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OZET

~ YUKSEK GLUKOZ KONSANTRASYONUNA MARUZ BIRAKILMIS
LIGAMENTUM PERIODONTALE HUCRE HATTI UZERINE CURCUMIN'IN
KORUYUCU ETKIsSI

Semih EKICI
Doktora Tezi, Anatomi Anabilim Dali
Tez Yoneticisi: Prof. Dr. Mehmet Bilent OZDEMIR
Ocak 2022, 56 Sayfa

Ligamentum periodontale (PDL) dokusu, periodontium ve disin karsilikli destegi icin
alveolar kemige dis koku sementini ekler. PDL, periodonsiyumun homeostazi,
surdirulmesi ve yenilenmesinde énemli bir rol oynamaktadir. Periodontal hastalik diinya
capinda yuksek insidansa sahip bir hastaliktir. Bu hastaligin nedenlerinde biri de ylksek
glukozlu besin kullanimi ve diabetes mellitustur. CurCumin (Curcuma longa)'nin diger
sistemik tedavi edici etkileri ile periodontal etkileri daha dnce calisiimistir.

Fakat, CurCumin’in terapik ve sitotoksik 6zelliklerini belirlemek icin sekonder PDL
hiicre hattindaki (hPdLF) yapilan ilk ¢alisma bizim g¢alismamiz olacaktir. Amacimiz,
glukoza maruz birakilmig PDL hucre hatti Uzerinde CurCumin’in koruyucu etkisini
gostermektir. Bu amag icin sekonder PDL hucrelerini pasajlandiktan sonra sayildi ve
steril 96-kuyucuklu hiicre kiiltiir plakalarina kuyucuk basina 5x10° hiicre olacak sekilde
ekildi. Hacrelerin, plaka tabanina tutunmasi igin CO; inkibatorinde 24 saat boyunca
inkiibasyona birakildi. inkiibasyonun ardindan kuyucuklardaki besiyerleri uzaklastirala-
rak ve normal glukoz, yuksek glukoz, CurCumin degisik dozlari hicrelere uygulandi.
Uygulama isleminin ardindan, glukozun ve CurCumin’in hlicreler tUzerindeki 72 saatlik
etkisini kolorimetrik bir yontem olan MTT yontemi ile belirlendi. Mekanizma olarak
apopitozis tlnel yéntemi ile gosterildi. CurCumin’in yaninda yaygin olarak calisilan
Metformin ve Feslegenin de glukoza maruz birakiimis PDL hicre kaltiri Gzerindeki
etkilerine incelendi. 2 yM CurCumin verildiginde istatistiki olarak anlamli derecede hiicre
canliigi artti (P < 0,05). CurCumin dozu 5 yM dan 50 uM’a kadar periodontal hiicrelere
toksik etkisini gosterdi ve bu araliklarda hucre canhhgi belirgin sekilde azaldi. CurCumin
antiapopitotik etkisi gosterdi. Ayni zamanda Metforminin tim dozlarinda hicre canliigin
istatistiki olarak anlamli derecede arttiginigézlemlendi (P < 0,05). Fakat 250, 300 ve
350 UM Fesledende istatistiki olarak anlamli derecede hiicre canlilidi artarken 400 yM
dan feslegen PDL hicrelerine toksik etkisini gésterdi. Sonu¢ olarak CurCumin’in,
glukozun PDL hdacreleri Uzerinde yikici etkisine ragmen istatistiki anlamda hucre
canlihgini arttirarak koruyucu etkisi gosterildi. Ayni zamanda CurCumin’in PDL hucre
kaltird Uzerindeki tedavi edici ve toksik dozlari ilk defa literatire kazandirildi.

CurCumin’in etki mekanizmasinin antiapopitotik yolakla oldugu gésterildi. Bu c¢alisma
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sirasinda, CurCumin ile benzer 6zellikleri olan ve yaygin olarak arastirilan Metformin ve
Feslegenin glukozamaruz birakilmis sekonder PDL hicre hattindaki, hiicre canhligina
etkileri, terapatik vesitotik dozlari ilk defa gosterildi. Bu ¢alismadan sonra CurCumin’in ve
yaninda Metformin ve Feslegenin, 06zellikle lokal olarak, PDL ile ilgili patolojik
durumlarda kullanilmasi igin preklinik ve klinik c¢alismalarin planlanabilecedini

sdylenebilir.

Anahtar kelimeler:: ligamentum periodontale, hiicre hatti .CurCumin,glukoz

Bu ¢alisma, PAU Bilimsel Arastirma Projeleri Koordinasyon Birimi tarafindan
desteklenmistir (Proje No: 2019SABE019).
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ABSTRACT

PROTECTIVE EFFECT OF CURCUMIN ON THE LIGAMENTUM PERIODONTALE
CELL LINE EXPOSED TO HIGH GLUCOSE CONCENTRATION

Semih EKICI
PhD Thesis in Anatomy .
Supervisor: Prof. Dr. Mehmet Bilent OZDEMR

January 2022, 56 Pages

The ligamentum periodontale (PDL) tissue adds tooth root cementum to the
alveolar bone for mutual support of the periodontium and tooth. PDL plays an important
role in homeostasis, maintenance and regeneration of the periodontium. Periodontal
disease is a disease with a high incidence worldwide. One of the causes of this disease
is the use of high glucose food and diabetes mellitus. The periodontal effects of
CurCumin (Curcuma longa) along with other systemic therapeutic effects have been
studied before. However, our study will be the first study in a secondary PDL cell line
(hPdLF) to determine the therapeutic and cytotoxic properties of CurCumin. Our aim is
to demonstrate the protective effect of CurCumin on the glucose-exposed ligamentum
periodontale cell line. For this purpose, we counted secondary PDL cells after passage
and seeded them in sterile 96-well cell culture plates at 5x103 cells per well. We
incubated the cells in a CO2 incubator for 24 hours so that they adhere to the plate
bottom. After 24 hours of incubation, the media in the wells will be removed and we
applied different doses of normal glucose, high glucose CurCumin to the cells. We
determined the effect of glucose and CurCumin on cells at 72 hours after the application,
using the MTT method, which is a colorimetric method. As a mechanism, we showed
apoptosis with the tunnel method. We looked at the effects of Metformin and Basil, which
are widely studied alongside CurCumin, on glucose-exposed PDL cell culture. When 2
MM of CurCumin was given, cell viability increased statistically significantly (p<0.05).
CurCumin dose was toxic to periodontal cells from 5 uM to 50 yM, and cell viability
decreased significantly in these ranges. CurCumin has been shown to have antiapoptotic
effects. At the same time, we observed a statistically significant increase in cell viability
at all doses of Metformin (p<0.05). However, cell viability increased statistically
significantly in 250, 300 and 350 uM of Basil, while Basil from 400 uM had a toxic effect
on ligamentum periodontale cells. As a result, despite the destructive effect of glucose
on PDL cells, the protective effect of CurCumine was demonstrated by increasing cell
viability statistically. At the same time, the therapeutic and toxic doses of CurCumin on

PDL cell culture were brought to the literature for the first time. The mechanism of action
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of CurCumin was shown to be through an antiapoptotic pathway. During this study, the
effects on cell viability, therapeutic and cytotic doses of metformin and basil, which have
similar properties with CurCumin and have been widely researched, on glucose-exposed
secondary PDL cell line were demonstrated for the first time. After this study, we can say
that preclinical and clinical studies can be planned for the use of CurCumine, as well as

Metformin and Basil, especially locally, in pathological conditions related to PDL.

Keywords: ligamentum periodontale, cell line CurCumin, glucose

This study was supported by Pamukkale University Scientific Research Projects
Coordination Unit (Project numbers: 2019SABE019).
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1. GIRIS

Ligamentum Periodontale, PDL olarak kisaltilir ve alveol kemigi ile disin kok
kismini baglayan 6zel bir bag dokusu lifidir. PDL’nin bir tarafi kbksementine diger tarafi
alveol kemigine baglanir. PDL; ana lifler, malassez epitel artiklarindan, gevsek bag
dokusu, oksitalan lifler, osteoblast ve klast hiicrelerinden olusur. Ligamenti olusturan ana
lif grubu alveolodental liflerdir. Ayrica, alveolar kret, oblik, horizontal, apikal ve ¢ok kokli

dislerde interradikuler lifler olmak tzere 5 alt lif grubuda yapisina katilir.

Tum bu lifler, digin gcigneme esnasinda ortaya gikan baski kuvvetlerine dayanma-
sina ve kemige gomuli kalmasina yardimci olur. Ana liflerin uglari sement veya alveol
kemigi duvarn (radyografik olarak lamina dura) icerisinde kalirsa buna Sharpey lifleri
olarak adlandirlir. Gevsek bag doku; hiicre disi matris, lifler, sinirler, hicreler ve kan
damarlarini icerir.  Bu hucreler arasinda fibroblastlar, savunma hicreleri ve
farkllasmamig mezenkimal hucreler bulunur. PDL'nin ayrica duyusal, besleyici,
destekleyici ve yeniden sekillendirici (remodelling) islevleri vardir. Periodontal
ligamentte osteoblastlara dénusebilen progenitér hicreler bulunmaktadir. Bu hicreler
alveolar kemigin fizyolojikbakiminin yani sira tamirinde de gorev alir. Bu sayede PDL,
alveol kemiginin kemik yapici osteoblastlarla surekli olarak yeniden sekillendiriimesinde
gorev almig olur. PDLayrica periodontitisli periodonsiyumun daha derin yapilarini igeren
kronik periodontal hastalikta ciddi degisikliklere ugrar. Bu durumda PDL'nin lifleri
dizensiz hale gelir vealveol kemiginin ve sementin rezorbe olmasi nedeniyle bu iki sert
doku arasinda uzanan Sharpey lifleri yok olur. Patolojik olarak hasarli veya hastalikli
PDL, disin c¢ekildigi durumlarda alveolar soketin daha geg iyilesmesine neden olabilir.
PDL i¢in en buyuk risk faktérlerinden biri de ylksek glukozlu besin kullanimi ve diabetes
mellitus’tur. Diyabetinen tipik bulgusu olan hiperglisemi, hiicre gogalmasi, farklilagsmasi
Uzerinde zararh etkilere sahiptir ve hatta hicre dlumune neden olarak periodontal yara
iyilesmesinde gecikmeye yol agar. Yliksek glukoz konsantrasyonunun vicut genel
mekanizmasi Uzerine olumsuz etkisi kadar, diseti ve alveolar kemik Gzerinde yikici
etkisi yapilan caligmalarda gdsterilmistir. Ana vatani Giney Asya olan CurCumin;
halk arasinda “zerdecal, zerdecop, hint safrani, safran k6ki” olarak bilinen CurCuma
longa L. (C. longa)nin rizomlarindan elde edilen sari-turuncu renkli polifenolik bir
bilegiktir (Ammonve Wahl 1991).

Cesitli preklinik hlcre kultiri ve hayvan calismalarinda CurCumin'in antioksidan,
antiinflamatuar, antikanser, antimikrobiyal etkileri barindirdigi, yara iyilegsmesini
hizlandirdidi; ayrica kardiyovaskuler, nérodejeneratif, gastrointestinal, otoimmun
rahatsizliklarda yararli etkilere sahip oldugu gdsterilmistir. CurCumin Ulzerine yapilan
klinik arastirmalarda geleneksel tibbi kullanimini ve terapétik rolini desteklemektedir
(Aggarwal 2003, Maheshwari 2006, Goel 2008, Hatcher 2008).



Calismamizda CurCumin’in, yuksek doz glukozun (4500 mg/mL) PDL hucreleri
Uzerine olan etkisine karsi hlcre canliligini artirarak koruyucu etki olusturdugu gésterildi.
Ayni zamanda CurCumin'in PDL hcre kultirt Uzerindeki tedavi edici ve toksik dozlari
ilk defa literatire kazandirildi. CurCumin'in etki mekanizmasinin antiapoptotik yolakla
oldugu gosterildi. Bu ¢alisma sirasinda, CurCumin ile benzer 6zellikleri olan ve yaygin
olarak arastirilan Metformin ve Feslegen'in yuksek glukoza maruz birakilmig ikincil PDL
hicre hattindaki, hicre canliigina etkileri, terépatik ve sitotik dozlari ilk defa gosterildi.
Bu calismanin sonuglarina dayanarak CurCumin’in ve yaninda Metformin ve
Feslegen'in, 6zellikle lokal olarak, PDL ile ilgili patolojik durumlarda tedavi amaciyla
kullaniimasi i¢in preklinik ve klinik caligmalarin planlanabilecegini sdyleyebiliriz.

