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OZET

Alveolitis profilaksisi ve tedavisini bulmaya yonelik birgok ¢alisma yapiimistir. Ancak ¢ekim
soketi ve g¢evresindeki kdk hiicre biyolojisinin yeteri kadar anlagsilamamasinin, alveolitisin
tedavisinde kesin basari saglanamamasinin en énemli nedeni oldugu distnulmektedir.
Bundan dolayr mezenkimal kok hucrelerin canhligini, migrasyonunu, osteojenik
farkllagsmasini  indukleyecek dogal ajanlarin  kullaniminin  iyilesme  soketinin
rejenerasyonunu saglamada ve alveolitisi énlemede yararli olacagi dusindimektedir.
Calismada ilk olarak antimikrobiyal 6zelligi literatirden bilinen Pleurotus ostreatus (kavak
mantari), Syzgium aromaticum (karanfil), Ocimum basilicum (feslegen), Thymbra spicata
var. intricate (zahter otu) ile bu 6zelliklere ilave olarak antiinflamatuvar yetenekleri oldugu
rapor edilmis Cinnamomum zeylanicum (targin), Hypericum perforatum (sari kantaron),
Salvia triloba (adagayi) bitkilerine ait ekstraktlarin dental pulpa kaynakli mezenkimal
stromal kok hiicre (DP-MSKH)'lerin proliferasyonu tzerindeki etkisi ve sitotoksik dzellikleri
es zamanl olarak xCelligence yontemi ile arastinimistir. En iyi etki gOsteren
konsantrasyonun adipojenik ve osteojenik farklilasmasi Uzerinde etkinligi arastiriimistir.
Osteojenik farklilasma, kantitatif olarak DICA-500 spektrofotometrik yontemle, osteokalsin
ve osteonektin miktarlari ise ELISA KiT ydntemi ile arastiriimistir. TUmor nekroz faktor
(TNF)-a ile olusturulan inflamasyon ortaminda bitki ekstrakti ilaveli hicrelerin yaniti
arastirilmistir. Elde edilen verilere gére en iyi etki gosteren H. perforatum ve C.
zeylanicum ekstraktlarinin DP-MSKH migrasyonunu uyarip uyarmadigi arastiriimistir.
Ayrica alveolitis olusumunda adi siklikla gegen S. mutans ve S. gordonii ve S. aureus
lzerinde antibakteriyel etkisi in vitro olarak belirlenmigtir. Migrasyonu uyaran ve
antibakteriyel aktivitesi yiksek olan H. perforatum’un DP-MSKH kikirdak farkhlasmasina
olan etkisi belirlenmistir. Sunulan c¢alismada elde edilen veriler dogrultusunda, DP-
MSKH’lerin  ikiye katlanma siresini kisaltan, osteojenik farkllasmayi arttiran,
antiinflamatuvar 0Ozellikte, DP-MSKH migrasyonunu arttiran, oral biofilmde yer alan S.
gordonii ve S. mutans mikroorganizmalari Uzerinde antibakteriyel aktiviteye sahip H.
perforatum ekstraktinin dis hekimliginde alternatif terapilerde yer alabilecegi
dusinulmektedir.

Bilim Kodu :1003.1.101

Anahtar Kelimeler : alveolitis, dis c¢ekimi, dental pulpa, mezenkimal kodk hicre,
osteojenik farklilagsma, bitkisel tedavi

Sayfa Adedi : 113
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ABSTRACT

Alveolitis is one of the most common complication after tooth extraction, leading to
significant discomfort and economical burden to the patient. Several studies are being
performed to find convenient dry socket’s prophylaxis and treatment. However the
currently used agents either fail to induce complete resolution or have allergic and toxic
effects. Mesenchymal stem cells are a major component of the healing tooth extraction
site which is initiating bone healing. The aim of this study was to asses the effects of
supplementary and/or alternative medicine on induction of differentation, migration,
immunmodulation and antiinflammation acceleration of the healing process through
activation of regional osteoprogenitor mesenchymal stem cells. It is known that the
mesenchymal stem cells, which are in stromal tissues in oromaxillofacial region, take part
in healing process. In this study it is sought to investigate the dental pulp mesenchymal
stem cell’'s involvement in therapy of alveolitis by their differentiation and
immunmodulation properties of these cells. it is planned to define the natural extracts
accelerated healing mechanisms. According to our study; Pleurotus ostreatus, Syzgium
aromaticum, Ocimum basilicum, Thymbra spicata var intricate which are known as
antimicrobial and also Cinnamomum zeylaniccum, Hypericum perforatum, Salvia triloba
which are reported as antiinflammatory at the same time, with these plant’s extracts and
their combination’s cytotoxic effects on mesenchymal stem cells, is assesed with
xCeligence technique. Osteogenic differentation, osteocalcin and osteonectin level's are
investigated by DCA-500 spectrofotometric and ELISA technique respectively. The result
of the study shows that H. Perforatum, is decreased the doubling time of DP-MSSC and
increased osteogenic differentation and stem cell’'s migration and also it has
antiinflamatory properties. H. Perforatum has antimicrobial effect on S. gordonii, S.
mutans which are part of oral biofilm. The result of this study, H. Perforatum could be
used in clinical practises after animal and human studies.

Science Code :1003.1.101

Key Words . alveolitis, tooth extraction, dental pulp, mesenchymal stem cell,
osteogenic differentation, herbal treatment
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Ki-MKH

TNF-a

CHX

Aciklama

miligram
mikrogram
nanogram
pikogram

mililitre

Aciklama

Mezenkimal kok hiicre
Dental pulpa kaynakl mezenkimal stromal kdk hucre
Kemik iligi kaynakli mezenkimal kdk hicre

TUumor nekroz faktor

Klorhekzidin



1. GIRIS

Ulkemizde dis ¢ekimi, en fazla yapilan dis tedavisi olup, dis ¢ekimini takiben en sik
karsilagilan problemlerden birisi alveolittir. Dis ¢ekim yerinde ve ¢evresinde ¢cekim
zamanindan sonraki 1-3 gun iginde artis gosteren ve alveoler soket igerisinde
kismen veya tamamen pargcalanmis kan pihtisinin debrisle eslik ettigi postoperatif
inflamasyon olan alveolit, ileri inflamasyona bagh nekroz odaklari, tromboze
damarlar, dev hicreler, bakteriler ve atiklari ve sekestr formasyonlari ile
tanimlanmaktadir. Buna bagli olarak ates, kizariklhk, sislik, agri ve trismus
gorilmekte ve hastada zaman ve is gucl, maddi ve manevi kayiplara sebep
olmaktadir. Alveolitisin etiyolojisinde oral bakteriler, kotl oral hijyen, perikoronotis
ve ileri periodontal hastaliklar, travmatik dis c¢ekimleri, diabetis mellitus gibi
sistemik hastaliklar, kemik metabolizmasi bozuklari, sigara kullanimi gibi
etkenlerin  6nemli rolindn oldugu dusunulmektedir. Bilinen bu etkenler
dogrultusunda alveolitisin proflaksisi ve tedavisinde kullanilan preparat ve ilaglarin
tedaviye kesin yanit vermemesi ve sahip oldugu alerjik ve toksik etkiler, agiz
konforunu duslurmesi, yeterli analijeziyi saglayamamasi gibi nedenler, yeni tedavi
ve/veya Onleyici amacl alternatif terapotik ajanlarin arastirmasi ihtiyacini
dogurmaktadir. Delilbasi ve ark., alveolitisin 6nlenmesinde Klorhekzidin (CHX)
solisyonunun B laktamaz inhibitori icerikli antibiyotikle birlikte kullanimini
onermektedirler (Delilbagi, Saracoglu ve Keskin 2002). Ancak CHX igerikli agiz
gargaralarinin  kullaniminin tat duyusunda bozukluk, dis, dil ve disetinde
lekelenme, mide bozukluklari gibi yan etkilerinin oldugu bildiriimektedir (Helms,
Della-Fera, Mott ve Frank, 1995).

Dis c¢ekimini takiben, iyilesmekte olan dis soketi kok hicre ihtiva eden gecici bir
grandlasyon dokusu icermektedir. Bolgedeki dokunun iyilesmesi sirasinda,
mezenkimal kok hicrelerin yara bolgesindeki doku iyilesmesini hizlandirmak igin
bdlgeye gog¢ ettikleri bilinmektedir (Ueda ve digerleri, 2014; Karp ve Leng Teo,
2009). iyilesme soketinin rejenerasyonunda mezenkimal kék hiicre migrasyon,
proliferasyon, diferensiyasyonunun ve mikro c¢evrenin immudnmodulatuvar
davranisinin énemli rolu vardir. Cekim soketi bolgesindeki kok hicre biyolojisinin
yeteri kadar anlasilamamasi, alveolitisin  tedavisinde  kesin  basari

saglanamamasinin en 6nemli nedeni oldugu dusunulmektedir. Bundan dolayi



mezenkimal kok hucrelerin canlihdini, migrasyonunu, osteojenik farklilagmasini
indUkleyecek dogal ajanlarin kullaniminin iyilesme soketinin rejenerasyonunu

saglamada ve alveolitisi 6nlemede yararli olacagi dusunulmektedir.

Sentetik ilaglarla meydana gelebilen, ciddi yan etkilerin yol acgtigi tibbi ve ekonomik
sorunlar tartisma ve arastirma konusudur. Bununla birlikte, kiretif tedavileri heniz
mumkun olmayan birgok kronik hastaligin olusturdugu tehdide karsi, dogalligin her
zaman etkili ve yan etkiden arinmis oldugu disulncesi yaygin hale gelmektedir. Bu
ve benzeri faktoérlere bagl olarak bitkisel tedavi tekrar poptler hale gelmistir.
Herbalistler bitki tedavisinde, sadece etken maddenin izole edilip verilmesini
amaclayan tedavinin aksine, maksimum etkinin bir butin iginde ortaya ¢iktigini,
bitkinin tum bilesenlerinin olumlu etki Uzerinde bir payi oldugunu savunmaktadirlar.
Saflastinimamis bitkinin kullanimi ile bitkiyi olusturan maddelerin birbirini nétralize
etmesi saglanmakta ve bdylece yan etki olasiliginin azaldidi savunulmaktadir.
Ayrica, gunimuzde gelismekte olan ulkelerde bireylerin yaklasik olarak %80’i
halen geleneksel tibbi bitkilerle kendini tedavi etmektedir. Tibbi bitkiler ve
bunlardan elde edilen bitkisel ilag hammaddeleri Uzerinde yapilan ¢alismalar son
yillarda buyuk dnem kazanmistir. Ancak, dental klinikte uygulamaya gegilebilmesi
icin oromaksillofasiyal bolgede toksik etkisinin olup olmadigi, oral mukoza immun
yanitlari Uzerindeki etkisinin bilinmesi, rejenerasyonda yer alan stromal kok

hucreler Uzerindeki etkinliginin bilinmesi gerekmektedir.

Saglikh ve normal bir gekim soketinde, trombin ve fibrinojen birlikte, epitelyumun
goc ettigi bir fibrin pihtisi olusmaktadir (Noroozi ve Philbert, 2009). Granulasyon
dokusunun olugumu sirasinda pihtinin iginde yeni kan damarlari olugsmakta ve
osteoproliferasyon baslamadan énce pihti, fibroblast ve fibrinolizis araciligi ile pihti
degredasyonu gerceklesmektedir (Houston, McCollum, Pietz ve Schneck, 2002).
Bu mekanizma, inflamatuvar evre, proliferatif evre ve maturasyon evresi olmak
Uizere 3 asamada gerceklesir. inflamatuvar evre icerisinde gekim bélgesine travma
gelmesi veya bolgenin enfekte olmasi sonucu pihtilasma mekanizmasinda
meydana gelen bozukluklar alveolitise neden olmaktadir. Cekim soketinde
alveolits meydana gelmesiyle inflamasyon baslamaktadir. inflamasyon,
apoptozise yol acarak doku aktivatorlerini acgida c¢ikartmaktadir. Boylece

pihtilasma mekanizmasi bozulmakta ve plazminin fibrin agini bozmasi ile kinin



ortaya c¢ikarak agriya sebep olmaktadir. Bu asamada hasarli bodlgeye kok
hdcrelerin gocunlu uyaracak ve inflamasyonun azalmasina katki saglayacak bir
dogal ajan kullaniimasinin alveolitis olusum slrecini engelleyebilecegdi

dusunulmektedir.

Proliferatif evrede ise fibroblastik proliferasyon ve bdlgeye go¢ eden hicrelerin
osteoblastik diferansiyasyonunda meydana gelebilecek bozukluklar bu asamada
alveolitise neden olan ana etkenlerdir. Yara iyilesmesinin bu asamasinda immatur
hicrelerin 6ncelikle fibroblastlara daha sonra osteoblastlara farklilasamamasi
alveolitisin  ilerlemesini saglamaktadir. Hasarli dokuda mevcut bulunan
kok/progenitor hucrelerin proliferasyon ve farklanmasini uyaracak terapotik
ajanlarin kullaniimasinin soket iyilesmesini hizlandiracagi gibi alveolitis olusumunu

da engelleyecegi dusunulmektedir.

Bakterilerin alveolitisteki roli uzun zamandan beri bilinmektedir (Cardoso,
Rodrigues, Junior Ferreira, Garlet ve Carvalho, 2010). Oral hijyeni kotu olan
kisilerde, perikoronitis ve ilerlemis periodontal hastali§i olan bireylerde soket
icerisine bakterilerin sekonder olarak yerlesmesi ile alveolitis olusma sikhdinin
artmis oldugunu bildiren gesitli calismalar bu gorusu desteklemektedir (Blum,
2002; Cardoso ve digerleri, 2010). Bakterilerle bu durum arasinda sebep sonug
iliskisi, antibakteriyel onlemlerle alveolitis insidansinin azalmasiyla daha da
guclenmektedir. Spesifik bir nedensel organizmanin izole edilmesi yoninde pek
¢ok girisim olmustur. Alfa Streptokoklar siklikla bélgeden izole edilen
mikroorganizmalardan olup bunlarin iginde en ¢ok biyofilm olugsmasinda da etken
mikroorganizmalardan biri olan Streptococcus mutans ile olasi bir iligkisi oldugu
bildirilmistir (Rozanis, Sciofield ve Warren, 1977). Agizda biyofilm olusumu énemli
bir sorun olarak dis ¢ekimi ve cerrahi islemler sonrasinda sekonder enfeksiyonlarin
olusmasina neden olmaktadir. Biyofilm olugsmasinda o6nemli rol oynayan
Streptococcus gordonii ayni zamanda viridians streptokoklar arasinda yer
almaktadir. Biyofilm igerisine antimikrobiyal ajanlarin tamamen girememesi
biyofilm matrisini olusturan polimerik maddenin antibiyotiklerin diffuzyonunu

engelledigi bilinmektedir (Catellani, 1979).



Tam bu bilgiler 1s1ginda bu ¢alismanin amaci, alveolitis olusumunu engellemek
ve/lveya tedavi etmek Uzere hucre ve dokularin gelistigi bolge olan nisin
iyilestirilmesi;  progenitor/kdk  hucrelerin  hayatta  kalabilmesi,  kendini
yenileyebilmesi; farklilasabilme kapasitesini arttirirken ayni zamanda alveolitise
neden olan mikroorganizmalar Uzerinde de oldurtcu etkiye sahip farkli dogal

ekstraktlarin arastiriimasidir.

Buna gore; arastirmamiz asagida siralanan hedefleri gerceklestirmek Uzere

planlanmigtir:

v' Pleurotus ostreatus (kavak mantar); Syzgium aromaticum (karanfil);
Ocimum basilicum (feslegen); Thymbra spicata var. intricate (zahter otu);
Cinnamomum zeylanicum (targin); Hypericum perforatum (sari kantaron);
Salvia triloba (adacgayi) bitkilerine ait ekstraklarin DP-MSKH (zerinde

sitotoksik 6zelliklerinin olup olmadigi arastiriimistir.

v’ Hacettepe Universitesi Kok Hiicre Arastirma ve Uygulama Merkezi
(PEDISTEM) hucre kulttr koleksiyonunda bulunan dental pulpa kaynakl
mezenkimal stromal kok hidcrelerden 4 ayri hastaya ait Ornekler

kullaniimigtir.

v' Dogal ekstraktlarin DP-MSKH adipojenik ve osteojenik farklilagsmasi
Uzerinde etkinligi olup olmadigr arastinimistir. Dogal ekstrakt ve
karisimlarinin 6zellikle osteojenik farklilasmay! uyarmasinin dental klinikte

kemik rejenerasyonunda avantaj saglayacagi dusunulmektedir.

v Alveolitte pihtinin pargalanmasi ile artan inflamasyonun dislrilmesi
gerekmektedir. inflamasyonun olusmasina neden olan sitokinlerin ilk
sirasinda yer alan tumor nekroz faktér (TNF)-a ile olusturulan inflamasyon
ortaminda dogal ekstraktlar varliginda hucrelerin yaniti arastiriimistir. Dogal
ekstraktlar varliginda TNF-a ile uyarilan hucrelerde proinflamatuvar (IL-1,
IL-6); antiinflamatuvar (IL-10, IL-17) ve immunmodulatuvar (TGF-f) sitokin

miktarlari ELISA KiT yardimi ile belirlenmigtir.

v' K&k hiicrelerin bulunduklari boélgelerdeki “nis”lerinden hasarl dokuya dogru
mobilizasyonu, alveolitis olusumu sirasinda kdk htcrelerin sahip oldugu

antiinflamatuvar ve farklilasma o6zelliklerinden dolayr 6énemlidir. Bunu



saglayan uyarinin da hasarli dokunun degisen mikrogevresinden geldigi
gosterilmistir. Hasarli bolgede salinan c¢oOzulebilir faktérlerden stromal
derived faktér (SDF-1), TNF-a ve kompleman C3 fraksiyonunun énemli rol
oynadidi belirtimektedir. Burada ylksek konsantrasyon gelismesi sonucu
olusan gradient diger bolgelerdeki kok hucrelerin hasarli bolgeye
mobilizasyonu igin bir uyari olusturmaktadir. Dogal ekstraktlarin bu gog¢

Uzerindeki etkisi TNF-a uyarimi ile olusan gog ile kargilastiriimistir.

Hasarli soket bolgesine antimikrobiyal ajanlarin tamamen giremedigi,
biyofilm  matriksini  olusturan  polimerik maddenin  antibiyotiklerin
diffizyonunu engelledigi bilinmektedir. Elde edilen verilere gbére en iyi
sonucu veren ekstraktlarin  alveolitise neden olan belli basl
mikroorganizmalar Uzerinde  antogonistik  etkileri arastiniimistir.
Calismamizda alveolitis olusumunda adi siklikla gegen Streptococcus
mutans ve S. gordonii ve Staphylococcus aureus ‘a karsi bitki

ekstraktlarinin antibakteriyel etkisi in vitro olarak arastiriimigtir.






2. GENEL BILGILER

2.1. Alveolitis

Alveolitis terimi literatlirde ilk kez 1896 yilinda Crawford tarafindan “dry socket”
olarak tanimlanmigtir. Daha sonralari bu durumu ifade etmek igin “alveoler
osteitis, lokalize osteitis, postoperatif alveolit, alveolit sicca dolorosa, lokalize
osteomyelit ve fibrinolitik alveolit” gibi terimler kullaniimigtir (Blum, 2002). Yapilan
calismalara gore tim rutin daimi dis ¢cekimleri sonrasi alveolitis gérilme orani %1-
4, gbmuli mandibular tg¢linct molar g¢ekimleri sonrasi %5-30 arasinda oldugu
bildirilmistir. Alveolitis gorilme orani mandibulada fazla olmakla birlikte,
mandibular molarlarda, maksiller molarlara oranla 10 kat ylksek oldugu
bilinmektedir. Tipik olarak alveolitis, cekimden sonraki 1.-3. giinlerde baslamakta
ve 5-10 gun arasinda devam edebilmektedir. Alveolitisin klinik 6zellikleri cekimden
24-72 saat sonra baglayan nabiz atar tarzda agri, belirgin halitozis ve metalik tattir
(Noroozi ve Philbert, 2009). Cekim soketindeki kan pihtisi kismen veya tamamen
batinligunld kaybetmistir Bunun sonucunda debrisle c¢evrelenmis ciplak kemik
kreti izlenmektedir. SUpurasyon kanit olmamakla birlikte, hasta genellikle ¢ekim
bdlgesinden ayni taraftaki kulaga ve basin yan tarafina yayilan nabiz atar tarzda
agridan sikayet eder. Daha az siklikla alveolitis sonucu jugulodigastrik lenf

dugumleri etkilenmektedir (Rutkowski, Fennell, Kern, Madison ve Johnson, 2007).

2.1.1. Alveolitis Etiyolojisi

Alveolitis etiyolojisinde bakteriyel enfeksiyon, travma ve biyokimyasal ajanlar yer
almaktadir (Rutkowski ve digerleri, 2007). Artmis fibrinolitik aktivitenin ve
plazminojenin plazmine aktivasyonunun alveolitisi baslatan doku aktivatorleri
oldugu bilinmektedir (Birn, 1973). Bu fibrinolitik aktivitenin ¢ekim sonrasi kan
pihtisinin bitinlddini bozucu etkisi oldugu dusunulmektedir. Fibrinolizisteki bu
artisin cerrahiden sonraki 2. gune kadar bu pihtiyi ¢ozmede yetersiz kaldigi,
pithtinin antiplazmin igerdigi ve bunun da pihtinin ¢ézulmesini notralize ederek
engelledigi Birn tarafindan bildirilmigtir (Birn 1970). McGregor ‘un lokal anestezi
altinda 10.000 dis c¢ekimini takiben yaptigi ¢alismada cinsiyet, travmatik cekimler,
sigara kullanimi predispozan risk faktorleridir (Macgregor, 1968). Bunlara ek



olarak, perikoronitis varhdr (Awang, 1989), pre- ve postoperatif bakteriyel
populasyon, uygun olmayan irrigasyon da diger risk faktorlerini olusturmaktadir
(Noroozi ve Philbert, 2009). Cinsiyetler Uzerine yapilan bir ¢alismada, bayan
hastalarin %4.1’inde, erkeklerin %0.5’inde alveolitis olgusuna rastlanmistir (Sweet
ve Butler, 1978). Oral kontraseptif kullanan bayanlarda alveolitis gorilme orani
kullanmayalara oranla 3 kat fazladir (Vezeau, 2000). Bu oran oral kontraseptiflerin
icerdigi dstrojenin plazmadaki fibrinolitik aktiviteyi artirdigini géstermektedir. Bu da
cekim sonrasi pihti stabilizasyonunu etkilemektedir (Noroozi ve Philbert, 2009).
Yas araliklarina gore yapilan degerlendirmede, literatlire gore alveolitis ¢ocukluk
doneminde ender olarak gdzlenmektedir. Yagsamin 3. ve 4. dekatlarinda alveolitis
gorulme orani en fazla oldugu ancak bu dénemde yine en ylksek seviyede
g6zlenen sigara kullaniminin bu orana etkisinin buylk oldugu yayinlanmigtir
(Noroozi ve Philbert, 2009).

