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OZET

KARVAKROLUN INSAN DISETI FIBROBLAST HUCRELERI UZERINE
ETKILERININ IN VITRO DEGERLENDIRILMESI

Kirikkale Universitesi
Saglik Bilimleri Enstitiisii
Periodontoloji Anabilim Dali, Doktora Tezi
Danisman: Dog. Dr. Meltem HENDEK
Ortak Danisman: Prof. Dr. Burcu OZDEMIR
Kasim 2022, 95 sayfa

Periodontal hastalik, mevcut oral floranin disbiyozu nedeniyle periodonsiyumun
yikimina yol agan ilerleyici, enfeksiyoz bir enflamatuvar hastaliktir. Cesitli bitki
tirevleri ve icerdikleri etken maddeler, patojenik mikroorganizmalara Kkarsi
antimikrobiyal etki gostermektedir. Bitkiler ve icerdikleri etken maddeler,
periodontal sagligin korunmasinda essiz rol oynayan olduk¢a 6nemli 6zelliklere
sahiptir. Karvakrol, kekik, biber ve yabani bergamot gibi aromatik bitkilerin ugucu
yaglarinda bulunan cesitli hastaliklarda tedavi edici etkiye sahip antioksidan bir
fenolik monoterpen bilesigidir. Antibakteriyel, antifungal, antiviral, immiin-
modilator ve antioksidan ozellikleri birgok ¢alismada arastirilmis ve farkli
hastaliklar tizerinde terapotik bir etkiye sahip oldugu bildirilmistir. Bu ¢aligmanin
amaci diseti fibroblastlar1 iizerinde karvakroliin sitotoksik olmayan dozlarini
belirleyerek, hiicre canliligi, apoptoz/nekroz orani, reaktif oksijen tiirleri (ROT)
aktivitesi, yara iyilesmesi ve Nrf2/Keapl sinyal yolu {izerindeki -etkilerini
arastirmaktir. Diseti fibroblast hiicrelerinde oksidatif hasar olusturmak igin ajan
olarak hidrojen peroksit(H202) kullanildi. H202 ve karvakroliin  farkl
konsantrasyonlarda sitotoksik olmayan dozu belirlenerek hiicre canliligina etkisi
tespit edildi. Bu uygulamalar igin MTT test yontemi kullanildi. Daha sonra
hematoksilen-eozin boyama ile hiicre morfolojileri, double staining ile
apoptoz/nekroz oranlari, ROT aktivitesi ile oksidatif hasar siddeti, immunositokimya
(ICC) ile Nrf2 ve Keapl’in gen ekspresyonlar1 incelendi. iki adet uygulama grubu
olusturuldu. Birinci uygulamada 24, 48 ve 72 saat siirelerde H202, karvakrol,
H202+karvakrol ve kontrol seklinde 4 farkl1 grup incelendi. Ikinci uygulamada ise 24
saat H202+ 24 saat karvakrol ve 48 saat H202+ 24 saat karvakrol olmak tizere iki grup
incelendi. MTT testi sonucunda, karvakroliin uygulama konsantrasyonu 20 ul olarak
belirlendi. Bu konsantrasyonda karvakroliin hem toksik etki gostermedigi hem de
hiicre artisina sebep oldugu goézlendi. Aymi yontemle H202’nin 100 pM’luk
konsantrasyonu kullanima uygun olarak tespit edildi. H202 konsantrasyonu arttik¢a
hiicre canlilig1 yiizdesinin azaldigi ancak hic¢bir dozda hiicre canliliginin tamamen
ortadan kalkmadigi gozlendi. 24,48 ve 72 saatlik uygulamalarda H202, karvakrol,
H202+ karvakrol ve kontrol gruplarinda yapilan incelemede, H202 ‘nin tek basina
uygulandigi hiicrelerde ROT ile boyanma tespit edilirken diger gruplarda ROT
aktivitesi izlenmedi. Uygulamalar sonrasinda hiicrelerin morfolojisi 11k mikroskobu



ile degerlendirdiginde karvakrolin 24, 48 ve 72 saat uygulanmasi sonucunda
hiicrelerin morfolojik biitinliigiinii korudugu, ayrik sitoplazma igi graniillerin, hiicre
yikimlarmin olmadigi ve hiicre ¢ogalmasinda azalma olmadig: tespit edildi. H202 ve
karvakroliin bir arada uygulandigi gruplarda ise 24 ve 48. saatte herhangi bir yikim
gbzlemlenmese de 72. saatin sonunda hafif yikimlarin basladigi ve morfolojinin
degismeye basladigi gozlendi. Double staining metodu ile apoptoz/nekroz orani
degerlendirildiginde, H202 uygulanan gruplarda nekroz orani yiiksekken karvakrol
uygulanan gruplarda bu oranin sifira indigi gézlendi. H202 ile oksidatif stres olusumu
sonrasinda karvakrol uygulanan gruplarda ise nekroz oranmin disiip apoptoz
oranlarinin arttig1 goézlendi. Ayrica in vitro ¢izik yara iyilesme modeli ile
karvakroliin hiicre proliferasyonunu artirdigi ancak yara iyilesmesi icin yara
bolgesine hiicre gogiinii saglamadig tespit edildi. ICC ile inceleme sonucunda ise
oksidatif hasar olusturulmus hiicreler iizerine karvakrol uygulanmasinin Nrf2 ve
Keapl gen ekspresyon diizeylerinde artisa yol actigi ve artan oksidatif stres
karsisinda bu artisin daha siddetli bir sekilde gergeklestigi tespit edildi. Sonug olarak,
20 uM dozunda uygulanan karvakroliin dis eti fibroblast hiicrelerinde canlilik
diizeyini ve apoptoz/nekroz oranimi artirdigi ayrica ROT aktivitesini azaltarak ve
oksidatif hasar karsisinda olusan Nrf2 ve Keapl gen ekspresyon diizeylerini artirarak
oksidatif hasarin inhibe edilmesinde etkin bir rol oynadig: tespit edildi.