1.1 Amag

Periodontitis, dislerin etrafindaki destekleyici dokularin bakteriyel infeksiyonu,
sistemik hastaliklar, yuksek oranda glukoz tlketimi gibi nedenler ile olusan kronik bir
enflamatuar hastaliktir. CurCumin'in birgok hastalikta koruyucu etkisi bilinmektedir. Bizim
amacimiz bugine kadar CurCumin'in in vivo olarak periodontal hastalik UGzerindeki
etkileri de@erlendiriimedigini dikkate alarak, Yuksek Glukoz Kontsantrasyonuna Maruz
Birakilmis Ligamentum Periodontale Hiicre Hatti Uzerine CurCumin'in Koruyucu Etkisini

ortaya koymaktir.



2. KURAMSAL BILGILER ve LITERATUR TARAMASI

2.1. Periodonsiyum Anatomisi

Periodonsiyum “disleri saran ve destekleyen dokular’ olarak tanimlanir.
Periodonsiyum benzersiz bir vaskiler sistem, lenfatik sistem ve sinirsel ag ile yasam
boyunca hizmet eden dinamik bir yapidir. Periodonsiyumun yapisal konfigirasyonu ve
normal islevleri olan hicresel elemanlari klinik olarak bilinen homeostatik dengeyi
korumaktadir. Periodonsiyum su dokulardan olusur; dis eti (gingiva), alveolar kemik,

sementum ve ligamentum periodontale.

2.1.1 Dis Eti (Gingiva)

Normal gingiva (Sekil 2.1.1) pembe renklidir (somon pembesi) ve oral
mukozadan apikal olarak mukogingival cizgi ile ayrilir (genellikle koyu kirmizi renktedir)
ve Kkeratinizasyon derecesine bagli olarak belirginligi dedisir. Dis etinde melanin
pigmentasyonunun birikmesi normaldir ve bu kigiden kisiye degisir. Afrikalilarda ve
Asyalilarda, Kafkasyalilara gére daha sik gorilur. Gingiva yapisik keratinize disetine
uzanir, mukogingival hattan koronal olarak ve kollajen lifleri ile alttaki periosteuma sikica
baglidir. Yapisik disetinin koronoapikal genisligi disten dise ve farkli bireyler arasinda
onemli dlgclde degisebilir, yasla birlikte genisleme egilimindedir (Ainamo vd 1981).
Periodontal saglik icin gerekli olan belirli bir minimum yapisik diseti genisligi yoktur
(Wennstrom ve Lindhe 1983). Disetinin yuzeyi siklikla noktalanma olarak adlandirilan
portakal kabugu benzeri bir gériinim sergiler. Dis eti epitel ve bag dokusu hucrelerinden

olusur.

Oral epiteli, periodonsiyumun koruyucu biitiinlGjinii sadlar. insan diseti epitelinin
histolojik goérunimiu ¢ok detayl olarak incelenmis ve c¢ok sayida yazar tarafindan
tanimlanmigtir (Schroeder vd 1966, Schroeder1981, Muller-Glauser ve Schroeder1983).
Serbest marjinal ve yapisik diseti, 4 klasik epitel tabakasindan olusan tipik bir
keratinize edici tabakali skuaméz epitel ile kaplidir: bazale, spinosum, graniilozum ve

corneum tabakalaridir.



Sekil2.1.1 -Saglikl dis eti gérunumu. (Carranza vd 2012)

Oral sulkular epitel, oral gingival epitelin gingival sulkusa uzantisidir. Bu yapinin
koronal siniri, serbest marjinal dis etinin yiksekligi kadardir. En tepedeki siniri, birlesme
epitelinin kabuk degistiren yluzeyidir, bu nedenle oral sulkular epitel, gingival sulkusun
yan duvarini olusturur. Oral sulkular epitel, oral gingival epitel ile ayni 4 epitel tabakasina
sahiptir. Histolojik enine kesitte, oral sulkular epitel, komsu baglanti epitelinden gorsel
olarak keskin bir sekilde sinirlanabilir, bunun sebebi oral sulkular epitel hicrelerinin

yuksek bazofilisitesinden dolayi ¢ok daha koyu gérinmesidir (Schroeder 1991).

Periodonsiyumun epitel tabakasinin Gglinct bileseni bileske epitelidir. Epitelin dis
sert maddesinin (mine veya sement veya dentin) ylzeyine tutunma mekanizmasini
saglayan baglanti epitelidir. Baglanti epiteli ayrica alttaki periodontal baga gére daha
koruyucu bir islev saglar. Enflamatuar diseti ve periodontal hastaliklardaki ilk olaylardan biri,

tutturma aparatinin bilesenleri arasindaki normal iligkilerin bozulmasidir.

Epitel tabakasinin altinda, lamina propria olarak da adlandirilan diseti bag dokusu
tabakasi bulunur. Baglayicinin yaklasik %60-65'i saglkh dis etinin doku kompartimani olan
kollajen tarafindan isgal edilir, daha az yaygin olan yapilar arasinda fibroblast hicreleri
(yaklasik %5), |6kositler, mast hlcreleri, doku makrofajlar (yaklasik %35) bulunur
(Schroeder vd 1973).

Bes ana lif demeti grubu ve 6 kicuk grup vardir (Page vd 1974). Baslica gruplar
dentogingival lifler, alveologingival lifler, dairesel lifler, dentoperiosteal lifler ve



transseptal lifler’dir. ikincil veya minér kollajen lif demetleri, periostogingival, interpapiller,

transgingival, intersirkuler, intergingival ve semisirkdler liflerdir.

Periodontal bag dokusunda acik ara en yaygin hiicre ve islevsel olarak en
6nemlisi fibroblasttir. Diseti bag dokusundaki hicrelerin %65 fibroblastlardir (Schroeder vd
1973). Bu hicrenin roll, yapisal bag dokusu proteinleri, kolajen ve elastin yani sira

periodontal bag zemin maddesini olusturan glikoproteinler ve glukozaminoglikanlardir.

Periodontal fibroblastlar ayrica aktif bir kolajenaz ve topluca matris
metalloproteinazlar olarak bilinen bir enzim grubunu salgilarlar (Birkedal-Hansen1976,
Pettigrew vd 1978, Birkedal-Hansen 1988) salgilarlar. Bu enzimler, hiicre digi matrisi
parcalama kapasitesine sahiptir (Page 1991). Metalloproteinazlarin timda, fibroblastlar
tarafindan inaktif olan dnct formda salgilanir. Ayrica, metaloproteinaz enzim ailesi,
aktive edildiginde bile, gesitli doku inhibitdrleri tarafindan etkili bir sekilde inhibe edilir
(Goldberg vd 1989).

Normal kosullar altinda, periodontal fibroblastlar hicre disi matrisi Uretir ve
surdurdrler. Homeostazi da olusturduklari matriksin parcgalarini  degistirmede rol
oynayarak saglarlar (Page1991). Bdylece bu hicre, dis etinin yapisini ve durumunu
dizenleyebilir ve dokuyu koruyabilir. Ayrica, fibroblastlarin yabanci cisimleri fagosite
etme ve capraz bagl kollajeni sindirme yetenegine sahip oldugu ve bu hicrenin
periodonsiyumdaki homeostazi kontrol etme yetenedini daha da artirdigi bilinmektedir.
Fibroblastlarin blyulk, soluk lekeli c¢ekirdekleri, disiuk glgcte bile ana lif gruplarinin
histolojik boélumlerinde kolaylikla gorulir. Hicre govdeleri, genellikle ayirt edilmesi zor
olan bir bazofilik sitoplazma ile lif demetinin uzun eksenine paralel olarak uzanmis

sekilde gorunur.

2.1.2 Ligamentum Periodontale

Ligamentum periodontale (PDL) dokusu, ektomezenkimal kokenli bir bag
dokusudur. Suringenlerin ve alt tirlerin aksine, insanlarda ve diger memelilerde digler
kemige sert bir sekilde bagli degildir. Bunun yerine, kéki kaplayan sement ile alveolar
kemigi arasinda 0,15 ila 0,4 mm'lik bir bosluk vardir. Bu bosluk, her disi kemik iginde
destekleyen ve koruyan yumusak bir bag dokusu kompleksi tarafindan isgal edilir. PDL

olarak adlandirilan bu yapi, gevreyi tamamen doldurur ( SEKIL 2.1.2.1).



PDL ve hucreleri, periodonsiyumun alveolar segmentinde homeostazin
korunmasinda ¢ok énemli bir rol oynar. Bu hlcreler bag dokularinin makromolekdillerini
sentezleme ve rezorbe etme kapasitesine sahiptir. Bu nedenle alveolar kemik ve
sementin yani sira PDL'nin hiicre disi maddesinin sentez ve emiliminin dizenlenmesine
katkida bulunur (Melcherl989). Periodontal bag hucrelerinin aktivitelerinin nasil
dizenlendigini tam olarak anlamak icin, ilgili htcrelerin, 06zellikle fibroblastlarin,
osteoblastlarin ve sementoblastlarin kokenlerini anlamak gerekir. PDL'nin islevleri
arasinda dis ankraji, fibroz doku gelisimi, kalsifiye doku gelisimi ve bakimi, besleyici ve
metabolit tagsinmasi ve inervasyon. Vaskiler ve lenfatik aglar, PDL'nin ve kismen dis
etinin yumusak dokularina besin saglar ve metabolik yan Urinleri uzaklagtirir. Sinir
elemanlari genellikle vaskiler yollari ve lenfatik kanallari takip eder, damar duvarlarinin
kas bilesenleri icin stimllasyon saglar ve periodonsiyum i¢in duyusal alginin yani sira

refleks déngdileri de saglar.

Sekil 2.1.2.1. Histolojik gérintu (X50) Ligamentum periodontale (13)
A (alveol kemik), D (dentin), C (sement) (Wolf vd 2004)

2.1.2.1 Ligamentum Periodontale Lif Demetleri

Olgun PDL, belirli dizlemlerde oryantasyon mimarisi sergileyen ana lif
demetlerinden olusur (Sicher 1954). Bunlarin arasinda interstisyel olarak bilinen gevsek bag
dokusu adaciklari bulunur. Bu adaciklar PDL hacrelerinin, ikincil liflerin, damarlarin,
lenfatik kanallarin ve sinir elemanlarinin bulundugu bosluklardir. PDL lif kompleksi, digeti



karsiiginin hemen altinda bulunur. ikisi arasindaki sinir her zaman belirsizdir. Dis etinde
oldugu gibi, periodontal bagin kolajeninin ¢odu, bashca lif gruplar olarak bilinen demetler
halinde toplanir. Bu yogdun lif demetleri semente baglidir, cesitli diizlemlerde PDL'nin
boslugunu kaplar ve Sharpey lifleri alveollin kribriform plakasina girer. Normal, istirahatte ve
gerimemis durumlarda, temel periodontal liflerin yolu sementten kemige dogru diz
degildir; bunun yerine, lifler dalgali bir sekilde goérinirler. Kollajen lifleri esnek olmadigi igin,
bu dalgalanma, disin, ¢igneme, konusma ve yutma gibi aktiviteler sirasinda surekli olarak
meydana gelen, yuvasindaki kiguk hareketlerine uyum saglamak icin yeterli gevsekligi
saglar. Dort ana lif gruplari tum diglerde anatomik olarak ayirt edilir. Alveolar kret, yatay
(horizontal), oblik ve apikal gruplar. Cok koklU diglerde, interradikuler grup olan besinc bir
grupta vardir (SEKIL 2.1.2.2.). Alveolar kret grubunun lifleri servikal semente baglidir ve
alveolar prosesin kretine sokulmak icin periodontal bosluk boyunca apikal olarak
yonlendirilmis bir yol izler. Bu lifler hem vestibller hem de meziodistal kesitlerde kolayca
gorintllenebilir. Bu lif grubunun iglevleri, disleri yuvalarina sabitlemek ve karsit yanal

kuvvetleri karsilamaktir.

SEKIL 2.1.2.2. Ligamentum periodontale temel lifler. 11. Alveolar kret,
12. Horizontal, 3. Oblik, 14. Interradikdler, 15. Apikal (Wolf vd 2004)

Ana lif gruplar arasinda yer alan ikincil lifler ise nispeten ydnsuz ve rastgele
yonlendirilmis, islevi bilinmeyen kolajen demetleridir. Henlz ana lif demetlerine dahil
olmamis yeni olusturulmus kollajen elementlerdir. ikincil lifler siklikla PDL boslugunu

korono-apik olarak gecgerler ve siklikla damar ve sinir yollart ile iligkilidirler.