Literaturin buyuk c¢ogunlugu cerrahi travma ile alveolitis arasinda korelasyon
oldugunu savunmaktadir (Vezeau, 2000). Travmanin soketi sinirlayan kemik
dokusuyla birlikte damarlara yaptigi kompresyon sonucu tromboza neden oldugu,
boylelikle kan perfuzyonunu azalttigi kabul edilmektedir. Travma ile disuk doku
direnci birlesince anaeroblarin etkin oldugu doku enfeksiyonu go6zlenmektedir
(Noroozi ve Philbert, 2009). Sigara kullanimi, noétrofil kemotaksisini ve
fagositozunu dustrerek immunglobulin yapimini engellemektedir. Meechan ve
ark.’nin yaptigi ¢alismada (1988), 3541 dis c¢ekimi takip edilmis ve sigara
kullaniminin immediyat ¢ekim sonrasi soketin kanla dolmasini engelledigi ve
kullananlarin kullanmayanlara oranla alveolitise daha sik oranla maruz kaldigdi
belirtiimistir (Meechan ve digerleri, 1988). Cerrahi sonrasi ilk 24 saat icinde sigara
kullananlarda alveolitis gérilme orani %40’a ylkselmektedir. Nargile kullaniminin
da sigara gibi benzer etkiler yaparak alveolitis oranini arttirdigi belirtilmigtir (Al-
Belasy, 2004). Perikoronitisin alveolitisle iligkisini degerlendiren, 942 hasta
Uzerinde vyapilan bir calismada; perikoronitisli hastalarda dis cekimi sonrasi
alveolitis gorulme orani %14.1 iken, perikoronitis olmayan hastalarda bu oran
%6.6 olarak tespit edilmigtir (Noroozi ve Philbert, 2009). Uygun olmayan
irrigasyonun alveolitis Uzerindeki etkisinin degerlendirildigi bir calismada bilateral
gomuld yirmi yas disleri olan 211 hastadan bir taraftaki disi ¢ekilirken 25 ml serum
fizyolojik kullanilirken, diger taraftakinin ¢ekiminde 175 ml serum fizyolojik



kullanilimigtir. Calisma sonunda fazla yikama olan tarafta 12 alveolitis vakasi
gorulurken, az yikanan tarafta 23 alveolitis vakasi gozlenmigtir. Bu sonucun,
yikamanin soketin bakteriyel kontaminasyonunu azalttigindan kaynaklandigi
dusundlmektedir (Noroozi ve Philbert, 2009). Bu etkenlerin disinda, pihtilasma
surecinde bakterilerin fagositik aktivasyonlari ve inflamat araciligiyla sureg
degdisebilmektedir. TNF-alfa plazminojen tip Urokinaz aktivatorinin etkisini
arttirmakta ve tip 1 plazminojeni inhibe edebilmektedir. Boylece pihti kaybi

olusmaktadir (Cardoso ve digerleri., 2010).

Alveolitis etiyopatolojisi ile ilgili hipotezler arasinda lokal travma ve bakteriyel
invazyon iligskisinin de oOnemli rol oynadigi bilinmektedir. Lokal travmanin
yasandigi yere bakteriyel invazyon plazmin olusumu ile sonuglanmakta ve sokette
fibrinolizis gerceklesmektedir. Zayif oral hijyen ve bahsedilen alveolar
kontaminasyon onune gecilmesi gereken bir sorun olmaktadir. Bunun icin sebep
olan bakterilerin tanimlanmasi ihtiyaci halen vardir. Ancak arastirmacilar belirgin
bir bakteriye isaret etmemistir. Alveolitisli hastalarin soketlerinden alinan
orneklerde alfa Streptokoklar ve beta hemolitikler izole edilmistir. S. mutans’in

alveolar iyilesmeyi geciktirdigi gosterilmistir (Cardoso ve digerleri, 2010).

2.1.2. Alveolitis Tedavisi ve Karsilagilan Sorunlar

Alveolitisin tedavisinde ©Oncelikle neden olan etiyoloji belirlenmelidir. Alveolitisin
postoperatif donemde vyara iyilesmesi sirasinda meydana getirdigi agrinin
gideriimeden, hasta rahatlatimadan tedavi edilememesi de alveolitis sadece
palyatif bir sekilde tedavisini zorunlu kilmaktadir (Blum, 2002). Ciplak kemigin yeni
granilasyon dokusu ile ¢cevrelenmesi icin ortalama 7-10 gin gereklidir. Bu sire
zarfinda hastanin konforsuzlugunu gidermek igin cesitli islemler yapilmaktadir
(Noroozi ve Philbert, 2009). Ojenol icerikli 6rtilleme maddesiyle soketin kaplanarak
alveolitisin 6nline ge¢gmenin planlandigi bir ¢calismada ortileme islemlerinin yara
iyilesmesini geciktirdigi 6ne suralmagstur (Bloomer, 2000; Blum, 2002). Analjezik
secenekleri nonsteroid anti-inflamatuar ilaclardan narkotik analjeziklere kadar
degismektedir. Colby, hastalara plastik siringa verilerek evde irrigasyonun devam

ettirilmesini dnermektedir (Colby, 1997). Diger yandan kanama yaratacak dizeyde
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soketin kuretajinin, postoperatif donemde agriyi arttirmasi nedeniyle, onerilmedigi

raporlar da vardir (Blum, 2002).

Antifibrinolitik ajanlar ¢ekim sonrasi erken dénemde pihtinin dagiimasini
engellemek ic¢in kullaniimaktadir (Torres-Lagares ve digerleri, 2005). Apernyl,
alveolitis olusumundan sonra semptomlari gidermek amaciyla uygulanan
antifibrinolitik bir maddedir. Yapilan bir ¢galismada, soketlerin degisik derecelerde
salin sollUsyonuyla yikanmasi sonucu alveolitis meydana gelme oranlari
incelenmigtir. Dis ¢ekimi sonrasi alveol soketleri 25 ml, 175 ml, 350 ml oranlarinda
olmak uUzere steril salin solusyonuyla irrige edilmistir. Yikama orani arttik¢a
alveolitle karsilagsma orani azalmistir (%10.9, %5.7, %3.2), (Blum, 2002). Cheung
ve ark.’nin yaptigi calismada, steril eldiven kullanilarak c¢ekilen diglerle, temiz
ancak steril olmayan eldivenlerle c¢ekilen dislerde alveolitis meydana gelme
oranlari arasinda anlaml bir fark bulunamamistir (Cheung, Chow, Tsang ve Tung,
2001).

Bakteriyel teoriye dayanarak yapilan bir calismada alveolitis olusumunu 6nlemede
sistemik antibiyotikler yalniz veya steroidlerle birlikte kullaniimis ancak iyilesme
saglamadigi bildirilmistir. Uglinci molarlarin gekimini takiben kullanilan topikal
antibiyotikler sonuglari olumlu ydnde nispeten etkilemistir (Torres-Lagares ve
digerleri, 2005). Enfeksiyonun yayilma olasihigini dusundidren ates, halsizlik,
lenfadenopati, trismus gibi Kklinik belirtilerin olmasi durumunda tedaviye yardimci
olarak antibiyotikler kullanilmaktadir. Bu amagla penisilin, klindamisin, eritromisin
veya metranidazol turevleri kullanilabilmektedir. Dar antibakteriyel spektruma bagl
yan etkileri digerlerine oranla daha az olan metranidazol tercih edilebilmektedir.
Ancak warfarin, fenitoin, antihipertansiflerle ve alkolle etkilesimine dikkat
edilmelidir. Proflaktik ve tedavi amaciyla antibakteriyellerin rutin kullanimi buyudk
Olclde tartismalidir. Rutin kullanim sonucu toplum genelinde gelisen direng ve
bireylerde meydana gelebilen hipersensitivite en buylk dezavantajlardir (Blum,
2002). Tek baslarina ya da kombinasyon halinde kullanilan cesitli tiplerdeki
antibakteriyeller de dahil olmak Uzere gesitli topikal ve sistemik ilaglarin alveolitisi
onlemedeki etkinliklerini degerlendirmek igin sayisiz ¢alisma yapilmistir (Delilbasi
ve digerleri, 2002; Siddiqi, Morkel ve Zafar, 2010; Ren ve Malmstrom, 2007).
Ancak ¢ok az galisma birbirini destekler niteliktedir. Antibiyotiklerin kullanildigi bazi
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calismalarda bildirilen alveolitis insidansi, antibiyotik kullaniimayan calismalarda
bildirilenden daha yuksek olmaktadir. Bazi durumlarda, antibiyotik madde ya da
antibiyotigi tasimak icin kullanilan baz madde alveolitisten daha siddetli ve ciddi

komplikasyonlara yol actigi belirtiimistir (Vezeau, 2000).

Trombositten zengin plazma (TZP), ¢ekim sonrasi soketteki sert ve yumusak doku
iyilesmesini hizlandirmak ic¢in kullaniimaktadir. Hastanin kendinden alinan kandan
hazirlanan TZP mandibular molar ¢ekim soketine immediyat uygulanip, stture
edildigi bir calismada, 904 c¢ekim bolgesi TZP vyerlegtirilerek ve ya TZP
yerlestiriimeden takip edilip degerlendirilmistir. Sonug olarak; TZP yerlestiriimeyen
soketlerde %9.57 oraninda alveolitis goOzlenirken, TZP yerlestirilenlerde %3.63
oraninda alveolitis gdézlenmigtir. TZP’nin alveolitis oranini %62.1 oraninda
disurdigu tespit edilmigtir. TZP’nin bu vyararinin; pihtt formasyonunun
baslamasina yardim etmesi, iyilesme surecini kolaylastiran blyume faktorlerini
icermesi ve enfeksiyonu inhibe eden konsantre beyaz kan hucrelerini

icermesinden kaynaklandidi éne sirtlmektedir (Rutkowski ve digerleri, 2007).

2.2. Dig Hekimliginde Alternatif Tedavi Olarak Bitkilerin Kullanimi

Alveolitis etiyolojisi ile ilgili 6ne sudrulen hipotezlerden biri bakteri varligi olup,
onune gecmek amaci ile farkli antibiyotikler kullaniimaktadir. Ancak en buyuk
sorun antimikrobiyal ajanlara karsi direngli patojenlerin varligidir. Yan etkilerinin
yaninda farkli antibiyotiklerin ylksek miktarda kullanilmasi supra enfeksiyonlara
yol acabilmektedir (Sweeney, Dave, Chambers ve Heritage, 2004). Birgok yeni ve
farkli antimikrobiyal ajan olmasina karsilik, antibakteriyel ve antifungal
enfeksiyonlar halen buyuk saglik problemidir. Bundan dolayi, yeni antimikrobiyal
bilesiklerin bulunmasi amaci ile birgok farkli arastirma yapilmaktadir. Calismalar
dogal ekstraktlarin etkinligi Uzerine odaklanmis, (Zaidi ve digerleri, 2012; Taheri,
Azimi, Rafieian ve Zanjani, 2011) ancak literatirde dogal bitki ekstraktlarinin oral

stroma hucreleri Uzerindeki etkinlidi ile ilgili verilere ulasilamamigtir.

Dental plak, dis guruklerinin ve periodontal hastaliklarin olugsmasinda 6nemli rol
oynamaktadir. Anti-plak ajanlarin geligtiriimesi icin farkli kimyasal ve biyolojik

bilesikler Gzerinde bir¢gok arastirma yapilmistir (Helms ve digerleri, 1995). Bugline
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kadar Klorhekzidin ve Listerine (esansiyal yaglarin kombinasyonu)e Amerikan
Dental Birligi Konseyi tarafindan onay verilmistir. Ancak, bu gargaralarin dis
Uzerindeki lekelendirme ve artmis kallus formasyonu gibi yan etkileri de g6z ardi
edilmigtir. Tibbi bitkiler Uzerinde yapilan arastirmalarda esansiyal yaglar ya da bitki

ekstraktlari, yeni antimikrobiyal ajanlar olarak 6nerilmektedir.

Calismada Pleurotus ostreatus, Syzgium aromaticum, Ocimum basilicum;
Thymbra spicata var intricate, Cinnamomum zeylanicum, Hypericum perforatum,

Salvia triloba ekstraktlari kullaniimigtir.

2.2.1. C. zeylanicum (targin)

Asya kokenli, yaprak dokmeyen, hos kokulu bir agacin kabuklarindan elde edilen
bir baharattir. Kokusu kuvvetli, kesin ve uzun sureli, tadi tathmsi ve yakicidir.
Cinnamon sp. iceren sakizlarin H,S Ureten tukriikte bulunan anaeroblar tzerindeki
kisa dénem oldurtci etkisi arastinimistir. Cinnamon sp. iceren ve icermeyen
sakizlar arasinda total tukuruk anaerob sayilari arasinda belirgin bir fark, targin
iceren sakizlar lehine gorulmis olmasina ragmen istatistiki olarak
degerlendiriimemistir (Zhu, Carvalho, Scher ve Wu, 2011).

Tadi, kokusu ve antibakteriyel Ozellikleri temeline dayanarak hazirlanan agiz
hijyen UGrunlerine katilan Cinnamon sp. temasina bagl stomatitler ile ilgili
calismalar literaturde genis yer almaktadir. Yapilan c¢alismalar sebebinin
arastinimasina yonelik olmayip klinik hastalarda Cinnamon sp. iceren ve
icermeyen gargara kullanan hastalarin stomatit profillerinin belirlenmesine
dayanmaktadir (Endo ve Rees, 2006). C. zeylanicum turinin su ve etanol
ekstraktlarinin farkh dental plak mikroorganizmalari Uzerindeki antibakteriyel etkisi
arastirildiginda, Staphylococcus aureus, Escherichia coli, Streptococcus mutans,
Lactobacillus sp. ve dental plak érnekleri Uzerinde etanol ekstraktlarinin daha etkin
oldugu belirlenmistir (Abdul ve Wahid, 2009).

Dis hekimliginde S. mutans, S. aureus, Candida albicans ve Candida glabrata oral
enfeksiyona yol acan etmenlerin basinda gosterilmektedir. Antibiyotiklerin yan
etkilerinin yaninda, Cinnamon sp. ve Eucalyptus sp.’nin S. mutans, C. albicans ve

C. glabrata Uzerindeki antimikrobiyal aktivitesinin arastinldigi bir galismada,
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Cinnamon yaginin tim S. mutans suslari tzerinde inhibitor 6zellik gosterdigi rapor
edilmigtir (Fani ve Kohanteb, 2010).

2.2.2. P. ostreatus (kavak mantari)

Son yillarda mantarlarin gida olarak kullanimlarinin yaninda sagliga faydali etkileri
de dikkat ¢cekmeye baslamistir. Farkli galismalarda antiinflamatuvar, antitimor,
antibakteriyel, antioksidan ve antiviral 6zellikleri gosterilmigtir (Barros, Baptista,
Estevinho ve Ferreira, 2007a; Dore ve digerleri, 2007; Barros, Baptista, Estevinho
ve Ferreira, 2007b; Ferreria, Baptista, Vilas-Boas ve Barros, 2005). Biyoaktif
bilesiklerce zengin olmalarindan dolayr mantarlarin immun uyarici aktivitesi
arastirilmis ve antiinflamatuvar aktivitesi gésterilmistir. Lactarius deliciosus’tan
izole edilen yeni bir heteropolisakkaritinin in vivo calismada antitmor o6zelligi
gosterilmistir (Ding, Hou ve Hou, 2012). Kuzeydogdu Portekiz’den L. delicious’'un
sapkasinin ve sapinin metanol ekstraktlarinin antioksidan 6zellikleri arastiriimistir.
Sapka kisminin metanol ekstraktinin total fenolik icerigi ve serbest radikal giderme
etkisinin daha yiiksek oldugu tespit edilmistir (Ferreira ve digerleri, 2005). insanlar
Uzerinde yapilan bir calismada P. ostreatus’un triagilgliserol konsantrasyonlarinin
ve oksidize dusuk yogunluklu lipoprotein seviyelerinin anlamli olarak dustigu
gozlenmigtir (Schneider ve digerleri, 2011). Mantarlarin farkh arastirmalarda
antimikrobiyal aktiviteleri gosterilmistir (Gao ve digerleri, 2005; Gezer ve digerleri,
2006; Kim ve Fung, 2004; Mercan ve ark., 2006; Turkoglu, Duru, Mercan, Kivrak,
ve Gezer, 2007). Etil asetat ve kloroform ekstraktlarinin S. mutans ve Prevotella
intermedia Uzerinde antibakteriyal aktivitesi oldugu rapor edilmistir (Hirasawa,
Shouji, Neta, Fukushima ve Takada, 1999). ila¢ direngliligi, arastirmacilari yeni
antimikrobiyal ajan arayigi igerisine her zaman itmigtir. Yapilan literatlr
taramasinda, makro funguslarin dis hekimligi ile ilgili arastirmalara konu

olmadiklari géralmustur.
2.2.3. Ocimum bacilicum (feslegen)

Labiata ailesi, tibbi bitkiler icinde en ¢ok kullanilan tirlere sahip olan ve
antibakteriyel ve antioksidan 6zellikleri bilinen bir ailedir. Bu aile icinde Ocimum

sp.’nin farkl turlerini icermekte ve bunlardan biri olan O. bacilicum dogu Anadolu
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bdlgesinde dogal olarak bulunmaktadir. O. bacilicum’un farkh ekstraktlarinin
antimikrobiyal aktiviteleri 10 farkh bakteri ve 4 maya tlrune kargi arastiriimistir.
Metanol ekstraktlarinin en iyi etkiyi gosterdigi ve bitki ekstraktiyla muamele edilen
bakterilerin SEM goruntulerinde bakterinin hasar gérdugu bildirilmistir (Kaya, Yigit
ve Benli, 2008). Farklh Ocimum tirlerinin yaprak, kok, govde ve cicek
esktraktlarinin  antiplasmoid 06zelliginin varliginin aragtirildigi  ¢alismada O.
bacilicum’un etanol ekstraktlarinin eritrosit morfolojilerinde bir degisime neden
olmadigi ve ICsy 43,81 ug/ml ile yaprak ekstraktinin en iyi antiplasmodial etkiyi
gosterdigi rapor edilmistir (Inbaneson, Ravikumar ve Suganthi, 2012). Yapilan
literatir arastirmasina gore adi gecen bitkinin dis hekimliginde kullanimi ile ilgili

herhangi bir calisma yoktur.
2.2.4. Syzygicum aromaticum (karanfil)

Dis hekimliginde uzun yillardan beri karanfil yagi mindr yaralarda analjezik ve
genel antiseptik olarak kullaniimaktadir (Cai ve Wu, 1996). Karanfil yaginin
antioksidan 0zelliklerine dayanarak antikarsinojen ajan olarak kullanilabilecegi
Onerilmistir (Lee ve Shibamoto, 2002). Ancak karanfil yaginin insan htcrelerine
toksik etkisi oldugu da belirtilmistir (Prashar ve digerleri, 2006). Asiri doz tiketimi
ya da enjeksiyonunda akut solunum stres sendromu, fulminan hepatik bozukluklar
ve merkezi sinir sistemi bozukluklarini igeren komplikasyonlara neden olmaktadir
(Hartnoll ve Moore, 1993). Karanfil yagi bitkisel tedavilerde agri giderici ve
iyilesmeyi hizlandirici amagli kullaniimaktadir. iki ana komponenti olan éjenol ve B-
karyofilen genel olarak “guvenli” olarak tanimlansa da in vitro ¢alismada hem yagi
hem de 6jenolun insan deri fibroblastlari ve endotelyal hucreleri Uzerinde sitotoksik
etkisi oldugu rapor edilmistir (Prashar, Locke ve Evans, 2006). Cai ve Wu'nun
yaptigi ¢alismada (1996), karanfil bitkisinin ve bu bitkiden elde edilen 8 aktif
bilesenin, agiz i¢cindeki gram negatif anaerobik periodontal oral patojenler olan
Porphyromonas gingivalis ve Prevotella intermedia Uzerinde inhibitér etki

gosterdigi ispatlanmistir (Cai ve Wu, 1996).
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2.2.5. Hypericum perforatum (sari kantaron)

St. John’s bitkisi olarak da bilinen, sari gigekleri olan, medikal olarak da kullanilan
bir bitkidir. Anksiyete, depresyon, kesik, yanik, kanser, bakteriyel ve viral
hastaliklarin tedavisinde antioksidan, analjezik (Haag ve digerleri, 2014) ve sinir
koruyucu (Klemow ve ark., 2011) ajan olarak kullaniimaktadir. Sari kantaron ayni
zamanda onemli seviyede yara iyilesmesi ve antienflamatuar ozelliklere sahiptir.
Antienflamatuar etkisini, nitrik oksit sentezini ve siklooksijenaz 2’yi inhibe ederek
saglamaktadir. Sari kantaron, metisilin direngli S. aureus da dahil olmak Uzere

gram pozitif bakteriler tizerinde antimikrobiyal etkiye sahiptir.

Kemoterapi ve radyoterapi komplikasyonu olarak goézlenebilen oral mukozitisin
tedavisinde H. perforatum yararinin test edildigi 72 fare Uzerinde bir ¢alisma
yapilmistir. Bu calismada farelere 1., 5. ve 10. gunlerde 5-fluorouracil verilmis ve
1. ve 2. gunlerde steril igneyle farelerin yanaklarinda yaralar olusturulmustur.
Calismanin 12. ve 17. gunlerinde 1. gruba topikal olarak %10’luk sar1 kantaron jeli,
2. gruba oral 300mg/kg’lik H. perforatum verilmis, kontrol grubuna herhangi bir
muidahalede bulunulmamistir. Sonugta H. perforatum oral uygulandigr grup,
topikal uygulanan gruba gore, topikal uygulanan grup da kontrol grubuna gore,
kemoterapinin indukledigi oral mukozitisin iyilesmesinde 6nemli seviyede bir

hizlanma saglamistir. (Tanideh, Tadbir, Ebrahimi ve Koohi-Hosseinabadi, 2014)

H. perforatum’un periodontitis Uzerindeki etkilerinin arastirildigi bir calismada
ratlarin 1. molarlarinin  ¢evresine naylon ligaturler yerlestirilerek bodlgede
periodontitis olusturulmustur. 8 giin boyunca hergin 2 mg/kg H. perforatum oral
yolla ratlara uygulanmistir. 8. ginde 1. molarlari ¢evreleyen mukogingival doku
eksize edilmistir. Periodontitis sonucu gozlenen 6dem, nétrofil infiltrasyonu ve
sitokin Uretiminin degerlendirildigi calismada H. perforatum uygulanan grupta tim
parametrelerde o6nemli dizeylerde azalma gozlenerek sari kantaronun

antienflamatuar etkisi kanittanmigtir (Paterniti ve digerleri, 2010).
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2.2.6. Salvia triloba (adagayi)

Adacayi, Lamiaceae bitki ailesinin icinde 900 gesidi bulunan 6nemli bir turdar.
Dunya genelinde adacgayinin birgok turd yemek ve ilag yapimi igin
yetistirimektedir. Adacayi bitkisi, Marmara, Ege ve Akdeniz bdlgesinde yabani
olarak yetisir. Yapraklari boz renkli, kenarlari kalkik, yanlarda kuguk birer yan
yaprak vardir. Cicekleri pembemsi eflatun renklidir. Bitkiye elma otu veya elma
adacayl denmesinin sebebi bitkinin Uzerinde kicik elma seklinde kozalaklarinin
olmasindandir. Turkiye’de yabani olarak yetistigi gibi kultar bitkisi olarak da

yetistirilebilir.

Salvia miltiorrhiza’nin kurutulmus kokleri koroner ve serebrovaskiler hastaliklarin,
uyku bozukluklarinin, hepatitin, kronik renal bozukluklarin ve Ulserlerin tedavisinde
kullaniimaktadir.  Salvia triloba’nin  etanol igerikli ekstraktlarinin  GABA-
benzodiazepin reseptorine afinitesinin oldugu tespit edilmigtir (Imanshahidi ve
Hosseinzadeh, 2006). Adagayinin antienflamatuar ve Ulserojenik etkilerinin
arastirildigi  bir calismada, kloroform igerikli ekstraktlarda ylksek oranda
antienflamatuar etkiye sahip oldugu, Ulserojenik etkisinin asetil salisilik asitten
daha az oldugu belirlenmistir (El-Sayed, El-Eraky, Ibrahim ve Mabry, 2006).

Literaturde, bitkinin dis hekimliginde kullanimi ile ilgili bilgi mevcut dedgildir.

