotoksisite ve canlilik etkisinin yani sira bu hiicrelerden
tip I ve tip 111 kolajen ekspresyonu etkisi arastirildi.

Periodontal tedavi sonrasi yara bolgesine gelen ilk hiicreler epitel hiicreleridir ve
periodontal rejenerasyona engel olmaktadirlar. Bu sebeple rezorbe olabilen veya
olmayan membranlar kullanilarak epitel ve diseti bag dokusu hiicrelerinin defekt
bolgesine gocii engellenmeye calisilmis bunun yerine periodontal ligament hiicreleri,

osteoblastlar ve sementoblastlarin go¢ii ve proliferasyonun saglanmasi amaglanmistir

53



(Melcher, 1976). Bu verilerin 1s18inda ¢alismamizda Tideglusib’in periodontal dokular
tizerindeki olas1 rejeneratif etkisini inceleyebilmek amaciyla hPdlf, hgf-1 ve hfob
hiicreleri secildi.

Calismamizda Tideglusib’in hiicreler iizerindeki sitotoksisite ve proliferasyon
etkisini incelemek amaciyla MultiTox deney protokolii uygulandi. Bu testi
liiminesans/floresans dl¢iimiine dayali bir yontemdir ve ayni anda veya sirali sekilde
hem canliliga hem de sitotoksisiteye bakilmasina olanak saglar. Bu testler, canli ve 6lii
hiicrelerin proteaz ve esteraz aktivitesi yoOniinden ayrilmasi ydntemiyle
yapilmaktadirlar (Niles ve ark., 2007, Sali ve ark., 2016). Proteaz aktivitesine dayali
yontemde, hiicre zarin1 gecebilen bir substrat olan florojenik proteaz substrati (GF -
AFC) canli hiicreye girer, sitoplazmik aminopeptidazlar tarafindan glisin ve fenil
amino asitlerinin uzaklastirilmasiyla floresans sinyali yayan AFC’ye doniistiiriilir ve
canli hiicre sayisim1 gosterir. Ayrica GF-AFC substratinda oldugu gibi, proteaz
substrati bir peptid olan fakat hiicre i¢ine giremeyen rodamin (aminolusiferin), hiicre
6limii sonras1 vasata gecen proteazlar tarafindan florojenik formuna dontstiiriiliir ve
Olii hiicre sayisimi gosterir. Metot, iki farkli substrattan birinin uygulanmasiyla
yapilabilse de bu iki belirtecin birlikte halde uygulanmasi, proteaz testinin
hassasiyetini 6nemli dl¢lide artirmaktadir (Niles ve ark., 2007). Diger yontemlerden
farkli olarak bu testteki proteaz substratlari deney boyunca hiicre canliligint bozmaz
bu sebeple deney pek ¢ok kez tekrar edilebilir. Ayn1 6rnekte hem canli hem de 6li
hiicre sayisinin Slgiilebilmesi ise kendi icinde kontrol olanag: tasir. Hiicre tahribati
yaratmayan baska liiminesans sitotoksisite testleri de vardir ancak bu testlerin
stabilitesi azdir ve lisiferaz sinyallerinin yar1 6mrii kisadir (Riss ve Moravec, 2002;
Niles ve ark., 2007).

Hiicre kiltiri ¢ahsmalarinda hiicresel cevaplarin  degerlendirilmesinin
amaglandig periyotlar, calisma planina gore degiskenlik gostermektedir. Osteoblast
aktivitesi 15 dakika-60 saat arasi olmak tizere kisa donemli ya da 1 —21 giin arasi uzun
donemli 6l¢iimlerle degerlendirilebilmektedir (Bowers ve ark., 1992; Yliheikkila ve
ark., 1995;Yliheikkila ve ark., 1996; Shah ve ark., 1999; Campoccia ve ark., 2003).
Ayn sekilde fibroblast aktivitesinin incelendigi ¢alismalarda 24 saat ve 72 saatlik

inkiibasyon siireleri degerlendirilmistir. (Kook ve ark., 2016). Bu ¢calismada, literatiirle
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uyumlu olarak kisa donem igin 24 saatlik inkiibasyon siiresi (Kieswetter ve ark., 1996;
Scotchford ve ark., 2003; Kim ve ark., 2000) uygulandi.