Anahtar Sozciikler: Oksidatif stres, antioksidan, karvakrol, Nrf2/Keapl



ABSTRACT

IN VITRO EVALUATION OF THE EFFECTS OF CARVACROL ON
HUMAN GINGIVAL FIBROBLAST CELLS

Kirikkale University
Graduate School of Health Sciences
Department of Periodontology, Ph.D. Thesis
Supervisor: Dog. Dr. Meltem HENDEK
Common Supervisor: Prof. Dr. Burcu OZDEMIR
October 2022, 95 pages

Periodontal disease is a progressive, infectious inflammation disease, caused by the
dysbiosis of oral resident flora, leading to the destruction of periodontium. The
pathogenic microorganisms is the etiological factor of periodontal disease, while the
immuno-inflammatory response affects the progression of the disease. Herbs and
their active ingredients have some remarkable benefits and valuable properties that
play an irreplaceable role in the maintenance of periodontal health. Carvacrol is an
antioxidant phenolic monoterpene compound found in essential oils of aromatic
plants such as thyme, pepper and wild bergamot, which has a therapeutic effect on
various diseases. Its antibacterial, antifungal, antiviral, immune modulator and
antioxidant properties have been investigated in many studies, and many studies have
reported that carvacrol has a therapeutic effect on different diseases. The aim of this
study is investigate the effects of carvacrol on effective dose, cytotoxicity, cell
viability, apoptosis, wound healing, oxidative stress and Nrf2/Keapl signaling
pathway by in vitro studies on gingival fibroblasts. As gingival fibroblast cells, cells
obtained by the research team from previous studies used. Cell viability and
cytotoxicity test determined by MTT method. Dose adjustment applied at different
concentrations in the MTT test. After determining the effective concentration of
carvacrol and H202, reactive oxygen species (ROS) levels determined in order to
determine the changes that may occur in oxidative stress by applying it to the cells
where oxidative stress is created. Immunohistochemistry staining applied to the cells
in order to examine the effects of carvacrol on the Nrf2 and Keap-1 pathways as a
result of the application of carvacrol to the cells in which oxidative stress is created
with H202. Double staining test performed for cell apoptosis analysis. Cell migration
and wound healing assessed using a scratch wound analysis, which measures the
expansion of a population of cells on surfaces.

Keywords: Gingival fibroblasts, thyme, carvacrol, oxidative stress, Keapl/Nrf2
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1. GIRIS

Periodontal hastalik, mevcut oral floranin disbiyozu nedeniyle periodonsiyumun
yikimina Yyol agan ilerleyici, enfeksiyoz bir enflamatuvar hastaliktir. Patojenik
mikroorganizmalar, periodontal hastaligin etiyolojik faktoridiir.
Immiinoenflamatuvar yanit hastaligm ilerlemesini ve yayilmasini etkilemektedir
(Kinane vd., 2017). Periodontal tedavide periodontal hastalikla iliskili subgingival
mikroorganizmalar1 ortadan kaldirmak, azaltmak ve periodontal sagligi korumak
amacglanmaktadir. Mevcut tedavi, profesyonel ve evde uygulanan mekanik temizlik
yontemleri ile plak olusumunun azaltilmasi ve engellenmesi ile bakteri yiikiiniin
azaltilmasina yoneliktir. Dis ylizey temizligi ve kok yiizeyi diizlestirmesi, periodontal
hastaliklar i¢in etkili geleneksel bir tedavi yontemidir. Mekanik tedavi, subgingival
mikroorganizmalarin prevalansini ve seviyelerini énemli dl¢lide azaltsa da tiim
patojenleri ortadan kaldirmaz (Jamal vd., 2018). Yillar boyunca periodontal
hastaliklarla iliskili, subgingival mikrofloranin ortadan kaldirilmasi i¢in farkli cerrahi

prosediirler, lokal ve sistemik antibiyotikler kullanilmistir.

Giincel yaklagimlar, periodontal hastaliklarin tedavisi igin antibiyotik diginda bitkisel
triinlerin de gelistirilmesini  hedeflemektedir. Bitkiler, yiizyillardir bulasict
hastaliklarin ~ tedavisinden parfiim iretimine kadar ¢ok c¢esitli amaglarla
kullanilmigtir. Yeni hastaliklarin ortaya ¢ikmasi ile birlikte mikroorganizmalarin
halen kullanilan antimikrobiyallere karsi artan direnci, yeni ve daha etkili ilaglarin
gelistirilmesini gerektirmektedir. Bitkiler ve igerdikleri etken maddeler, periodontal
sagligin korunmasinda essiz rol oynayan bazi dikkat cekici faydalara ve ozelliklere
sahiptir ve bilesenlerinin biyolojik ve yapisal g¢esitliligi nedeniyle, yeni
antibakteriyel, antifungal ve antiparaziter bilesiklerin kesfi igin benzersiz bir kaynak
olusturmaktadir (Sakkas vd., 2017). Periodontal yara iyilesmesi, yaralanmadan sonra
aktive olan bir dizi karmasik mekanizmay1 igeren, ardisik ve ortiisen fazlar tarafindan
yonetilen 6nemli fizyolojik bir siiregtir. Doku onarimi ve deney hayvanlarinda insan
kosullarini yapilandirabilen ¢alismalarin yeterli olmamasi, yara iyilesmesi igin yeterli

tedavilerin eksikligine neden olmaktadir (Richmond, 2012). Bu anlamda, yara



iyilesmesi i¢in daha etkili ve uygun maliyetli terapétik yaklagimlarin arastirilmasi
gerekmektedir. Tibbi bitkiler diinya ¢apinda gesitli hastaliklar igin tamamlayici veya
alternatif bir tedavi olarak kullanilmistir. Bu nedenle, bitkilerden elde edilen
biyoaktif iriinler, yeni ilaglarin gelistirilmesi igin biiyiik bilimsel ve ticari ilgi
gormektedir (Ahn, 2017; Li ve Vederas, 2009). Bu kapsamda monoterpen ve
seskiterpenler gibi diisiikk molekiiler agirlikli ugucu bilesenlerden olusan ugucu yaglar
aragtirllmaktadir. ~ Karvakrol, kekik, biber ve yabani bergamot gibi aromatik
bitkilerin ugucu yaglarinda bulunan cesitli hastaliklarda tedavi edici etkiye sahip
antioksidan bir fenolik monoterpen bilesigidir (Arkali vd., 2021). Karvakroliin
antibakteriyel (Rattanachaikunsopon vd., 2010; Ravishankar vd., 2010; Rivas vd.,
2010), antifungal (Chami vd., 2004), antiviral (Pilau vd., 2011), imminmodiilator
(Hashemipour vd., 2013) ve antioksidan ozellikleri (Alma vd., 2003; Radonic ve
Milos, 2003) bir¢ok galismada arastirilmistir ve bir¢ok calisma, karvakroliin farkli
hastaliklar tizerinde terapotik bir etkiye sahip oldugunu bildirmistir (Arunasree,
2010; Melo vd., 2011; Jayakumar vd., 2012).



2. GENEL BILGILER

2.1. Periodonsiyum

Periodonsiyum “disleri saran ve destekleyen dokular” olarak tanimlanmakta ve
alveolar kemik, sement, periodontal ligament ve disetinden olusmaktadir (Dorland,
1965; Ainamo vd.,1981).