2.2.7. Thymbra spicata var intricate (zahter otu)

Zahter otu, Dogu Akdeniz ve Guneydodu Anadolu bdlgesinde yaygin olarak
yetisen, kekik bitkisinin bir turadur. Yapilan bir galismaya gore, zahter otu, Al, Ca,
Mg, Na ve P minerallerinden zengin bir bitkidir (Kizil, 2010).

Toros Daglar’nin eteklerinde yagsayan ve gecimini kekikten saglayan yerel halk
bulunmaktadir. Bu koyluler yemeklerinde asiri miktarda kekik tiketmekte, buna
karsilik da yuksek oranlarda anemiyle karsilasmaktadirlar. Konuyla ilgili olarak
yapilan bir ¢calismada, ratlar Uzerinde kekik tiketiminin etkileri degerlendirilmistir.
Calismanin sonucuna gobre kekik bitkisinin tarlerinin timinde
antihiperkolesterolemik etki saptanmistir. Anemik etkisi de saptanan kekigin ayni
zamanda 80 mg/kg Thymbra spicata Labiatae (TSL) grubunda orta, 160 mg/kg
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TSL grubunda belirgin derecede karaciger dejenerasyonuna neden oldugu
saptanmigtir (Akdogan, 2012). Literatlrde, bitkinin dis hekimliginde kullanimi ile
ilgili bilgi mevcut degildir.

2.3. Kok Hucreler

Kok hucreler, canh vicudunda bulunan, kendini yenileyebilen ve ayni zamanda
vicudun ihtiyacina gore farklilasarak diger doku hicrelerine doénusebilen
hicrelerdir (Can, 2014:41). Henuz farklilasmamis olan bu hucrelerin, sinirsiz
bolunebilme, kendini yenileyebilme, organ ve dokulara donusebilme, koloni
olusturabilme ve hasarli dokulara gé¢ etme (migrasyon) yetenegine sahip olduklari
gosterilmistir (Parker ve digerleri, 2004; Weissman, 2000). Kok hicreler, dokularda
az saylda bulunmakta, yasam boyu belli oranda bolinmekte ve bdlundikge
sayllarini korumaktadir. Bélinduklerinde olusan iki yavru hiicreden birisi kok hiicre
olarak mevcudiyetini korurken asimetri kuralina goére digeri farkllasmaya dogru

gidecek hucre formunu olusturarak, hiicre havuzuna katilmaktadir (Can, 2014:43).

Kok hucrelerin hasarli doku ve organ rejenerasyonunda rol aldigi uzun yillardan
beri bilinmektedir. Hasarin iyilestiriimesinde etkili mekanizmalar; kok hlcrenin
farklilasarak olgun fonksiyonel hlcrelere donusmesi, kok hucrenin hasarli hucre ile
fUzyon sonucu hucre fonksiyonunun yeniden kazanilmasi, kok hucrenin hasarli
dokuda hucre/hicre, hicre/ekstraseltler matriks iligkileri ve ¢dzinebilir faktorlerin
(boyime faktoru, sitokin, kemokin, vs..) salinimi yoluyla hasarin giderilmesine
katkilari olarak sayilabilir. Kok hiicrenin, kendi kdkeni disinda birgok farkli dokuya
ait hicrelere farklilasabilme yetenegi (transdifferansiasyon/plastisite) ¢ok buyuk ilgi
uyandirsa da aslinda bu degisimin ¢ok az sayida hucreyi kapsadidi bilinmekte ve
iyilesmeye olan katkida, 6zellikle ¢ézinebilir faktdrlerin salinimi olmak Gzere diger
mekanizmalarin da etkisinin dusunulmesi gerekliligi vurgulanmaktadir (Lemoli ve

digerleri, 2005; Krause ve digerleri, 2001; Anderson, Gaga ve Weissmann, 2001).

Kok hicreler ¢ogu zaman bdlunerek, sonrasinda dokuya o6zgu farkhlasmis
hdcreleri olusturacak olan gegici hucreleri meydana getirmektedir. Bolinme hizlari
genellikle yavas olmasina ragmen, yaralanma ve doku kaybinin siddetli oldugu

durumlarda dogal bélinme hizlarini arttirmaktadir. Dokularin en kalici ve en uzun
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sure yasayan hucreleri olmasina ragmen sayilari yagla birlikte azalmaktadir.
Blyume faktorlerine ve sinyal molekullerine hassastir ve hizla yanit vermektedir.
Kok hicrelerin dnemli bir kismi hicre donglisunin GO evresinde sessiz olarak
bulunmaktadir. Embriyo kOk hucreleri ve yetigkindeki ¢gogalan gegici hucreler bu
evreyi hizl bir sekilde gegerek hucre dongusunu tamamlamaktadir. Kok hicreler,
diger hucrelerden farkl kromatin orintistine sahiptir ve strese karsi dayanakhdir
(Can, 2014:42).

Kok hicreler temel olarak embriyonik kdk hiicre ve yetigkin kok hlicre olmak Gzere
ikiye ayrilmaktadir. Embriyonik kok hucreler en yuksek farkhlagsma potansiyeline
sahip kok hicreler olmalarina ragmen, embriyoya ait dokularin kullanimiyla ilgili
etik sorunlar ve neoplastik potansiyel tasimalari nedeniyle kullanimina kisitlamalar
getirilmistir (Yang ve Fan, 2008; Thomson ve digerleri, 1998). Bunlara alternatif
olarak somatik dokulardan elde edilen erigskin kdk hdcreler, 6zellikle mezenkimal

kok hacrelerin kullanimi 6nem kazanmigtir (Eroglu, 2008).

2.3.1. Kendini yenileme

Kok hucrenin kendini yenileyebilmesi 6zelligi, hucrelerin ¢gogalma sayisinin ¢ok
fazla olmasindan kaynaklanmaktadir. Kemik iligi kaynakli mezenkimal kok hucreler
40-60 kez bolundikten sonra yasliik evresine girmekte ve diger kok hicre
Ozelliklerini kaybetmektedirler. Onkojenik bir dedisim gostermeden bu sayinin ikKi
katina ulasabilen hucrelere “ileri derecede c¢ogalabilen hicreler” denilmektedir

(Luna, Masamunt, Lawrance ve Sans, 2011).

Bir kok hlcre boélunduiginde en fazla iki farkli fenotipte hicre ortaya cikar.
Bunlardan birisi kOk hucrenin yedegi niteliginde kalirken, digerinin bir sonraki
asama icin farklilasmasina “asimetrik hicre bdlinmesi” denilmektedir. Bu
bolunme sekli, ¢evre asimetrisi ve boluinme asimetrisi olmak Uzere iki ayri
mekanizma ile agiklanmaktadir (Watt ve digerleri, 2006). Cevre asimetrisinde
olusan hucrelerin yapisi ¢evre faktorleriyle veya rastgele belirlenmektedir. Ortaya
ctkan hucrelerden en az birisi kok hucre olmayi surdurar. Bolinme asimetrisinde
bolinecek olan hicrenin yapisi veya yakin bir hicreyle olan iliskisi sonucunda

sitoplazmada olugsan faktorlerin hicre igindeki dagilim farki nedeniyle, ortaya g¢ikan
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hdcrelerin yapilari da birbirinden farkh olmaktadir. Bu hucrelerden biri kok hicre
olarak kalirken digeri farklilagsmaktadir (Can, 2014:43).

Bulundugu dokunun ihtiyacina gore, kok hucrenin bolinmesi sonucu ortaya ¢ikan
hucrelerden biri kOk hicre olarak kalmayi surdurtrken digeri cogu zaman hemen
farklilagsma yoluna gitmeyebilmektedir. Bu hucreler farklilagmadan bélunme yoluna
girer ve cogalan gecici hucreler ortaya cikar. Bu hucreler geometrik olarak
cogalirlar ve Dbelirli bir sayiya ulastiklarinda, ortam kosullari da uygunsa
farkhlasirlar. Bu hicrelere sonuna kadar farklilasmis huicreler denilmektedir.
Cogalan gegici hicrelerle, sonuna kadar farklilasmis hicrelerin arasindaki denge,
doku ve organlarimizin buyUkligunu c¢evre kosullariyla birlikte belirlemektedir
(Can, 2014:44).

2.3.2. Farklilagma yetenegi

Bir kdk hucre populasyonunun en az iki farkli hicre tipine farklilasma kapasitesidir
(Caplan, 1991). Farklilasma, islevsel olarak olgun bir hicre olma yolunda
meydana gelen biyokimyasal olaylarin tUmune verilen addir. Farklilasma,
eritroblastta ve keratinositte DNA sentezinin geri donugumsuz kesilmesi seklinde,
hepatositlerde albumin sentezinin geri donusimli baslamasi seklinde
gorulmektedir. Farkhlagsma iglemi canlilarin gelisimi sirasinda defalarca meydana
gelmektedir. Bu islem hlcrenin gen seti Uzerinde, son derece kontrolli suregelen
bir takim kontrol mekanizmalarinin zamana ve mekana bagli degisimleriyle
gerceklesmektedir. Kdk hacrelerin farklilasma potansiyelleri arasindaki farki
tanimlamak igin multipotent, pluripotent, totipotent terimleri kullaniimaktadir. Tim
hiicrelere donusebilme potansiyeline ve tUm organizmayi olusturma yetenegine
sahip kok hucrelere “totipotent”, vucuttaki tum hucrelere donusebilme yetenegine
sahip, ancak tek baslarina bir organizmay! olusturma yetisine sahip olmayan
hlcrelere “pluripotent” hicreler denir. Daha 6zellesmis fonksiyonlara sahip olan
ve erigkin kok hucreleri olusturan kok hulcrelere ise “multipotent” hucre
denilmektedir (Winslow, 2001).
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2.3.3. Koloni olugturma yetenegi

Klon olugsumu, tek bir kok hucreden c¢ok sayida yeni kok hicrenin olusumu
anlamina gelmektedir. Klon olusturma yetenegi (klon blyuklugu, klon olusturma
hizi) kok hicreler arasinda yapilacak kiyaslamalarda kullanilan bir olgUttir.
Klonlari olusturan hucrelerin kultirde caliliklarini korumalari, basariyla dondurulup
¢cozulebilmeleri gerekmektedir. Klinikte saf hicre kulturlerini hazirlamak c¢ogu
zaman muidmkuin olmamaktadir. Kultlrin igeriginde bulunabilecek birden fazla

tirde hucre varligi klon olugturma etkinligini olumsuz olarak etkileyebilmektedir.

2.4. Mezenkimal Kok Hiicreler

Organizmanin en zengin kok hucre kaynaklarindan biri sayilabilecek olan kemik
iliginde baglica, mezodermden kodken alan hematopoetik, endotel ve mezenkimal
koOk/progenitdr hlcreler bulunmaktadir. Bunlardan stromal kokenli olan
mezenkimal kok hucreler (MKH), stromaya tutunmasi (ekstraseluler matrikse ve
stromal hucrelere), cesitli sekretuvar faktorlerin salinimi ile hematopoetik
progenitor hicrenin olgun hicreye farklilasmasi veya inhibisyonu ile kdk hiicrenin
siklusun GO fazinda kalarak kok hlicre rezervi olusturmasi, kendini yenilemesi ya
da gerektiginde diger dokulara mobilizasyonu, migrasyonu gibi biyolojik
fonksiyonlarina o6nemli katki saglamaktadir. Boylelikle, MKH’ler kemik iligi
mikrogevresinin dnemli bir komponenti olup saglikli hematopoezin yuritilmesinde

kritik bir 6neme sahiptirler. (Wilson ve Trumpp, 2006).

Bir hucre populasyonunun MKH olarak tanimlanmasini saglayan yuzey antijeni
ekspresyonu, immuanoloji ve hematolojide yaygin olarak kullaniimaktadir.
International Society for Cellular Theraphy (ISCT)'nin kriterlerine gore bir MKH
populasyonunun %95 veya daha fazlasinin CD105 (endoglin olarak bilinir ve
orijinal olarak MAb SH2 seklinde tanimlanmigtir), CD73 (ekto-5-niikleotidaz olarak
bilinir ve orijinal olarak MAb SH3 ve SH4 seklinde tanimlanmistir), CD90 (Thy-1
olarak da bilinir) antijenleri i¢in pozitif olmasi gerekmektedir (Dominici ve digerleri,
2006; Majumdar, Thiede, Mosca, Moorman ve Gerson, 1998). Ayrica, heterojen
MKH poptulasyonunu diger hucre populasyonlarindan ayirt etmek igin

hematopoetik kok hucreler veya hicrelerin izole edildigi dokuya ait spesifik
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antijenlerin negatif olmasi gerekmektedir. Buna gore hlcre populasyonunda
CD45, CD34, CD14 veya CD11b, HLA sinif Il, CD79a veya CD19 ve gibi
hematopoetik antijenlerdeki pozitiflik oraninin %2’yi gegmemesi gerekmektedir

(Dominici ve digerleri, 2006).

MKH’lerin immunduzenleyici 6zellikleri 2 ayri perspektiften degerlendiriimektedir.
Bunlar; (i) allojenik MKH’lerin immunbaskilayici 6zellikleri ve (i) inflamatuvar
sitokinlerin MKH’lerin aktivite ve farklilagsma 6zellikleri tzerine etkileridir. MKH’ler,
birbirinden bagimsiz hayvan ve insan deney modellerinde benzer 06zellikleri
gostermektedir. MKH’ler ile yapilan c¢alismalarda baslangigta T lenfositleri
Uzerindeki etkilerine odaklaniimigs ancak, daha sonralari B hucreleri, dendritik
hlcreler ve dogal dldurlcu hicreler (NK) gibi immun yanitlarda yer alan hicreler

Uzerinde etkileri oldugu rapor edilmistir (Uccelli, Pistoia ve Moretta, 2007).

Kemik iligi kaynakli MKH’lerin (Ki-MKH) non-immiinojenik ve daha da 6nemlisi
immunmodulatuvar ve antiinflamatuvar yeteneklere sahip oldugu bilinmektedir
(Nauta ve Fibbe, 2007). Ki-MKH’ler immunmodulatuvar etkilerini NK, dendritik
hucreler, T ve B hucreleri gibi dogal ve kazanimig immune hucrelerinin
proliferasyon ve fonksiyonlarini inhibe ederek ve CD4"CD25"FoxP3" diizenleyici T
htcrelerinin (Treg) yayithmini hicre hicre temasi ya da ¢ozulebilir faktorler araciligi
ile arttirarak gostermektedir (Krampera ve digerleri, 2006). Bugine kadar, MKH’ler
tarafindan salinan ya da hedef hiicrelerle etkilesim sonucu dolayh olarak salinan
TGF-B1, hepatosit buyime faktéra (HGF), IL-10, PG,, NO ve IDO gibi ¢ozulebilir
faktorler immunmodulatuvar 6zellikte olarak kabul edilmistir. Aktive olmus T
hlcreleri tarafindan salinan iki dnemli proinflamatuvar sitokin TNF-a ve IFN-y’nin
MKH’ler tarafindan PGE;, TGF-B1, HGF, NO ve IDO ekspresyonlarini uyardigi
gosterilmistir (Zhang ve digerleri, 2009). Bu bulgulara gore, TNF-alfa ve IFN-gama
immun hucreler ve MKH’ler arasinda Kkilit rol oynayan onemli bir faktordir.
MKH’lerin immuUnmodulatuvar ve antiinflamatuvar &zellikleri deney hayvani
modellerinde graft versus host hastaligi, diabet, romatoid artirit, otoimmun
ensefalomiyelitis, sistemik lupus, periodontitis, inflamatuvar barsak hastaligi ve
sepsisler Uzerinde gdsterilmistir (Waterman, Tomchuck, Henkle ve Bettancourt,
2010)
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Sekil 2.1. MKH’lerin immunmodulatuvar 6zellikleri (Nauta ve Fibbe, 2007)

Gunimuzde MKH’lerin elde edilmesi ve tanimlanmasi, antijen tanimlamalarinin
yanisira daha ¢ok operasyonel temellere dayanmaktadir. Bu hicrelerin plastik
kiltar yuzeylere tutunarak buylmeleri ve ¢ogalmalari, in vitro olarak en az ¢
seriye farklilastirilabilmeleri altin standart olarak kabul edilmektedir. Mezenkimal
kok hicreler, mezoderm dokusunun oncu hucreleri olduklari igin kemik, kikirdak,
kas gibi bag ve destek dokularinin, yag dokusunun, vaskuler sistemin temel
hlcrelerine farklilasma kapasitesine sahiptir. Mezenkimal kdk hicreler ektopik
olarak vucut igine transplante edildiklerinde kemik ve kikirdak dokularina
dondgsurler (Ashton ve digerleri, 1980; Haynesworth, Goshima, Goldberg ve
Caplan, 1992).

MKH’ler dokularda ¢ok az sayida bulunurlar. Tedavi, hatta arastirma amacli
kullanim igin bile in vitro kiltir ortaminda ¢ogaltilmalari gerekmektedir. Kemik iligi
MKH’leri hematopoietik hucreler igin gerekli birgok buyume faktorinu salgilarken
(makrofaj koloni stimule eden faktor, stem cell faktdr gibi); diger kok hucreler ile

ortak olan bazi gen ekspresyonlari yaninda konnektif dokuya 6zgin molekller ve
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adezyon molekullerini de eksprese etmektedirler. MKH’lerin klinik kullanim igin
belki de en avantajli 6zelliklerinden biri de, bu hicrelerin immunojenitesinin dusuk
olmasi ve immunsupresif olmalaridan kaynaklandigi bilinmektedir. HLA-DR ve ko-
stimulator molekll ekspresyonlari yoktur. T lenfosit aktivasyonu ve alloreaktif
reaksiyonlari onlerler. Bunlarin yaninda aktif B lenfositleri de inhibe eder, regulator
T hucreleri uyarir; ayrica solubl faktorler ile immun supresyon yaptiklari
gosterilmistir.  Bununla birlikte MKH’lerin bazi sistemlerde (non-myeloblatif
transplantlarda) ve 6zellikle disuk dozlarda immunstimulasyon da yapabilecegi
bildirilmistir. Sekil 2.1 ‘de MKH’lerin immunmodulatuvar etki mekanizmasi yer
almaktadir. MKH’lerin immun supresif 6zelligi htucresel tedavi agisindan énemli bir
avantajdir (Hibi, Yamada, Ueda ve Endo, 2006; Le Blanc ve digerleri, 2004,

Bartholomew, Siatskas ve Ferrer, 2002).

Kok hucrelerin kesfi, hucresel ve molekuler biyolojideki gelismeler ¢esitli dokularin
rejenerasyonunda yeni stratejilerin gelistiriimesini beraberinde getirmistir. MKH’ler
farkli doku kaynaklarindan elde edilse de ¢ok yonlu farklilasabilme, plastik doku
kiltar kaplarina yapisma ve spesifik bazi ylzey antijenleri tasima gibi birgok ortak
Ozellik tagimaktadirlar (Parker ve digerleri, 2004). Bulunduklari mikro gevreye gore
ve organizmada ihtiyag olma haline bagh olarak MKH’lerin biyolojik 6zellikleri ve
fonksiyonlarinda dnemli degisiklikler oldugu gosterilmistir. Bununla iligkili olarak da
bu hucrelerin izole edildikleri bolgeye gore degisik Ozellikler tasiyacagi ileri
surilmids ve spesifik bir dokunun onarimi igin o bdlgeden elde edilen kok
hdcrelerin kullanimi gundeme gelmistir (Koga ve digerleri, 2008). Erigkin kdk
hicreleri kemik iligi, periost, kas, yag, beyin ve deri dokularinda bulunmaktadir.
Somatik dokulardan elde edilen bu kék hicre kaynaklarinda ézellikle de MKH’ler

onem kazanmistir.

Kok hdcrelerin  bulunduklari  bdlgelerdeki “nig”lerinden hasarli dokuya dogru
mobilizasyonu, migrasyonu gerekmektedir. Bunu saglayan uyarinin da hasarli
dokunun degisen mikro gevresinden geldigi gosterilmistir. Hasarli bolgede salinan
solubl faktorlerden stromal derived faktor (SDF-1) ve kompleman C3
fraksiyonunun 6nemli roli oldugu ileri surGlmektedir. Burada ylksek

konsantrasyon gelismesi sonucu olusan gradient diger bolgelerdeki kdk hlcrelerin
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hasarli bolgeye mobilizasyonu igin bir uyari olugturmaktadir (Wynn ve digerleri,

2004; Ratajczak, Reca, Wysoczynski, Yan ve Ratajczak, 2006).

2.5. Maksillofasiyal Bolgedeki Mezenkimal Kok Hiicre Kaynaklari

MKH’ler birgok dokudan elde edilebildigi gibi oral ve maksillofasiyal bélgenin c¢esitli
dokulardan elde edilebilir. Disten elde edilen ilk kdk huacreler kalici diglerin
pulpasindan elde edilen dis pulpasi kdk hucreleridir (Gronthos, Mankani, Brahim,
Robey ve Shi, 2000). Daha sonra ¢ocuklukta fizyolojik olarak disen st dislerinin
pulpasindan da benzer kék hlcreler elde edilmistir (Miura ve digerleri, 2003). Bu
hlcrelerin yanisira kalici dislerin apikal bolgelerinden apikal papilla kdk hucreleri,
dis kokunu tamamen saran sert bag dokusundan periodontal ligament kok
hlcreleri, gelismekte olan molar diglerin dental folikillerinden dental folikl énci

hucreleri, oral mukozadan oral mukoza kok hucreleri tanimlanmistir.

Jo ve ark., insan dental dokularindan ve mandibular kemik iliginden izole ettikleri
postnatal kok htcreleri birbirleriyle kargilastirmiglar ve ¢alismalarini optimum kalttr
kosullari saglamak amaciyla 3 farkh vasatta gerceklestirmiglerdir. Proliferasyon
kapasitelerini degerlendiren calismalar pasaj 3’de yapilmis ve periapikal folikdl
dokusunun proliferasyon oranlari ve kendini esleyen populasyon sayisi
bakimindan diger dental kok hicre 6rneklerine gore UstunlUkleri rapor edilmistir
(Jo ve digerleri, 2007).

2.5.1. Dental pulpa kdk htcreleri

Gronthos ve ark., gomulu yirmiyas dislerinden ekstirpe ettikleri dental pulpa
dokusundan klonojenik ve yuksek proliferasyon yetenegine sahip MKH’ler elde
etmis ve bunlan kemik iligi kaynakli MKH’lerin kolonilesme ve farkhlasma
yeteneklerine gore kiyaslamiglardir. Bu ¢alismaya gore DP-MKH’lerin, kemik iligi
kaynakh MKH’lere oranla daha fazla kolonilestigi, farklilagsma potansiyellerinin
farkli oldugu ve hidroksiapatit/ trikalsiyum fosfat tasiyici matriks ile in vivo
transplantasyonunda dentin-pulpa benzeri doku rejenerasyonu saglayabildigi rapor

edilmistir (Gronthos ve digerleri, 2000).
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DP-MKH’ler, insanda mandibular defekt rekonstriksiyonunda kullaniimigtir
(d’Aquino ve digerleri, 2009). Yirmiyas dislerinin pulpasindan elde edilen kok
hicreler kollajenden zengin bir iskele Uzerinde ¢odaltildiktan sonra defekt
bdlgesine uygulanmistir. Operasyondan 3 ay sonra periodontal doku

rejenerasyonu, 1 yil sonra ise kemik rejenerasyonu gerceklesmistir.

Rejeneratif tedavide MKH’lerin kullanimina yonelik calismalar oncelikli olarak
dental kaplama materyallerinin dental bolgede uygulandigi alandaki hucreler
Uzerine etki mekanizmalarina odaklanmigtir. Endodonti tedavilerinde rutin olarak
kullanilan mineral tiroksit agregatlarin (MTA) dental pulpa hucreleri Uzerindeki
etkileri arastiriimisgtir. MTA’nin pulpa hucrelerinde inflamasyonu nuklear faktor kB

yolagi Uzerinden uyardigi rapor edilmistir (Minamikawa ve digerleri, 2009).