Calismamizda sitotoksisite ve proliferasyon deneyi icin secilen baslangi¢ dozlar
(50 nM, 100 nM ve 200 nM) Neves ve ark.’nin (Neves ve ark., 2017) ¢alismas1 baz
alinarak secildi.

Sitotoksisite deneyi sonucunda hgf-1 hiicresinde 200 nM Tideglusib’in 24 saatlik
uygulamasi sonrasi sitotoksisitenin anlamli derecede arttigi goriildii (p=0,012).
Proliferasyon deneyinde ise test gruplarinda kontrol grubuna gore anlamli bir artis
tespit edilmedi. Literatiirde Wnt sinyal yolu aktivasyonunun fibroblast aktivasyonunu
ve proliferasyonunu arttirarak fibrozise sebep oldugunu gosteren birgok ¢alisma vardir
(Bergmann ve ark., 2011; Singh ve ark., 2015; Burgy ve Konigshoff, 2018).Vuga ve
ark. (Muga ve ark., 2009) yaptiklar1 ¢alismada Wnt aktivasyonunun akciger
fibroblastlarinda proliferasyonu arttirdigint - gostemistir. Akhmetshina ve ark.
(Akhmetshina ve ark., 2012) Wnt sinyal yolu aktivasyonunun fibroblastlarin
myofibroblastlara farklilasmasini arttirdigini ve myofibroblast sayisimi arttirdigini
belirtmislerdir. Hamburg ve ark.(Hamburg ve Atit, 2012) pB-kateninin siirekli
aktivasyonunun dermal fibroblastlarin sayisini arttirarak fibrozise sebep olabilecegini
belirtmislerdir. Bu ¢alismalarin aksine Wnt aktivasyonunun ve GSK-3 inhibisyonunun
gingival fibroblastlarda TGF-1 ekspresyonunu azaltarak diseti biiyiimesini azalttigi
gosterilmistir (Bahammam ve ark., 2013). Calismamizda Tideglusib’in hgf-1 hiicresi
tizerindeki proliferasyon etkisi kontrol grubuyla karsilastirildiginda anlamli fark
bulunmadi ancak literatiirde Tideglusib’in kullanildigr ve Wnt sinyal yolunun hgf-1
hiicreleri tizerindeki etkisinin incelendigi bagka ¢alisma bulunmamaktadir.

Caligmamizda hPdIf hiicresinde Tideglusib’in sitotoksisite ve proliferasyon etkisi
degerlendirildi. Literatiirde Tideglusib’in hPdIf hiicresi iizerine etkisinin arastirildig
bagka calisma bulunmamaktadir, ancak Rooker ve ark. (Rooker ve ark., 2010)
periodontal ligamentte proliferasyonun arttigir alanlarda Wnt sinyal yanitinin daha
fazla oldugunu bulmuslardir. Han ve ark.(Han ve ark., 2012) hPdIf hiicreleri iizerine
Wnt sinyal yolu aktivatdrii olan lityum uyguladiklarinda kontrol grubuna gore
proliferasyonun arttigin1 gostermislerdir. Calismamizda ise test gruplart ile kontrol
grubu arasinda anlamli fark tespit edilmedi (p>0.05). Bu sonug literatiirdeki Wnt sinyal

yolu aktivasyonunun hPdIf hiicresi {izerine etkisinin arastirildigi diger calismalarla
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paralellik gostermemektedir ancak ¢alismamiz Tideglusib’in etkisinin arastirildigi ilk
calismadir ve bu sebeple Tideglusib’in hPdIf hiicresi iizerine etkisini arastirmak
amaciyla daha uzun zaman periyotlarinda degerlendirmek gerekli olabilir.