Bu yapilarin bir araya gelmesiyle olusan periodonsiyumun gorevleri;

e Doku yikimi ve yaslanma ile meydana gelen yapisal degisiklikleri remodelasyon
ve rejenerasyon ile telafi etmek

e Cigneme, konusma ve yutkunma sirasinda olusan kuvvetleri karsilamak ve esit
olarak dagitmak

e Disi, ¢evresindeki kemige baglamak

e Dis ortama ait zararl etkilere kars1 savunma yapmak

e I¢ ve dis ortamlar arasinda bariyer olusturarak viicut yiizeyinin devamliligini
korumaktir (Newman vd., 2002).

2.2. Diseti

Morfolojik olarak diseti, yapisik diseti ve serbest diseti olarak adlandirilan iKi
anatomik yapidan meydana gelmistir (Lindhe vd., 2003). Serbest diseti, gingival
sulkusun yumusak doku duvarini olusturur ve disetinin disler {izerinde sonlandigi
bolgede yer alarak dislerin servikal boliimlerini sarar. Disler iistiinde dantela gibi
sonlandig1 yere diseti kenari, komsu iki disin kontak noktalar1 altindaki alani
dolduran kismi ise diseti papili olarak adlandirilir. Serbest diseti genisligi ortalama
0,5-2 mm arasindadir (Newman vd., 2002).

Yapisik diseti, diseti olugu tabanindan baslayarak mukogingival birlesime kadar
devam eder. Olduk¢a esnek bir yapidadir ve alttaki kemigin periostuna sikica
baglanmaktadir. Mukogingival birlesimden sonra alveol mukozasi ile devam eder.

Non-keratinize alveol mukozasi, yapisik disetinin aksine periosta olduk¢a gevsek

3



baglanir, bu nedenle hareketli bir yapidadir. Yapisik disetinin  genisligi,
mukogingival birlesim ile gingival sulkus tabanini arasindaki mesafedir (Lindhe vd.,
2003).

Klinik olarak yalnizca diseti gozle goriilebilmektedir ve saglikli diseti pembe renkli
olarak gozlenmektedir. Keratinizasyon ve pigmentasyon derecesine bagli olarak
klinik olarak az ¢ok belirgin olan mukogingival hatla oral mukozadan apikal olarak
ayrilmaktadir. Yapisik keratinize diseti, mukogingival hattan koronal olarak
uzanmaktadir ve kolajen lifleri ile alttaki periosteuma siki bir sekilde
baglanmaktadir. Yapisik disetinin koronoapikal genisligi farkli bireyler ve disler
arasinda onemli oOlglide degiskenlik gosterir ve yasla birlikte daha genis olma
egilimindedir (Ainamo vd., 1981).

2.2.1. Diseti Epiteli

Diseti epiteli, periodonsiyumun koruyucu biitiinliigiinti saglayan en énemli yapidir.
Insan diseti epitelinin histolojik gériiniimii ¢cok detayli olarak incelenmis ve ¢ok
sayida ¢alismada gosterilmistir (Schroeder vd., 1966; Muller vd., 1983; Schroeder
vd.,1981). Diseti, 4 epitel tabakasindan olusmaktadir. Bu tabakalar Stratum bazale,
spinosum, graniilozum ve korneum olarak adlandirilmaktadir. Stratum bazale,
germinatif tabakayr temsil etmektedir; hiicreleri esas olarak kiiboidaldir ve
hemidesmozomlar araciligryla alttaki bazal laminaya baglanmaktadir. Bazal hiicreler
ayrica hem bosluk baglantilar1 hem de hemidesmozomlar yoluyla birbirine
baglanmaktadir. Stratum bazale'nin bazi hiicreleri tiim epitel boyunca gé¢ etmekte ve

keratinize olmaktadir. Bu hiicrelere keratinosit adi1 verilmektedir (Skougaard., 1965).

Bazal tabakada tipik olarak gozlenen baska bir hiicre tipi ¢ok sayida dendritik siirece
sahip, yildiz seklinde bir hiicre olan melanositlerdir (Schroeder., 1969).
Melanositlerin  bilinen tek gorevi, elektromanyetik radyasyonun iyonlastirict
etkilerine karsi koruma saglayan bir pigment olan melanin iiretmek ve onu
keratinositlere dagitmaktir. Transfer islemi, Keratinositler tarafindan fagositoz

yoluyla gerg¢eklesmektedir (Jimbow vd., 1976).

Diseti epitelinde bulunan bir diger hiicre, kemik iligindeki bir progenitér hiicreden
tiireyen Langerhans hiicresidir. Langerhans hiicrelerinin, konak savunma hiicrelerine
benzer yiizey antijenleri ve reseptorleri igerdigi gosterilmistir. Bundan dolay1 bu

hiicrelerin disetinde mikrobiyolojik hasara karsi konak yanitinda ¢ok biiyiik bir rol



iistlendigi one siiriilmiistir (Newcomb vd., 1982). Ozetle, diseti epitelinin bazal
tabakasindaki hiicreler, alttaki yapilari koruma ve yeni epitel hiicreleri {iretmenin
yanisira stratum bazaleyi alttaki bag dokusundan ayiran bazal laminay1 olusturan
makromolekiillerin sentezlenmesi ve salgilanmasindan sorumludur (Karring vd.,
1970). Stratum bazalenin hemen istiinde, yiiksek miktarda sitoplazmik filamentler
barindiran hiicrelerden olusan stratum spinosum bulunmaktadir ve 1sik
mikroskobunda, komsu hiicreler arasinda goriinen “kopriiler” ile karakterize
edilebilmektedir. Stratum spinozum’un {izerinde, keratohyalin graniilleri, yassi
hiicresel elementler, enzimler ve Odland cisimlerini igeren stratum graniilozum
bulunmaktadir. Graniiler tabakanin hiicreleri arasindaki desmozomal baglantilar
diger tabakalara gore daha sik gozlenmektedir. Hiicreler oral epitelin en dig
tabakasina, stratum korneuma yaklastikca, diseti ylizeyine diiz bir sekilde
sikistirilmis sekilde goriinen ve hi¢ ¢ekirdek igermeyen korneositlere doniismekte ve

hiicre i¢i keratinizasyon siireci tamamlanmaktadir (Schroeder vd., 1966).

2.2.2. Diseti Bag Dokusu

Epitel tabakasinin altinda lamina propria olarak da adlandirilan diseti bag dokusu
bulunmaktadir. Bag dokusu, serbest marjinal ve interdental dis eti ve bu yapilarin
tim bolgeleri dahil olmak iizere yapisik disetinin biiylik bir boélimiini
olusturmaktadir (Hassell, 1993). Saglikli disetinin lamina propriasinda daha az
yogunlukta bulunan diger elementler ise fibroblast hiicreleri, doku makrofajlari,
sinirler, baz1 lokositler, mast hiicreleri, vaskiiler elementler ile glikoprotein ve

proteoglikanlardan olusan temel maddedir (Schroeder vd., 1973).