2.1.2.2 Ligamentum Periodontale Kanlanmasi Ve inervasyonu

PDL'nin lif yogunlugu g6z 6nune alindiginda, genel olarak periodonsiyuma kan akisi
oldugu gibi vaskuler beslenmesi de boldur. Hayashi (1932) periodontal kan kaynaginin
karmasik yapisini ilk tanimlayan kisidir. Daha sonraki arastirmalar, orijinal agiklamalara

yalnizca kuguk ayrintilar ekledi.

Disetine kani getiren arterler; a. facialis, a. infraorbitalis, a. alveolaris superior

posterior, a. buccalis, a. palatina major, aa.palatina minores, a. mentalis, a. lingualis‘dir.

Bu arterler periost araciligi ile interdental papilaya ve interdental papillanin komsu
bolgelerindeki disetine ulasir. PDL'nin kanlanmasi; periapikal bolgeden, alveol kemigini
delerek gelen kan damarlarindan ve diseti periostu aracihigiyla gelen kan dolagimi ile
saglanir. Metabolik drlnler ise venler araciiglyla bolgeden uzaklastirnilir. PDL'de

damarlar anastamozlar halinde olup disi cepecevre sarmaktadir.

PDL'’in lenf kanallari kan damarlarina paralel olarak seyretmektedir. Vaskuler ve
lenfatik yapinin yeterliligi, vicutta sirekli olarak meydana gelen gesitli gelisim, onarim
ve iyilesme slreglerinin etkinliginde kendini gosterir. Biyolojik olarak zorlu dis gekimi
surecinin ardindan meydana gelen rutin olarak hizli iyilesme, baslica 6rnek olarak

sunulabilir.

PDL'nin duyusal inervasyonu, proprioseptif fonksiyonun yani sira dokunma,
basing ve agriya hizmet eder (Harris 1975). Tum PDL'nin inervasyonu, nervus
alveolarislerin dis dallan tarafindan dis soketinin apikal perforasyonlari yoluyla veya
kemikten gegen nervus interalveolarislerin perforan dallarndir. Bazi sinirlerin uglari,
PDL stromal hiicreleri arasinda hassas bir agaglandirma olusturur. Byers (1985, 1990)
aksonlarin radyoaktif olarak etiketlendigi ve daha sonra otoradyografi araciligiyla
gorsellestirildigi yeni bir arastirma yéntemi gelistirerek periodontal inervasyon bilgisini
onemli Olcude genisletmede etkili olmustur. Olgun, saglkli periodontal bagin
mekanoreseptorler tarafindan zengin bir sekilde inerve edildigini géstermek igin cesitli
hayvan modelleri kullanilmistir; bu hiicrelerin gévdeleri ya Ganglion trigeminale ya da
Nucleus mesencephalicus nervi trigemini dedir. Reseptorler éncelikle dokunma ve
basingla ve ¢igneme, konusma vb. sirasinda dislerin dogal mikro hareketi ile aktive

edilir.



PDL ayrica Ganglion trigeminale'deki néronlar tarafindan saglanan nosiseptorler
de sergiler (Shigenaga vd 1988). Duyusal reseptorler en ¢cok PDL'nin apikal segmentinde
bulunur. Periodontal boélgedeki sinir aksonlarinin ¢ogu kapsiilstiz, dallari olan Ruffini
benzeri uclarda sonlanirlar ve bu reseptérler her zaman periodontal alan ile yakin iliski

icinde gozlenir.

2.1.3 Alveolar Kemik

1. Alveolar bone proper (cribriform plate, esas alveol kemigi): Dig koklerini

(soket duvari) cevreleyen kortikal kemiktir. PDL liflerin yapistigi ve nérovaskuler demetlerin
alveoler kemigin merkezine (stingerimsi kemige) ulasabilmesini saglayan bu kemige

radyografik olarak lamina dura ismi verilmektedir.

2. Supporting alveolar bone (destekleyen alveol kemigi, destek kemigi):
Alveolar bone properi gevreler ve sokete destek saglar. Bukkal ve oral kortikal kemigin
arasinda kalan spongioz (stingerimsi) kemikten olusmaktadir. Alveol kemiginin yapisi;
farkli bireyler arasinda ve ayni ¢enede farkli boélimlerde boyut, sekil ve kortikal tabakanin

kalinhgdi acisindan farklilik géstermektedir (Sekil 2.1.3.1).

Kemik, mineralize olmus bag dokusudur. Hacim olarak inorganik matriks %60,
organik matriks %25’dir, geri kalanini su olusturur. Organik matriks; %901 Tip |
kollajenden olugsmustur. Vicuttaki diger kemiklerden farkli degildir. Periosteal ve
endosteal yuzeylerde olusmustur. Alveol kemigin hucreleri; osteoblastlar, osteositler,

osteoklastlar, osteoprogenitdr hiicre, inaktif osteoblastlardan olusur.



SEKIL 2.1.3.1- Sagittal kesitte molar dis alveolar kemik gériintiisii. (Wolf vd 2004).

2.1.4 Sement

Dis koklerinin dentini'ni ince bir tabaka olarak (50-200 pm) saran kalsifiye
dokudur. Sementin temel iglevi, disin alveolliinde ankrajini saglamaktir. Baska bir islevi de
okluzal iligkilerin korunmasina yardimci olmaktir. Damar, sinir, lenfatik icermez fizyolojik
rezorpsiyon/remodelasyona ugramaz. Hayat boyu yapilir. Sementin kalinhigi hayat
boyunca degisir. Sementoblastlar oranlarini degistirebilirler. Sement kalinligi; servikalde
20-50 pym, apikalde 150-200 um. Sement tipleri; hlcresiz fibrilsiz sement, hicresiz
ekstrinsik fibrilli sement, hicreli karisik fibrilli sement, hiicreli intrinsik fibrilli sementtir.
Kemik ve sement arasindaki onemli fark, kemigdin yaklasikk %70'i inorganik
maddelerden olusur, tuzlar ve hucresel igin karsilik gelen rakam semente sadece
%46'dir (Selvig 1962). Sementin icerigi; organik icerik hucreler (sementoblast,
sementosit, periodontal ligament fibroblastlar), fibriller (Tip 1 ve 3 kollagen) ara madde
inorganik icerik, proteoglikan ve glikoprotein yapida ara maddedir. Sementoblastlar
tarafindan olusturulur. Mineralize olur. inorganik icerik sunlardan olusur:

hidroksiapatit kristalleri, kalsiyum, fosfor, magnezyum, florid, karbonat, sitrat.
2.2. CurCumin

Zingiberaceae familyasinin 6énemli Gyelerinden biri olan ve halk arasinda
“zerdecal” olarak bilinen Curcuma longa L., sari gigekli, blylk yaprakli, gok yillik otsu bir
bitkidir. Anavatani Giney Asya’dir. CurCuma cinsi gelismis yer alti kok, sap ve rizomlara
sahip olup tozu yemeklere eklendiginde gidalarin tazeligini korumasi, karakteristik
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koku ve tat katmasi nedeniyle 6zel bir 6nem tagir, lezzetini artirir ve gidalari koruyucu etki
gosterir. CurCumin Cin, Endonezya, Hindistan, Tayland ve Afrika’nin tropikal bdlgelerinde
yaygin bir sekilde yetismektedir (World Health Organisation 1999). Suda¢6zinmeyen fakat
DMSO, etanol ve asetonda ¢dzlinebilen bir kimyasal yapiya sahiptir. Molekdler agirhgi1 368,37
g/mol olan CurCumin’in erime noktasi ise 183 °C’dir (SEKIL 2.2.1) (Liu and Chen 2013).
Bitkinin toprak altindaki ana kokleri (rizom) yumurta veya armut, yan kokleri ise parmak
seklindedir. Rizomlarin Ust yuzl sarimsi, i¢ yuzl ise sari renklidir. Acimsi bir tadi olup,
Nepal'de evlerde ilag olarak kullaniir (Eigner ve Scholz 1999). Ayurveda tibbinda
CurCumin; dahili olarak midevi, kan temizleyici ve cilt hastaliklarinin tedavisinde kullanilr
(Jayaprakasha vd 2005). Geleneksel Hint Tibbinda ise tozundan safra hastaliklarinin
tedavisinde, anoreksi, grip, soguk alginhgi, diyabetikyaralar, hepatik rahatsizliklar, romatizma
ve sinuzitte yararlanildigi kayithdir (Ammon vd 1992). Antienflamatuvar 6zelliklerinin ortaya
ctkmasiyla birlikte 1970’li yillardan sonra CurCumin Uzerindeki ilgi artmaya baslamistir.
Antiseptik, koku ve tat duzeltici olarak bilinen CurCumin Klinik testlerle antibakteriyel etkileri
kanitlanmig, bdylece gida ve kozmetik alaninin diginda da kullanimi artmistir (Ammon 1992,
Srimal 1997).
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Sekil 2.2.1. CurCumin’in kimyasal yapisi (Becit vd 2017)

Yaklagik son 50 yilda yapilan detayl arastirmalari 6zetleyen bir galismada,
CurCumin'in kolesterol ve dusuk yogunluklu lipoprotein [low density lipoprotein (LDL)]
duzeyini disurdigu, platelet agregasyonunu ve miyokard infarktusunu engelledigi, Tip 2
diyabet, romatoid artrit, multipl skleroz ve Alzheimer ile iligkili semptomlari azalttigi, HIV
replikasyonun inhibe ettigi, karaciger ve akciger toksisitesini 6nledigi, safra salgilamasini
artirdi§i, katarakt olusumuna karsi koruyucu, ayrica kanserin dnlenmesi ve tedavisinde
etkin rolu oldugu belirtiimistir (Aggarwal vd 2003, Pari vd 2008).

CurCumin Uzerine yapilan bir¢ok in vivo ve in vitro calismada, ¢esitli hastaliklar

uzerinde koruyucu ve tedavi edici rolu bildiriimektedir. Bu etkilerinde transkripsiyon
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faktorleri, bluylime faktorleri, inflamatuar sitokinler, protein kinazlar ve diger enzimlerin
regllasyonunun aracilik ettigi belirtiimektedir (Aggarwal 2007, Gupta 2013, Shishodia
2005, Pari 2008).

Sifali bitkiler, geleneksel tip pratisyenleri tarafindan glnlik uygulamalarinda
cesitli hastaliklar tedavi etmek icin yaygin olarak kullaniimaktadir. Geleneksel tip
sisteminde, feslegen'in farkli kisimlari (yapraklar, gdvde, cicek, kdk, tohumlar ve hatta
batin bitki) bronsit, sitma, ishal, dizanteri, cilt hastaligi, artrit, gbz hastaliklari, bécek
isiriklari vb. tedavisi icin tavsiye edilmistir (Hatcher 2008). Cesitli iyilestirici 6zellikleri
nedeniyle Ayurveda'da binlerce yildir kullaniimaktadir. Hindistan'in efsanevi 'Benzersizi'
olan sifal otlarin kraligesi Feslegen, dogunun sifali ve saghkli sifah bitkilerinin en kutsalve en
sevilenlerinden biridir. Yaprak ugucu yagi (6jenol) igerir, Grosolik asit, karvakrol (5-
izopropil-2-metilfenol), linalool (3,7-dimetilokta-1,6-dien-3-ol), limatrol, karyofillen, metil
karvikol (Estragol olarak da adlandirilir: 1-allil-4-metoksibenzen) tohum ugucu yaginda
yag asitleri ve sitosterol bulunurken; ek olarak, tohum mdasilaji bazi seviyelerde seker
icerir ve yesil yapraklarda bulunur. Sekerler ksiloz ve polisakkaritlerden olusur (Goel vd
2008).

Metformin (1,1-dimetilbiguanid) HCI (MF), tip 2 diabetes mellitus tedavisinde
kullanilan Fransiz leylakindan (Galega officinalis) turetilen ikinci nesil bir biguaniddir
(Witters 2001 ). Giugliano ve ark (1993) bazi calismalarinda yagli karaciger hastaligini
iyilestirdigi, hepatomegali, steatoz ve aminotransferaz anormalliklerini tersine ¢evirdigi

ortaya konmustur.

SARS-CoV-2 enfeksiyonunda Metformin'in glukoz seviyelerini optimal dizeyde
tutmasi ve immin modile edici ézelliginin hastalarin sonuglari tGzerinde faydali bir etkiye

neden olabilecegi fikri dne atilmigtir (Ursini vd 2020).