2.5.2. Siit disi pulpasi kok hicreleri

Eksfoliye sut disinin pulpasindan MKH eldesini ilk kez Masaka Miura ve ark., rapor
etmislerdir. Bu hucrelerin proliferasyon oraninin, daimi dis pulpasindan elde edilen
hlcrelerin proliferasyon oranindan fazla oldugunu tespit etmislerdir. In vivo
ortamda, hidroksiapatit/ trikalsiyum fosfat tozla karigtilan kdk klcrelerin farelere
uygulanmasyila odontoblastlara farkhlasma yeteneklerinin oldugu rapor edilmistir
(Miura ve digerleri, 2003).

2.5.3. Periodontal ligament koék hicreleri

Periodontal ligament yapisi icinde sementumu meydana getiren sementoblastlarin
ve kemik rejenerasyonunu saglayan osteoblastlarin oldugu uzun yillardir
bilinmektedir. Bu dokunun c¢evre doku rejenerasyonunda 6nemli rol oynamasi,
bolgede kok hucrelerin de olabilecegini akillara getirmekteydi. Yapilan bir
calismada gomull yirmiyas diglerinden elde ettikleri periodontal ligament
dokusundan ylksek proliferasyon 6zelligine sahip, bazi MKH’lere spesifik
antijenleri eksprese edebilen hicrelerin oldugunu belirtmislerdir (Seo ve digerleri,
2004).
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Domuzda olugturulan periodontitis modelinde allojenik ve otojenik olarak
periodontal ligament kaynakli kok htcreler periodontal dokunun rejenerasyonunu

saglamistir (Ding ve digerleri, 2010).

2.5.4. Dental foliktil kok hicreleri

Kemik dokusunda devamli bir remodeling gerceklesmektedir. Morsczeck ve ark.,
insanlarda 20 yas dislerinden elde ettikleri dental folikul prekursor hicreleri ilk
olarak izole etmeyi basarmislardir (Morssczeck ve digerleri, 2005a). Ayni
arastirmacilar izole ettikleri bu hucreleri tanimlamak igin bir ¢alisma daha
sunmuslardir (Morssczeck ve digerleri, 2005b). Bu ¢alismada, 20 yas diglerinden
elde ettikleri dental folikil dokusundan izole ettikleri hucrelerin farkllasma
potansiyelini degerlendirmek icin pasaj 6 ve 17’deki 6rnekler kullaniimis ve 4-5
haftallk uzun doénem kulturlerde farkllasma potansiyelleri degerlendirilmigtir.
Lindroos ve ark., insan dental pulpa, periodontal ligament ve dental folikiil dokusu
kaynakhh MKH ve bukkal mukoza kaynakl fibroblastlar Uzerinde karekterizasyon
calismalari yapmiglardir (Lindroos ve digerleri, 2008). Dental pulpa, folikil ve
periodontal ligament dokusundan izole edilen kdk hicrelerin osteojenik farklilasma

gosterdigi ve alkaline fosfataz (ALP) aktivitesinin yliksek oldugu belirtilmistir.

2.5.5. Oral mukoza kdk hicreleri

Oral mukoza, oral epitel, lamina propria ve bag dokudan olusmaktadir. Gingival
ve alveolar mukozanin lamina propriasindan izole edilen mononukleer ve adherent
hicreler yuksek derecede proliferedir ve kdk hicre icermektedir (Marynka-Kalmani
ve digerleri, 2010). Oral mukozanin bag doku kok hicreleri, pulpa ve periodontal
ligamentin bag doku kok hucrelerinden CD49d saliniminin fazla olmasi ve
osteojenik transkripsiyon faktorlerinin az salinimi ile ayrilmaktadir (Lindroos ve
digerleri, 2008).

2.5.6. Alveol kemigi kok hticreleri

Dental pulpa dokusu, kdk apeksi yoluyla periodontal ligamente ve kemik iligine

baglanmaktadir. Alveoler kemikten elde edilen mezenkimal kOok hucreler, iliak
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kemikten elde edilen MKH’lerle benzer sekilde in vitro ve in vivo olarak klonojenik
ve osteojenik potansiyele sahiptir (Matsubara ve digerleri, 2005). Ancak bu iki
hicre tipi arasinda birka¢ farklihk bulunmaktadir. Mandibular MKH’ler, iliak
krestten elde edilen MKH’lere oranla daha hizli prolifere olmakta, daha ge¢
yaslanmakta, alkalen fosfataz salinimini daha gucli yapmakta ve in vitro kultire
edildiginde daha fazla kalsiyum biriktirmektedir (Akintoye ve digerleri, 2006) . In
vivo olarak transplante edildiginde, uzun kemiklerden elde edilen MKH’ler
mandibuladan elde edilen MKH’lere oranla daha fazla kemik iligi bdlgesi
olustururken, mandibular MKH’ler daha fazla kemik olugturmaktadir (Akintoye ve
digerleri, 2006).

Dental kok hucrelerin norotrofik faktoér Uretme ve sekresyon yetenekleri,
norodejeneratif hastaliklarin tedavisinde ve hasar goérmis motor ndronlarin
tamirinde etkili olabilecedi dusunulmektedir.  Dental kok hicrelerden néral
markirlarin  ekspresyonu ile ndral rejenerasyon potansiyelinin Parkinson
hastaliginin tedavisinde kullanimi distnulebilir (Estrela, Alencar, Kitten ve Vencio,
2011).

2.6. Dis Hekimliginde Rejeneratif Tedavilerin Geligimi ve MKH’ler

Travma veya kanser vakalarinda (lzumi, Tobita ve Feinberg, 2003) oro-
maksillofasiyal dokularin rekonstriksiyonuna ek olarak periodontoloji ve
implantoloji (Ilzumi ve digerleri, 2011; Buser ve Tonetti, 1997) alanlarinda
periodontal hastaliklara bagl gelisen alveolar kemikte ve periodontal dokularda
olusan defektlerin giderilmesinde rejeneratif tedaviler uzun zamandir

kullaniimaktadir.

Rejeneratif periodontal/alveolar kemik tedavileri skafoldlarin kullanimini temel
almaktadir. Bu yaklasimin ilk jenerasyonunda osteokondiktif membranlar ve
kemik greft materyalleri bdlgede olusmasi istenen dokuya desteklik saglamak
amaciyla kullanilir. ikinci jenerasyon, biiyiime faktorleri gibi osteoindiiktif 6zellikler
iceren, defekt bolgesindeki dokunun olusumunu direkt olarak arttiran materyalleri
icermektedir. Bu iki jenerasyona ait tedavi yaklagimlari dis hekimligi klinik

uygulamasinda yaygin olarak kullaniimaktadir (Sekil 2.1.).
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Uclinci jenerasyon rejeneratif tedaviler MKH tabanli periodontal/alveolar kemik
tedavilerini icermektedir. Bu ve bundan sonraki jenerasyon rejeneratif tedaviler
universite hastanelerinde klinik arastirma uygulamalarinda kullanimla sinirhdir.
Hucre tabakalari gibi hiicre yerlestirme tekniklerinin (lwasaki ve Medzhitov, 2009;
Sasaki ve digerleri, 2010) rejeneratif tedavileri dordinci jenerasyon rejeneratif

tedavileri olusturmaktadir.

Gelecekteki besinci jenerasyon yaklasiminin oral doku kaynakli pluripotent kdk
hicrelerin (Egusa, Okita, Kayashima, Yu ve Fukuyasu, 2010; Tamaoki ve digerleri,
2010) ve genetik olarak modifiye edilmis kok htcrelerin kullanimi sonucu fizyolojik
olarak olusturulmak istenen doku/organin yerini analog olarak alabilen rejeneratif

teknigin olacagi dugunulmektedir.

Geleneksel doku muahendisligi konseptinde skafold, buylime faktorleri ve kok
hdcrelerin kombine kullanimi rejeneratif tedavilerin bagari oranini arttirmaktadir
(Langer ve Vacanti, 1993). Ancak bu uygulamalarin klinik pratiginde kabul
edilebilirligi ginimuzde materyal tabanli uygulamalar (birinci ve ikinci jenerasyon)
icin yogunken, hicre tabanl uygulamalar (l¢ ve sonraki jenerasyonlar) i¢in daha
azdir. Bu amacgla kok hdcre uygulamarinin klinik kullanimda daha genis yer
bulabilmesi i¢cin daha kapsamh calismalara gerek vardir (Egusa, Sonoyama,

Nishimura, Atsura ve Akiyama, 2012).

Alkaisi ve ark. (2013)'nin tavsanlar Uzerinde distraksiyon osteogenezi uyguladigi
calismada, osteotomi asamasinda distraksiyon bolgesine sut dislerinden elde
edilen kdk hicreler uygulanmis ve kemik rejenerasyonunda kontrol grubuna gore

onemli bir artis gézlenmistir (Alkaisi, ismail, Ahmad, Masudi ve Rozak, 2013)
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Osteoinduktif ozellik
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3. GEREC ve YONTEM

Calismada gerceklestirilen is akisi Sekil 3.1.de gdsterilmektedir. Calismalar,
Mugla Universitesi Fen Fakultesi Biyoloji B6lumi Mikrobiyoloji Laboratuvari,
Hacettepe Universitesi Tip Fakiiltesi K6k Hiicre Arastirma ve Uygulama Merkezi
(PEDISTEM) ve Gazi Universitesi Dis Hekimligi Fakiiltesi Temel Bilimler Bolimi
Tibbi Mikrobiyoloji AD. laboratuvarlarinda yapiimistir.

Dogal ekstraktlarin elde edilmesi

| MUGLA |

N

&

Dogal ekstraktlarin MKH'ler Gzerindeki proliferasyon ve
sitotoksik dzelliklerinin arastiriimasi

&

Dogal ekstraktlarin MKH'ler Gzerinde immunolojik
ozelliklerinin arastiriimasi

O

Dogal ekstraktlarin MKH migrasyon 6zelligi Gzerine
etkisinin arastiriimasi

Sekil 3.1. is akisl
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Calismada deney modeli asagidaki plana gore gergeklestirilmistir (Sekil 3.2.).
7 farkh bitkiden iyi

konsantrasyon ve turler secilerek devam calismalara gecilmisgtir.

Calismada baslangigta Dbelirtilen aktivite goOsteren

7 bitki
Secilen3
Tripan mavisi yontemi konsantrasyon ile 7
" ile farkli bitkinin hicreler
Bl axatraktinnnisios konsantrasyonlarin || zerindeki proliferasyon

edilmesi hucreler Gzerindeki

etkisinin belirlenmesi

ve doubling time
ozelliklerinin

arastiriimasi

v

Bir onceki caismada secilen
tek konsantrasyon ile DP--

Elde edilen sonuglara

7 bitkinin DP-MSKH ve P
gore iyi aktivite gsteren

MSKH ve KI-MKH Ki-MKH'lerin o .
hucrelerinin adipojenik ve immiinolojik 2 l?\/l'tg’&'{_‘l \SIZG&ﬁﬁkBP'
_osteojenik farklilasmalari ozelliklerine etkisinin ; IV
uzerinde 7 bitkinin etkisinin arastiriimasi migrasyonu Uzerine

arastinimasi etkisinin arastiriimasi

Bir 6nceki calismadaen

En iyi sonug veren 2
bitkinin antibakteriyel
ozelliklerinin
arastiriimasi

iyi sonug veren bitkinin

DP-MSKH ve KI-MKH

kikirdak farklilagsmasi
Gzerine etkisinin

H. perforatum,
C. zeylanicum

arastiriimasi

S. gordonii, S.
mutans, S.
aureus

Sekil 3.2. Calismada gergeklestirilen deney modeli

Calisma suresince sirasi ile; canliik Gzerindeki en etkin konsantrasyon miktari
tripan mavisi ve xCelligence yontemi ile belirlenmigtir. Elde edilen veriler, referans
olarak kullanilan kemik iligi kaynakli mezenkimal kok hucreler ile karsilagtiriimistir.
Adipojenik ve osteojenik farklilasma ile immunolojik galismalarda 7 bitkinin etkinligi
degderlendirilmistir. Adipojenik, osteojenik ve immdunolojik ¢alismalarda en iyi etkiyi
H. perforatum ve C. zeylanicum ekstraktlarinda elde edilmistir. Migrasyon ve
antibakteriyel aktivite galismalar secilen bu iki bitki Uzerinde gergeklestirilmistir. En
iyi sonucu veren H. perforatum kikirdak farklilagsmasi ¢alismasina alinmigtir.
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3.1. Gereg

3.1.1. Arastirmada kullanilan hiicreler

Etik kurul raporu (EK.NO.GUB30.2.GUNO0.21.71.00) 6nceki calismalarda alinmis
ve PEDISTEM kultur koleksiyonunda saklanan dental pulpa kaynakli mezenkimal
stromal kok hucreler (DP-MSKH) ile kontrol grubu olarak kemik iligi kaynakl

mezenkimal kok hicreler (KI-MKH) kullaniimistir.

3.1.2 Arastirmada kullanilan hiicre kiultir vasati

Hucre kilturlerinin gelistiriimesinde dusuk glukozlu Dulbecco’s Modified Eagle
Medium (DMEM-LG, Invitrogen) bazal vasat olarak kullaniimistir. Hucre kultira

gelistirme vasati igerigi Cizelge 3.1°’de gosterilmistir.

Maddeler ml
Fetal sigir serum (FBS) 10
Penisilin/streptomisin 1
L-Glutamin 1

Cizelge 3.1. Calismada kullanilan hicre kultir vasadi

DMEM-LG ile 100 ml'ye tamamlanip, 0,2 um filtreden gegirilerek sterilizasyon

saglanmigtir.

3.1.3. Arastirmada kullanilan bakteriler

Arastirmada kullanilan bakteri suslari ticari firma araciligi ile elde edilmistir.

Cizelge 3.2.’de yer almaktadir.
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izolasyon Kod Tiir adi

kaynagi

Subakut bakteriyel ATCC 10558 Streptococcus gordonii
endokarditli hasta

Curuk dentin ATCC 25175 Streptococcus mutans

insan lezyonlari ATCC 6538 Staphylococcus aureus

Cizelge 3.2. Calismada kullanilan bakteriler

3.1.4. Arastirmada bakteri kulturlerinin gelistiriimesi icin kullanilan

besiyerleri

Arastirmada bakterilerin gelistiriimesi icin Brain Heart Infusion (BHI, Merck) ticari
hazir sivi besiyeri kullaniimistir. Besiyeri 37 g/L tartilarak 1000 ml distile suya
tamamlanmistir. pH’s1 7,4 +0,2’ye ayarlanmigtir. Kati besiyeri hazirlamak igin
besiyerine %1,5 oraninda Agar (Merck) ilave edilmigtir. Besiyeri 121°C’de 15 dk

otoklavda steril edilmistir.

3.2. YOntem

3.2.1. Dogal ekstraktlarin elde edilmesi

Toz haline getirilen bitki 6rnekleri soksalet aparati kullanilarak renk agilincaya
kadar (yaklasik 4-5 saat) etanol ekstraksiyonuna tabii tutulmustur. Calismada, her
ornek igin, 15 gr 6rnek ve 300 ml %96’lik etanol (MERCK) kullaniimistir.
Ekstraksiyon sonucu elde edilen ekstrakt filtre kagidindan (Whatman No:1)
suzllmus ve etanol evaporatorden uzaklastiriimistir. Elde edilen ekstraktlar son
konsantrasyon 100 mg/ml olacak sekilde 1/1 (v/v) etil alkol/bidistile su karigiminda
¢6zulmas, +4°C’de koyu renkli ve kapakli cam siselerde saklanmistir.

3.2.2. Hucre kultaru geligtirilmesi
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DP-MSKH'lerden 4 ayri drnede ait érnekler ¢oziiliip sayimi yapilarak 25 cm?lik
kaltar kaplari (T25) (Greiner Bio-One, Germany) icerisine 5x10° hiicre /cm?
yogunlugunda kultire konulmus ve 5 ml killtlr vasati ilave edilmistir (Bkz. Madde
3.1.2). Hucre Kkaltarleri %5 CO, igeren 37°C’li ve %95 nemli inkubatorde
inkibasyona birakilmigtir. Her 3 gunde bir kultur vasati degistirilerek hucreler
kdltur kabi ylzeyinin %70-80’ini kaplayana kadar vasat degisimine devam
edilmigtir. Hlcreler yeterli yogunluga ulastiginda %0,25 tripsin-EDTA ile tripsinize
edilerek uygun sollusyon igerisine alinmig ve ileri pasajlara devam edilmistir.

Calisma suresince hucrelerin pasaji 3-6 arasinda degismistir.
3.2.3. Bakterilerin aktiflestiriimesi ve gelisme ortamlari

Bakteri suslarinin gelistiriimesi ve aktiflestirimesinde BHI sivi  besiyerleri
kullaniimistir. S. aureus ATCC 6538 37 +0,1°C’de aerobik ortamda 18-24 saat, S.
mutans ATCC 25175 ve S. gordonii ATCC 10558 ise 37+0,1°C’de anaerobik

ortamda 24-48 saat inkibe edilmistir.

3.2.4. Dogal ekstraktlarin sitotoksisitelerinin ve mezenkimal kok hicre

proliferasyonu tzerindeki etkilerinin arastiriimasi

Dogal ekstraktlarin DP-MSKH sitotoksisite ve proliferasyon Uzerindeki etkileri
arastinlmistir. 7 farkl dogal ekstrakt ve kullanilan degisen konsantrasyonlar Sekil

3.3.’de gosterilmektedir.

Dogal ekstraktlarin DP-MSKH canliigi Gzerindeki etkisi iki asamali olarak
arastinimistir. En iyi etkinlik gdsteren konsantrasyon tripan mavisi yontemi ile
belirlenmistir. Bu yonteme gore belirlenen en iyi konsantrasyon ile, o
konsantasyonun Ust ve alt konsantrasyonlarinin proliferasyon Uzerine etkisi ve

ikiye katlanma suresi xCelligence yontemi kullanilarak arastiriimigtir.

a. Sitotoksik etki varliginin arastiriimasi: Dogal ekstraktlarin DP-MSKH uzerinde

sitotoksik etkisinin olup olmadigini ve devam c¢alismalarda kullanilacak en etkin

konsantrasyonu belirlemek amaci ile tripan mavisi ile canhlik analizi yapiimistir.
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Buna gére 24 kuyulu mikroplakaya, 5x10° h/cm? olacak sekilde ekilen hiicreler, 7
dogal ekstraktin farkli konsatrasyonlarini iceren hicre kiltir vasati ile muamele
edilmistir. Kontrol grubu olarak belirlenen dogal ekstrakt icermeyen kultlr

vasatinda geligsen hucreler tam yayilim gosterdiginde galisma sonlandiriimigtir.

Thymbra spicata var intricate (kara kekik)

\J /’ > Syzgium aromaticum (karanfil)

Sekil 3.3. Calismada kullanilan dogal ekstraktlar

b. Secilen konsantrasyonlar ile proliferasyon lizerindeki etkinin arastiriimasi:

xCelligence sistemi dretici firmanin yonergeleri takip edilerek kullaniimistir
(ROCHE Diagnostikc, 2008) Sistem 4 ana birimden olugsmaktadir: (i) RTCA
analizatoru, (i) RTCA SP istasyonu, (iii) entegre yazilim ile RTCA bilgisayar ve (iv)
tek kullanimhk atilabilir E-plate 96. Standart kultir kabini tasiyan RTCA SP
istasyonu inkubator icinde yer alirken analizator ve dizusti bilgisayar disarida yer
almaktadir. xCelligence sisteminin merkezi e-plate 96 olup tek kullanimliktir. E-
plate 96 bilinen 96 kuyulu mikroplakalara benzemekle birlikte tabaninda icerdigi
hlcrelerin takip edilmesini saglayan altin hlcre sensoér arrayler ile farklilik
gostermektedir. E-plate 96 buharlagsmanin dugsuk olmasini saglayan kapaga
sahiptir. Her kuyunun taban alani 5.0 mm 0,05 mm olup toplam hacmi 2435
pl'dir. Her kuyunun taban alani yaklasik olarak %80’i elektrotlar ile kaphdir.

Elektrotlar +15-+40°C sicakhk araligi ve %98 neme dayananiklidir. Elektrot
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sensorlerinin elektronik empedanslari, elektrotlar Uzerinde yer alan hucrelerin
fizyolojik degigikliklerinin  belirlenmesi ve izlenmesine imkan vermektedir.
Hucrelerin yoklugunda elektrot empedansi hem elektrot/solisyon ara ylzundeki
hem de bulk sollisyonundaki iyon ortami tarafindan belirlenmektedir. Bundan
dolay! elektrotlar Uzerinde daha fazla gelisen hucreler daha fazla elektrot
empedansi verecektir. RTCA iligkin yazilim, ortalama degerleri, maksimum ve
minimum degerler, standart sapmalar, EC50, IC50, hicre indeksi gibi
parametreleri elde ederek grafik haline doénustlirmektedir. Cl birim cinsinden

aciklanan veriler Excel bigimine aktarilabilmektedir.

E-plate 96 kuyularina 50 pul kiltir vasadindan eklenmistir. E-plate 96 sisteme
entegre edilmis ve inkubator icinde elektrik temasinin saglandigindan ve
background empedansin varligi belirlenmistir. DP-MSKH’ler 5000 hticre/ml olacak
sekilde, tripan mavisi galismasinin sonucunda belirlenmis farkli G¢ konsantrasyon
5, 10 ve 25 pg/ml dogal ekstraktlarla birlikte kuyulara aktarilarak inkibatore
alinmistir. Hiicre proliferasyonlari 10 giin boyunca her 30 dk bir alinan élgiimlerle
belirlenmistir. Farkli nislerdeki etkinligi kargilastirma yapmak amaci ile galismada
kemik iligi (KI) kaynakli MKH’ler kullaniimistir.

3.2.5. Dogal ekstraktlarin MKH farklilagmasi tizerindeki etkisi

Calisma xCelligence sistemi kullanilarak yapilan calismanin sonucuna gore
belirlenen konsantrasyon (10 pg/ml) kullanilarak gergeklestiriimigtir. Farkl
niglerdeki etkinligi kargilastirma yapmak amaci ile galismada Ki-MKH’ler

kullanilmigtir. Calismada pasaj (P) 4 ve P5 hicreler kullaniimigtir

a. Yag hiicre farklilasmasi: Alti kuyucuklu doku kiltir kaplarinda %90-100

oraninda tam yayilim olana kadar gelistiriimis DP-MSKH ve Ki-MKH’ler, Pittenger
ve ark. inin (1999) metoduna gore yag hlcre farklilagsmasina yodnlendirilmistir.
Hucrelerdeki noétral lipidler igin spesifik olan Oil Red O boyasi ile boyanarak

farklilasan hicreler morfolojik olarak tespit edilmistir (Pittenger ve ark., 1999).

b. Odontoblastik/Osteojenik _hiicre farklilasmasi: Alti kuyucuklu (doku Kkultdr

kaplarinda %80 oraninda tam yayilim olana kadar gelistirilen DP-MSKH ve Ki-
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MKH’ler Pittenger ve ark.inin metoduna goére huacre farklilagsmasina
yonlendirilmigtir. Farkhlagsan hucreler Alizarin Kirmizisi S boyasi ile boyanan
kalsiyum fosfat depolarinin tespiti belirlenmigstir (Pittenger ve digerleri, 1999).
Kalsiyum graniillerinin miktari DICA 500 KiT'’i ile spektrofotometrik olarak iretici
firmanin yonergeleri takip edilerek gergeklestiriimigtir. Ayrica osteokalsin ve

osteonektin miktarlari ELISA KIT yontemi ile belirlenmistir.

c. Kikirdak hicresine farklilasma: Hucreler, Shizuko ve ark.inin yontemine gore

kikirdak farklilasmasi yoninde uyarilmistir. Farkhlasma sonrasinda histolojik
incelemeler icin 5 um kalinliginda frozen kesitler alinmistir. Alinan kesitler Alsiyan
mavisi ile boyanarak farkllasma potansiyeli belirlenmigtir (Shizuko, Motoki,
Takeshi ve Ichiro, 2005). Calisma kemik farklilagsmasi, migrasyon, immunolojik ve
antibakteriyel etkiler acisindan en iyi sonu¢ veren dogal ekstrakt kullanilarak

gerceklestirilmigtir.
3.2.6. Dogal ekstraktlarin inflamasyon yanit Gizerindeki etkileri

in-vitro ortamda bitki ekstraktlari ile muamele edilen hicrelerin proinflamatuvar,
immunduzenleyici ve antiinflamatuvar sitokin salinimi  Uzerindeki etkilerini
arastirmak amaciyla gelistirilmistir. Bitki esktraktlarinin herhangi bir uyarim
olmadan ve TNF-a ile uyarildigi zaman inflamasyon yaniti Onleyici etkisi olup
olmadi§i arastirilmistir.  Sitokinler ELISA KiT ydéntemi ile ticari firmanin
yonergelerine goére belirlenmistir. Dogal ekstraktlarin antiinflamatuvar yénde
koruyucu etkisinin olup olmadiginin belirlenmesi icin dogal ekstraktlar ile 1 saat
muamele edildikten sonra TNF-a (10 ng/ml) ile uyarilarak 24 saat inkibasyona
alinmistir. Sure sonunda kultur supernatantlari alinarak ELISA sistemleri ile IL-1,
IL-6, IL-10, IL-17 ve TGF-B varhdi agisindan arastiriimistir (Zaidi ve digerleri,
2012).