2.2.3. Bag Dokusu Hiicreleri

Periodonsiyum, bilesen dokular1 iizerine getirilen stres ve saldirilara siirekli olarak
yanit vermesi gereken dinamik bir yapidir. Normal olarak yumusak bag dokularinda
bulunan hiicreler bu dinamizmi yansitir (Cizelge 2.1). Hiicreler, bag dokusunun

hacimce yaklasik %8'ini olusturur (Schroeder vd., 1973).



Cizelge 2.1. Bag dokusu hiicreleri (Hassell 1993)

Sabit Hiicreler Hareketli Hiicreler

Fibroblastlar Lenfositler

Mezensimal K6k Hiicrerleri Plazma Hiicreleri

Adipositler Makrofajlar

Mast Hiicreleri Lokositler (Notrofil, Eozinofil, Bazofil)
Retikiiler Hiicreler Pigment Hiicreleri

2.3. Fibroblast

Periodontal bag dokusunda yaygin olarak bulunan ve islevsel olarak en &nemli
hiicrelerden birisi olarak bilinmektedir. Diseti bag dokusundaki hiicrelerin %65’
fibroblastlardan olusmaktadir (Schroeder vd., 1973). Bu hiicrelerin goérevi, yapisal
bag dokusu proteinlerini, kolajen ve elastini, ayrica temel maddeyi olusturan
glikoproteinleri ve glikozaminoglikanlar1 tiretmektir. Periodontal fibroblastlar aktif
bir kolajenazin yani sira matris metalloproteinazlar (MMP) olarak bilinen hiicre disi
matrisi parcalama kapasitesine sahip olan enzimleri salgimaktadirlar (Birkedal ve
Hansen, 1988). MMP’lerin hepsi, fibroblastlar tarafindan inaktif ve 6ncii formda
salgilanmaktadir (Goldberg vd., 1989).

Fizyolojik kosullar altinda periodontal fibroblastlar hiicre dis1t matrisi tiretmekte ve
homeostazi siirdiirmektedir. Yabanci cisimleri fagosite etme ve capraz bagli kolajeni
sindirme yetenekleri sayesinde fibroblast hiicreleri disetinin yapisim1 ve doku

biitiinliiglinii korumak i¢in ¢ok 6nemlidir (Garant, 1976).

Fibroblastlarin biiylik, soluk lekeli cekirdekleri, ana lif gruplarinin histolojik
boliimlerinde kolaylikla goriilebilmektedir. Hiicre govdeleri, genellikle ayirt edilmesi
zor olan bir bazofilik sitoplazma ile lif demetinin uzun eksenine paralel sekilde
goriinmektedir. Elektron mikroskobu ile bakildiginda, klinik enflamasyon belirtileri
gosteren hastalarin disetlerindeki bazi fibroblastlarin oldukga biiylimiis ve sitopatik
olarak degismis goriindiikleri izlenmistir (Simpson vd., 1974).

2.4. Periodontal Hastalik

Periodontal hastaliklar, Porphyromonas gingivalis, Aggregatibacter

actinomycetemcomitans, Tannerella forsythia ve Treponema denticola gibi



subgingival biyofilmdeki patojenik mikrobiyotanin neden oldugu, dogal ve adaptif
immiin yanitlar1 tetikleyen gingivitis ve periodontitis olarak bilinen yaygin
enflamatuvar  hastaliklardir  (Periodontol  1996). Patojenik  mikrobiyotadaki
degisimler, digeti epiteli tarafindan sitokin ve kemokinlerin iiretimini indiikler, bu da
adezyon molekiillerin ekspresyonuna, diseti kilcal damarlariin gegirgenliginin
artmasina ve polimorfoniikleer nétrofillerin birlesim epiteli yoluyla diseti cebine
kemotaksisine neden olmaktadir (Ford vd., 2010). Bu siire¢ devam ederse,
enflamasyon dokularin derinlerine kadar uzanir ve periodontal cep olusumu ve

atagman kaybina neden olur (Hernandez vd., 2011).

Agiz boslugu, viicudun diger sistemleriyle baglantili bir bolgedir ve izole bir alan
olarak goriilmemelidir. Literatiirde, periodontal hastalik ile kardiyovaskiiler
hastaliklar, diyabet, artrit, alzheimer, gebelik komplikasyonlar1 gibi birgok sistemik
durumlar arasindaki iliskiye dair kanitlar toplanmistir ve bu durum bireylerin yasam
kalitesini 6nemli 6l¢tide etkilemektedir (Arigbede vd., 2012).

2.5. Periodontal Hastaliklarin Siniflamasi

Periodontal hastaliklarin 1999 smiflamasi periodontolojide hem klinik hem de
bilimsel ¢caligmalarda yaygin olarak kullanilan uygulanabilir bir kaynak saglamis olsa
da; agresif ve kronik periodontitis teshisindeki belirsizlik,hastaliklar arasinda
patobiyolojik temelli ayrimin yapilmamasi,6ngoriilen siniflar arasindaki temel
ayirimin net olmamasi ve dogru teshis konulmasinda yasanan sikintilardan dolay1
yeni bir smiflama ihtiyact dogmustur.Bu nedenlere dayanarak cevresel ve sistemik
risk faktorlerini degerlendiren yeni bilgiler toplanarak, 2017 yilinda periodontal
hastalik siniflamasi revize edilmistir (Armitage, 1999; Papapanou vd., 2017 ) (Sekil
2.1).



Periodontal Hastaliklar ve Durumlar

Periodontal saghk,
Gingival hastalik ve
durumlar

I
|

Periodontitis

Gelisimsel ve kazanilmis deformite ve
durumlarin periodonsiyuma etkisi

Sekil 2.1. 2017 Periodontal hastaliklarin ve durumlarin siniflandirilmasi (Caton vd., 2018)

; Dental plakla
Periodontal saglik ve Dental plaga bagh o Pl
m la . N B iligkili olmayan
Gingival saghk olusan gingivitis : 3
gingivitis
Nekrotizan Sistemik
periodontal Periodontitis hastaliklarla iligkili
hastaliklar periodontitis
Sistenik Penodontal Muko-
hastahk veya apscler ve gingival Travmatik
) durumlann endodontik deformite oklitzal
peniodonsiyuma peniodontal ve kuvvetler
ctkisi lezyonlar durumlar

2.5.1. Periodontal Hastalhklar ve Durumlar

1. Periodontal saglik, gingival hastaliklar ve durumlar

2. Periodontitis

3. Gelisimsel ve kazanilmis durumlarin periodonsiyuma etkisi

2.5.1.1. Periodontal Saghk Gingival Hastaliklar ve Durumlar

2.5.1.1.1. Saghkh Periodonsiyumda Klinik Gingival Saghk

Saglikli periodonsiyumda kemik kaybi ve atagman kaybi yoktur. Klinik gingival

saglik, klinik olarak enflamasyonun olmamasi durumudur.