2.2.1. Antiinflamatuar Etki

CurCumin'in antiinflamatuar etkisi uzun yillardir bilinmektedir. Hucre kualturd,
hayvan calismalari ve klinik arastirmalarda CurCumin'in inflamatuar barsak hastaliklari,
pankreatit gibi inflamatuar yanitin olustugu hastaliklarda kronik ve akut inflamasyonu
baskilayarak etki yaptigi bilinmektedir. Birgcok hayvan calismasinda CurCumin'in
antiinflamatuar etkileri arastinlmistir. Hayvan calismalarindan birinde, %1’lik karragen ile

induklenen 6demde CurCumin'in fareler Gzerindeki antiinflamatuar etkisi gosterilmigtir.
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Farelerde CurCumin 48mg/kg dozunda Odemi vyari yariya azaltarak benzer dozdaki

kortikosteroite yakin etki gésterdigi belirtiimistir (Jurenka 2009).

Nonsteroidantiinflamatuar ilaclar ile antiinflamatuar etkisi yéninden CurCumin
karsilastirildiginda uzun sureli kullanimda yan etki profili acisindan daha uygun ve

ekonomik oldugu bildirilmistir (Aggarwal vd 2009).

CurCumin'in antiinflamatuar etkisine yonelik dne surulen etki mekanizmalar su
sekildedir. Inflamasyon ile iliskili hicre ylzeyinde bulunan adezyon molekdllerinin
olusumunun baskilanmasi (Hatcher vd 2008). Inflamasyon surecinde rol oynayan
oksijen radikallerini stipuricu etkisi (Aggarwal vd 2007).

Transkripsiyon faktorid nukleer faktor kapa B (NF-kB)'nin aktivasyonunun
engellenmesi (Singh ve Aggarwal 1995). Proinflamatuar enzimlerden siklooksijenaz ve
5-lipooksijenazenziminin ekspresyonunu engellenmesi (Hong vd 2009). Sitokinlerin
[timor nekrozis faktor (TNF), interlokin (IL)-1, IL-2, IL-6, IL-8, IL-12] ekspresyonunun

etkisinin hidrokarbon reseptorleri Gizerinden inhibisyonu (Ciolino 1998, Jagetia 2007).

Periferal mononukleer hicreler (PBMCs) tarafindan olusturulan [matriks
metalloproteinaz (MMP)]lerin Uretiminin ve aktivitesinin doza bagimli inhibisyonu
(Hatcher vd 2008).

2.2.2. Antimikrobiyal EtKi

CurCumin' in gida ve tekstil trlnlerinde toksik etki géstermeden antibakteriyel
Ozellige sahip olmasindan dolayr kullanildigi bilinmektedir (Han ve Yang 2005).
Antibakteriyel etkisinin yani sira CurCumin'in antiviral, antimalaryal, antifungal,

antiprotozoal etkilere sahip oldugu da goésterilmistir (Ammon HP, Wahl 1991).

Bircok in vitro calismada CurCumin'in HIV Tip 1 ve 2 virusunun replikasyonunu
Onleyerek AIDS hastalarinda umut vaad edece@i sonuclar alinabilecedi ileri
sirilmektedir (Aggarwal ve Harikumar2009). CurCumin ile ¢esitli antibiyotikler denenmis ve
CurCumin varliginin antibiyotik ile sinerjistik etki ortaya cikardigi gosterilmistir
(Moghaddam vd 2009).



2.2.3. Antidiyabetik EtKi

CurCumin'in diyabet hastaliginda geleneksel tibbi kullaniminin oldugu
bilinmektedir. CurCumin'in karaciger bozukluklari, glisemi, adipoz doku disfonksiyonu,
nefropati, néropati, vaskuler hastaliklar, pankreatik beta hlicre disfonksiyonu, testikuler
hasar gibi diyabet ve diyabet komplikasyonlarin da etkili oldugu bildiriimektedir (Zhang
vd 2013). CurCumin'in, proinflamasyon sinyalleri duzenleyerek etki gosterdigi, ayrica
TNF-alfa ve NF-kB ekspresyonunu engelleyerek insulin direncini azaltarak insuline
direncli Tip 2 diyabet hastalarinda ve birgok diyabetik hayvan modellerinde antidiyabetik
etki gosterdigi bildiriimektedir (Aggarwal vd 2007). CurCumin'in hipoglisemik etkisi cesitli
arastirmalarda farkli sekillerde aciklanmaktadir. Bir arastirmada, CurCumin'in dogrudan
pankreasin beta hlcrelerini uyararak hipoglisemik etkiye neden oldugu belirtilirken, bir
baska galismada ise peroksizom proliferator aktivereseptor gama baglama aktivitesi ile kan
glukoz seviyelerinin yukselmesini engelledigi belirtiimektedir (Best 2007, Nishiyama
2005). Fareler zerinde olusturulan diyabetik agri modelinde CurCumin'in, nitrik oksit ve

TNF-alfa sali verilmesini inhibe edici etkisi gosterilmigtir (Sharma vd 2007).

2.3. CurCumin’in Fizikokimyasal Yapisi

C. longa bitkisinin aktif bilesenleri CurCuminoit olarak adlandiriimakta ve bitki
yaklasik olarak %5 oraninda CurCuminoid icermektedir. CurCumin (%80), demetoksi
kurkumin (%18) ve bis-demetoksikurkumin (%2) dogal fenoller olarak bilinen
CurCuminoid ailesinin en bilinen uc ana fenolik bilesikleridir (Sekil 2.3.1) (Sharma
2005, Goel 2008, Pari 2008, Gupta 2013).
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SEKIL 2.3.1: Bis-demetoksi CurCumin, Demetoksi CurCumin ve CurCuminin (enol

ve keto formlari) kimyasal yapilari (Becit vd 2017)

CurCumin'in (diferuloilmetan, C21H2006; MA:368,38 g/mol)in kimyasal adi
Uluslararasi Temel ve Uygulamalari Kimya Birligi [InternationalUnion of Pure and
Applied Chemistry (IUPAC)] tarafindan 1,7-bis(4-hidroksi-3-metoksifenil)-1,6-hep
tadien-3,5-dion olarak belirlenmigtir. CurCumin; portakal kabugu renginde, eterde ve
suda ¢ézinmeyen, lipofilik bir bilesik olup cesitli organik ¢dzlcilerde (etanol aseton,
dimetilsulfoksit, kloroform gibi) ¢6zinen fenolik yapili bir bilesiktir (Aggarwal 2003,
Sharma 2005, Goel 2008). CurCumin'in kimyasal yapisi incelendiginde keto ve enol
formu olmak Uzere iki tautomerik formdan olusmaktadir. Enol formu kati halde ve
solusyon iginde etkilidir. Beta pozisyonunda baglanmis olan 2 keton grubu CurCuminin

antioksidan etkisinde sorumlu tutulmaktadir (Kolev 2005, Dulbecco 2013).
2.4 Hipotez

Bu calismada hipotezimiz; Yiksek glukoz konsantrasyonuna maruz birakilmig
PDL hicre hatti Gzerine CurCumin'in koruyucu etkisi oldugudur ve PDL fibroblast hlicre
hatti (hPdLF) CurCumin'in ylksek doz glukozun (4500 mg/mL) yol actigi harabiyete
kars! koruyucu etkisi molekiler diizeyde daha kolay anlasilabilir olacak ve CurCumin'in
farkli prepatlarinin ilag olarak c¢alismalarinin 6nl agcilacaktir. Ayrica, CurCumin ile
karsilastirmak amaciyla yaygin olarak calisilan Feslegen ve Metformin’nin PDL

Uzerinde koruyucu etkisinin olup olmadigdi kontrol edildi.
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3. GEREG VE YONTEM

3.1. Ligamentum Periodontale Hiicre Kiltiiriiniin Hazirlanisi

PDL Fibroblast hucreleri (hPdLF) firma tarafindan Onerilen protokol

dogrultusunda medium bilesikleri kullanilarak kltire edildi.

Medium igerigi:

500 mL Clonetics Stromal Basal Medium Cat. No: CC-3204 Lot No:
0000935042 igerisine  FBS 25 mL, Insilin 0,5 mL, GA1000 (Gentamisin Siilfate
Amphotericin B) 0,5 mL, rhFGF 0,5 mL growth supplementler eklenerek hazirlandi.
Hazirlanmis olan besiyeri 37 °C su banyosunda inkibe edildi. (Sekil 3.1.1) Oda
sicakhgdinda besiyeri 5 ayri flaska5 ml olarak konuldu, flasklar 30 dk 37 °C inkubat6rde
bekletildi. 1 mL gelen PDL hicresi, her flaska 200 uL olacak sekilde toplamda 5 flaska
bélindu. Ortalama her gun kontrolleri yapilarak yaklasik 4 gin sonra hicrelerin eski
besiyerleri gekilip Uzerilerine 5 mL yeni besiyerleri verilerek kiltirasyona devam edildi.
Hucreler flask ylzeyini kaplayinca 1 mL PBS solusyonu ile yikanip %25 tripsin ile
kaldirildi. 123 g'de santrifilenip %5 DMSO 'da donduruldu (Sekil 3.1.2).
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SEKIL 3.1 2 Ligamentum Periodontale Hiicresi;7. giin

3.2. CurCumin Dozlarinin Hazirlanmasi

CurCumin (Curcuma longa [Turmeric], powder C1386 Sigma-Aldrich) ticari
olarak satin alindi. Yavas yavas isitilarak DMSO (Dimethyl sulfoxide, D2650 Sigma-
Aldrich)da ¢6zulip filtreden gegirildi. 10 mM/mL stok CurCumin elde edildi.
CurCumin’in 2 yM, 5 pM, 10 pM, 20 uM, 30 uM, 50 pM, dozlarinda 6 farkli
konsantrasyonu hazirlanarak, 72 saatlik inkiibasyonunda doza bagimli arastirmasi

yapildi. TUim galismalar 2 tekrarli olarak strdGrdlda.
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3.3. Metforminin Hazirlanigi

Ticari olarak satin alinan Metformin uretici firmanin protokolliine uygun olarak
hazirlandi. 5 mg Metformin hassas terazi yardimiyla tartildi. 3019 yL molekiler grade
suda ¢ozilerek 10 mM stok Metformin sollisyonu hazirlandi. 2 uyM, 5 uM, 20 uM, 30
MM, 50 uM dozlarinda 6 farkli konsantrasyonu hazirlanarak, 72 saatlik inklibasyonunda

doza bagiml arastirmasi yapildi. Tim ¢alismalar 2 tekrarli olarak sirduruldi.

3.4. Feslegen Hazirlanisi

Ticari olarak satin alinan Feslegen firmanin protokoliine uygun olarak hazirlandi.4
mg Feslegen hassas terazi yardimiyla tartildi. 5 mL distile su suda ¢ézindurulerek 800
mg/mL ana stok hazirlandi. 250 yM, 300 uM, 350 uM, 400 uM dozlarinda 6 farkh
konsantrasyonu hazirlanarak, 72 saatlik inkiUbasyonunda doza bagimli arastirmasi

yapildi. TUm galismalar 2 tekrarli olarak strdralda.

3.5. Sitotoksisite Testi ile Hiicre Canhihiginin Saptanmasi

MTT (3-4,5-dimetil-tiyazolil-2,5-difeniltetrazolyum bromid) testi kolorimetrik
dlclimlere dayanan hiicre gogalma miktarinin tespit edildigi bir yontemdir. Orneklerin
hicre kultiri Gzerinde sitotoksik etkilerinin belirlenmesi icin uygulanan MTT testi
Pamukkale Universitesi Tip Fakdiltesi, Genetik Anabilim Dali Hicre Kiltiri

Laboratuvarinda gerceklestirildi.

CurCumin, Fesleden, Metformin, Dugslk Doz Glukoz (1100 mg/mL), Yuksek Doz
Glukoz (4500mg/mL) belirtilen dozlarda besiyeri icerisinde ¢ozdurulerek kullanimi ile
hucrelerin ¢ogalmasi Uzerinde inhibisyona yol acip agmadigi incelendi. Ayrica,
yapilacak uygulamalarin hicre olumu Uzerindeki etkileri kantitatif olarak arastiriidi. Bu

amagla MTT testi uygulandi.