3.2.7. Dogal ekstraktlarin MKH migrasyon yetenegi tizerine etkisi

Migrasyon yetenegi, 6.5 mm ¢apinda 8um porlu filtreler igceren transwell migrasyon
plaklarda gercgeklestiriimistir (Resim 1) (Corning Costar, Cambridge, MA). 1 mi
5x10* sayida MKH filtrenin (st tarafina yerlestirilerek dogal ekstrakt iceren 600ul



39

migrasyon vasadi filtrenin alt tarafina yerlestirilmigtir. Kontrol grubu olarak,
migrasyonda uyarici etkisi oldugu bilinen 10 ng/ml TNF-a kullaniimigtir (Zhu ve
ark., 2014). Bir gece inkibasyon sonunda filtrenin alt bolmesine gecen hucreler

tripan mavisi yontemi ile sayilmigtir (Ponte ve digerleri, 2007).

Resim 3.1. Migrasyon galismasi deney duzenegi
3.2.8. Antibakteriyel etkinin belirlenmesi

Elde edilen verilere gore segilen C. zeylanicum ve H. perforatum ekstraktlari
galismada kullaniimistir. Antimikrobiyal aktivite, disk difiizyon ve MIK (Minimum

inhibisyon konsantrasyonlari) metotlari kullanilarak tespit edilmigtir.

a. Antibiyotik disklerin_hazirlanmasi: 100 mg/ml’lik etanolik ekstraktlardan, 6

mm/capindaki steril bos antibiyotik disklere (Oxoid), mikropipet yardimiyla
20 pl emdirilmistir. Kontrol olarak 1/1 (v/v) oraninda hazirlanmis steril etil
alkol/bidistile su karisimi kullaniimigtir. Karsilastirmak amaciyla standart

antibiyotik olarak Amoksisilin diski (10 pg) kullaniimistir.

b. Antibakteriyel aktivitenin tespiti: Ekstraktlarin bakteriler Gzerindeki etkisinin

belirlenmesi amaciyla disk difuzyon (Bauer, Kirby, Sherrisve Turck 1966;
Collins, Lyne ve Grange 1995; Murray, Baron ve Pfaller, 1995) ve
mikrodilisyon yontemleri (Wikler ve digerleri, 2006) kullaniimistir.
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c. Disk difuzyon yoéntemi. Gelistirilen bakteriler ve 0,5 McFarland standart

bulanikligina ulasan sivi kullturlerden, 9 cm c¢apindaki petri kutularinda
hazirlanmis Brain Heart Infusion Agar (BHIA) besiyerine, mikropipet
yardimiyla 100’er ul aktariimis ve yayma plak yontemiyle ekim yapiimistir.
Daha sonra bitki ekstraktlari emdirilmig diskler agar Uzerine uygun gekilde
yerlestiriimigtir. S. aureus 37 10,1°C’de aerobik ortamda 18-24 saat, S.
mutans ve S. gordonii ise 37 +0,1°C’de, anaerobik ortamda 24-48 saat
inkiibe edilmistir. inkiilbasyon sonunda, besiyeri Uzerinde disklerin
cevresinde olusan inhibisyon zonlarinin ¢aplari mm olarak oOlgulmagtur.
Karsilagtirmak amaci ile Amoksisilin diski (10 pug) ayni sekilde kullaniimistir.

Calismalarin tamami Ug paralel olarak yUrataimustar.

Mikrodilisyon metodu: Bitki ekstraktlarinin ¢alismada kullanilan test bakterilerine

kargi minimum inhibisyon konsantrasyon (MIK) degerleri, broth mikrodillisyon
metoduna gore tespit edilmistir (Wikler ve digerleri, 2006). Ekstraktlarin seri
solUsyonlari duz tabanh 96 kuyulu steril hucre kultur mikroplakalari kullanilarak
gerceklestiriimistir. Test besiyeri olarak BHIB kullaniimig ve her test bakterisi i¢in
5x10° cfu/ml konsantrasyonda bakteri siispansiyonlari hazirlanmistir. ik sirada
sadece besiyeri, ikinci sirada besiyeri+ bakteri, Gguncu sirada besiyeri+¢dzgen
olmak Uzere diger siralarda elde edilen ekstraktlarin final konsatrasyonlarini (100,
50, 25, 10, 5 ve 1 mg/ml) iceren besiyeri+bakteri slispansiyonlari kuyucuklara
eklenmis ve 37 +0,1°C’de 24-48 saat inkibe edilmis bakteriyel Gremenin olmadigi
en diusik konsantrasyon MIK olarak belirlenmistir. Olgiimler (¢ tekrarli olarak
yapilmistir. Kargilastirmak amaciyla standart antibiyotik olarak amoksisilin (50, 25,
10, 5, 1 ve 0,5 mg/ml konsantrasyonda) kullaniimistir. MiK 8lgtimleri Mikroplaka
okuyucu (Thermo Scientific Multiskan FC, Vantaa, Finlandiya) cihazinda 590 nm

dalga boyunda gercgeklestirilmistir.
3.2.9. istatistiksel Degerlendirme Yontemleri

Bu callsmada elde edilen veriler, Kruskal Wallis analizi ile degerlendirilmigstir.
Anlamlilik seviyesi olarak 0,05 kullaniimig olup, p<0,05 olmasi durumunda anlaml

farkhligin oldugu tespit edilmigtir.
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4. BULGULAR
4.1. Mezenkimal Kok Hucrelerin (MKH) Gelistirilmesi

Onceki galismalarda B.30.2.GUN.0.20-122 sayili GU Etik Kurul Raporu alinmis
03/2012-21 nolu GU-BAP projesinde gergeklestirilen izolasyonlar ile elde edilerek
PEDISTEM Hucre Kultir Koleksiyonu’nda saklanan dental pulpa mezenkimal
stromal kok hucreleri (DP-MSKH) kullaniimistir. Pasaj 3-6 arasindaki hucreler
kullaniimigtir (Resim 4.1).

Resim 4.1. DP-MSKH, pasaj 4 gelistiriimis hicreler (10x, Olympos CKX40, Japan)

4.2. Dogal Ekstraktlarin Mezenkimal K6k Hiicre Proliferasyonu Uzerindeki

Etkisinin Arastiriimasi

a. Sitotoksik etki varliginin arastirilmasi:

Farkli dogal ekstraklarin DP-MSKH Uzerinde sitotoksik etkisinin olup olmadigi
tripan mavisi yontemi ile arastinimistir (Sekil 4.1- 4.7). Calismada kontrol grubu

hicreleri ortalama 6-7 gunde tam yayihma ulagsmigtir. Kontrol grubunun tam
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yayllma gosterdigi gun hucreler tripsinize edilmis ve hlcre sayisi hesaplanmistir.
H. perforatum ekstraktinda 10 pg/ml'ye kadar dizenli bir artis ya da azalma
gorilmezken 10 pg/mP'den sonra konsantrasyon artisina ters oranda hicre
sayisinda kontrol grubuna gére azalma belirlenmistir (Sekil 4.1.). O. basilicum

ekstraktinda 10-50 pg/ml arasinda hiicre sayisinda artis belirlenmistir (Sekil 4.2.).

120000 T
100000 A
80000 -

60000 -

40000 A
20000 - I l
0 1 T - T . T T T T T T

kontrol 100 pg/ 75 pg/mi50 pg/mi25 ug/mll10 ug/mi5 pg/ml 3 pg/ml 1ug/mi
ml

Hiicre sayisi /ml

Konsantrasyonlar

Sekil 4.1.H. perforatum’un metanol ekstraktinin farkli konsantrasyonlarinin DP-
MSKH canliligi Uzerinde etkisi.

120000

100000 -

80000 -

60000 -

40000 -
20000 - I I
0 h T T T T T T T T

kontrol 100 pg/ 75 pg/mi50 pg/mi25 ug/mll10 ug/mi5 pg/ml 3 pg/ml 1ug/mi
ml

Hiicre sayisi /ml

Konsantrasyonlar

Sekil 4.2.0. basilicum’un metanol ekstraktinin farkh konsantrasyonlarinin DP-
MSKH canliligi Gzerinde etkisi
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P. ostreatus ekstraktinda 100 pg/ml konsantrasyon’a kadar kontrol grubu ile ayni
sayida ya da daha fazla (50, 25, 10 uyg/ml) sayida hicre oldugu belirlenmistir
(Sekil 4.3.). T. spicate var. intricate ekstraktinda 10 pug/ml konsantrasyon hiicre

canhliginin en iyi géruldigu konsantrasyon olup, artan konsantrasyonlarda hucre
sayisi azalmistir (Sekil 4.4.).

120000 T
100000 A
80000

60000 -

40000 -
0 b T T T T T T T T

kontrol 100 pg/ 75 ug/ 50 pg/ 25ug/ 10 pg/ 5pg/ml3 pg/ml 1ug/ml
ml ml ml ml ml

Hiicre sayisi/ml

Konsantrasyonlar

Sekil 4.3. P. ostreatus’un metanol ekstraktinin farkli konsantrasyonlarinin DP-
MSKH canlligi Uzerinde etkisi

120000 7
100000 -
80000 A

60000 A

40000
0 b T T T T T T T T

kontrol 100 pg/ 75pg/ 50pg/ 25ug/ 10pg/ 5pg/ml 3 pg/ml lpg/ml
ml ml ml ml ml

Axis Title

Hiicre sayisi/ml

Sekil 4.4. T. spicate var intricate’nin metanol ekstraktinin farkh
konsantrasyonlarinin DP-MSKH canlilidi Gzerinde etkisi
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S. aromaticum ekstrakti, hlcre sayisint en ¢ok arttiran ekstrakt olarak

belirlenmistir (Sekil 4.5.). S. triloba ekstraktinda konsantrasyon arttikga canli hicre
sayisinin azaldidi belirlenmistir (Sekil 4.6.).
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Sekil 4.5. S. aromaticum’un metanol ekstraktinin farkli konsantrasyonlarinin DP-
MSKH canlligi Uzerinde etkisi
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Sekil 4.6. S. triloba’nin metanol ekstraktinin farkli konsantrasyonlarinin DP-MSKH
canlihgdi Gzerinde etkisi

C. zeylanicum ekstrakti hicre canlihdini negatif yonde etkilemistir. Kontrol
grubuna gore hlicre sayisi az olarak belirlenmigtir (Sekil 4.7.). Devam c¢alismalarda
kullanilacak konsantrasyon segilirken hicre sayisinin kontrol grubuna yakin

olmasi tercih edilmistir. Konsantrasyon arttikca hure sayisinin arttigi goralen
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gruplarda (O. bacilicum, P. ostreatus) hlicre sayisinin artmaya basladigi en dusuk
konsantrasyon secilmisgtir. Buna gore DP-MSKH Uzerinde en iyi etki gOsteren
konsantrasyon, kontrol grubu ile karsilastirildiginda 10 pg/ml oldugu goérilmus ve
xCelligence calismasina 5, 10 ve 25 pg/ml konsantrasyonlarin uygulanmasina

karar verilmigtir.
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Sekil 4.7. C. zeylanicum’un metanol ekstraktinin farkli konsantrasyonlarinin DP-
MSKH canlligi Uzerinde etkisi

b.Secilen konsantrasyonlar ile proliferasyon lizerindeki etkinin arastiriimasi: Bir

onceki calismada belirlenen dogal ekstrakt konsantrasyonlar ile DP-MSKH ve Ki-
MKH hducreleri muamele edilmis ve 12-13 gun suresince 30 dk'da bir alinan
Olcimlerle es zamanli olarak hucre proliferasyonlari goézlenmistir Analizlerde
proliferasyon grafikleri ve ikiye katlanma suresi (Sekil 12-25) ile EC50 (Cizelge 1)
degerleri hesaplanmisgtir.

Maksimum etkinin  %50’sini olusturan konsantrasyon olan EC50 degeri
ekstraktlarda 24, 120 ve 240. saatler olmak Uzere farkli saatler i¢in hesaplanmistir
(Cizelge 4.1.). H. perforatum ekstraktinda DP-MSKH’lerde 24. saatte EC50 degeri
8,8 ug/ml iken, 120. saatte 2,4 ug/ml'ye dustigu, 240. saatte 8 ug/ml’ye yeniden
yukseldigi belirlenmigtir. Ayni ekstraktin Ki-MKH’lerde EC50 degerinin 1 pg/ml (24.
saat) oldugu, 120. saatte yaklasik olarak 2 pg/ml'ye yeniden yukseldigi
belirlenmistir. C. zeylanicum ekstraktinin EC50 degerinin yaklasik olarak 2 pg/ml
oldugu tespit edilmistir.



Cizelge 4.1. DP-MSKH ve Ki-MKH'lerin EC50 degerleri
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Saat DP-MSKH Ki-MKH
EC50 (g/ml) EC50 degeri
(9/ml)
H.perforatum 24s 8,8 x10°® 1 x10°®
120s 2,4 x10° 1,8 x10™7
240s 8,0 x10° 1x10°
0. bacilicum 24s 2,2 x10° 3,0 x10°
120s 2,4 x10° 2,0 x10*
240s 2,4 x10° 1 x10°
P. ostreatus 24s 5,4 x10° 2,8 x10°
120s 5,2 x10° 4,5 x107
240s 8,7 x10® 1,4 x10°
T. spicata var. intricate 24s 8,7 x10® 2,5 x10®
120s 5,1 x10® 3,1 x10™
240s 5,5 x10° 1 x10°
S. aromaticum 24s 5,4 x10°® 2,9 x10*
120s 1,1 x10° 6,1 x10°
240s 1,1 x10° 5,2 x10®
S. triloba 24s 5,1 x10° 6,6 x10°7
120s 2,2 x10° 1,8 x10%
240s 5,2x x10° 6,3 x10°
C. zeylanicum 24s 2,1 x10° 7,8 x10°
120s 5,2 x10° 3,0 x10
240s 2,2 x10° 1x10°®
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H. perforatum ekstraktinin DP-MSKH ve Ki-MKH’lerin proliferasyonu tizerindeki
etkisi Sekil 4.8.a ve 4.8.b’de gosterilmistir.
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Cell Index

Time (in Hour)

Sekil 4.8. H. perforatum ekstraktinin DP-MSKH (a) ve Ki-MKH (b) proliferasyonu
Uzerinde etkisi. (a) Hucrelerin kontrol grubuna gére daha az sayida adezyon
gOsterdigi, ancak tam tutunmanin olmasini takiben konsantrasyona gore
prolifere oldugu goriimustir. Buna gore 25 ve 10 ug/ml H. perforatum’ a maruz
birakilan hiicrelerin sayilarini 5. glinden itibaren kontrol grubuna gére arttirdigi
gérilmuistir. (b) Ki-MKH’lerin adezyonunun H. perforatum ekstraktindan
etkilenmedigi gorulmektedir. En iyi konsantrasyonun 25 ve 10 yg/ml oldugu bu
grupta da gortlmustir. Ancak hticre sayisindaki azalmanin DP-MSKH’lere gore
daha erken basladigdi tespit edilmigtir.
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Hucre populasyonunun ikiye katlanma stiresi H. perforatum ekstrakti ile muamele
edilen DP-MSKH’lerde kontrol grubuna gére distigi (Sekil 4.9.a) Ki-MKH'lerde

hemen hemen ayni oldugu gorilmektedir (Sekil 4.9. b).
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Well (00:00:00--314:37:01)

Sekil. 4.9.H. perforatum ekstrakti ile muamele edilen DP-MSKH (a) ve Ki-MKH (b) ikiye
katlanma suresi degerleri. DP-MSKH'lerde doubling time surelerinin kisaldig
goralurken, KI-MKH’lerde anlamli bir degisiklik gézlenmemisgtir.
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O. bacilicum ekstraktinin DP-MSKH ve Ki-MKH'ler uzerindeki proliferatif etkisi
Sekil 4.10.a ve 4.10.b’deki gibidir.
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Sekil 4.10. O. basilicum ekstraktinin DP-MSKH (a) ve Ki-MKH (b) proliferasyonu
Uzerinde etkisi. (a) Farkli konsantrasyondaki ekstrakta maruz kalan hicrelerin
adezyonu ile kontrol grubu arasinda bir farkhlik gérilmemistir. Proliferasyon
hizi kontrol grubu ile paralellik géstermis, hiicre indeksinde konsantrasyona
bagl olarak az denecek kadar bir artis gralmastur. (b) 10 ug/ml O. basilicum’a
maruz kalan hicrelerin adezyonu diger gruplara goére daha kuvvetli
bulunurken hicre indeksi de ylUksek olarak tespit edilmistir. Proliferasyon
suresinde diger gruplara gore bir farklilik belirlenmemistir.
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10 pg/ml O. basilicum ekstraktinin DP-MSKH ve Ki-MKH’lerde ikiye katlanma

suresi Uzerinde pozitif etki gosterdigi asagidaki tabloda belirlenmistir (Sekil 4.11.).
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Sekil 4.11. O. basilicum ekstrakti ile muamele edilen DP-MSKH (a) ve Ki-MKH (b) ikiye
katlanma suresi degerleri Her iki hicre tipinde de 10 pg/ml konsantrasyon
sureyi arttirmigtir.
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P. ostreatus ekstraktinin DP-MSKH ve Ki-MKH/ler {izerindeki proliferatif etkisi
Sekil 4.12.a ve 4.12.b’deki gibidir.
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Sekil 4.12. P. ostreatus ekstraktinin DP-MSKH (a) ve Ki-MKH (b) proliferasyonu lizerinde
etkisi. (a) Hucre adezyonu ve hicre indeksinde kontrol grubuna gore farkllik
gorilmemistir. (b) Hiucre adezyonu ve proliferasyonunda belirgin bir farklilik
gOralmemisgtir.
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Tripan mavisi ile sayim yontemindekine benzer olarak P. ostreatus ekstraktinin

hiicre populasyonunu ikiye katlama hizi konsantrasyonla dogru orantilidir (Sekil

4.13).
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Sekil 4.13. P. ostreatus ekstrakti ile muamele edilen DP-MSKH (a) ve Ki-MKH (b) ikiye
katlanma suresi degerleri
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T. spicata var intricate ekstraktinin DP-MSKH ve Ki-MKH/ler tizerindeki proliferatif
etkisi Sekil 4.14.a ve 4.14.b’deki gibidir.
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Sekil 4.14. T. spicata var intricate ekstraktinin DP-MSKH (@) ve KI-MKH (b)
proliferasyonu uzerinde etkisi. (a) Hucre adezyonunun kontrol grubuna gore
daha yavas oldugu gortlmastir. 10 ve 25 ug/ml konsantrasyonlardaki hlicre
proliferasyonunun kontrol grubu ile paralel gittigi gozlenirken, 5 pg/ml
konsantrasyonundaki ekstrakt ile muamele edilen hicrelerde azalma
belirlenmistir. (b) Hicre adezyonunda kontrol grubu ile paralellik gosterdigi
belirlenmisgtir.
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T. spicata var intricate ekstrakti kontrol grubuna gére populasyonu ikiye katlama
hizini dagtrmustar (Sekil 4.15.).
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Sekil 4.15. T. spicata var intricate ekstrakti ile muamele edilen DP-MSKH (a) ve Ki-MKH
(b) ikiye katlanma suresi degerleri
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S. aromaticum ekstraktinin DP-MSKH ve Ki-MKH/ler {izerindeki proliferatif etkisi
Sekil 4.16.a ve 4.16.b’deki gibidir.
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Sekil 4.16. S. aromaticum ekstraktinin DP-MSKH (a) ve Ki-MKH (b) proliferasyonu
Uzerinde etkisi. (a) Hucre adezyonunda kontrol grubuna goére bir farkhlik
belirlenmemistir. Hlcre proliferasyonu konsantrasyonlarin artigsina paralel
olarak yukselmistir. (b) Hlcre adezyounda degisiklik gortilmezken, hucre
proliferasyonu 5 ug/ml ‘de en yuksek bulunmustur.
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Tripan mauvisi ile sayim yontemindekine benzer S. aromaticum ekstraktinin hicre

populasyonunu ikiye katlama siresi konsantrasyon arttikga artmistir (Sekil 4.17).
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. S. aromaticum ekstrakti ile muamele edilen DP-MSKH (a) ve Ki-MKH (b) ikiye

katlanma suresi degerleri



57

S. triloba ekstraktinin DP-MSKH (a) ve Ki-MKH (b) proliferasyonu tizerinde etkisi
Sekil 4.18.a ve 4.18.b’deki gibidir.

Cell Index
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Sekil 4.18. S. triloba ekstraktinin DP-MSKH (a) ve Ki-MKH (b) proliferasyonu izerinde
etkisi. (a,b) Hicre adezyonunda kontrol grubuna goére bir farklilk
belirlenmemistir. Hlcre proliferasyonu konsantrasyonlarin artigsina paralel

olarak yukselmigtir.
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S. triloba ekstrakti ile muamele edilen DP-MSKH (a) ve Ki-MKH (b) ikiye katlanma
suresi de@erleri Sekil 4.19.a ve 4.19.b’deki gibidir.
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Sekil 4.19. S. triloba ekstrakti ile muamele edilen DP-MSKH (a) ve Ki-MKH (b) ikiye
katlanma slresi degerleri
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C. zeylanicum ekstraktinin DP-MSKH (a) ve Ki-MKH (b) proliferasyonu Uizerinde
etkisi Sekil 4.20.a ve 4.20.b’deki gibidir.

Cell Index

450 200 1350 1800 2250 2700 3150

60

s5

50

45

40

35

30

Cell Index

25

20

T

...... et s ST T S T e E S G C R TIT . seeessssssccsnceierrerase esesesesesasenss - Kontrol

e : : . sm
......... : -10ug’zm|
: : (I 25 poml

Time (in Hour)

Sekil 4.20. C. zeylanicum ekstraktinin DP-MSKH (a) ve Ki-MKH (b) proliferasyonu

Uzerinde etkisi (a) Kontrol grubuna gore hiicre adezyon ve proliferasyonu
daha yavas geligsmistir. (b) 5ug/ml konsantasyon ekstrakt ile muamele edilen
hdcreler kontrol grubuna goére daha az gelismistir.