2.5.1.1.2. Azalms Periodonsiyumda Klinik Gingival Saghk

Azalmig periodonsiyum periodontitis hastasi olmayan bireyde, gingival ¢ekilme ya
da kron boyu uzatma cerrahisi gibi islemlerden sonra veya daha o6nceden

periodontitis gegmisi olan; ancak su an periodontal olarak stabil olan hastalarda

enflamasyon yoksa, klinik gingival saglik olarak tanimlanir.

2.5.1.1.3. Dental Plakla iliskili Gingivitis

e Sadece dental plak biyofilmi ile iliskili

e Sistemik veya lokal risk faktorlerince yonetilen

e Ilaca bagl gingival biiyiimeler

Digler ve
protezle

thykili
faktorler



2.5.1.1.4. Dental Plakla fliskili Olmayan Gingivitis

Genetik/gelisimsel hastaliklar

Spesifik enfeksiyonlar

Enflamatuar ve immun durumlar

Reaktif prosesler

Neoplasmlar

Endokrin, nutrisyonel ve metabolik hastaliklar
Travmatik lezyonlar

Gingival pigmentasyon

2.5.1.2. Periodontitis

2.5.1.2.1. Nekrotizan Periodontal Hastaliklar

Nekrotizan gingivitis
Nekrotizan periodontitis

Nekrotizan stomatitis

2.5.1.2.2. Sistemik Hastahklarla Iliskili Periodontitis

v

Periodontitis

2017 smiflamasinda periodontitis, su sekilde tanimlanmaistir:

>2 komsu olmayan diste interdental klinik atagman kaybi (CAL) varligi veya
bukkal veya oral CAL >3 mm ve cep derinligi (PD) >3 mm peridodontal yikim
varhigi ile karakterize bir durumdur (Tonetti vd., 2017).

Staging (Evreleme) ve Grading (Derecelendirme) baz alinarak karakterize
edilmistir (Tonetti vd.,2017) (Cizelge 2.2 ve 2.3).

Peri-implant Hastaliklar ve Durumlar

Peri-implant saglik
Peri-implant mukozitis
Peri-implantitis

Peri-implant yumusak ve sert doku eksiklikleri



Cizelge 2.2. Periodontitis evre siniflamasi (Tonetti vd., 2018)

En Fazla Kayip
. Bolgesinde
interdental Klinik 1-2 mm 34 mm >5 mm >5 mm
Atagman
Hastalik Kayb1
Siddeti Radyografik Kemik Koronal Ugliide Koronal Ugliide Kokiin ortasmna veya Kokiin ortasma veya
Kaybi <%]15 <%l5 apikal tigliiye uzanan apikal tgliiye uzanan
Dis Kaybi Periodontitise Bagh Dis Kayb Yok Periodontitise Bagh Periodontitise Bagl
Dis Kayb1 <4 Dis Kayb1>5
. Evre II'ye ek olarak: Evre III’e ek olarak:
Maksimum Maksimum Sondlama Derinligi > 6 asagidaki nedenlerden
Sondlama Sondlama mm dolay1 kompleks
Karmagiklik Lokal Derinligi Derinligi Vertikal Kemik Kayb1 >3 rek.l_ablhtasY9n getel.dlllgl,
<4 <5 mm Cigneme Disfonksiyonu
. . Smif 11 Sinif IIT Sekonder Okluzal travma
Horizontal KH"fLZ‘I’(““‘ll’ kaasyng Problomi Siddetli Kret Defekti
Kemik Kaybt emt ayot Orta Derecede Kret Defekti K.apams bozuklugu,
Dislerde Stiriiklenme,
Agilma
20°den az dis
Kapsam ve | Tanimiayicr olarak
Dagilim Evre}; e Ekle Her evre i¢in, lokalize (% 30 dis dahil), generalize veya molar / kesici dis paterni

Cizelge 2.3. Periodontitis derece siniflamas1 (Tonetti vd., 2018)

ilerlemenin Longitudinal Veri S yilin {izerinde 5 yihin tizerinde S yilin tizerinde
Dogrudan | (Radyografik Kemik| kayip bulgusu yok <2mm >2mm
Kamtlart Kayb1 veya KAK)
% Kemik Kayb: <0.25 0.25-1.0 >1.0
Primer ilerlemenin / Yas :
Kriter Dolayh . ) ) ) biyofilm
Kanitlari biyofilm miktarina biyofilm miktarina miktarina
Vake'x . gore periodontal gore
Fenotipi periodontal dokularda yikim ile periodontal
dokularda yikim diisiik uyumlu dokularda yikim
fazla
Sigara Sigara Kullanmayan Sigara < 10/ giin Sigara > 10/ giin
Derece Risk
Belirleyicisi Faktorleri Diyabet Normoglisemik HgAlc < %7 HgAle %7
Periodontitisin
Sistemik Etki | Enflamatuvar hsCRP <1mgL 1-3 mg/L >3 mg/L
Riski Yiik s
Biyobelirtegler | KAK/Kemik | Salya, DOS, 0 ) 9
Kaybi Serum ’ :
Gostergeleri

2.6. Periodontal Hastahk Patogenezi

Periodontal dokularda mikroorganizma tiirleri tarafindan yaralanma veya istilaya
ugrama durumunda fizyolojik bir cevap olarak enflamasyon meydana gelmektedir.

Bu siirecte, kayip veya hasarli dokular iyilestirilmeye, onarilmaya ve yenilenmeye

calisilmaktadir. Zararli uyaranlarin varligina ilk tepki akut enflamasyondur ve “dogal