3.5.1. Sitotoksisite Testi igin Hazirhk

Laminar flow kabininde PDL hicreleri (hPdLF), Fibroblast Media igceren 75
cm? flask icine alindi. Hucreler, %5 CO? ve %95 nem igeren inkubatérde 37 °C’de
24 saat inkibe edildi. Mikroskop ile htcrelerin canliligi, kontaminasyon durumu
incelendi. Laminar flow kabininde hticre kiiltir stispansiyonu flasktan cam pipet ve
vakum yardimiyla sise tabanina degmeden dikkatlice uzaklastirildi. Hicreler 2 kez

2-3 mL PBS ile yikandi ve ardindan flaska 5 mL tripsin-EDTA ¢dzeltisi ilave edildi.
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inkibitérde 3-5 dak. siireyle bekletilerek hiicrelerin flask tabanindan ayriimasi
saglandi. Pipetajla attiktan sonra 10 mL besi eklenerek tripsin-EDTA uzaklastirildi.
Santriflij tipldne alinan hiicre suspansiyonu 25 °C’de 1200 rpm’de 5 dak. santrifjj
edildi. Laminar flow kabininde slpernatant atildi, dipte toplanan hiicre pelleti 2 mL

besi yerinde homojenize edildi.

Elde edilen hucre suspansiyonundan 50 mL alindi tzerine 50 mL tripan—
blue c¢o6zeltisi eklenerek suspanse edildi. Stuspansiyondan 20 yL thoma lamina
eklendi. Hucreler mikroskopta sayildi. Canli hicre sayisi; Toplam Hucre Sayisi x
Dilisyon Faktoérd x 10.000 formdline gbére hesaplandi. Hicre slspansiyonu daha
fazla hicreelde etmek icin dilie edildi. Her bir kuyucuga 200 pL olacak sekilde 96
kuyucuklu steril plaga ekim yapildi. Hucreler, %5 CO? ve %95 nem igceren
inkiibatérde 37 °C'de 24 saat inkiibe edildi. Inkiibasyondan sonra besi yeri
uzaklastirildi.

24 saatlik inkiibasyondan sonra 96’lik plagin her kuyucuguna 100 uL besiyeri
eklendi. Hazirlanan CurCumin dozlari (2 uyM, 5 yM, 10 uM, 20 uM, 30 pM, 50 uM),
Feslegen dozlari (250 uM, 300 uM, 350 uM, 400 uM), Metformin dozlari (2 uM, 5
MM, 20 uM, 30 uM, 50 uM) 2 tekrarli olmak Gzere PDL fibroblast (hPdLF) medyuma
ilave edildi. Madde uygulanan hucre hatlarina 72 saat sureli inkibasyondan sonra

MTT ydntemi uygulandi.

3.5.2. MTT Testi Uygulanisi

Test maddeleri ile 37 °C’de %5 CO?de 72 saat inklbe edilen hlicre dizisini igeren
96 well plate'te her kuyuya 10,000 hicre olacak sekilde ekildi. Ertesi giin eski besiyeri
cekilip total hacim 100 uL olacak sekilde CurCumin, Fesle§en, Metformin, Disik Doz
Glukoz (1100 mg/mL), Yuksek Doz Glukoz (4500 mg/mL) her kuyucuguna MTT
¢ozeltisieklendi. 37 °C, %5 CO? ve %95 nem iceren etiivde 4 saat daha inkiibasyona
birakildi. 4 saatlik inkibasyon suresinin sonunda olugan formazan kristallerinden
kaynaklanan renkdegisimi, mikroplak okuyucu spektrofotometre (Promega) ile 450 nm
absorbans degerinde 6l¢uldl. Microsoft Excel programi yardimi ile uygulanan doz ve %
hicre sagkalim egrisi belirlenerek %50 baskilayici konsantrasyon (IC50) degeri

hesaplandi.

19



3.5.3. TUNEL Yontemi ile Apopitozis Belirlenmesi

TUNEL uygulamasi igin kullanilan apopitoz tarama kiti 11 684 809 910 Roche In
Situ Cell Death Detection Kit, AP ‘dur. In Situ Cell Death Detection Kit, hiicrelerde ve
dokularda tek hticre seviyesinde apopitotik hiicre 6limunu tespit etmek ve 6lgmek igin
kesin, hizli ve basit, radyoaktif olmayan bir teknik olarak tasarlanmistir. -15 — -25 °C'de

saklanmaldir.

TUNEL reaksiyonu, apopitozis sirasinda ortaya g¢ikan DNA zinciri kirilmalarini
etiketleyerek in situ olarak taninmalarini saglar (Gavrieli, Sherman et al. 1992, Kressel
ve Groscurth 1994). Apopitotik pargalanma sonucu DNA uglari, DNA polimeraz veya
Klenow fragmenti kullanilarak isaretlenebilmektedir. DNA polimerazin yani sira terminal
deoksinukleotidil transferaz (TdT) etiketli nukleotidlerin in situ DNA zincir kiriklarina dahil
edilmesi icin kullaniimistir. Bu kolay ve hizli prosedirin ana avantaji, floresan-dUTP
kullaniimasidir. Bu, ikincil anti-floresein-AP konjugatinin eklenmesinden énce TUNEL
reaksiyonundan hemen sonra floresan mikroskobu ile DNA fragmantasyonunun

saptanmasina izin verir.

Gerekli solusyonlar;
v PBS
v' Fiksasyon Soliisyonu - PBS iginde %4 paraformaldehit (pH: 7,4)

v' Permeabilizasyon Sollisyonu - %0,1 sodyum sitrat icinde %0,1 Triton X-100

3.5.3.1. TUNEL (terminal deoxynucleotidyl transferase mediated dUTP nick

end labeling) Yontemi

50.000 hiicre ekildi. 24 saat inkiibasyondan sonra maddeler (Kontrol grubu,
Dusuk Doz Glukoz (1100 mg/mL), Yuksek Doz Glukoz (4500 mg/mL), Digslik doz
glukoz+CurCumin (2 uM), Yiksek doz glukoz+CurCumin (2 pM) eklendi. 72 saat sonra
Besiyeri + PBS + Tripsin’de hucreler ayri falkonlara toplandi. 1500 rpm’de 5 dak.
santrifijj edildi. Ust faz atildi, pelletlerin (izerine 100 uL paraformaldehit eklenerek 5-6
kez pipetajlandi. 5 dak. bekletildi. Pozitif lam Uzerine fiksasyon sollisyonu dikkatlice
yayildi. 60dk 15 °C — 25 °C'de Ustl agik sekilde inkiibe edildi. inkiibasyon sonunda
lamlar iki kere PBS’e daldirilip ¢ikarildi, kurumaya birakildi. Lamlarin tzerine 100 uL

permeabilizasyonsolisyonu eklendi ve +4 °C’de inklbe edildi.
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TUNEL solUsyonu hazirlandi; 4 6rnek icin, 25 yL Enzim + 225 L Label = 250 L.
Lamlarin Gzerine 50 pL TUNEL solisyonu eklendi, 60 dk karanlik ortamda 37 °C’de
inkiibasyona birakildi. Sonrasinda 3 kez PBS soliisyonunda yikandi. Kuruduktan sonra

flouresan mikroskobunda incelenerek goruntu alindi.

3.6. Istatistiksel Yontemler

Degerler, 96 bagimsiz deneyden ortalama * standart hata olarak verildi.
itatistiksel calismada énce varyans analizi ve eslestirimemis t testi (bajimsiz érneklem t
testi) yapildi. Daha sonra varyans analizindeki anlamhhidin hangisinden
kaynaklandidini belirlemek igin StatView yazilimi (Abacus kavramlari, Berkeley, CA,

ABD) kullanilarak post-hoc test yapildi. P<0,05 istatistiksel olarak anlamli kabul edildi.
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4. BULGULAR

4.1. CurCumin, Feslegen, Metformin Konsantrasyonlarinin Belirlenmesi

Kontrol grubunda hicre canhhdr yuzde yuz (1) kabul edilmistir. Hicrelere
uygulanan Duglk Doz Glukoz (1100 mg/mL), Yuksek Doz Glukoz (4500 mg/mL)
sekonder PDL hicre canhligini istatistiki olarak anlamli derecede azaldi(p<0,05). Yuksek
ve dusuk doz glukoz verilen hucrelere ayni zamanda 2 yM CurCumin verildiginde
istatistiki olarak anlamli derecede hiicre canhligi artti. CurCumin dozu 5 yM 50 yM’a kadar
PDL hicrelerinde toksik etkisini goésterdi ve bu araliklarda hiicre canhligi belirgin sekilde

azaldi. Bu yuzden bu dozaraliklarinda CurCumin etkisi 6lgctilemedi (Tablo 4.1.1, sekil

4.1.1).

Tablo 4.1.1: CurCumin'in, disik ve ylksek doz glukoz ile etkilenmis ligamentum

periodontale sekonder hicre dizisi Uzerindeki koruyucu etkisi

K KDD KYD

1 0,72 0,6

Cc2 C2+DD C2+YD
1,057 1,032 0,835
C5 C5+DD C5+YD
0,504 0,383 0,52
C10 C10+DD C10+YD
0,35 0,301 0,271
C20 C20+DD C20+YD
0,238 0,241 0,231
C30 C30+DD C30+YD
0,22 0,238 0,228
C50 C50+DD C50+YD
0,238 0,23 0,231

(gruplar: K;kontrol, KDD; kontrol distik doz glukoz, KYD; kontrol yliksek doz glukoz,
C(X); CurCumin (doz miktari), DD;dlsUk doz glukoz, YD; ylksek doz glukoz)
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SEKIL 4.1.1:
CurCumin'in, diisiik ve yiiksek doz glukoz ile etkilenmis
ligamentum periodontale sekonder hiicre dizisi lizerindeki
koruyucu etkisi
1,2
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(1) kabul edildi. Hicrelere uygulanan dusuk doz (1100 mg/mL) ve yuksek doz glukoz
(4500 mg/mL), sekonder PDL hiicre canlihigini istatistiki olarak anlamli derecede azaltti
(p<0,05). Yiksek ve dusuk doz glukoz verilen hucrelere ayni zamanda 2, 5, 20, 30 ve
50 yM Metformin verildiginde istatistiki olarak anlamli derecede huicre canliigi tim
dozlarda artti (p<0,05). Kullandigimiz Metformin dozlari PDL hucrelerde toksik etki

gbstermedi. Metformin tim gruplarda istatistiki olarak anlamli sekilde hicre canliligini

arttirdi

gruplar
K;kontrol, KDD; kontrol dislik doz glukoz, KYD;kontrol ylksek doz glukoz, C(X);
CurCumin (doz miktari), DD;dlsiuk doz glukoz, YD; yuksek doz glukoz

Metformin igin yapilan deneyde yine kontrol grubunda hiicre canhihgi yizde yuz

(Tablo 4.1.2, Sekil 4.1.2).
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Tablo 4.1.2: Metformin'in, disik ve yuksek doz glukoz ile etkilenmis ligamentum

periodontale sekonder hucre dizisi Uzerindeki koruyucu etkisi

(gruplar: K;kontrol, KDD; kontrol digtk doz glukoz, KYD; kontrol ytuksek doz glukoz,

K KDD KYD

1 0,72 0,6

M2 M2+DD M2+YD

0,804 0,978 0,91

M5 M5+DD M5+YD

0,896 0,968 0,888

M20 M20+DD M20+YD

0,909 0,908 0,99

M30 M30+DD M30+YD

0,87 1,003 0,9

M50 M50+DD M50+YD
0,837 0,854 0,875

M(X); Metformin (doz miktari), DD;dUsuk doz glukoz, YD; yuksek doz glukoz)

hiicre canlihgi (%)

Sekil 4.1.2:

Metformin'in, diisiik ve yiiksek doz glukoz ile etkilenmis
ligamentum periodontale sekonder hiicre dizisi lizerindeki
koruyucu etkisi

1,2
1
0,8
0,6
0,4
0,2
0
QQ ® é@ ’;\0 @%% P O ‘& S @ @np & ,\Q (gs QQQ Q;@
SRR R G Ry §° Ny
gruplar

K;kontrol, KDD; kontrol diislik doz glukoz, KYD;kontrol yliksek doz glukoz, M(X);

Metformin (doz miktari), DD;dlisiik doz glukoz, YD; yiiksek doz glukoz
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Feslegen icin yapilan deneylerde, kontrol grubunda hiicre canhhgi ylzde yuz (1)
kabul edildi. Hlcrelere uygulanan distuk doz (1100 mg/mL) ve yuksek doz glukoz
(4500 mg/mL), sekonder PDL hicre canhligini istatistiki olarak anlamli derecede
azaltti(p<0,05). Yiuksek ve disuk doz glukoz verilen hicrelereayni zamanda 250, 300
ve 350 uM Feslegen verildiginde istatistiki olarak anlamli derecede hlicre canliligi artti.
Fakat 400 uM Feslegen PDL hicrelerine toksik etkisini gostermis ve bu araliklarda
hicre canhihgl belirgin sekilde azaldi. Bu ylizden bu dozda Feslegen etkisi 6lgilemedi
(Tablo 4.1.3, Sekil 4.1.3).