Calismamizda hfob hiicresinde Tideglusib’in sitotoksisite ve proliferasyon etkisi
degerlendirildiginde Tideglusib uygulamasinin hfob hiicreleri iizerinde proliferasyon
acisindan istatistiksel olarak anlamli etkisi bulunmadi (p>0.05). Sitotoksisite
deneyinde ise 200 nM Tideglusib uygulamasinda kontrol grubuna goére artmis
sitotoksisite tespit edildi (p=0,012). Morvan ve ark. Wnt antagonisti olan Dkk1’i
inhibe ettikleri caligmada farelerde osteoblast sayisinda artis goézlemlemislerdir
(Morvan ve ark., 2006). Babij ve ark. Wnt sinyal yolu aktive edildiginde kemik
kiitlesinde artis oldugunu ve bu artisin osteoblast sayisindaki artistan kaynakli
olabilecegini belirtmislerdir (Babij ve ark., 2003). Caetano-Lopes ve ark. (Caetano-
Lopes ve ark., 2007) Wnt sinyal yolunun aktivasyonunun osteoblast farklilagmasinda
ve proliferasyonunda etkili oldugunu bildirmislerdir. Wnt sinyal yolu aktivasyonunun
trabekiiler ve kortikal kemik mekanizmasinda kritik rol oynadig1 pek ¢ok calismada
gosterilmistir (Westendorf ve ark., 2004; Lerner ve Ohlsson, 2015), ancak literatiirde
Tideglusib’in osteoblast hiicrelerine uygulanmasi sonrasi etkilerinin degerlendirildigi
baska caligma bulunmamaktadir. Wnt sinyal yolu aktivasyonunun Tideglusib i¢eren
bir yolak iizerinden baslatildigi calismamizda osteoblast proliferasyonu anlamli
degisiklik gostermemistir. Wnt sinyal yolu aktivasyonunun osteoblast hiicreleri
tizerine etkilerini farkli yolaklar iizerinden inceleyen daha detayli ve kapsaml
caligmalara ihtiyag vardir.

Sitotoksisite ve proliferasyon deneyi sonrasi protein salinimi deneyi i¢in tiim
hiicre gruplarinda ortak, sitotoksik olmayan ve canligini en ¢ok destekleyen Tideglusib
dozu olarak 50 nM segildi. Tiim hiicre gruplarina 50 nM Tideglusib uygulanarak tip I
ve tip III kolajen salinimi Western blot yontemi ile olgiildii. Western blot, protein
analizi i¢in yaygin olarak kullanilan bir tekniktir (He ve Herr, 2010; Murphy ve Lamb,
2013; Kurien ve Scofield, 2015). Proteinlerin yani sira proteinler tizerindeki post-
translasyonel modifikasyonlart tespit etmek i¢in de kullanilir ve basit veya karmagik
biyolojik Orneklerde hedef protein hakkinda niteliksel veya niceliksel veriler
saglayabilir (Mishra ve ark., 2017). Tip I kolajen, diseti, periodontal ligament, dentin,

sement ve kemik gibi pek ¢cok bag dokusunun temel bilesenidir. Tip Il kolajen ise
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fetal dokularda, diseti, periodontal ligament, sement, cilt, kan damarlarinda bulunan
kolajendir ve gerilme dayanimi ile kolajen yapim/yikim mekanizmasinda rol
almaktadir (Narayanan, 1983; Mariotti, 1993). Tip III kolajen iyilesmenin erken
doneminde dokuya dayanmiklilik saglarken, iyilesme tamamlanirken yerini tip I
kolajene birakir (Rai ve ark., 2005). Ayrica tip I kolajen osteoblastlar i¢in bir belirteg
olarak kabul edilmektedir (Dacic ve ark., 2001). Wnt sinyal yolu ile ilgili protein
ekspresyonunun degerlendirildigi sinirli sayida ¢alisma mevcuttur. Minear ve ark.
(Minear ve ark., 2010) Axin2’nin inaktive edildigi mutant farelerde osteoblast
differansiyasyon belirteci olan tip I kolajenin yara bolgesinde daha hizli ortaya
ciktigini gostermislerdir. Xiang ve ark. (Xiang ve ark., 2017) B-kateninin genetik
eksikliginde kardiyak fibroblastlarin tip I kolajen salinimiin anlamli derecede
azaldigimi gostermislerdir. Bu bilgiler 1s18inda calismamizda Tideglusib’in olasi
rejeneratif kapasitesini incelemek amaciyla tip I ve tip III kolajen {i¢ hiicre dizisi igin
ortak protein olarak se¢ilmistir.