C. zeylanicum ekstrakti ile muamele edilen DP-MSKH’lerin populasyonunu ikiye

katlama suresi konsantrasyon arttikga kontrol grubuna yakin seviyeye geldigi, Ki-
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MKH’lerde ise dikkat gekici bir artis ya da azalma olmadigi belirlenmistir (Sekil

4.21).
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Sekil 4,21. C. zeylanicum ekstrakti ile muamele edilen DP-MSKH (a) ve Ki-MKH (b) ikiye

katlanma suresi degerleri
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Devam cgaligmalarda, hicre populasyonunu ikiye katlayan deger (10 pg/ml) dikkate
alinmistir. Hucre populasyonunun hizli artmasi hicrelerin kdk hicre 6zelliginden
uzaklasabilecegini de gdstereceginden, konsantrasyon segcilirken proliferasyon,
hicre sayisi ve ikiye katlanma surelerinde ortalama degerler ve buna yol agan

bitkiler secilmeye gayret gosterilmigtir.

4.3. Dogal Ekstraktlarin Mezenkimal Kok Hiicre Farklilagsmasi Uzerindeki
Etkisi

xCelligence sistemi kullanilarak yapilan proliferasyon ve ikiye katlanma suresi
analizlerine goére devam calismalarda 10 ug/ml konsantrasyon kullaniimistir.
Hucreler farklilasma ortami iginde kulttre edildikten sonra her gun dizenli olarak
21 giin boyunca kontrol edilmistir (Olympos CKX40, Japan). ig seklindeki
hucrelerin igsi yapilarini  kaybettigi ve uzantih yapih goérinum kazandigi
gorulmustar. Sure sonunda elde edilen gortntiler Resim 4.3 ve Resim 4.4'de
gosterilmektedir.

DP-MSKH hicrelerinin, adipojenik farklilasma géstermedigi, 21. ginde Alizarin
kirmizisi boyamalarinda reaksiyon vermedigi gortlmustir (Resim 4.3.a). Bitki
ekstraktlarinin adipojenik farklilasma yonunde de bir uyarici etkisi olmadigi

belirlenmistir (Resim 4.3.1-8a).

DP-MSKH osteojenik farklilagsmasi kalitatif ve kantitatif olarak belirlenmistir (Resim
4.3.1-8b). Kalsiyum granull, ostoekalsin ve osteonektin miktarlari sunulmustur
(Sekil 4.22 ve 4.23). H. perforatum ekstrakti ile muamele edilen hicrelerde ilk 3-4.
gunlerde kalsiyum granulleri gozlenirken (Resim 4.2) S. aromaticum ekstrakti ile
muamele edillenlerde 18-21. giinlerde kalsiyum granulleri olustugu tespit edilmistir.
Osteojenik farklilagmanin nihai bulgularindan biri olarak gosterilen (Lock ve Liu,
2011) kalsiyum grandlleri belirleme testi DICA 500 ticari kiti ile gerceklestirilmigtir.
Osteojenik hiicre ekstraseliler matriksinde yer alan osteokalsin ve osteonektin

proteinleri ise ELISA KiT yéntemi ile belirlenmistir.
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Resim 4.2. H. perforatum ekstrakti ile muamele eilen DP-MSKH'de osteojenik
farklilagsmada 4. glin (10x, Olympos CKX40)

Bitki ekstraktlarinin osteojenik farklilasma Uzerindeki etkisinin tlrlere gore
degisiklik gosterdigi belirlenmistir. Elde edilen goérintliler ve kantitatif degerler
(Sekil 4.22) birbirini dogrulamistir. Buna gore, S. aromaticum ekstraktinin (Resim
4.4b) osteojenik farklilasmayi azalttigi, H. perforatum ve C. zeylanicum
ekstraktlarinin (Resim 4.7-8b) kontrol grubu ile hemen hemen ayni olduklari
belirlenmigtir. Osteojenik farklilasma nitelik olarak mikroskop gdruntileri ile
karsilastinldiginda H. perforatum ve O. basilicum ekstraktlarina maruz kalan
hicrelerde kalsiyum granulleri birikimi oldugu tespit edilmistir. Ayrica, anilan bitki
ekstraktlarinin kontrol grubuna gére daha erken osteojenik farklilagsmayi 4. giinde

baglattigi tespit edilmigtir.
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Sekil 4.22. Bitki ekstraktlarinin DP-MSKH ve Ki-MKH'lerde kalsiyum grandilleri birikimi
Uzerine etkisi

Ki-MKH’lerinde adipojenik ve osteojenik farklilasma beklenildigi gibi yiksek
bulunmustur (Resim 4.4.1.a,b). Adipojenik farklilasmada bitki ekstraktlar ile
muamele edilmig hiucrelerde herhangi bir azalma gézlenmemigtir (Resim 4.4.2-8a).
Osteojenik farklilasma bitki tarleri arasinda degiskenlik gostermistir. Kontrol
grubunda kalsiyum granul miktari 11,39 mg/dl iken, S. triloba, O. basilicum ve S.
aromaticum ekstraktlarinda sirasi ile 6,27; 5,8 ve 3,85 mg/d| olarak tespit edilmistir
(Sekil 4.22). Anilan ekstraktlar DP-MSKH’de de ostoejenik farklilasmayi negatif
yonde ve ayni etkide azaltmiglardir. Farkli olarak C. zeylanicum, Ki-MKH'lerde

osteojenik farklilagsmayi uyaramamigtir.

Yapilan 3 tekrarli deneylerde osteojenik farklanmayi stimile eden ektsrakth kalttr
vasadi eklendiginde hucrelerde tutundugu ylzeyden ayrildgi gézlenmistir. Bu etki
yalnizca Ki-MKH’lerde gorilmustiir. DP-MKH'lerden farkli olarak P. ostreautus
ekstrakti ile muamele edilen hucrelerde kalsiyum granul miktari 11,54 mg/dl olarak
tespit edilmistir. Ancak mikroskop goruntuleri incelendiginde belli alanlarda
kalsiyum granul birikimi oldugu, birikimin olmadigi yerlerde hucrelerin kalktigi
belirlenmistir (Resim 4.4.5b).
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Resim 4.3. DP-MSKH adipojenik (a) ve osteojenik farklililasma (b) ile kontrol goruntileri
(c) (4x, Olympos CKX40, Tokyo, Japan). 1: Bitki ekstrakti ile muamele
edilmemis DP-MSKH, 2: S. triloba, 3: O. bacilicum, 4: S. aromaticum, 5: P.
ostreautus, 6: T. spicata var. intricate, 7: H. perforatum, 8: C. zeylanicum

Buna karsilik, H. perforatum ekstrakti ile muamele edilen hicrelerde osteojenik
farkllasma kantitatif olarak daha belirgin goérilmekte ve hicre adezyonu

inhibisyonuna rastlanmamistir (Resim 4.4.7b).
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Resim 4.4. Ki-MKH adipojenik (a) ve osteojenik farklililasma (b) ile kontrol gériintiileri (c)
(4x, Olympos CKX40, Tokyo, Japan). 1: Bitki ekstrakti ile muamele edilmemis
Ki-MKH, 2: S. triloba, 3: O. bacilicum, 4: S. aromaticum, 5: P. ostreautus, 6: T.
spicata var. intricate, 7: H. perforatum, 8: C. zeylanicum

Osteojenik farklilagsma yoninde uyarilan hicre kultir supernatantlarinda
ostoekalsin ve osteonektin mktarlart ELISA KiT (eBioscience) yéntemi ile
arastiriimistir (Sekil 4.23 ve 4.24).
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Sekil 4.23. DP-MSKH ve Ki-MKH osteokalsin miktarlari

Kalsiyum grandl birikiminde (Sekil 4.22) goérulen farklilik osteokalsin miktarlarinda
(Sekil 4.23) tespit edilememistir. Buna karsilik DP-MSKH’lerin osteonektin miktari
Ki-MKH’lere gére daha disik bulunmustur (Sekil 4.24). Bitki ekstraktlari ile
muamele edildiginde, ostoenektin miktarlarinda kontrol grubuna gére azalma

oldugu tespit edilmistir.
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Sekil 4.24. DP-MSKH ve Ki-MKH osteonektin miktarlari

Kikirdak farkhlagsmasi, ¢alismanin sonunda segilen, H. perforatum bitki ekstrakt

uzerinde degerlendirilmigtir.  Yapilan mikroskobik degerlendirmelerde DP-
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MSKH’lerin de kikirdak hucrelerine doénusebildigi ve H. perforatum ekstrakti ile
muamele edildiginde matriks proteinlerinin  yogun bir sekilde boyandigi
gorulmustir (Resim 4.5). Elde edilen bu veri imit vaat edici olsa da kesin kanaat
verebilmek icin devam calismalarda kantitatif sonuclarin elde edilmesi

beklenmektedir.

D SRS R

=t

ey

Resim 4.5. DP-MSKH (a) ve Ki-MKH (c) kikirdak farklilagmasi tzerinde H. perforatum
ekstraktinin etkisi (40x, Olympos CKX40). H. perforatum ekstrakti ile muamele
edilen DP-MSKH (b) ve Ki-MKHde (d) alsiyan mauvisi ile boyanmis matriks
proteinleri

4.4. Dogal Ekstraklarin inflamasyon Yanit Uzerindeki Etkileri

Calismada elde edilen sonuglar Sekil 4.25-4.29'da gosterilmektedir. Elde edilen
veriler incelediginde bitki ekstraktlarinin uyarim olmadan kullanildiginda, DP-
MSKH’lerde proinflamatuvar etki gostermedikleri belirlenmistir (p<0,05) (Sekil
4.25.a ve 4.26.a). DP-MSKH’lerin bitki ekstrakti ya da inflamatuvar uyaran
olmadan IL-6 salgilayabildikleri tespit edilmistir (Sekil 4.25.a). Bitki ekstraktlari ile
muamele sonrasinda IL-6 saliniminin S. triloba ve T. spicata var intricate harig
azaldigi belirlenmistir (p<0,05). S. triloba ile muamele edilen hicreler hemen
hemen kontrol grubuna yakin miktarda IL-6 salinimi gergeklestirmistir (10,791
pg/ml). Ki-MKH hiicrelerinde ise DP-MSKH’lerin tam tersi olarak herhangi bir
uyaranin bulunmadigi durumda IL-6 salinimi dusuk (7,534 pg/ml) olarak
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bulunmustur (Sekil 4.25.c). Ki-MKH hicrelerinde inflamatuvar ortam bulumadigi
takdirde ekstraktlar kullanildiginda IL-6 salinimi uyarilmigtir. inflamatuvar yaniti
azaltip azaltmadiginin arastirildigi ikinci deney modelinde ise, ekstraktlar dnleyici
amaca hizmet etmek icin muameleden bir saat sonra uygulanan TNF-a’nin yol
actigi inflamatuvar yaniti azaltmakta basarih bulunmustur (p<0,05). Buna gore,
TNF-a uyarimi ile 37,305 pg/ml olan IL-6 miktari, T. spicata var. intricate 6n
muamelesinde 2,100, H. perforatum 8,082, C. zeylanicum ile 5,80 pg/ml olarak
tespit edilmistir (Sekil 29b). TNF-a varliginda bitki ekstraktlar Ki-MKH’de de
antiinflamatuvar yonde hucrelerin uyariimasini saglamistir. Artmis inflamasyonun
Ozellikle O. basilicum (57,716 pg/ml) ve H. perforatum (60,502 pg/ml)
ekstraktlarinda geriledigi tespit edilmistir (Sekil 4.25.d). Enflamasyonlu ve
enflamasyonsuz ortamda DP-MSKH’lere H. Perforatum ekstrakti eklendiginde IL-6

seviyesi anlamli derecede duguk bulunmustur (p<0,05).

Bitki ekstraktlari ile muamele edildiginde IL-13 miktari kontrol grubuna gére yuksek
bulunmustur (p<0,05)(Sekil 4.26.a). Enflamasyonsuz ortamda DPMSKH’lere bitki
ekstraktlari eklendiginde IL-18 seviyesi H. perforatum ekstraktinda DP-
MSKH’lerden anlamli derecede dusuk bulunmustur (p<0,05). Buna karsilik ortama
TNF-a’nin  eklenmesi IL-1p’y1 C. zeylanicum ekstrakti ile muamele edilen
hicrelerde dusturmustir (Sekil 4.26.b). H. perforatum’un IL-1B dizeyi O. basilicum

ve P. ostreatus’tan anlaml derecede daha yuksektir (p<0,05).

TGF-B degerleri incelendiginde (Sekil 4.27), T. spicata var intricate ve O. basilicum
ekstraktlari ile muamele edilen DP-MSKH hicrelerinde belirgin bir azalma
gorulmastir (Sekil 4.27.a). Ancak, T. spicata var intricate ekstrakti kullanildiginda
gorulen azalmanin, inflamasyonlu ortamda artmis oldugu belirlenmigtir (Sekil
4.27.b). inflamasyonlu ortamda P. ostreatus ekstrakti ile muamele edilen DP-
MSKH’lerin kultir supernatantlarinda TGF-8 miktari diger bitki ekstraktlarina gore
disuk (151,345 pg/ml) bulunmustur (p<0,05) (Sekil 4.27.b). T. spicata var intricate
ekstrakti ile muamele edilen Ki-MKH kiiltir supernatantlarindaki TGF-B miktari
DP-MSKH’lerde oldugu gibi daha dusuk seviyede bulunmustur (Sekil 4.27.c).
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Sekil 4.25. Bitki esktraktlarinin DP-MSKH ve Ki-MKH'lerinde IL-6 salinimi tizerindeki etkileri (a), (c): inflamatuvar uyarim olmadan.

T. spicata O. bacilicum C. S.triloba DP-MSKH
var. intricate ostreautus (feslegen) pen‘oratum aromatlcum zeylanicum (adacayl)

(kekik) (kavak (san (karanfil) (targin)

mantari) kantaron)
Deney gruplari

Cc

T. spicata P. ostreautus O. bacilicum S. triloba KI MKH

var. intricate  (kavak (feslegen) perforatum aromatucum zeylanlcum (adacayr)

(kekik) mantarl) (san (karanfil) (tarcin)
kantaron)

Deney gruplari
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T. spicata O. bacilicum : 3 S. triloba DPMSKH
var. intricate ostreautus (feslegen) perforatum aromatlcum zeylanlcum (adacay) +TNF
(kekik) (kavak +TNF (san (karanfil) (targin) +TNF
+TNF mantar)i kantaron) +TNF +TNF
+TNF +TNF
Deney gruplari
d
T. spicata S. triloba Ki-MKH
var ostreautus bacnlcum perforatum aromatlcum zeylanlcum (adacayr) +TNF
intricate (kavak  (feslegen) (san (karanfil) (tarcin) +TNF
(kekik) mantari)i +TNF kantaron) +TNF +TNF
+TNF +TNF +TNF

Deney gruplari

(b), (d): Bitki ekstraktlari eklendikten bir saat sonrasinda TNF-a ile inflamatuvar uyarim gercgeklestirildiginde.

69



195 g 1195 D
E 119 E10
B Q
2 T
E1185 51,85
s =
T Eqg
©
c 118 <
< Qo
Q 1,75
- T
= 11,75 =
11,7
T. spicata . O. bacilicum 2 S. triloba DPMSKH
1,7 var. intricate ostreautus (feslegen) pen‘oratum aromatlcum zeylanlcum (adacay) +TNF
T. spicata P. ostreautus O. bacilicum 5 S. triloba DP-MSKH (kekik) (kavak +TNF (sar (karanfil) (tarcin) +TNF
var. intricate (kavak (feslegen) perforalum aromatlcum zeylamcum (adacayr) +TNF mantan)i kantaron) +TNF +TNF
(kekik) mantart) (sarn (karanfil) (tarcin) +TNF +TNF
kantaron) 0,35 - Deney gruplari
0,35 c Deney gruplar
03
0,3 E
3 0,25
E 2>
30,25 =
£ g 0,2
— ot
s 02 =<
)] £
x 0,15
E s
0,15 ]
s , 2 01
2 oy
2 0.1 =
4 0,05
0,05
0
0 T. spicata 4 S.friloba  Ki-MKH
" var. ostreautus bacmcum perforatum aroma'ncum zeylanlcum (adagay) +TNF
v;r slr?iﬁitaate & ?itar\?:stus O(f:;;{(;l:rl:m & peg:rrlatum aromancum zeylamcum 2;;222]8 GRS l?égiﬁ:;e ,,fl;ﬂ::), (fefﬁ?gn) ka,(;:rr:)n) (kfﬁqn;”) (?{EE) I
(kekik) mantari) kantaron) (karanfil) (tarcin) +TNF +TNF +TNF

Deney gruplari Deney Gruplari

Sekil 4.26. Bitki esktraktlarinin DP-MSKH ve Ki-MKH'lerinde IL-18 salinimi (izerindeki etkileri (a), (c): inflamatuvar uyarim olmadan.
(b), (d): Bitki ekstraktlari eklendikten bir saat sonrasinda TNF-a ile inflamatuvar uyarim gergeklestirildiginde.

0.
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Sekil 4.27. Bitki esktraktlarinin DP-MSKH ve Ki-MKH'lerinde TGF-B salimimi (zerindeki etkileri (a), (c): inflamatuvar uyarim

olmadan. (b), (d): Bitki ekstraktlari eklendikten bir saat sonrasinda TNF-a ile inflamatuvar uyarim gercgeklestirildiginde.
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Sekil 4.28.Bitki esktraktlarinin DP-MSKH ve Ki-MKH'lerinde IL-10 salinimi (izerindeki etkileri (a), (c): inflamatuvar uyarim olmadan.
Bitki ekstraktlari eklendikten bir saat sonrasinda TNF-a ile inflamatuvar uyarim gerceklestirildiginde.

(b), (d):
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Sekil 4.29.Bitki esktraktlarinin DP-MSKH ve Ki-MKH'lerinde IL-17 salinimi (zerindeki etkileri (a), (c): inflamatuvar uyarim olmadan.
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(b), (d): Bitki ekstraktlari eklendikten bir saat sonrasinda TNF-a ile inflamatuvar uyarim gercgeklestirildiginde.

€.
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Kdltir supernatantlarinda antiinflamatuvar sitokin salinimlari incelendiginde, DP-
MSKH’lerin herhangi bir uyarim olmaksizin IL-10 salinimi 4 pg/ml olarak
belirlenirken, bitki ekstraktlari ile muamele edildiginde IL-10 miktarinin arttigi
belirlenmistir (Sekil 4.28.a). Inflamasyonlu ortamda IL-10 miktarinin T. spicata var
intricate, H. perforatum, S. triloba ekstraktlari ile muamele edilen DP-MSKH’lerde
belirgin sekilde arttigi goérulmustir (Sekil 4.28.b). Ki-MKH’ler inflamasyonsuz
ortamda DP-MSKH’lere goére daha dustuk IL-10 salinimi gergeklestirmesi
belirlenirken, inflamasyonlu ortamda 0zellikle H.perforatum ile muamele edilmis

hicrelerin IL-10 salinimlar yiksek bulunmustur (Sekil 4.28.c,d).

Antiinflamatuvar sitokinlerden biri olarak yeni arastirilmaya baglanan IL-17 salinimi
arastiniimistir (Sekil 4.29). DP-MSKH icin inflamasyonsuz ortamda bitki gruplari
arasinda IL-17 dizeyi bakimindan istatistiksel olarak anlamh farklilik
bulunmaktadir (p<0,05). DP-MSKH bitki ekstraktlari eklendiginde IL-17 seviyesi

anlamli derecede duguk bulunmustur (p<0,05).

4.5. Dogal Ekstraktlarin MKH Migrasyon Yetenegi Uzerindeki Etkileri

Bulunduklari niglerden ayrilarak hasarli dokuya kok hucrelerin  hareketi
(migrasyon); farklilasma ve yara iyilesmesinin gerceklesebilmesi igin 6nemlidir.
Bundan dolay! osteojenik farklilagmasi en iyi olan, yuksek proliferatif 6zellik
gosteren, ikiye katlanma suresi kisa olan ve IL-10 salinimi yuksek H. perforatum
ile C. zeylanicum ekstraktlari ¢alismaya alinmistir. Kontrol grubu olarak TNF-a

kullaniimigtir.

Sekil 4.30°da H. perforatum’un DP-MSKH’leri kontrol grubuna gére daha ylksek
oranda (120000 h/ml) migrasyon icin uyardidi gosteriimektedir. C. zeylanicum
90000 h/ml ile TNF-a uyarimina yakin oldugu tespit edilmistir. sekil 4.31'de
H.perforatum ve C. zeylanicum'un Ki-MKH’lerinde migrasyon uyarma miktari

gOsterilmigtir.
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4.6. Antimikrobiyal etkinin belirlenmesi

Bakteri kultlrlerinin  Uzerinde, c¢alismada kullanilan ekstraktlarin bakteriyel
etkilerinin belirlenmesi amaciyla yapilan disk difiizyon c¢alismalarinin sonuglari
Cizelge 4.2’de gosteriimektedir. Kontrol grubu olarak dis hekimliginde
operasyonlari takiben hastalara kullaniimasi onerilen Amoksisilin diskler (10ug)
kullanilmigtir. Caligmada NCCLS standartlarina gore, Gram pozitif bakteriler igin;
Cizelge 4.2’de belirtilen standartlar géz 6nlnde bulundurularak degerlendirme

yapimigtir.

Cizelge 4.2. Secilmis Bitki Ekstraktlarinin ve Antibiyotigin Bakteriler Uzerindeki
Antimikrobiyal Etkileri

H. perforatum C. zeylanicum

Bakteri suslan (sari kantaron) (targin) Amoksisilin
Streptococcus 41 0 53
gordonii  ATCC
10558
Streptococcus 35 0 42
mutans ATCC
25175
Stapyhylococcus 0 0 37
aureus ATCC
6538

H. perforatum ekstrakti ile muamele edilen S. gordonii ATCC 10558 (Resim 4.6),
S. mutans ATCC 25175 (Resim 4.7), suslarinin gelisiminin inhibisyonunu gosteren
zon caplari olguldiginde bakterisidal etkinligin ne denli ylksek oldugunu
gOstermektedir. Ancak S. aureus (Resim 4.8) Uzerinde inhibisyon etkisi
gorulmemigtir. C. zeylanicum ekstraktinin test bakterileri Uzerinde herhangi bir
inhibisyon etkisi goriimemistir. Bundan dolayr minimum inhibisyon konsantrasyon

belirleme galismasinda yalnizca H.perforatum ekstrakti kullaniimistir.
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Cizelge 4.3. NCCLS standartlarina gore Amoksisilin disk difizyon zon capi

degerlendirmesi

Bakteri adi Zon capi degerlendirmesi MiK degerlendirmeleri
Duyarl Orta Direncli | Duyarli | Orta Direncli

Staphylococcus | = 29 - <28 <0.25 - 205

sp.

Streptococcus | = 26 19-25 | <18 <0.25 05to4 |=8

sp.

H. perforatum ve Amoksisilin icin MiK degerleri Cizelge 4.4'de gosterimektedir.

Elde edilen verilere gére H. perforatum MiK degeri, S. mutans ATCC 25175 icin

Amoksisilin ile ayni degerdedir.