Tablo 4.1 3: Feslefen'in, dUsik ve ylksek doz glukoz ile etkilenmis ligamentum

periodontale sekonder hicre dizisi Uzerindeki koruyucu etkisi

K KDD KYD

1 0,72 0,6

F250 F250+DD F250+YD
1,033 0,88 0,941
F300 F300+DD F300+YD
1,074 0,899 0,817
F350 F350+DD F350+YD
0,911 0,893 0,802
F400 F400+DD F400+YD
0,715 0,487 0,58

(gruplar: K;kontrol, KDD; kontrol distk doz glukoz, KYD; kontrol yliksek doz glukoz,
F(X); Feslegen (doz miktari), DD;duslk doz glukoz, YD; ylksek doz glukoz)
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Sekil 4.1.3:
Feslegen'in, diisiik ve yiiksek doz glukoz ile etkilenmis
ligamentum periodontale sekonder hiicre dizisi izerindeki
koruyucu etkisi
1,2
1
S
— 08
>00
S 06
[S]
o
S5 04
He )
<
0,2
0
+ S & SR I R S SRR SR R P\
RIS R~ RS - SPI PSS M AP S S
Qo Q@ Q@ & &
gruplar

K;kontrol, KDD; kontrol diisiik doz glukoz, KYD;kontrol yiiksek doz glukoz, F(X);
Feslegen (doz miktari), DD;dustk doz glukoz, YD; yliksek doz glukoz

CurCumin, Metformin ve Fesleden’in ortak ézellikteki antioksidan 6zellikleri daha
onceki bircok calismada gdsterilmistir. Bu ¢alismalar daha ¢ok sinir sistemi ve sinir
sisteminde bulunan hiicrelerde yapimistir. ilk defa olarak bizim calismamizda bu 3
ajanin beraber kullanimi ile PDL sekonder hucre dizisi Uzerindeki koruyucu etkileri

istatistiki olarak anlamli derecede ortaya konuldu ( p<0,05).



4.2. MTT Uygulamasinda Hiicre Canlilig

Sekil 4.2.1 MTT uygulamasinda hticre canlilhdi. Kontrol grubu (x40).
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Sekil 4.2.2. MTT uygulamasinda hlcre canliligi. Disuk Doz Glukoz grubu (x40).
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Sekil 4.2.3. MTT uygulamasinda hucre canliigi. Yiksek Doz Glukoz Grubu (x40).
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Sekil 4.2.4 MTT uygulamasinda hicre canlligi CurCumin 2 uM +YUuksek Doz
Glukoz Grubu(x40).
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Sekil 4.2.5 MTT uygulamasinda hicre canliligi. CurCumin 2 yM + dusuk doz
glukoz grubu (x40).

4.3. Apopitozisin Degerlendirilmesi

Gruplarda PDL hucrelerinde apopitozis 24. saatte degerlendirildi. Apoptozis
kontrol grubunda en diglk, yuksek glukoz grubunda en yuksekti. Yuksek glukoz
grubuyla karsilastiriidiginda, CurCumin + yuksek doz glukoz grubundaki apoptozis
disukligd, CurCumin’in koruyucu etkisini destekledi. Dustik doz glukoz grubundaki
apoptotik etki yuksek glukoz grubuyla karsilastiriidiginda disik doz glukoz apopitotik
etkisinin az oldugunu goérduldu.



Sekil 4.3.1. TUNEL boyama ile Ligamentum Periodontale hicreleri.
Kontrol grubu (x40).
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Sekil 4.3.2. TUNEL boyama ile Ligamentum Periodontale hlcreleri.
Disuk Doz Glukoz Grubu (1100mg/ml) (x40).
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Sekil 4.3.3. TUNEL boyama ile Ligamentum Periodontale hicreleri.
Yiksek Doz Glukoz Grubu(4500mg/ml) (x40).
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Sekil 4.3.4. TUNEL boyama ile Ligamentum Periodontale hiicreleri.
CurCumin 2 uM + Dusuk Doz Glukoz grubu(1100mg/ml) (x40).
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Sekil 4.3.5. TUNEL boyama ile Ligamentum Periodontale hiicreleri.
CurCumin 2 uM + Yuksek Doz Glukoz(4500 mg/ml) grubu (x40).
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5. TARTISMA

PDL dokusu, ektomezenkimal kékenli bir bag dokusudur. Periodonsiyum ve disin
karsilikli destegi icin alveolar kemige dis kdki sementini ekler. PDL, periodonsiyumun

homeostazi, surdurtlmesi ve yenilenmesinde énemli bir rol oynamaktadir.

PDL, rejenerasyon, yara iyilesmesi, hucre farkhlagmasi ve iltihaplanma ile ilgili
6zel bir dokudur. PDL dokusundaki heterojen hiicre popullasyonu, fibroblastlar, endotel
hicreleri, epitel hiicreleri, PDL progenitodr hiicreleri ve enflamatuar hicreler dahil olmak
Uzere cesitli hicre tiplerinden olusur. PDL doku hlcre populasyonlarinin farkhlasma
kapasitesi ve farklilasma asamasinda uygun bir ortamabaglidir. Bu nedenle, PDL hiicre

populasyonlari ve islevleri heniiz tam olarak karakterize edilmemistir.

Periodontal hastalik dinya c¢apinda yuksek insidansa sahip enflamatuar bir
hastallk olmasina ragmen, hiicre fonksiyonlari, enflamatuar vyollar, hicre-hlicre

etkilesimleri ve PDL'nin sinyal transduksiyonlari belirsizligini korumaktadir.

Bu hastaligin nedenlerinde biri de yuksek glukozlu besin kullanimi ve diabetes
mellitustur. Ozellikle metabolik kontrolii zayif hastalarda diabetes mellitusun periodontitis
riskini ve siddetini arttirdigi iyi bilinmektedir (Sanz 2018). Gergekten de periodontitis,
diyabetin altinci komplikasyonu olarak kabul edilir. Diyabetin en tipik semptomu olan
hiperglisemi, hucre ¢ogalmasi, farkhlagmasi Gzerinde zararli etkilere sahiptir ve hatta
hiicre élimlne neden olarak periodontal yara iyilesmesinde gecikmeye yol agar. Yiuksek

glukoz konsantrasyonunun vicut genel mekanizmasi Uzerine olumsuz etkisi kadar diseti
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ve alveolar kemik Uzerinde yikici etkisi yapilan caligmalarca desteklenmigtir. Hicre
canliliklarini inhibe ederek doku yikimina neden olmaktadir. Yapilan calismalarda
ylksek seker konsantrasyonun da fibroblast aktivitesinin ilk baslarda artigi daha sonra
zaman icinde inhibe olarak fibroblast vitalitesinde ve minerilizasyonda azalma oldugu,
buna bagh rahatsizligin olustugu deneyler ile calisiimistir. Turner (1978) ve Hehenberger
(1997)e gore glukoz hicre proliferisasyonu igin énemlidir. Yaptiklari ¢calismaya gore; kan
glukoz seviyesi 15,5 mM'den,18 mM'e yukseldiginde fibroblast ¢odalmasini artirdigini,
kontrolsuz diyabette daha fazla artisin oldugunu belirlemislerdir. Kanda yaygin olarak 20
mM-30 mM arasinda glukoz miktarlarinin proliferasyonu arttirdigr gézlemlenmistir
(Parker 1993). (Kim vd 2006), in vitro PDL hucre hattitzerine yuksek glukoz uygulayarak
yaptiklari g¢alisma sonunda, PDL hicrelerinin hicresel aktivitesinde azalma tesbit
etmislerdir. Bizim c¢alismamizda, ylksek glukoz seviyesi olarak, 25 mM belirlendi. Bu
dozun PDL hucre hattinda hicre canlihgini istatistiki olarak anlamli derecede azalttigini
belirlendi (p<0,05) (Tablo 4.1.1).

Zhu ve arkadaslari, yiksek glukoz (30 mM)’un, hiicre apoptozuna veya hicre
canhligi inhibisyonuna neden olmadigini, ancak TNF- a ile induklenen proliferasyon
inhibisyonunu ve TNFR1'in aktivasyonu ve vyukari regllasyonu yoluyla hicre
apoptozunu  siddetlendirdigini  belirlemislerdir (Zhu vd 2020). Periodontitisin
ilerlemesinde en kritik inflamatuvar faktorlerden biri olan TNF-a, esas olarak aktive
makrofajlar, dogal éldurtcu hucreler, T lenfositler ve B lenfositler tarafindan uretilir (Ycel
vd 2015). Diseti sivisindaki TNF- a konsantrasyonu ile periodontal inflamatuvar durum
arasinda pozitif bir korelasyon oldugu bildiriimektedir (Liu vd 2018). TNF-a, membrana
bagh reseptérlerine baglanarak hicre proliferasyonunu, farklilagsmasini ve apoptozu
dizenler (Locksley vd 2001). Periodontitis hastalarinin diseti oluk sivisinda (GCF)
ortalama TNF- a dizeyinin 9,5 ng/mL'ye kadar ¢iktigi bildirilmistir (Zhu ve Liu 2010). Ek
olarak, diyabetik durum gram-negatif bakteriyel yikleme varlidinda periodontitis
hastalarinin monositik TNF-a sekresyonunu 4-6 kat arttirdigi gézlemlenmistir (Murray
vd 2007).

Bizim galismamizda da yuksek doz glukozun PDL hicre canliligini azalttig
belirlendi. Bunu hicrelerde apoptotik mekanizmayi baslatarak yapmistir. Yapilan Tunel
testinde, yuksek doz glukoz iceren PDL hucre hatlarinda apoptotik hucrelerin sayisi
istatistiki olarak anlamli derecede artirdi (p<0,05) (Sekil 4.3.3). Bu bakimdangalismamiz
Zhu ve arkadaslarinin (2020) calismasini desteklemektedir. Calismamizda verilen ylksek

doz glukoz TNF- a Uzerinden hiucre apoptozunu siddetlendirdigi dusunalda.
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Yuksek glukozun PDL fibroblastlarda proliferasyonuinhibe ettigi ve kaspaz-3'e
bagl apoptozu indukledigi bildirilmektedir (Liu vd 2013).

Yuksek glukoz seviyesi, proenflamatuar sitokinleri uyararak periodontal doku
yikimini baglatir (Duarte 2007, Wu 2014). IL-6 ve IL-8 her ikisi PDL'deki periodontitis ile
iliskilidir (Javed vd 2012). Dolayisiyla mevcut ¢alismalarda yapilan analizlerde ylksek
glukoz konsantrasyonlarinin IL-6'y1 indukledigini bulmuslardir. Putri ve arkadaslari
(2020), %1 CurCumin jel subgingival uygulamasinin, PDL dokusu uzerine, énce ve
sonra IL-6 seviyeleri Gzerindeki etkinligini analiz etmeyi amaglamiglar, kronik
periodontitisli 21 hastadan olusan 3 gruba 6n test ve son test kontrol grup olmak Uzere,
oncesi her gruba dis eti sivisindaki IL-6 seviyeleri incelemigler ve ardindan %1
CurCumin jel, %0.2 klorheksidin jel uygulamasindan 7. ginde tekrar incelemigler. IL-6
seviyeleri ELISA y6ntemi ile analizedilmis. Elde edilen veriler, Wilcoxon Testi ve T testi
kullanilarak istatistiksel olarak anlamli bir p <0.05 degeri ile islenmigtir. IL-6 seviyelerinde

istatistiksel olarak anlamli bir dugus vardir (Putri vd 2020).

Bizim calismamizda 6zellikle 2 yM CurCumin uygulanan hicre hattinda istatistiki
olarak anlaml derecede hiicre canliiginin arttigi gézlemlendi (p<0,05) (Sekil 4.1.1). Yiksek
doz glukozun PDL hicre hattinda sitokin firtinasi yarattigi, buna bagh IL-6 ve IL-8
seviyelerinde artis oldugu 06ngoriimustir. CurCumin’nin  bu sitokin firtinasini
durdurarak hicre canlihgini arttirdi§i varsayilmaktadir. Burada 2 upM'dan fazla
CurCumir’in hicrelerde toksik etki yaptigi, aksine IL-6 ve IL-8 seviyelerini arttirdigi

soylenebilir.