bagisiklik’’ tepkisinin aktivasyonu baskindir. Dogal bagisiklik, patojenlere karsi ilk
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savunma hattidir ve konagi korumay1 amaglayan fizyolojik aktiviteleri icermektedir.
Bu yanit genellikle transiida sivisinin birikmesini ve ardindan hiicreden zengin
enflamatuvar infiltrat akisini igermektedir (Ebersole vd., 2013). Dogustan gelen
bagisiklik tepkisi kisa siirelidir ve mikrobiyal hasarin veya diger enflamasyona neden
olan uyaranlarin ¢6ziilememesi durumunda adaptif bagisiklik sisteminin baskin
oldugu kronik enflamatuar durumlarin gelismesine yol agabilmektedir (Cekici vd.,
2014). Porphyromonas gingivalis, Tannerella forsythia ve Treponema denticola gibi
spesifik bakterilerin varligi, periodontitis ig¢in birincil mikrobiyal etiyolojik faktor
olarak bilinmektedir. Ancak bu bakterilerin tek basina varligi her zaman ciddi
periodontal atagman kaybinin gelismesiyle sonug¢lanmamaktadir (Socransky vd.,
1998). Hastalik indiiklenmesi ve yayilmasindaki en biiyiik etken, bir siire sonra bu
mikroorganizmalarin, biyofilm adi verilen organize bir bakteri toplulugu halinde
olgunlagabilmesidir (Marsh, 1994). Biyofilmdeki bakteri tiirleri rastgele
dagilmamustir, cevresel faktorleri daha iyi tolere edebilecek ve hizla biiyiiyecek
sekilde organize edilmistir (Marsh, 2000). Gram-pozitif bakteri topluluklari, kolonize
olma ve konakge1 iginde simbiyotik olarak var olma kapasitesine sahiptir. Bu sayede
Gram negatif anaerob patojenik bakterilerin biiyiimesini rekabetci bir sekilde inhibe
ederek koruma saglamaktadir (Roberts vd., 2015). Artan mikrobiyal yiike kars1 bir
enflamatuvar yanitin gelismesi ve biyofilmin biiyiimesiyle artan viriilans, daha
disbiyotik bir biyofilme gegisi destekleyebilmekte ve gelisen enflamasyon, gram-
negatif anaerobik bakterilerin gogalmasii tesvik etmektedir. Bu bakterilerin virtilans
faktorleri, diseti olugunu istila etmelerine ve bazi konak savunmalarindan
korunmalarina izin vermektedir. Bu durum konakg¢inin immiinoenflamatuvar yanitini
baglatmakta ve tedavi edilmezse periodontal hastaliga sebep olmaktadir
(Hajishengallis vd., 2011). Subgingival periodontal patojenlerin varliginda, konakg1
bagisiklik sistemi, periodonsiyumu korumak ve homeostazi yeniden saglamak igin
koordineli bir sekilde yanit vermektedir (Cekici vd., 2014). Periodontal enflamasyon
gelisiminin ilk asamasinda, bakteriyel iriinler proenflamatuvar mediyatorlerin
salinmmuini indiiklemektedir. Proenflamatuvar sitokinlerin artan saliniminin niikleer
faktor kappa-B transkripsiyonuna (NF-KB) bagli olduguna inanilmaktadir (Baldwin,
1996). Bu siireg, gram-negatif bakterilerin hiicre duvarlarinda bulunan ve zararl bir
endotoksin olan lipopolisakkaritin (LPS) varlig: ile aktive olmaktadir (Hanada vd.,
2002). Salgilanan proenflamatuvar mediyatorler, sitokinler ve interlokinleri igerir
(Bloemen vd., 2011). Interlskinler (IL) ve tiimér nekroz faktorleri (TNF) gibi
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spesifik sitokinlerin incelenmesi, periodonsiyumun tahrip olmasina neden olan
periodontal patojenlerin varligina ve altta yatan konak yanitinin anlasilmasina
yardimct  olmustur. Periodontitise neden olan patofizyolojik reaksiyonlari
anlayabilmek i¢in hayvan modelleri gelistirilmistir (Weinberg, 1999). Bu model
sistemlerinin kullanilmasiyla periodontal enflamasyon varliginin TNF-a, IL-1, I1L-6
ve IL-8 gibi proenflamatuvar sitokinlerin dolasimda artisina yol agtigin1 gostermek
miimkiin olmustur (Garlet, 2010). Bu mediyatorlerdeki arti, polimorfoniikleer
notrofillerin  damar sisteminden enflamasyon bdélgesine gogiinii  kolaylastiran
vazodilatasyona neden olur. Ayrica sitokinlerin bag dokusu metabolizmasi ve kemik
metabolizmasi {izerinde etkisi vardir. IL-1p saliniminin, niikleer faktor kB ligandinin
(RANKL) reseptor aktivatoriiniin ekspresyonunu artirabilecegi gosterilmistir (Liu
vd., 2010). Osteoblastlar, fibroblastlar ve aktive edilmis T hiicreleri tarafindan
eksprese edilen RANKL, pre-osteoklastlarin yiizeyinde dogrudan niikleer faktor
kB’nin reseptor aktivatoriine baglanir ve kemik rezorpsiyonundan sorumlu olan ve
periodontitis patogenezinde onemli bir rolii olan osteoklastlarin farklilagmasi ile
sonuglanir (Crotti vd., 2003). Ayrica IL-1, IL-6 ve TNF- a ,MMP’lerin
polimorfoniikleer 16kosit aracili salinimini arttirrr. MMP’ler, hiicre disi matrisin
bozulmasindan sorumlu olan bir enzim grubudur (Visse vd., 2003). Bu nedenle, artan
MMP saliniminin periodonsiyum igin olumsuz sonuglar1 vardir ve enflamatuvar
mediyatorlerin aktivasyonu yoluyla dolayli olarak enflamasyonu diizenlemektedir
(Romanelli vd.,1999). Sonug olarak periodontal ligament ve alveolar kemik dahil
olmak iizere dis destek dokularinin daha fazla kaybina yol agmaktadir (Birkedal ve
Hansen, 1999). Bakterilere ve ayrica periodontal dokulari kolonize eden viriislere
kars1 enflamatuar ve bagisiklik tepkileri, sistemik dolasimi ve nihayetinde viicudun
periferik sistemlerini igerir. Bu sistem hiicresel ve hiimoral faktorleri, sitokinler,
kemokinler ve biytime faktorlerini iceren karmasik ¢ift yonli bir konak-
mikroorganizma etkilesimler dizisi yaratir. Primer etiyolojik ajan, subgingival
biyofilm igindeki agirlikli olarak gram negatif anaerobik veya fakiiltatif bakteriler
olmasina ragmen, periodontal doku yikimmin ¢oguna bu mikroorganizmalara ve
tirtinlerine kars1 uygun olmayan bir konak tepkisinin neden oldugu diistiniilmektedir
(Lamster vd., 1992). Daha spesifik olarak, proteolitik enzimler ve ROT ile
antioksidan savunma sistemleri arasindaki homeostatik dengenin korunmasindan

sorumlu olduguna inanilmaktadir (Chapple vd., 2007).
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2.7. Serbest Radikaller

Serbest radikaller, eslenmemis elektronlar1 olmasi bakimindan ¢ogu biyolojik
molekiilden farkli olan kiiciik yayilabilir molekiillerdir. Serbest radikaller oldukga
reaktif olma egilimindedir ve bir veya birden fazla molekiile zarar vermek igin tek bir
serbest radikal yeterlidir. Serbest radikaller hem endojen hem de eksojen kaynakli
tretilmektedir. Endojen kaynakli {retim bagisiklik hiicresi  aktivasyonu,
enflamasyon, iskemi, kanser, asir1 egzersiz, stres ve yaslanma ile olurken; cevre
kirliligi, agir metaller (Cd, Hg, Pb, Fe ve As), baz ilaglar (siklosporin, takrolimus,
gentamisin ve bleomisin), kimyasal ¢oziiciiler, pisirme (fiime et, kullanilmis yaglar
ve kat1 yaglar), sigara dumani, alkol ve radyasyonlar eksojen kaynakli iiretime neden
olabilmektedir. Bu eksojen bilesikler viicuda girdiginde metabolize olurlar ve yan
riinler olarak serbest radikaller iiretilir (Valko vd., 2006). Viicutta olusan ROT ile
antioksidan yanit arasindaki denge korundugu siirece viicut serbest radikallerden
etkilenmemektedir. ROT {iretiminin asir1 artmast ya da antioksidan savunmanin
azalmas1 sonucu bu dengenin bozulmasiyla birlikte oksidatif stres olusur ve protein
hasarina, hiicre membrani hasarina, mitokondri hasarina, apoptozisin indiiklenmesine

ve hiicre oliimlerine neden olabilmektedir (Sies, 2000).