Cizelge 4.4. Bitki ekstraktlarinin bakteri suslari igin MiK degerleri

Bakteri suslarn

MiK degerleri (mg/ml)

H. perforatum Amoksisilin
Streptococcus gordonii 0,1 0,05
ATCC 10558
Streptococcus mutans 0,1 0,1
ATCC 25175
Stapyhylococcus aureus 5 0,1

ATCC6538
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Resim 4.6. Amoksisilin, H. perforatum, C. zeylanicum ekstraktlarinin S. gordonii
Uzerinde gosterdigi antimikrobiyal etkiler

Resim 4.7. Amoksisilin, H. perforatum, C. zeylanicum ekstraktlarinin S. mutans
Uzerinde gdsterdigi antimikrobiyal etkiler
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Resim 4.8. Amoksisilin, H. perforatum, C. zeylanicum ekstraktlarinin S. aureus
uzerinde gosterdigi antimikrobiyal etkiler
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5. TARTISMA ve SONUG

Kolay veya zor ¢ekimlerde, minimal travmatik metodlarin kullaniimasi durumunda
bile ortaya ¢ikabilen bir patoloji olan alveolitis icin literatirde ¢ok c¢esitli etiyolojiler
One surulmastir. Yapilan galismalarda tim klinik ve histolojik deliller alveolitisin
bozulmus iyilesme gdsteren ¢ekim yarasindan kaynaklandigini desteklemektedir.
Alveolitise neden olan birgok etiyolojik faktorin aciklanmasina ve alveolitisin
etiyopatogenezi ile ilgili birgok teorinin 6ne surulmesine ragmen onemli deliller
alveolitisin travmatik girisim, cerrahi 6ncesi koétu oral hijyen ve buna bagh olarak
bakteriyel invazyon ve bunlarin plazmin ve fibrinolitik sistem ile etkilesiminden
kaynaklandigini gostermektedir (Penarrocha, Sanchis, Saez, Gay ve Bagan, 2001,

Cheung, Chow, Tsang ve Tung, 2001).

Alveolitis insidansi literatirde, ¢ok degisik oranlarda rapor edilmistir. Tuncay,
alveolitis vakalarinin %51.3’Unun ¢ekim nedeninin apikal periodontitis, %15’inin
periodontitis, %33.7’sinin ise derin ¢urukll diglerden olustugunu bildirmis olsa da
periodontal hastalik, ¢uruk vs. c¢ekim endikasyonlarinin soket komplikasyonu
gelismesinde etkisinin olmadigini; ayrica cekimlerin deneyimli ve deneyimsiz
hekim tarafindan yapilmasinin soket komplikasyonu agisindan farkinin olmadigi
da rapor edilmistir (Tuncay, 1989). Poor ve ark., alveolitis insidansinin 3.
molarlarin gémulaligunian tipine goére degistigini, oral kontraseptif kullanan
hastalarda alveolitis insidansinin arttigini ifade ederken (Poor, Hail ve Poor, 2002)
Delilbasi ve ark., disin konumu ve alveolitis insidansi arasinda 6énemli bir iligki
bulamamiglardir (Delilbagi ve digerleri, 2002). Ogitcen ve Yilmaz, gémili alt 3.
molar dislerin ¢ekimi sonrasinda toplam alveolitis insidansini %29 oraninda
bulmusglardir (Ogutcen ve Yilmaz, 1989). Diger yandan Tuncay tiim cekimler igin
alveolitis sikligini %1,6 olarak bildirmistir. Gingérmus ve ark., 4104 normal dis
¢cekiminden sonra %1,3 siklikla alveolitis olustugunu belirlemislerdir. Verilere
dayanarak alveolitis insidansinin, rutin dental ekstraksiyonlar sonrasinda %3-4
oldugu ve mandibuler 3. molarlarin ekstraksiyonundan sonra da bu oranin %1 ile
yaklagik olarak %29 arasinda degistigi gorulmektedir (Gungoérmus, Yildirim,
GurbUz ve Ertas, 2000). Bildirilen alveolitis insidansindaki bu buyuk farklihk blytk
Olclde, diagnostik kriterlerdeki ve degerlendirme ydntemlerindeki farkhliklara bagli

olmakla birlikte, populasyondaki bireylerin agri esiklerindeki degisiklikler de s0z
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konusudur. Insidansin %1 oldugunu iddia eden galigmalar klinik giivenilirlikten
yoksunken olaganustlu yuksek oranlarin (%29 gibi) bildirildigi ¢alismalar, henlz
ortaya konmamis vyani c¢ozumlenememis bagska degiskenlerin s6z konusu

olabilecegini veya ornek buyuklugunun yetersiz oldugunu dusundtrmektedir.

Alveolitis olusumunun Onlenmesi icin farkli yontemlerin kullanildigi, ancak kesin
sonu¢ alinamadigr gérulmektedir. Swanson (1989), gomdulu alt 3. molar dislerin
cekimi sonrasinda alveolit insidansini kaviteye proflilaktik olarak tetrasiklin
stispansiyonu uygulanan grupta %3,9, plasebo grubunda ise %20,4 olarak tespit
etmistir (Swanson, 1989). Poor ve ark., klindamisin emdirilmis Gelfoam ile alveoler
kemik Uzerine yerlestirilen Salicept Patch’i karsilastirmiglardir (Poor ve digerleri,
2002). 2095 dis cekiminden sonra Gelfoam uygulanan gupta %8, patch uygulanan
grupta da %1.1’'inde alveolitis gelismistir. Ragno ve Szkutnik, alt 3. molarlarin
cerrahi c¢ekiminden hemen o©nce ve postoperatif 7 gin boyunca %0,12°lik
klorhekzidin gargaranin alveolitis olusumunu azalttigini géstermiglerdir (Ragno ve
Szkutnik, 1991). Delilbasi ve ark. (2002), alveolitisin dnlenmesinde postoperatif
%0,2’lik klorhekzidin gargara (KHz), KHz ve amoksisilin+klavulanik asit ile serum
fizyolojigin etkinligini karsilastirdiklar arastirmalarinda alveolitis insidansini KHz
grubunda %20.9, KHz ve amoksisilin+klavulanik asit grubunda %8,9, serum
fizyolojik grubunda ise %23,7 bulmuslardir. Antibiyotik grubunda alveolitis
insidansinin  énemli derecede az oldugunu; alveolitisin azaltiimasinda
klorhekzidinin postoperatif irrigasyon olarak serum fizyolojikten daha etkili
olmadigini, beta laktamaz igeren bir antibiyotikle birlikte kullanildiginda daha iyi
sonuglar elde edildigini rapor etmiglerdir. Bloomer, alt 3. molarlarin ¢gekiminden
hemen sonra Peru balsami ve 0jenol iceren pat konulmasinin alveolitis olugsma
insidansini onemli derecede azalttigini gostermistir. Alveolitis oraninin kontrol
grubunda %36, deney grubunda %17,5 oraninda oldugunu tespit etmislerdir
(Bloomer, 2000). Ancak, guniumuzde bakterilere karsi gelisen antibiyotik direnci,
¢ozlmlenmesi gereken bir sorun olarak mevcudiyetini korumaktadir. Ojenol, S.
aromaticum’'un etken maddesi olup dogdal terapdtik ajanlar arasinda
sayllabilmektedir. Bu yonuyle onleyici veya tedavi edici olarak yan etkisi en az olan

ajanlar arasinda sayilabilir.
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Cekim soketinde olusan pihtinin mikroorganizma invazyonu ya da herhangi bir
neden ile bozularak inflamasyonun baslamasi ve sonucunda osteojenik
farklilasmanin meydana gelememesi ile olusan alveolitisin antibiyotik ya da
gargaralar ile engellenmeye/ tedavi edilmeye calisiimasi soruna kesin ¢6zim
getirememektedir. Dis ve periodonsiyumun immunhistokimya c¢alismalarinda,
ekstraksiyon sonrasinda periodontal ligament ve dokuyu cevreleyen ilikteki
progenitor hucrelerin varhgr gorulmug ve bu hucrelerin ekstraksiyon soketinin
iyilesmesine katkida bulundugu onerilmistir (Hosokawa, Sakakura, Irie, Kudo ve
Kashiwakura, 2010). Ancak alveolitis durumunda mikrobiyal invazyon ve
inflamasyon sebebi ile progenitor hacrelerin  etkinliklerinin - zayifladigi

dusunulmektedir.

Devlin ve ark., dis ekstraksiyonunu takiben farkl olgunlasma evresine gore
degisen sekilde osteonektin, osteopontin ve osteokalsin eksprese eden
osteoprogenitor hicrelerin dis ¢ekim soketine goc¢ ettigini tespit etmiglerdir. Dis
cekim soketinde osteojenik farklilasmanin  markiri  olan Runx2 ‘nin
osteoprogenitorler ve olgun endosteal osteoblastlar tarafindan eksprese edildigini
belirtmigler ancak iyilesme soketindeki osoteblaslar arasinda Runx2, osteokalsin
ve diger markirlarin ekspresyonunun heterojenitesi ile karsilagsmislardir. Bu
heterojenitenin soketteki mevcut mikro ¢evredeki durumdan dolay! osteoblastlarin
apoptozisinden kaynaklandigini ileri sirmuslerdir (Devlin ve Sloan, 2002). Boyle
bir durumda, disaridan uygulanacak ve alveolitis sonucu olusan eftkileri
hafifletecek gargara, antibiyotik, patlar yerine, konakta bulunan dental stromal kdk
hiicre davraniglarinin  yerinde yoOnlendirilmesinin alveolitis strecinin daha
olusmadan  Onlenmesinde sonu¢ verebilecegi sunulan c¢alismamizda
Onerilmektedir. Soket bdlgesine, kok htcrelerin go¢ etmelerini uyaran, doku
iyilesmesi ve hucrelerin  kemik farklilasmasini olumlu ybdnde etkileyen,
antiinflamatuvar ve antibakteriyel etkiye yol acabilecek dogal ekstraktlar
alveolitisin 6nlenmesi ve tedavisinde kullanilabilecegi gibi dis hekimliginin tim

alanlarinda faydali olacagi dusunulmektedir.

Bitkiler yUzyilllardir  hastaliklari  6nlemek ve onlardan korunmak igin
kullaniimaktadir. Bitki ekstraktlari vicuttaki spesifik kimyasal reseptorler ile

etkilesime gecerek, farmakodinamik duyarlihikta drug olarak iglev gormektedir.
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Tibbi bitkiler, hastalarda geleneksel tedavilerin yol actigi yan etkileri kaldirmak
amaciyla kullaniliyor olsa da, kendilerinin de spesifik yan etkilerinin olmadigi
dusunulememektedir. Tibbi bitkiler bugine kadar her kultirde kullaniimig olsa da
farmasotik sirketler bugiine kadar tibbi bitkilerin kullaniimasini reddetmistir. Son
yillarda, “alternatif tedavi” adi altinda tibbi bitkiler yeniden ilgi cekmeye baglamigtir.
Dis hekimliginde, tibbi bitkilerde en buylk bilgi eksikligi ve problem, oral doku ve
hlcreler Uzerindeki arastirma ve rapor eksikligidir. Aspirin (beyaz s6gut kabugu),
sudafed (Ephedra bitkisinin ekstrakti) gibi marketlerde kolaylikla bulunabilen pek
¢ok ilacin kdkeninin bitkiler oldugu ve etkinlik alaninin genigligi gdéz 6ninde
bulunduruldugunda yeni bitkilerin kesfedilmesi, etkinliklerinin arastiriimasi 6nem
kazanmaktadir (Taheri ve digerleri, 2011). Sunulan c¢alismada antimikrobiyal
Ozelligi literatirden bilinen Pleurotus ostreatus; Syzgium aromaticum; Ocimum
basilicum; Thymbra spicata var intricate ile bu 6zelliklere ilave olarak
antiinflamatuvar yetenekleri oldugu rapor edilmis Cinnamomum zeylanicum;
Hypericum perforatum; Salvia triloba bitkilerine ait ekstraklarin DP-MSKH’lerin
gelisme, farklilasma, migrasyon yetenekleri yanisira antibakteriyel ve inflamatuvar

ortamda hucre yaniti Gzerindeki etkisi arastirilmistir.

Bitki ekstraktlarinin hucreler Uzerindeki etkinligini arastirmadan 6nce DP-
MSKH'lerin biyoloji ve davraniglarinin iyi bilinmesi, referans olarak kullanilan Ki-
MKH’lere ne kadar benzedigi ve hangi noktada ayrildiginin belirlenmesi
gerekmektedir. Dental pulpa kok hucreleri ilk olarak Gronthos ve ark. tarafindan
tanimlanmis (Gronthos ve digerleri, 2000) ve dis hekimliginde, dental kaynakli kok
hicre biyolojisi ve doku muhendisligi ile ilgili arastirmalar artan hizla devam
etmistir. ilk calismalar oral ve maksillofasiyal bélgede kok hiicre kaynaklarinin
arastirimasina yoneliktir (Gronthos ve digerleri, 2000; Miura ve digerleri, 2003;
Seo ve digerleri, 2004; Matsubara ve digerleri, 2005; Morsczeck ve digerleri,
2005b; lzumi ve digerleri, 2007). Bu c¢alismada, yuksek proliferasyon
gOsterebilmesi, klonlanabilmesi, yuksek plastisite 6zelligine sahip olmasi, surme
sonrasi donemde yok olmamasi sayesinde kok hucre miktarini korudugu bildirilen
(Yang ve Fan, 2005) 20 yas dis pulpalarindan elde edilen stromal kék hucreler
(DP-MSKH) kullaniimigtir. Oromaksillofasiyal kaynaklardan elde edilen hiicrelerin
tanimlanmasinda referans olarak kemik iligi kaynakh kék hicreler (Ki-MKH)

kullaniimaktadir (Huang, Gronthos ve Shi, 2009). Sunulan c¢alismada, onceki
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calismalarda ekstrakte edilen yirmiyas dis pulpalarindan elde edilmisg, fiziksel ve
immunolojik 6zellikleri stromal karekterde olan, in vitro ortamda indiklendiginde
osteositlere ve kondrositlere donisen DP-MSKH’ler elde edilmistir. DP-MSKH’lerin
ylzey analizlerinden elde edilen sonuclarda, bu htcrelerin MKH’ler igin
tanimlanmis yuzey antijenlerine (Horwitz ve digerleri, 2005; Dominici ve ark.,
2006) sahip oldugu ve dental pulpa, periodontal ligament, dental folikiil dokusu
kaynakli MKH ve bukkal mukoza kaynakl fibroblastlarin karekterizasyon yapilari

ile uyum gosterdigi belirlenmistir (Lindroos ve digerleri, 2008).

Literatlrde sikga tartisilan bir konu, MKH’leri tanimlamak igin belirlenen kriterlerin
spesifik olmadigi, stromal karakterde diger hucrelere benzerlik gosterebilecegidir.
Dental pulpa dokusu fibroblast hlcrelerinin yogun olarak bulundugu bir dokudur.
Her iki hicre tipi (MKH ve fibroblast) de mezoderm kokenlidir ve bircok dokudan
izole edilebilmektedir. Son zamanlarda yapilan ¢alismalar fibroblastlarin fenotip
(morfoloji ve spesifik yuzey antijenleri) veya buylume kapasitelerine gére MKH'den
ayirt edilmelerinin  zorluguna isaret etmektedir. Bu ayrimda MKH’lerin
fibroblastlardan farkli olarak genis bir farkhlasma kapasitesine sahip olmasinin
onemli oldugu bildirilmistir (Barry ve Murphy, 2004; Javazon, Beggs ve Flake,
2004). Dental kok hicrelerin, osteo/odontojenik, adipojenik ve noérojenik olmak
uzere en az 3 farkli hicre kdkenine coklu farklilasabilme potansiyeli gosterebildigi
calismalarda gosterilmistir (Parker, 2004). Ancak ilk ya da ileri pasajlarda bunun
gerceklestigi hakkinda bir veri yoktur. Ayrica, mikroskop ile objektif alaninda
yapilan farklilagsma degerlendirmeleri kantitatif olmayip gorecelidir. Dental dokular,
yeniden sekillenme sirecini durdurmus 6zellesmis dokular oldugundan dolayi,
dental doku kaynakli  kék/progenitér/stromal  hicreler Ki-MKHler ile
karsilastinldiginda daha kisith ya da sinirli kapasitede farklilagsma o6zelligine
sahiplerdir. Sunulan calismada DP-MSKH’lerde vyalnizca kemik ve kikirdak
farklilagsmalarinin ~ oldugu  goérldlmus,  adiposit  hlcrelere  dénusumin
gerceklesmedigi  belirlenmistir.  Ki-MKH’ler ile karsilastiriidiginda osteojenik
hdcrelere donusumun daha fazla olmasi da bu hipotezi dogrular niteliktedir.

Dental dokularda yer alan stromal kok htcreler, genellikle saglam ve dayanikli
kompleks bir yapiyla cevrilidir. Ancak bu yapilar, travma ve mikrobiyal maruziyete

kargi son derece hassastir. Dis ekstraksiyonu gibi cerrahi travmatik bir girisimde,
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hastanin oral hijyeninin de iyi olmadigi durumlarda alveolitis olugsmakta ve iyilesme
gecikmektedir. Bunun onliine gegmek icin bolgede stromal kok hlcre sayisinin
korunmasi onemlidir. Bu amacla sunulan c¢alismada bitki ekstraktlari ile muamele
edilen DP-MSKH ve Ki-MKH'lerin proliferasyon kapasiteleri arastiriimistir.
Proliferasyon, tripan mavisi canlihlk sayim yodntemine gore belirlenen 3
konsantrasyon ile xCelligence cihazi ile es zamanl olarak takip edilmistir. DP-
MSKH ve Ki-MKH’ler karsilastirildiginda Ki-MKH’lerin ikiye katlanma sureleri DP-
MSKH’lerden daha kisa bulunmustur. C.zeylanicum, S. aromaticum, P. ostreatus
ekstraktlari DP-MSKH’lerde artan konsantrasyonlarda (5, 10, 25 pg/ml) ikiye
katlanma suresini arttirirken, Ki-MKH'lerde yalnizca 10 pg/ml konsantrasyon
yuksek bulunmustur. Benzer sonu¢ DP-MSKH’lerde O. basilicum ve T. spicate var.
intricate ekstraktlarinda gdzlenmistir. Anilan iki ekstrakt Ki-MKH'lerde de ayni
konsantrasyonda yiksek sonug¢ vermistir. H. perforatum’'un DP-MSKH ikiye

katlanma suresini azalttig1 goralmustar.

MKH’lerin proliferasyon kapasitesi ve yaslanmasi bu hicrelerin hiicre terapisi ve
doku muhendisliginde kullaniimalari nedeni ile 6énemlidir. Bundan dolayi farkl
dokulardan elde edilen MKH’lerin proliferasyon kapasitelerinin  bilinmesi
gerekmektedir. Ki-MKH'ler ile kordon kani MKH’leri karsilastirildiginda kordon kani
MKH’lerinin daha ylksek proliferasyon kapasitesine sahip oldugu rapor edilmigtir
(Balsh, Song ve Tuan, 2004; Lu ve digerleri, 2006; Balsh ve digerleri, 2007). Yag
dokusu MKHlerinde de ikiye katlanma sireleri Ki-MKH’lerinden vyiiksek
bulunmustur (Kern, Eichler, Stoeve, Kluter ve Bieback, 2006). DP-MSKH’ler
incelendiginde artmis ikiye katlanma suresi oldugunu bildiren raporlar mevcuttur
(Schanek ve digerleri, 2007). Ayrica, sut disi pulpasindan elde edilen stromal kdk
hicrelerin ikiye katlanma stresinin, 3. molar pulpasindan elde edilenlere goére
daha kisa oldugu bildirilmigtir. Bu sonuglar dokunun yaslandikga kok hicre sayisi
ve potansiyellerinin azaldigini dogrulamaktadir (Abdullah ve digerleri, 2014). llging
olarak c¢alismalarda erkek dondrlerden elde edilen DP-MSKH’lerin kadin
donoérlerden alinan DP-MSKH’ler ile karsilastinldiginda daha ikiye katlanma
suresinin  uzun oldugu bildirilmistir (Crisostomo ve digerleri, 2007). Kadin
dondrlerden elde edilen hicrelerin telomerazi upregile eden dstrojene daha fazla
maruz kalmasi ile de agiklanabilecek olan bu durum, yine de doku yaslanmasina
bagh olarak hucrelerin rejeneratif kapasitelerinin azaldigini gostermektedir (Kyo,
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Takakura ve Tanaya, 1999). Bu sonuclar, hucrelerin orjininin kaynaklandigi
dokunun farklilagmasindan ve degisik kultur vasatlarindan kaynaklanabilmektedir.
Sunulan c¢alismada bitki ekstraktlarindan, 6zellikle H. perforatum ekstraktinin ikiye
katlanma surelerini kisaltmig olmasi bahsedilen degerlendirmelere goére doku
yaslanmig bile olsa rejeneratif 6zelligini hizlandirabilecegini gostermektedir. Ancak

devam caligmalarin yapilmasi gereklidir.

Bitki ekstraktlarinin yalnizca hicre indeksini arttirmasi ve ikiye katlanma siresini
azaltmasi degil dis ekstraksiyonunu takiben soket bdlgesinde osteojenik
farklilasmay! uyarmasi da énemlidir. Bu amagla sunulan ¢alismada DP-MSKH ve
KI-MKH'ler bitki ekstraktlari ile muamele edilerek farklilasma kapasiteleri
incelenmigtir. Osteojenik farklilasma DICA 500 spektrofotometrik kit ile kalsiyum
granul miktarina gore degerlendirilmigtir. Elde edilen verilere gore, S. triloba, O.
bacilicum, S. aromaticum, P. ostreatus, T. spicata var intricate’nin kontrol grubuna
gore DP-MSKH’lerde osteojenik farklilasmayi azaltmistir. H. perforatum ve C.
zeylanicum ekstraktlarinin osteojenik farklilagmayi olumlu yodnde etkiledidi

gorulmustar.

MKH’ler osteojenik uyarici kultur icine alindiklari zaman matriks ve kemik
olusumundan sorumlu osteoblastlar tarafindan eksprese edilen markirlari
sentezlemektedirler. In vitro ortamda MKH’lerin osteojenik farklilasmasi 3 ana
safhada gerceklesmektedir (Huang, Nelson, Smith ve Goodman, 2007). ilk
safhada osteojenik kultir vasadi ile muamele edildikten sonraki 1-4. gunler hiicre
sayisinda gozlenen artisin en fazla oldugu zamandir. 5-14. ginlerde erken hiicre
diferansiyasyonu gerceklesmektedir. Bu surecgte alkalin fosfataz (ALP) enzimi
transkripte edilmekte ve sentezlenmektedir (Aubin, 2001). Bu slrecten sonra ALP
azalmaya baslamaktadir. Son safha olan 14-28. gunlerde ise osteokalsin,
osteopontinin yiksek oranda ekspresyonu kalsiyum ve fosfat depolanmasi ile son

bulmaktadir (Hoemann, El-Gabalawy ve Mckee, 2009).