Nikleer faktor NF-kB bir transkripsiyon faktorudir, kronik enflamatuar ve
periodontalde yaygin olarak rol oynar (Barnes 1997, Chang 2009). Chang ve ark (2009)
NF-kB'nin osteoblast farklilagsmasini ve kemik olusumunu engelledigini; ancak,

PDL uzerine etkisi tam bilinmemektedir.

Liu ve arkadaslari (2013), insan PDL fibroblastlarinda yiksek glukoz
seviyelerinin apoptoz (izerindeki etkilerini ve olasi mekanizmalari arastirmigtir. Insan
PDL fibroblastlar, 6, 12 veya 24 saat boyunca normal glukoz (5 mM) ve ylksek
glukoz (35 mM) seviyeleri ile DMEM iginde kulttrlemislerdir. Apoptoz, akis sitometrisi,
kaspaz deneyleri, floresan gercek zamanh PCR ve Western blot analizi ile
arastinimistir. Yiksek glukoz inkiibasyonunun farkli sureleri, kultirlenmis insan PDL
fibroblastlarinda zamana bagli bir apoptoz ve kaspaz-3 aktivitesini indiklemistir. Ek
olarak, kultirlenmis insan PDL fibroblastlarindaki kaspaz-3 ve substrat PARP

konsantrasyonlari zamana bagli bir sekilde artmistir.
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Yuzyilardir CurCumin “Ayurveda (uzun yasam bilgisi)” ve geleneksel Cin
tibbinda ; anoreksi, 6ksurik, diyabet, yaralar, karaciger hastaliklari, romatizma vesinizit
gibi rahatsizliklarda kullaniimaktadir. Birkag klinik 6éncesi ve Klinik calisma gdstermistir
ki CurCumin kanserde 6nleyici ve terapotik bir 5neme sahiptir. CurCumin,insan sagligi
icin arzu edilen cesitli biyolojik aktivitelerde buyuk potansiyele sahip dogal Urlnler arasinda
molekdillerinden  biridir. COVID-19 salgini  sirasinda antiviral  aktivitesi de
arastirilmaktadir (lkay vd 2020).

CurCumin'in NF-kB ve cesitli pro-inflamatuar sitokinler Gzerinde glgli inhibe edici
etkilere sahip oldugu bilindiginden, ciddi vakalarda COVID-19 meydana gelen &limcul
sitokin firtinasini  tersine c¢evirmede yardimci olarak 06zellikle yardimci olabilir
(Zahedipour 2020). CurCumin'in 6nemli yara iyilestirici 6zelliklere sahip oldugu
gosterilmigtir. lyilesmeyi  hizlandirmak icin  dojal yara iyilesme sirecinin  gesitli
asamalarina etki eder. Granilasyon dokusu olugsumunu, kolajen birikimini, doku yeniden
sekillenmesini ve yara kontraksiyonunu iyilestirdigi gosterilmistir (Sidhu 1998, Akbik 2014).
CurCumin ile tedavi edilen yaralar, tedavi edilmeyen yaralara kiyasla sadece daha
fazla sayida fibroblast degil, ayni zamanda daha fazla infiltre makrofaj ve nétrofiligerir.
CurCumin dusuk su ¢oézinurligune sahip oldugundan topikal uygulamalar igin uygun bir
ilagtir (Sidhu 1998, Akbik 2014). CurCumin'in hicre canhhigini artirdigi ve birincil dis
pulpas! fibroblastlarinin gogalmasini indikledigi gosterilmistir (Mandrolvd 2016). Akpinar
ve arkadaslar (2018), farkli dozajlarla sistemik CurCumin artisinin osteoblastik aktivite
ve varhgini artirdigini, azalmis alveolar kemik kaybina bagl osteoklastlar olustugunu

sican modeli Uzerinde yaptiklari bir calismanin sonucu olarak rapor etmislerdir.

Biyo-malzemelerin  klinik kullanimlarindan &nce biyolojik ve toksikolojik
Ozelliklerinin degerlendiriimesi énemlidir. Sitotoksisite tarama deneyleri, materyallerin
veya bunlarin ézlerinin neden oldugu htcre élimdnin bir él¢lsini saglar. Bir materyalin
hicre hayatta kalmasi Uzerinde sahip olabilecegi etki, biyouyumlulugun acik bir
belirleyicisidir. Biyouyumlulugun en 6nemli yond olan in vitro sitotoksisite taramasi hucre
kaltara ile belirlenir (Murray vd 2007). CurCumin, digeti ve periodontal hastaliklarin
tedavisinde bir yer bulmus olsa da (Chen 2008, Anitha 2015, Elavarasu 2016, Elburki
2017, Nasra 2017,) nihai klinik onemi olan hucreler (yani PDL
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fibroblastlar) Uzerinde bildirilmis sitotoksisite ¢alismalari yoktur. Bu acidan bizim
calismamiz ilktir. Bizim ¢alismamizda CurCumin dozu 5 mikrogramdan 50 microgram’a
kadar ligamentum periodontale hiicrelerinde toksik etkisini gosterdi ve bu araliklarda
hicre canlihgi belirgin sekilde azaldi. Bu ylizden bu doz araliklarinda CurCumin etkisi
Olgllemedi (Tablo 4.1.1, Sekil 4.1.1). Bu calismamizin literature kazandirdigi en degerli
bilgilerden biridir. Klinik kullanim i¢in yeni materyallerin gelistiriimesinin nedeni, basarili
uygulamalari arttirmaktir. Bu nedenle, sitotoksisiteyi degerlendirmek icin arastirma
c¢alismalari yapilmalidir. Klinik kullanimlari sirasinda terapétik malzemeler istenen
etkiye sahip olmali, maksimum doku canhligint korumali ve ayni zamanda ihmal
edilebilir sitotoksik etkiye sahip olmali veya hi¢ olmamalidir. Biyouyumlulugun birincil
faktorl olarak in vitro sitotoksik tarama, hicre kaltiru tarafindan belirlenir ve MTT testi,
hicre kaltirlerinde farkh kdkenlerden materyallerin sitotoksisitesini degerlendirmek icin
en sik kullanilan testlerden biridir. Klinik olarak anlamli olan hicrelerin in vitro toksisite
testleri igin segilmesi 6nerilmektedir (Chang vd 1998). Biz de bu ylzden calismamizi
sekonder PDL hicre kiltirinde planladik. Terapoétik uygulamalari romatoid artrit, kolon
kanseri ve depresyon dahil olmak Uzere cesitli kosullarda incelenmistir, ancak higbir
calisma tam olarak, CurCumin'in in vivo olarak periodontal hastalik tzerindeki etkilerini

degerlendirmemistir (Guimaraes vd 2011).

Bizim calismamizda CurCumin'in yaygin etkileri yaninda 6zellikle PDL (izerindeki
iyilestirici etkisi Uzerinde duruldu. Bu ylzden hicre kiltlrli secildi. Yiksek glukozun
sebeb oldugu hucre destriksiyonuna ragmen hucre canhliini istatistiki olarak anlamli
sekilde arttirdigi hiicre deneyleri sonucunda galismamizda goésterildi. Tedavi edici CurCumin
dozu belirlendi. Calismanin geneline bakildiginda, bizim g¢alismamizda CurCumin'in
topikal olarak dis macunlarinin igcinde PDL korumak igin kullanabilecegi gorildi. Bu
tezimiz icin preklinik ve klinik arastirmalar gelecekte planlanmaktadir. Zaten yapilan
g¢alismalarda CurCumin'in sistemik olarak oral kullanimlarinda 6énemli emilim ve
yararlanihm sorunlari oldugu gérilmistir. Bu agilardan CurCumini topikal olarak
kullanmak daha dogru olacaktir. CurCumin'in farmakokinetik 6zelliklerine dair
¢alismalarda; oral absorpsiyonunun disuk oldugu, énemli miktarinin fecesle ve az bir
kKisminin ise idrarla atildid1 bildirilmektedir. Oral olarak CurCumin (36-180 mg/kg)
verilen 15 hasta ile yapilan bir ¢galismada, 4 aya kadar CurCumin metabolitlerinin kan
veya idrarda saptanamaz iken, feceste bulunabildigi gdsterilmistir (Sharma vd 2001).
Varsayilan kemopreventif ve terapotik CurCumin Ozellikleri buyuk ilgi yaratmis ve
biyolojik etkiyi olusturan molekiler mekanizmalari anlamak icin son birkag on yilda
yapilan aragtirmalar gostermigtir ki CurCumin ¢oklu sinyal vyollarini hedefler ve

enflamatuar gesitli transkripsiyon faktorlerinin ifadesi sitokinler, enzimler, blylime
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faktorleri, reseptorler, adezyon molekdller, antiapoptotik proteinler ve hiicre déngusu
proteinleri ile iligkilidir (Shishir 2012).

Ozellikle yiksek dozlarinin alinmasini takiben karaciger basta olmak (zere kan,
mide, barsak, kalp, bébrek gibi farkli organlarda farkli dizeylerde bulunabildigi ve
vicuttaki yarilanma émrinin alinan CurCumin miktarina bagh olarak doz artisi ile
oranti degisebildigi gosterilmisti. Oral CurCumin uygulanan Sprague-Dawley
sicanlarda diyet ile 1 g/kg verilen CurCumin'in oral absorpsiyonunun cok dustk oldugu,
blylk bir kisminin (%75) fecesle ve ¢ok az bir kisminin ise idrarla atildigi gésterilmigtir
(Wahlstrédm ve BLennow 1978). Siganlara oral CurCumin uygulanan diger bir calismada da
trityum ile isaretli CurCumin'in cogunun fecesle; intravenoz (IV) ve intraperitoneal (IP)
uygulamada ise safra yolu ile atildiji gésterilmistir (Holder vd 1978). Insanlarda yapilan
farmakokinetik ¢alismalarin ¢odunda da hayvan c¢alismalarina benzer sonuglara
ulasiimistir (Goel vd 2008). CurCumin'in génlli bireylere, oral yoldan tek doz (yaklasik 10-
12g) verilmesinde 15 dk ve 72 saat sonra serum oOrneklerinde, sulfat ve glukuronat

konjugatlari saptanmistir (Vareed vd 2008).

Yuksek glukoza bagh olarak gelisen enflamasyon ve ileri asamada olusan
apoptotik yolagi inhibe ettigi bilinen CurCumin'in, antiinflamatuar etkisi yénunden
nonsteroid antiinflamatuar ilaclar ile kargilastirildiginda uzun sureli kullanimda yan etki
profili agisindan daha uygun ve ekonomik oldugu bildiriimistir. Klorheksidin uzun
zamandir etkili bir antiinflamatuar, antimikrobiyal ajan, antiseptik ajan ve diger birgok
faydali 6zellik gosteren bir ilagtir. 30 kronik periodontitis hastasi Uzerinde yuritilmustir
bir ¢alismada, CurCumin jelin kronik periodontitis hastalarinda hafif ile orta dereceli
periodontal cepler Gzerinde bir etkisi oldugu denysel olarak kanitlanmistir (Shweta vd
2016). Yine baska bir calismada, antibakteriyel CurCumin konsantrasyonun %0,003
oldugu zaman daha az fibroblast sitotoksisitesi ve mukemmel yara iyilesmesi sergiledigi
ortaya konmustur (Sangeetha vd 2021). Bizim g¢alismamizda 2 uyM CurCumin
uygulanan hucre hattinda anlamli derecede hicre canhhigl gdézlemlendi (p<0,05) (Sekil
4.1.1).