2.8. Reaktif Oksijen Tiirleri

ROT, siiperoksit radikali, hidroksil radikali ve nitrik oksit radikali gibi serbest radikal
tiirleri ve H202 ile hipoklor6z asit gibi oksijenin radikal olmayan tiirevlerini igeren
toplu bir terimdir. Serbest radikallerin dis yoriingelerinde bir veya daha fazla
eslesmemis elektronun varhigi, bu tiirleri, 6zellikle serbest radikal tiirlerini dogada
asir1 derecede reaktif hale getirir (Halliwell vd., 1992). Son yillarda, ROT, bir¢ok
enflamatuvar hastaligin ilerlemesindeki merkezi rolleri nedeniyle giderek daha fazla
dikkat c¢ekmeye baglamistir (Mittal vd., 2014). ROT’lar normal hiicresel
metabolizmada yer alirlar ve ¢ogu dokudaki hiicreler tarafindan stirekli olarak
uretilirler. Fizyolojik kosullar altinda ROT, ROT aracili doku hasarini 6nleyen
antioksidanlar tarafindan etkili bir sekilde notralize edilir (Sies,1997). Enflamasyon
meydana geldiginde, esas olarak dogustan gelen bagisiklik sistemi hiicreleri
nedeniyle ROT iretimi artar (Mittal vd., 2014). Daha sonra, ROT'un yiiksek

seviyeleri veya aktiviteleri antioksidan savunma sistemi tarafindan dengelenemez, bu
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da oksidatif strese ve doku hasarina yol acar (Sies, 1997). Sonug olarak; ROT, lipid
peroksidasyonu, DNA hasari, protein hasari ve énemli enzimlerin oksidasyonunu
iceren dogrudan doku hasarina neden olabilir ve sinyal molekiilleri veya

enflamasyon aracilar1 olarak da islev gorebilirler (Chapple ve Matthews, 2007).

2.9. Protein Hasan

Oksidatif stres durumunda protein peroksidasyonu peptid zincirinin pargalanmasi,
capraz baglanma, elektrik yiikiiniin degistirilmesi, proteinler ve spesifik

aminoasitlerin oksidasyonu gibi gesitli mekanizmalarla ger¢eklesmektedir. Baz1 eser

+2 +2
metal iyonlarmin (Fe ve Cu gibi) etkisi ile proteinler oksidatif olarak hasar

gormektedir (Reddy, 2006; Bahramikia vd., 2009).

Oksidatif hasara en duyarli olan aminoasitlerin prolin, lizin, histidin ve argininin
oldugu tespit edilmistir. Proteinlerin ROT ile reaksiyonu sonucu peroksitler ve
karboniller gibi ¢ok cesitli kalinti modifikasyonlar1 meydana gelmekte ve olusan
kalinti modifikasyonlar1 oksidatif hasarin belirlenmesinde olduk¢a etkin rol
oynamaktadir (Nimse ve Pal, 2015).

2.10. DNA Hasan

Niikleotidlerin oksidasyonu sonucunda oksidatif stres DNA hasar1 meydana
getirebilmektedir (Dizdaroglu ve Jaruga, 2012). Serbest radikallerden olan hidroksil
radikali DNA bazlarina zarar vermekte ve DNA’da tek ve ¢ift dal kiriklarina,
kontrolstiz baz dizilimine ve baz modifikasyonlarina neden olmaktadir (Box vd.,
1995).

ROT aracili DNA hasarina bir¢ok hastalikta rastlanmaktadir. ROT aracili DNA
hasar1 goriilen bazi hastaliklar ve durumlar; kardiyovaskiiler ve otoimmiin
hastaliklar, nérodejeneratif hastaliklar ve yaglanma olarak bilinmektedir (Milisav vd.,
2018; Smallwood vd., 2018; Ochoa vd., 2018).

2.11. Lipit Peroksidasyonu

Basta hiicre zarlarimin ¢oklu doymamais yag asitleri olmak tizere tiim ana biyomolekiil

simiflar1  serbest radikaller tarafindan saldirtya ugramaktadir. Olusan lipit
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peroksidasyonu kendi kendine devam eden bir zincir reaksiyonu olarak ilerledigi igin
oldukga yikicidir (Jenkinson vd., 1999; Park vd., 2009). Lipit peroksidasyonunun
baslica triini lipit hidroperoksittir. Lipit peroksidasyonu lipit hidroperoksitin
aldehitlere ve diger karbonil bilesenlere doniismesi ile sonlanir. Malondialdehit, bu
bilesenlerden biridir ve oksidatif stresi en iyi degerlendiren ve aymi zamanda
periodontitiste en ¢ok arastirilan lipid peroksidasyon iiriiniidiir. Lipit peroksidasyon
seviyelerini belirlemek i¢in c¢alismalarda siklikla kullanilir. Malondialdehit,
enzimatik veya enzimatik olmayan islemler yoluyla arasidonik asit ve diger ¢oklu
doymamis yag asitlerinin parcalanmasiyla tretilen bir son triindiir (Esterbauer ve
Cheeseman, 1990). Lipid peroksidasyonu, doku yikimi ile yaygmn olarak
iliskilendirilmektedir ve bu durumun periodontitis gibi doku yikimmin yiiksek
oldugu hastaliklarla kuvvetli bir iliskisi oldugu diistiniilmektedir (Esterbauer vd.,
1991). Lipid peroksidasyon iiriinleri, iltihabi dis eti dokularindan difuze oldugu igin,
tikiiriikte ve serumda olgiilebilmekte ve saglikli dokularda ¢ok diisiik diizeyde iken
hastalikli durumlardaki artis1, serbest oksijen radikallerinin olusturdugu doku
hasarmin bir gostergesi olarak kullanilabilmektedir (Panjamurthy vd., 2005; Khalili
ve Biloklytska, 2008).