Kalsiyum grandllerinin olusumu osteokalsin ve osteonektin ile birlikte osteojenik
farklilasma belirteglerinin en 6nemlilerinden biridir. Sunulan ¢alismada osteokalsin
ve osteonektin miktarlart ELISA kit ydntemi ile kultir supernatantlarinda

arastiriimistir. Kemik matriksinin kollajen olmayan ana komponentlerinden birisi
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olan osteokalsin, osteoblastlar tarafindan sentezlenmektedir. Osteojenik y6nde
uyarilmis rat Ki-MKH'lerinde kiiltiir supernatantinda osteokalsinin 8. giinden 16.
glne kadar tespit edilebildigi bildirilmistir (Nakamura ve digerleri, 2009). Buna
karsilik, 13. gunde ekstraselller matriksteki osteokalsin miktari disuk bulunurken,
kalsiyum granul miktari ylksek bulunmustur. Osteokalsin mRNA’sinin in vitro
histolojik ekspresyonunun 6. ve 9. glnlerde gorundugu ve bu gunlerden sonra
osteoblastik hucrelerin olgunlagtigr belirtilmigtir. Transkripsiyon faktorii core-
binding-1 ve osteorix gibi osteogenez spesifik genlerinin ekspresyonunun
sekretuvar osteokalsinden sonra gerceklestigi gosterilmistir. Bu sonuglar
osteokalsin sekresyonundan sonra mineralizasyonun gercgeklestigini
gostermektedir. Yapilan bu calismada, osteokalsin miktari kalsiyum grandlleri
olustuktan sonra (21. ginde) aranmis ve miktarlari, kontrol grubu ile hemen
hemen ayni bulunmusgtur. Osteonektin, osteoblastlar tarafindan sentezlenen ve
kollajen olmayan matriks proteinlerinden bir tanesidir. Choi ve ark.’inin yapmis
oldugu bir calismada MC3T3-E1 hlcre hatti osteojenik ydnde uyarimis ve
osteonektin mMRNA’si 10. glinde tespit edilmis, 16. gune kadar ekspresyonunu
korudugu  bildirilmistir.  Matriks  mineralizasyonunu  takiben, osteonektin
ekspresyonunun downregule oldugu gorulmustur. Benzer sonuglarin, ayni kaltar
kosullarinin kullanildigi bagka c¢alismalarda da goéruldagua belirlenmistir  (zur
Nieden, Kempka ve Ahrr, 2003). insan MKH'leri ile ilgili yapilan calismalar
incelendiginde, 7. ginde osteonektin gen ekspresyonunun en yiksek seviyede
oldugu ve 14-21. gunler arasinda downregule oldugu goérulmustir. Osteokalsin
gen ekspresyonunun ise kultlr suresince arttigi tespit edilmistir (Ardeshirylajimi,
Soleimani, Hosseinkhani, Parivar ve Yaghmaei, 2013). Calismamizda bitki
ekstraktlari ile muamele edilen hucrelerin mineralizasyonunun kontrol grubuna
gore daha erken baslamasi ve farkllasmanin tamamlanmasi sebebi ile
osteonektin miktarinin kontrol grubuna gére daha disuk oldugu ve literatirt
destekledigi dusunilmektedir. Osteokalsin miktarinda ise bitki ekstraktlari ile
birlikte muamele edilen hucrelerde kontrol grubu ile hemen hemen ayni
bulunmustur. Bu sonuglara gore bitki esktraktlarindan H. perforatum, C.
zeylanicum, O. basilicum DP-MSKH’lerde osteojenik farklilasmayi en iyi uyaran
ekstraktlar olarak belirlenmistir. Ki-MKH’lerde osteojenik farklilasmada &zellikle C.

zeylanicum ekstraktinin kalsiyum granudl miktarini azaltmasi ve P. ostreatus
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ekstraktinin arttirmasi ekstraktlarin etken maddelerinin farkli mekanizmalar

tzerinden etkiledigini dusundurmektedir.

Dis hekimliginde osteojenik farklilasmayi olumlu yonde etkileyecek ajanlar tercih
edilmektedir.  Osteojenik farkllasmaylr uyarmanin yaninda, immunolojik
reaksiyonlarda hucreler Uzerinde ne gibi etkilere sebep oldugunun da bilinmesi

gerekmektedir.

MKH’ler, organ transplantasyonlari ve graft-vs-host hastaligi tedavisinde,
inflamatuvar hastaliklarda ve diger otoimmun hastaliklarda immunsupresif olarak
kullanilan mukemmel bir ajandir (Rasmusson, 2006; Uccelli, Moretta ve Pistoia,
2006; Uccelli ve digerleri, 2007). Yapilan galismalarda varilan ortak kani, 6zellikle
Ki-MKH’lerin immin yanitlari, hiicre hiicre etkilesimleri ve parakrin etkilerle
diizenledigidir (Loftinegad, 2014). Ki-MKH’ler dogal ve kazanilmis immiin yanitin
her ikisine birden etki ederek immuin yanitin kuvvetini azaltabilirler (Ben-Ami,
Berrih-Aknin, Miller, 2011). Ki-MKH’ler dogal immin yanit hiicrelerini (dendritik
hicreler, dogal éldurtcu hicreler, monosit, notrofil) ve kazaniimis immun sistem
hiicrelerini (B, TH1 ve T-CTL) inhibe edebilirler. Ki-MKH'ler araciligi ile sekrete
edilen co6zinebilir faktorler prostaglandin-E, (PGE;) (Agaugue, Perrin-Cocon,
Coutant, Andre ve Lotteau, 2006), transforme edici gelisme faktori —3 (TGF-$1)
(Groh, Maitra, Szekely ve Koc, 2005), interlokin-6 (IL-6) (Najar ve digerleri, 2009),
nitrik oksit (NO) (Ren ve digerleri, 2008), indolamin 2,3-dioksijenaz (IDO) (Meisel
ve ark., 2004), ve IL-10’u (Batten ve digerleri, 2006) icermektedir. Medyattr
salgilarin timor nekroz faktér —alfa (TNF-a) ve interferon-gama (IFN-y) tarafindan
stimule edildigi ve inflamatuvar mikro cevrelerde ylksek oranda bulundugu
bilinmektedir (Ren ve digerleri, 2008). Yapilan bu calismada TNF-a'nin dahil
edilme nedeni plazminojen tip urokinaz aktivatorunun etkisini arttirmasi ve tip 1
plazminojeni inhibe etmesidir. IFN-y ile muamele edilenfare ve rat MKH’lerinin
aktive oldugu ve graft versus host hastaligini baskilayabildigi in vivo olarak
gosterilmistir (Polchert ve digerleri, 2008). Benzer olarak yag dokusu kaynakli
MKH’lerin IFN-y ile muamele edildiginde T-hiicre proliferasyonunu, IFN-y ile
muamele edilmeyenlere gore daha fazla inhibe edebildigi rapor edilmistir (Crop ve
digerleri, 2010). Bu veriler bize MKH’lerin immunsupresif olabilmeleri icin

proinflamatuvar medyatorler tarafindan aktive olmalari gerektigini gostermektedir.
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DP-MSKH ve Ki-MKH’lerin proliferasyon ve farklilasma kapasitelerinde gdoriilen
farkhliklarin immanolojik 6zelliklerinde de oldugu disindlmektedir. Ki-MKH'ler
immun korumali ve floradan uzak kemik iligi i¢erisinde bulunurken, korumali bir
dentin ve mine iginde bulunuyor olsa da karmasik bir floranin oldugu oral mukoza
elemanlarinin toksin ve metabolitleri enamel ylzeyinde yer alabilecek catlaktan
difiizyon yolu ile hucrelere ulasabilmektedir. Boyle bir durumun da hiicre yuzey
reseptorleri ve hicrelerin salgiladigi sitokin ve kemokinlerin miktarlarinda farkhlik
yaratacagi dusunulmektedir. Literatur incelendiginde, yapilan ilk calismalarda, DP-
MSKH’lerin stimile olmus T hicrelerinin proliferasyonunu Ki-MKH’lerden daha iyi
inhibe ettigi belirlenmistir (Krampera ve digerleri, 2003; Sonoyama ve digerleri,
2006). Wada ve ark., DP-MSKH’lerin mitojen ya da allojenik karisik lenfosit
reaksiyonu ile stimule olmus periferik kan monontkleer hicre proliferasyonunu
¢cozunebilir faktorler araciligi inhibe ettigini rapor etmiglerdir (Wada, Menicanin,
Shi, Bartold ve Gronthos, 2009). DP-MSKH’lerin periferik kan mononukleer
hicrelerini TGF-B salinimi ile baskiladigi belirtiimistir. Baska bir calismada, immun
sistem hucreleri ylzeyinde yer alan ve patojen olan ve olmayan
mikroorganizmalari ayirt eden toll-like reseptorler (TLR) araciligi ile TGF-3 ve IL-6
ekspresyonlarinin arttiriimasi ile imninsupresyonun basglatildigini bildirmislerdir
(lwasaki ve Medzhitov, 2004).

Calismamizda DP-MSKH’lerin IL-6 ve TGF-B salinimlarinin yiksek bulunmasi
literaturdeki verilerle benzerdir. Ayrica, kultur supernatantlarinda tespit edilen IL-6
ve IL-1B miktarlari Ki-MKH’lerden yiiksek bulunmustur. IL-6, T hiicrelerinden
salgilanan 6nemli bir mediator ailesinin Uyesi olup, makrofaj, T hucreleri ve
osteoblastlar tarafindan sekrete edilmektedir. Akut faz enfeksiyon ve hasarlara
yanit olarak salgilanmaktadir (Heinrich ve digerleri, 2003). Calismada TNF-a ile
uyarilan DP-MSKH’lerde artmig bulunan IL-6 ve IL-13 miktarinin, uyarimdan énce
bitki ekstraktlari ile muamele edilen hulcrelerde disik seviyelerde bulundugu
gorulmustir. Proinflamatuvar ve antiinflamatuvar sitokin dengesi tahtiravelli
duzenegine benzetilecek olursa antiinflamatuvar sitokin olan IL-10 miktari bitkilerle
muamele edilen DP-MSKH’lerde Ozellikle H. perforatum ekstraktl ile muamele
edilen hicrelerde yuksek bulunmustur. Alvolitisin, TNF-a ve IL-1B iflamatuvar
sitokinlerinin plazminojen tiptrokinaz aktivatorinin ve tip 1 plazminojen aktivator

inhibitérintin aktivasyonunun artmasi ile olustugu (Serrati ve digerleri, 2006) g6z
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onunde bulunduruldugunda artmig inflamasyonun gerilemesi ¢alisma i¢in dnemli

bir bulgudur.

TGF-B immulndizenleyici olma 06zelliginin yaninda osteoblast aktivitesini de
uyarmaktadir. Kollajen, proteoglikan, osteopontin, osteonektin ve alkalen fosfataz
gibi  ekstraselller proteinlerin  Uretimini ve ayni zamada MKH’lerin,
preosteoblastlarin, kondrosit ve osteoblastlarin proliferasyonunu uyarmaktadir
(Younis, Al-Rawi, Mohamed ve Yaseen, 2013). Sunulan g¢alismada tek basina T.
spicata var. intricate ekstraktinin DP-MSKH’lerde TGF-B miktarini dusurdugd,
inflamasyonlu ortamda arttirdigi tespit edilmistir. P. ostreatus, S. aromaticum ve S.
triloba ekstraktinin ise inflamasyonlu ortamda TGF-B miktarinin azalmasina yol
actigi gorulmustir. Bu sonuca gore ekstraktlarin etken maddelerinin hicre
davranisini farkh etkiledigini gostermektedir. H. perforatum ve C. zeylanicum
ekstraktlarinin inflamasyonlu ve inflamasyonsuz ortamda hicrelerden salinan
TGF-B miktarini degistirmedigi gorulmustir. TGF-B’nin ayni zamanda pulpa
stromal kok hucrelerinin hasarli bolgeye go¢ etmesini uyardigi da 6ne surudlmuagtur
(Smith, Muraay, Sloan, Matthews ve Zhao, 2001; Magloire ve digerleri, 2001).
Hucre gocu (migrasyon) doku hemostasisinin saglanmasi ve hasarli dokularin
rejenerasyonu icin onemli bir Ozelliktir (Gilbert, 2003). Hicre migrasyonunda
gorulecek aksaklik kronik inflamasyon ve farkli immun disfonksiyonlarina yol
acmaktadir (Singer, 1999).

Hasarli erigkin dokularin rejeneratif potansiyeli, bircok dokuda yer alan
kok/progenitdr hicrelerin  hasarli bdlgeye esktraseluler matriksten (ECM) gog¢
edebilmesi, ve gog¢ ettigi yerde farklilagabilmesi ile tanimlanmaktadir (Crisan ve
digerleri, 2008). Yara iyilesme kaskadl sirasinda yaranin bulundugu vyere
perivaskuler nisten ve ya diger doku niglerinden hucrelerin gelip gelemeyecedi
literatlrde tartisma konusudur (Penn ve Mangi, 2008; Fong, Chan ve Goodman,
2011). Dis cekimi sonrasinda olusan yarada ya da alveolitisli bolgeye goc eden
hicrelerin dental pulpa, periodontal ligament, dental folikil, mandibula kemik iligi
ya da kemik iligi kok/progenitor hacreleri olup olmadigi bilinmemektedir. Ayrica
erigkinlerde hasarl bolgeye yeterli sayida kdk hlcre popullasyonunun ulagsmasinin
zorlugu etkin olmayan hicre géglne sebep olmaktadir (Chute, 2006; Lapidot, Dar

ve Kollet, 2005). Alveolitisli bdlgede yer alabilen patojen mikroorganizmalarin da
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goc eden kok hucrelerin canhligini ve etkinligini olumsuz yonde etkileyebileceqgi

dusunulmektedir.

Bu calismada, DP-MSKH’lerde osteojenik ve kikirdak farklilagsmasini olumlu yénde
etkileyen, hucrelerle 6n muamele vyapildiginda TNF-a varliginda olusan
proinflamatuvar sitokin miktarinin disik sentezlenmesini saglayan en iyi ekstrakt
olan H. perforatum ile C. zeylanicum ekstraktlarinin DP-MSKH migrasyonu
Uzerindeki etkileri arastiniimistir. Bu calismada inflamatuvar medyatérlerin MKH
migrasyonunu etkiledigi one surulmuastar. Bundan dolayi, hicrelerin kontrol grubu
TNF-a ile muamele edilmistir. Elde edilen verilere gore DP-MSKH’lerin, Ki-
MKH’lere gore daha fazla go¢ etme 6zelligi oldugu gorulmustir. Bu sonucun oral
mukozada rejenerasyon hizinin  yliksek  olmasindan kaynaklandigi
disinilmektedir. DP-MSKH ve KI-MKH’lerde en iyi aktiviteyi H. perforatum
ekstraktinin gosterdigi tespit edilmistir. TNF-a, DP-MSKH’lerde migrasyonu Ki-
MKH’lere gore daha fazla arttirmistir.

Alveolitiste bakterilerin  roli uzun zamandan beri bilinmektedir. Baslica
etmenlerden biri hastanin zayif oral hijyene sahip olmasidir (Penarrocha ve
digerleri, 2001; Sheikh, Kiyani, Mehdi ve Musharaf, 2010). Sistemik
antibakteriyallerin alveolitisin dnlenmesinde kullanilabilecedini gosteren raporlar
bulunmaktadir. Penisilin, Klindamisin, Eritromisin ve Metranidazol ile yapilan
calismalarda olumlu sonuglar alinmistir (Ren ve Malstrom, 2007). Ancak, bazi
calismalarda sistemik antibiyotik kullanimi ile alveolitis insidansi arasinda anlamli
bir iliski bulunamamigtir (Siddiqi ve digerleri, 2010). Antibiyotik kullanimina bagh
olusan yan etkiler ve ayrica mikroorganizmalarin kazandigi/kazanabilecegi ¢arpraz
direng de goz ardi edilmemelidir. Bundan dolayr supra enfeksiyonlara yol
acmayacak, dogal ve toksisitesi az olan yeni ajanlara ihtiya¢ vardir. Tibbi bitkilerin
esansiyel yaglari ya da ekstraktlari kuvvetli bir antimikrobiyal ajan kaynagidir.
Sunulan bu calismada antimikrobiyal aktiviteleri alveolite neden oldugu raporlarda
yayinlanmig Streptococcus gordonii ve Streptococcus mutans ATCC 25175 tdrleri
ve oral biofilm icerisinde yer alan Staphylococcus aureus ATCC 6538 calismaya
kullaniimis ve yukarida anilan bitki ekstraktlariyla etkilesimleri degerlendirilmigtir.
Calismada kullanilan S. gordonii ATCC 10558, S. aureus ATCC 6538 ve S.
mutans ATCC 25175 ticari firma aracihg ile ATCC kultir bankasindan temin
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edilmistir. Secilen H. perforatum ve C. zeylanicum ekstraktlarinin S. mutans, S.
gordonii ve S. aureus suglari Uzerindeki antibakteriyel aktiviteleri ve minimum
inhibisyon konsantrasyonlari belirlenmistir. Disk difizyon sonuclarina goére H.
perforatum, 2 sus Uzerinde bakterisidal etki gosterirken C. zeylanicum ‘a kargi
bakteriler diren¢c gozlenmistir. MIK degerleri incelendiginde H. perforatum MIK
degeri disk difizyon sonucunu desteklemis ve 0.25 mg/ml olarak bulgulanmigtir.
Ancak H. perforatum ile muamele edilen S. aureus kulturleri icin MIK degeri

5mg/ml olarak belirlenmisgtir.

Literatlr incelendiginde, H. perforatum’un etken maddesi Hypericum’un kullanildigi
S. aureus infeksiyonlarina iliskin ¢alismalarda, Hypericum’'un Novoimanine’den
daha etkin oldugu ve MIK degerinin 0,1 pg/ml oldugu belirlenmistir (Saddige,
Naemm, Maimoona, 2010). Schempp ve ark (2003) H. perforatum iceren (%1,5
hiperforin standardize ekstrakt) kremi placebolarla karsilagtirildiginda atipik
dermatitlerde etkinliginin anlamh oldugunu bildirmislerdir (Schempp, Windeck,
Hezel ve Simon, 2003). Peeva-Naumovska (2010) H. perforatum yaglarini (%30,
%40, %50) iceren lipofilik formilasyonlarin vajinal veya dermal uygulamalarda
Streptococcus pyogenes, S. viridans, Micrococcus luteus ATCC9341, Moraxella
catarrhalis ve Lactobacillus acidophilus tirlerinin gelismini inhibe ettigini
bildirmislerdir (Peeva-Naumovska, Panovski, Grdanovska ve Fredro-Kumbaradzi,
2010). In vitro calismalar incelendiginde, H. perforatum esktraktlarinin
staphylococci, Shigellae, Escherichia coli tirleri tzerinde daha etkin oldugu
(Kolesnikova, 1986) ve gram pozitif bakteriler Uzerindeki etkinliginin gram
negatiflere goére daha fazla oldugu gosterilmistir (Reichling, Weseler ve Saller,
2001; Avato, Raffo, Guglielmi, Vitali ve Rosato, 2004; Mazandarani, Yassaghi,
Rezaei, Mansorian ve Ghaemi, 2007). Anilan c¢alismalarda H. perforatum’un
ciceklerinin etanol ekstraktinin 6zellikle Gram poziitif bakterilerde (E. faecalis ve S.
aureus) antibakteriyal aktivitisinin daha yuksek oldugu, inhibisyon zon ¢aplarinin
25-26 mm arasinda degistigi bildirilmigtir. Sunulan c¢alismada, S. aureus icin
inhibisyon etkisi gorulmemigtir. Bu farkhhgin, bitkinin yetistigi cografik konumdan
dolay! iceriginin ve etken maddelerinin degisikliinden kaynaklanabilecegi
ongorilmektedir. Etken maddelerin belirlenecedi devam calismalarin yapiimasi

gerekliligi vardir.
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Sunulan g¢alismada H. perforatum, C. zeylanicum, O. basilicum, S. aromaticum, S.
triloba, P. ostreatus, T. spicata var. intricate ekstraktlarinin DP-MSKH (zerinde
proliferasyon, farklilasma, immun yanit Uzerindeki etkileri arastiriimistir. Elde
edilen verilere gore, en iyi sonug veren H. perforatum ve C. zeylanicum ekstraktlari
secilerek DP-MSKH migrasyon (go¢) ve oral patojen mikroorganizmalarindan S.
aureus, S. mutans ve S. gordonii Uzerindeki antibakteriyal aktiviteleri
arastinlmistir. Calismamizda H. perforatum ekstraktinin, DP-MSKH zerindeki
kemik ve kikirdak farkllasmasini uyardidi, proliferasyonu artirdidi, antiinflamatuvar
Ozellikte oldugu, DP-MSKH migrasyonu igin kemotaktik 6zelligini ve antibakteriyel
etkide oldugu belirlenmigtir. Dis hekimligi alaninda DP-MSKH uzerinde gosterdidi
Ozellikler bakimindan ozellikle alveolitis vakalarinda ©nleyici ajan olarak
kullanilabilirligi 6nerilmektedir. Hayvan deneylerini de iceren ilave arastirmalar bu

ekstraktin kullanilabilmesine olanak saglayacaktir.

H. perforatum ansiyete, depresyon, yaniklar, kanser, bakteriyel ve viral hastaliklar
icin kullanilan bir bitkisel ajan olup, antioksidan, analjezik ve ndroprotektan
Ozellikleri calismalarda gosterilmistir (Tanideh ve digerleri, 2014). H. perforatum
ayni zamanda sunulan ¢alismadaki verilerin desteklendigi sekilde antiinflamatuvar
Ozelliklere de sahiptir (Suntar ve digerleri, 2010). Arastirmalarimiza goére dis
hekimligi alaninda H. perforatum’un terapétik etkilerinin arastirildigl calisma sayisi
¢ok azdir. Oral mukozit modeli olusturuimus Golden hamsterlarda H. perforatum
uygulamasi sonrasi, oral mukozal hasarda ve inflamatuvar yanitta azalma oldugu
gorulmustar. Oral yolla verilen ekstraktin topikal jel uygulamasina gére daha
basarili oldugu belirlenmistir (Tanideh ve digerleri, 2014). H. perforatum etken
maddelerinden Hypericum’un gingiva-mukoza dokusunda polimorfontkleer
hicrelerin infiltrasyonunu ve plazma ekstravazasyon etkisini azalttigi rapor
edilmigtir (Paterniti ve digerleri, 2010). H. perforatum’un cerrahi yaralarda doku
rejenerasyonunu arttirdigi bildirilmistir (Lavagna ve digerleri, 2001). H. perforatum
ekstraktinin fibroblast kollajen Uretimini uyardigi ve buna bagh olarak hasarl
alanda yara iyilesmesini hizlandirdigi bildirilmigtir (Ozturk, Korkmaz ve Ozturk,
2007). Ancak arastirmalarimiza gore, literatirde H. perforatum’un stromal kdk

hlcreler Uzerindeki etkisini arastiran bir galismaya rastlanmamistir.
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H. perforatum’un tibbi bitki olarak kullanimi antik zamanlara dayanmaktadir.
Bitkinin yara iyilesmesi Uzerindeki etkileri antibakteriyel etkileri ile
desteklenmektedir. Gram pozitif bakteriler (zerindeki etkisi gram negatiflere
nazaran daha yuksektir. Ayni zamanda alkol ekstraktlari sulu ¢ozeltilere gore daha
etkin bulunmustur. Antifungal aktivitesi ile ilgili sinirli sayida galisma mevcuttur.
Bitki biyolojik olarak aktif bilesenlere genis bir yelpazede sahip olmasina ragmen
Hiperisin ve hiperforin bilesenleri antibakteriyel olarak tanimlanmigtr. Bitkinin
geleneksel hazirlaniginda (caylar) hiperforin igereceginden aktif iceriklerinin

tanimlanmasi ihtiyaci vardir.

Sonug olarak, ¢calismamizda elde edilen veriler dogrultusunda,
1. DP-MSKH proliferasyonunu hizlandiran ve ikiye katlanma suresini kisaltan
2. Osteojenik farklilasmayi arttiran ve hizlandirdigi distnulen
3. Antiinflamatuvar ozellikte
4. DP-MSKH migrasyonunu uyaran

5. Oral biofilmde yer alan S. gordonii ve S. mutans mikroorganizmalari

Uzerinde antibakteriyel aktiviteye sahip olan

Calisma verileri, H. perforatum ekstraktinin alveolitis tedavisinde 6nleyici ya da

tedavi edici ajan olarak kullaniimaya aday olabilecegini gostermistir.

Sonug olarak, alveolitis dis hekimligi pratiginde yaygin olarak gbézlenen, morbidite
artigl ve buna bagh gelisen zaman, isgucu gibi maddi ve manevi kayiplara neden
olan, dis hekiminin de prestijini sarsan bir komplikasyondur. Gergeklestirilen bu
c¢alisma ile bitki ekstraktlarinin mezenkimal stromal kok hicrelerin proliferasyon ve
osteojenik farklilasmasi Uzerindeki uyarici etkileri gosterilmigtir. Bu bulgulari ile
calismamizin, alveolitisin  Onlenmesinde/tedavisinde gunumuzde kullanilan
drtinlerin aksine, yan etkisiz ve milli ekonomiye katkisi olacagi dusunulen bir ilacin
yapimi icin gereken devam c¢alismalarina  gucli bir zemin hazirladigini

disunmekteyiz.
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