Klinik g¢aligmalar insanlarin CurCumin'i tolere edebileceg@ini gdstermistir. Yiksek
dozlara ragmen 8 g/gun dozunda bile CurCumin (2-12 g) CurCumin cesitli yan etkiler
gostermistir (Cheng vd 2001). Bazi kisilerde hafif bulanti veya ishal bildiriimektedir.
Praveenkumar ve ark(2021), CurCumin'in insan PDL fibroblastlarina karsi invitro
sitotoksisitesini arastirmistir. MTT testi ile kullanilan konsantrasyonlarin herhangi birinde
(%100, %50 ve %25) CurCumin igin higbir sitotoksisite saptanmamistirtir. Bununla
birlikte, klinik éncesi asamada yanlis pozitif sonuglardan kaginmak igin sitotoksisite

degerlendirmesi icin iki veya daha fazla hassas ve kantitatif yontemin bir kombinasyonu
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gereklidir. MTT testi, hicre kiltirlerinde farkli kdkenlerden materyallerin sitotoksisitesini
degerlendirmek icin en sik kullanilan testlerden biridir. Klinik olarak anlamli olan
hicrelerin in vitro toksisite testleri icin secilmesi dnerilmektedir (Chang vd 1998). Bu
yuzden biz calismamizi, normal ve vyuksek glukoza karsi CurCumin’in PDL
hicrelerindeki koruyucu ve sitotoksik etkisini MTT yontemi ile belirlendi. PDL hiicreleri
pasajlandiktan sonra sayildi ve steril 96-kuyucuklu hicre kiltir plakalarina kuyucuk
basina 5x103 hiicre olacak sekilde ekildi. Hicrelerin, plaka tabanina tutunmasi igin CO,
inkibatérinde 24 saat boyunca inklUbasyona birakildi. 24 saatlik inkibasyonun
ardindan kuyucuklardaki besiyerleri uzaklastirdi ve normal glukoz, ylksek glukoz
gruplarina CurCumin’in literatirden vyararlanilarak elde edilen dozlari uygulandi.
Uygulama igleminin ardindan, glukozun ve CurCumin’in hlcreler lzerindeki 72 saatlik
sitotoksik etkisini kolorimetrik bir yontem olan MTT yontemi ile belirlendi. Boylece yuksek
glukoza maruz kalan ligamentum periodontale hucresine, CurCumin'in etkili oldugu
miktar tespit edildi. Mekanizma olarak da apoptosizi ¢alisildi ve yiksek doz glukozun
sebeb oldugu apoptozis’i CurCumin'in antiapoptotik bir mekanizma ile durdurdugunu

gosterildi.

CurCumin'in etkisine yonelik 6ne sirilen etki mekanizmalari su sekilde
Ozetleyebiliriz; CurCumin gesitli molekiler hedefleri gen ekspresyonlarini degistirerek yapar
ve bunu yaparken sinyal yollarini kullanir veya bunu dogrudan etkilesim yoluylayapar.
CurCumin, enflamatuar sitokinlerin (6rn. TNF, IL-1), blytume faktorlerinin (6rn., VEGF,
EGF, FGF), blyime faktérl reseptorlerin (6rn. EGFR, HER-2, AR), enzimlerin (&rn.
COX-2, LOX, MMP9, MAPK, mTOR, Akt), yapisma molekullerinin (6rn. ELAM-1, ICAM-
1, VCAM-1), apoptoza badli proteinlerin (érn. Bcl-2, kaspazlar, DR, Fas) ve hlcre
ddngisu proteinlerinin (6rn. Siklin D1) galismasini indirek veya direkt olarak kontrol eder.
CurCumin birkag transkripsiyon faktoérinin aktivitesini module eder (6r. NF-jB, AP-1,
STAT) ve bunlarin sinyal yollarini dizenler (Becit vd 2017). Biz ¢galismamizda but¢emizi
g6zoénine alarak sadece antiapoptotik mekanizmayi calisabildik ve CurCumin'in

antiapoptotik etkisi gosterildi.

CurCumin'in yanisira olduk¢ca yaygin arastirilan Feslegen ve Metformin'in
glukoza maruz birakilan sekonder PDL hucre hattindaki hucre canliigina etkilerini de
CurCumin ile karsilagtirmak igin incelendi. Yiksek ve disik doz glukoz verilen hiicrelere
aynl zamanda 2, 5, 20, 30 ve 50 mikrogram Metformin verildiginde istatistiki olarak
anlamh derecede hicre canhligin tum dozlarda arttiyini goézlemlendi (p<0,05).
Kullandigimiz metformin dozlari periodontal hicrelerde toksik etki gdstermedi.

Metformin tim gruplarda istatistiki olarak anlamli sekilde hicre canliligini arttirdi
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(Tablo 4.1.2, sekil 4.1.2). Fakat Feslegende durum farkli idi. Yiksek ve dusik doz glukoz
verilen hicrelere ayni zamanda 250, 300 ve 350 mikrogram Feslegen verildiginde
istatistiki olarak anlamli derecede hicre canlih@ini artirdi. Fakat 400 mikrogramdan
Feslegen PDL hicrelerine toksik etkisini gosterdi ve bu araliklarda hiicre canliligi belirgin
sekilde azaldi. Bu yuzden bu dozda Feslegen etkisidlglilemedi (Tablo 4.1.3, Sekil 4.1.3).
Feslegen, CurCumin ile benzer 6zelliklerinden dolayi birgok calismada, 6zellikle PDL
Uzerindeki etkisi galisiimistir (Gupta vd 2014).Feslegenin de CurCumin gibi tedavi edici
dozu kritiktir. Bu ¢alisma sonucu yine ilk defabizim ¢aligmamizda gosterildi. Metformin,
Feslegen ve CurCumin ile karsilastirildiginda tedavi edici doz acgisindan ¢ok daha
guvenilirdir. Bugline kadar literatir de periodontitis ve ilgili durumlarin tedavisinde
Metformin tedavisinin etkinligini inceleyen yayinlanmig sistematik bir derleme yoktur.
Shariq ve arkadaglar (2018), 1949'dan 2016'ya kadar yayinlanan ilgili makaleler icin
PubMed/Medline, I1SI Web of Science ve Google Akademik veritabanlari araciligiyla
"metformin”, "periodontal” ve "periodontitis” anahtar kelimeleri kullanilarak elektronik bir
arama yapti. Ele alinan odaklanilan soru suydu: “metformin periodontitiste kemik
kaybini azaltmada etkili midir?” Secilen calismalarda elde edilen sonuglarin elestirel
incelemesi ve meta analizi yapilmistir. Yinelenen sonuclarin kaldirilmasinin ardindan,
birincil arama 17 makaleylesonuclandi ve baslik ve 6zete gore yedi makale harig tutuldu.
Bu nedenle, uygunluk igin 10 makale tamamen okunmustur. Dért alakasiz ¢alisma
cikarildiktan sonra alti makale dahil edildi. Metformin'in topikal uygulamasi iyilestiriimis
histolojik, klinik ve radyografik sonuglarla sonuglandi. 6 calismanin hepsinden elde
edilen sonuglar, Metformin kullaniminin kemik kaybini azaltmada ve periodontal

tedavinin sonuglarini iyilestirmede etkili oldugunu goéstermektedir.

CurCumin biyoyararlanimi zayiftir ve bu uygulamalari sinirlar. CurCumin'in temel
sinirlamalari dasik iyon, hizli metabolizma ve hizli eliminasyondur. CurCumin'in su
icinde ¢dziinmesi zayif ve UV'dir. Fotokimyasal bozunmayi aktive edebilir. Artirmak igin

biyoyararlanim kullaniimalidir (Nabavi vd 2014).

44



6. SONUG

Sonug olarak CurCumin binlerce yildir tibbi 6zelligi icin kullanilmigtir ve son 20 yildir
en c¢ok calisilan dogal kaynaktir. Fakat PDL sekonder hicre kaltird ile ilk defa
cahsiimistir. Calisma sonucunda CurCumin'in, yluksek doz glukozun PDL hicreleri
Uzerinde yikici etkisine ragmen istatistiki anlamda hiicre canliligini arttirarak koruyucu
etkisi gosterildi. Ayni zamanda CurCumin'in PDL hicre kiltiri Gzerindeki tedavi edici ve
toksik dozlar ilk defa literatire kazandirildi. CurCumin'in etki mekanizmasinin
antiapoptotik yolakla oldugu gosterildi. Bu calisma sirasinda, CurCumin ile benzer
Ozellikleri olan ve yaygin olarak arastirilan Metformin ve Feslegen'in yiksek doz glukoza
maruz birakilmig sekonder PDL hicre hattindaki, hiicre canliigina etkileri, terapétik ve
sitotik dozlar ilk defa gosterildi. Bu galismadan sonra CurCumin'in ve yaninda Metformin ve
Feslegen'in, 6zellikle lokal olarak, PDL ile ilgili patolojik durumlarda kullaniimasi icin

preklinik ve klinik galismalarin planlanabilecegi sdylenebilir.
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Oz

Amag: Dis hekimligi 6grencileri mesleki egitimlerinin uygulamali bolumlerinin buyuk bir kisminda islem yapmasi
gayet zor olan cavitas oris boigesinde galismak zorundadirlar. Bu galismada, 6grencilerin milimetrik boyutlardaki
dis ayrintilarinda yaptiklari girigimlerden aldiklar egitimlerin degerlendiriimesi agamasinda, 6grenci bagarisinin
ogrencilerin (st ekstremitelerinin antropometrik yapisina bagl olarak dedisip degismediginin belirlenmesi
amaglanmistir.

Gereg ve ydntem: Bu calismada Pamukkale Universitesi Dis Hekimligi Fakuitesi 1. sinif 6grencilerine girigimsel
becerilerin 6gretilmesinin ve gelistiriimesinin amaglandig *Dig morfolojisi ve manipulasyon' dersinin uygulama
sinavindan aldiklari basari puanlari ile dgrencilerin tst ekstremitelerinin morfometrik degerlendiriimesi igin
yapilan antropometrik lgumlerden olugan bir grup parametre karsilastinimistir, “Dig morfolojisi ve manipulasyon”
dersinin uygulama sinavindan aldiklari puanlarin bu galisma igin segilmesinin nedeni, bu dersin uygulama
galismalari sirasinda ¢grencilerin sabun, mum ve alg gibi materyaller Uzerinde galigarak gergek olgulerde ve/
veya katll ¢lgulerde dis yapmalaridir. Ust ekstremitelerde olgulen parametreler; brachium, antebrachium ve
manus uzunluklari, 1, 2. ve 3, parmaklarin proksimal, orta ve distal falanksin uzunluklari ve bu falankslarin gevre
Slgtmleridir.

Bulgular: Veriler SPSS 17.0 paket programi kullanilarak analiz edilmistir. Tamimlayici istatistiklerde sayi ve
yuzdeler verilmis olup, kategorik degiskenlerin karsilagtirmasinda ki kare testi kullaniimistir. Ogrencilerin sag 3.
parmak orta falanksin uzuniugunun ayni falanksin gevresine orani, sol 3. parmak orta falanksin uzunlugunun
ayni falanksin gevresine orani ve sag 2. parmak proksimal falanksin uzuniugunun ayni falanksin gevresine
orani, sag (st ekstremitenin uzunlugunun vucut uzunluguna orani ile ders basarilari arasinda istatistiksel olarak
anlamli bir iligki oldugu saptanmistir (0<0,05).

Sonug: Sonug olarak elde ettigimiz falanks uzunlugu ile falanks gevresi oranlamasinda, oranlari diger parmaklara
gore daha yuksek gikan, sag 2. parmak, sag 3. parmak ve sol 3. parmaklarin proksimal falankslar daha ince ve
uzun olan 6grencilerin uygulamali derslerde daha basgarili oldugu ortaya gikmisgtir.

Anahtar kelimeler: Antropometri, dig hekimligi, st ekstremite

Aygln D, Ekici S, Akyer SP. Dis hekimligi 6grencilerinin tst ekstremite antropometrik Slguleri ve bu olgulerin
|laboratuvar basarisi ile iliskisi. Pam Tip Derg 2021;14:566-572

Abstract

Purpose: Dentistry students have to work in the cavitas oris region, which is very difficult to process in most of
the applied parts of their professional education. In this study, it was aimed to determine whether the students’
success varies depending on the antropometric structure of the upper extremities of the students at the stage of
evaluating the education they received from the interventions made in millimetric tooth details.

Materials and methods: In this study, a group of parameters consisting of anthropometric measurements
made for the morphometric evaluation of the Pamukkale University Faculty of Dentistry 1st grade students'
upper extremities were compared with the success scores of the practice exam of the "Dental morphology and
manipulation” course which aims to teach and develop interventional skills,

The reason why the scores they got from the practice exam of the course “Tooth morphology and manipulation”
were chosen for this study is that the students worked on materials such as soap, wax and plaster during the
application studies of this course and they made teeth in real size and / or folded sizes. Parameters were
measured in the upper extremities; brachium, antebrachium and manus lengths; and proximal, medial and distal
phalanx lengths of the 1st, 2nd and 3rd fingers and the circumference measurements of these phalanxes.
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