Calismamizda, hgf-1 hiicresine 50 nM Tideglusib uygulanmasinin ardindan, tip |
kolajen seviyesinde kontrol grubuna gore anlamli derecede artis gézlendi (p=0,029).
Roh ve ark. (Roh ve ark., 2017) keloid ve normal dermal fibroblast hiicrelerinin -
katenin, tip I kolajen ve tip III kolajen salinimini karsilastirdiklar1 ¢alismada keloidli
dokulardan alinan fibroblastlarda tip I kolajen miktarinin arttigini gostermislerdir.
Beyer ve ark. (Beyer ve ark., 2012) B-katenin ekspresyonunun arttirildigi farelerde
kolajen birikiminde artis oldugunu bildirmislerdir. Beljaars ve ark. (Beljaars ve ark.,
2017) saglikli ve karaciger fibrozisi olan farelerde Wnt sinyal yolunu karsilastirdiklar
calismada, Wnt-5A geninin artistyla fibroblastlarda tip I kolajen seviyesinin arttigini
gostermiglerdir. Bergmann ve ark. (Bergmann ve ark., 2011) farelerde ve kiiltiire
edilmis dermal fibroblastlarda GSK-3’{i inhibe etmisler, Wnt sinyal yolunun aktive
edildigini ve fibroblastlardan tip I kolajen saliniminin arttigini bulmuslardir. Svegliati
ve ark. (Svegliati ve ark., 2014) sistemik sklerozisli ve saglikli bireylerden kolun 6n
kismindan punch biyopsi alarak fibrozisi arastirdiklar1 ¢alismada, fibroblastlarda Wnt
antagonisti olan WIF-1’in saliniminin azalmasiyla tip I kolajen miktarinin artarak
fibrozise sebep oldugunu belirtmiglerdir. Calismamizda da hgf-1 hiicresinde tip |
kolajen seviyesinde artis gozlenmistir ve bu sonug literatiirdeki diger fibroblast

hiicreleri ile yapilmis ¢aligmalarla uyumlu bulunmustur.
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Tideglusib uygulanan hPdIf hiicrelerinde tip I kolajen seviyesinde kontrol
grubuna gore anlaml fark bulunmadi. Wnt sinyal yolu aktivasyonun dermal, kardiyak
ve karaciger fibroblastlarinda tip I kolajen salinimini arttigin1 gosteren galismalar
incelendiginde bu sonug literatiir ile paralellik gostermemektedir (Bergmann ve ark.,
2011; Beyer ve ark., 2012; Svegliati ve ark., 2014, Beljaars ve ark., 2017; Roh ve ark.,
2017). Ancak literatiirde hPdIf hiicrelerinde Tideglusib’in arastirildigi bagka ¢alisma
bulunmamaktadir.

Wnt sinyal yolunun osteoblast hiicreleri Tlizerine etkisinin arastirildig
calismalarda kemik yapim belirte¢leri olarak tip I kolajen, ALP, ON ve Runx2 salinimi
ile mineralize nodiil olusumu degerlendirilmistir (Morvan ve ark., 2006; Kim ve ark.,
2007; Popelut ve ark., 2010). Calismamizda bu amagla tip I kolajen secildi.
Calismamizda, hfob hiicresine 50 nM Tideglusib uygulanmasinin ardindan tip I
kolajen salinimi test edildiginde, tip I kolajen seviyesinde kontrol grubuna gore
anlamli derecede artis gézlendi (p=0,029). Glass ve ark. B-kateninin stabilize edildigi
farelerde kemik kiitlesinde ve tip I kolajende artis gézlemlemislerdir (Glass ve ark.,
2005). Kim ve ark. yaptiklari calismada, Wnt sinyal yolu aktive edildiginde osteblast
farklilasmasinin hizlandigini artmis tip I kolajen seviyesi ile gostermislerdir (Kim ve
ark., 2007). Popelut ve ark. (Popelut ve ark., 2010) Wnt3a’nin implant
osseointegrasyonundaki etkisini inceledikleri ¢alismada, Wnt sinyal yolu
aktivasyonunun ardindan tip I kolajen seviyesinde artis gozlemlemislerdir. Wnt sinyal
yolu aktivasyonunun kemik kiitlesinde artis sagladigi ve osteoblast aktivetisini
arttirdigr goriilmektedir ve c¢alismamizdaki veriler Tideglusib’in kemik kiitlesi
artiginda rol oynayabilecegine dair bulgular1 desteklemektedir.

Literatiirde Wnt sinyal yolunun tip III kolajen salinim1 etkisinin arastirildigi sinirh
sayida ¢alisma bulunmaktadir. Calismamizda tiim hiicre gruplar1 degerlendirildiginde
tip 111 kolajen saliniminda anlaml fark bulunmadi. Roh ve ark. (Roh ve ark., 2017)
fibrozisli dokularda p-kateninin stabilizasyonun fibroblastlarda tip Il kolajen
salmimina etkilerini arastirdiklar1 ¢alismada calismamizla uyumlu olarak tip III
kolajen seviyesinde anlamli bir artis gézlemlememislerdir. Ge ve ark. (Ge ve ark.,
2014) yaptiklar1 ¢alismada hepatik fibroziste f-katenin’in asir1 salinimi sonucu tip 111
kolajenin arttigini, Wnt sinyal yolunun blokaji sonrasi ise hepatik hiicre

proliferasyonunun azaldigini gostermislerdir. Bu c¢alismanin sonucu caligmamizla
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paralellik gostermemektedir ancak uygulanan yontem ve hiicre dizisinin
calismamizdan farkli olmasi, bu sonuca sebep gosterilebilir.

Literatiirde 24, 48 ve 72 saatlik zaman periyotlarinda protein salinimi
degerlendirilmistir (Bowers ve ark., 1992; Kim ve ark., 2007; Popelut ve ark., 2010;
Kook ve ark., 2016). Popelut ve ark. (Popelut ve ark., 2010) 24 saatlik protein salinimi
testi sonrasi kolajen miktarinda artig gozlemlememisler ancak 48 saat sonunda anlamli
artis oldugunu gostermislerdir. Calismamizda ise 24 saatlik protein salinimi test
edilmis ve hPdIf hiicresinde tip I kolajen saliniminda anlaml artis gézlenmemistir.
Ayni sekilde 24 saatlik tip III kolajen saliniminda tiim hiicrelerde anlamli fark tespit
edilememistir. Bu nedenle, Tideglusib’in periodontal hiicreler {iizerine etkisini
incelemek amaciyla daha uzun zaman periyotlarina ihtiya¢ duyuldugu sonucuna
varildi.

Tideglusib’in hgf-1 ve hfob hiicrelerindeki tip I kolajen artisina sebep olmasi ote
yandan hPdIf {izerine anlamli bir etki gostermemesi gibi sebeplerle Tideglusib
molekiiliiniin kemik rejenerasyonuna olumlu yonde etki gosterebilecegi diisiiniilebilir.
Ancak calismamiz Tideglusib’in periodontal hiicreler iizerindeki etkisinin aragtirildigi
ilk c¢aligmadir bu nedenle periodontal rejenerasyondaki veya kemik
rejenerasyonundaki olasi etkilerinin incelenecegi yeni ¢alismalara ihtiyag¢ vardir.

flerleyen c¢alismalarda diger kemik yapim belirteclerinin de incelenmesi
Tideglusib’in kemik yapimindaki etkisi ilizerine daha net bir goriis elde edilmesini
saglayacaktir.

Tideglusib’in periodontal rejenerasyon veya kemik rejenerasyonundaki etkisinin
greft-membran uygulamasi, mine matriks proteinleri, biiylime faktorleri gibi diger

yontemlerle kiyaslandigi bagka ¢aligmalara ihtiya¢ duyulmaktadir.
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