2.12. Periodontitis ile Tliskili ROT Asir1 Uretimi

Periodontitiste baskin ROT kaynaginin nétrofiller oldugu diisiiniilmektedir. Kanda en
fazla bulunan hiicreler, bakteriyel enfeksiyona karsi ilk savunma hattinda
bulunmaktadir. Patojenik biyofilm tarafindan konak yanitinin baglatilmasindan sonra
notrofiller, periodontal dokuda ve diseti sulkusunda toplanan en yaygin enflamatuvar
hiicreler haline gelir (Miyasaki, 1991). Patojenler tarafindan uyarilmanin ardindan
notrofiller, fagositoz sirasinda nikotinamid adenin diniikleotid fosfat (NADPH)
oksidaz tarafindan Kkatalize edilen “solunum patlamasi” adi verilen metabolik yol
araciligryla O iiretir (Chapple ve Matthews, 2007) (Sekil 2.2). O fagozomal ve
hiicre dis1 ortama salinabilir ve daha sonra H202, hipokloroz asit, hidroksil radikali
(OH) ve tek oksijen (102) gibi farkli radikal ve radikal olmayan tiirevlere
doniistirilebilir.  Protein  fosforilasyonu, ¢esitli  transkripsiyonel faktorlerin
aktivasyonu, apoptoz, bagisiklik ve farklilagsma gibi siireglerin tiimii, uygun bir ROT

tiretimine Ve hiicreler iginde diisiik seviyede tutulmasina baghdir (Rajendran vd.,
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2014). ROT iretimi arttiginda proteinler, lipidler ve niikleik asitler gibi 6nemli

hiicresel yapilar tizerinde zararl etkiler goriilmektedir (Wu vd., 2013).

Bu molekiiller esas olarak mitokondri, peroksizom ve endoplazmik retikulumda
meydana gelen g¢esitli metabolik reaksiyonlarda tiiketilen oksijenden diretilir.
Mitokondri tarafindan tiiketilen oksijenin yaklasik %2’sinin indirgenerek siiperoksit
olusturdugu tahmin edilmektedir. Bu nedenle mitokondri ROT un ana kaynagi olarak
kabul edilmektedir (Finkel, 2012, Handy vd., 2012). Peroksizomlar ise hem ROT un
temizlenmesinde hem de ROT iiretiminde yer almaktadir (Schrader vd., 2006).
Endoplazmik retikulum, disiilfit bagi olusumunu ve protein katlanmasini destekleyen
ve protein oksidasyonu yoluyla ROT seviyelerini artiran oksitleyici bir ortam
olusturmaktadir (Malhotra vd., 2007).

Bakteri

Notrofil hiicre
- membram

NADPH

H.O

Sekil 2.2. Periodontal hastalikta artan ROT {iretim mekanizmasi (Wang vd., 2017)
2.13. Antioksidanlar

Biyolojik antioksidan kavrami, oksitlenebilir bir substratinkine kiyasla daha diisiik
bir konsantrasyonda mevcut oldugunda, substratin oksidasyonunu geciktirebilen
veya onleyebilen bir bilesik olarak tanimlanmaktadir (Halliwell vd., 1999; Godic vd.,
2014).

Yapilan epidemiyolojik calismalar, antioksidanlarin ROT aktivitesini azaltarak
kanser ve diger dejeneratif hastaliklarin insidansin1 azaltma etkisini kanitlamistir
(Godic vd., 2014). Oksidatif hasara karsi gelistirilen ilk tanimlanan antioksidan

savunma sistemleri, ROT olusumunu engelleyenler ve olusan radikalleri bloke
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edenler olarak bilinmektedir (Cheeseman vd.,1993). Viicutta redoks homeostazini
stirdiirmek icin detoksifiye edici enzimler ve diisiik molekiiler agirlikli antioksidan
molekiiller ag1 mevcuttur. Antioksidanlar, endojen ve eksojen kaynakli olmak tizere
iki grup altinda toplanabilir (Cizelge 2.4). Endojen ve eksojen antioksidanlar, serbest
radikalleri etkisizlestirmek igin kullanilirlar ve oksidan/antioksidan dengesini
saglamak icin serbest radikallerden viicudu Kkorurlar. Endojen kaynakl
antioksidanlar, enzimatik ve nonenzimatik antioksidanlar olarak iki alt grupta
smiflandirilabilir. Siiperoksit dismutaz (SOD), katalaz (KAT), glutatyon peroksidaz
(GPx) ve glutatyon rediiktaz (GR) enzimatik savunma hattin1 olusturan enzimatik
antioksidanlardir. Enzimatik antioksidanlar, dogrudan ROT nétralizasyonundan
sorumludur ve bu mekanizmalar, ROT seviyelerini normal bir aralikta siirdiiriilmesi
icin gereklidir (Chapple vd., 2000; Kaklamanos vd., 2002; Battino vd., 1999).
Enzimatik olmayan antioksidanlar ise glutatyon, koenzim Q 10, melatonin, iirik asit,
bilirubin, albiimin, transferrin ve seruloplazmin olarak bilinmektedir (Aydemir vd.,
2009; Sen, 2011). ROT'u notralize etmek igin ikincil mekanizmalar eksojen
antioksidanlardir (Chapple vd., 2000). Cesitli meyve ve sebzeleri igeren dengeli bir
diyet yoluyla eksojen olarak elde edilir (Platel vd., 2015). Eksojen kaynakli
antioksidanlari, vitamin ve ila¢ olarak kullanilan antioksidanlar olmak tizere iki
grupta simiflandirabiliriz. a-Tokoferol, B-karoten, askorbik asit ve folik asit disaridan
alinan vitamin kaynakli antioksidanlardir (Aydemir vd., 2009; Sen, 2011). Ksantin
oksidaz ve NADPH inhibitorleri, rekombinant siiperoksit dismutaz, trolox-c,
sitokinler, barbitiiratlar ve demir selatorleri ise ilag kaynakli antioksidanlardir
(Aydemir wvd., 2009; Sen, 2011; Platel vd., 2015). Vitamin kaynakli
antioksidanlardan C vitamini, doku biiyiimesi ve onarimi, adrenal bez fonksiyonu ve
saglikli dis etleri icin gerekli bir antioksidandir. C vitamini, Siganlarda olmasina
ragmen insanlarda endojen olarak sentezlenmez (Halliwell ve Gutteridge, 1995). E
vitamini ise yagda ¢oziinen bir antioksidandir. Diisiik yogunluklu lipoprotein
partikiilii bagina 6 molekiil cx-tokoferol vardir, bu oran diger tiim antioksidanlardan
daha yiiksektir (Esterbauer vd., 1992). Plazma antioksidan durumunun yarisi iirat ve
albiiminden gelirken, antioksidan aktivitenin diger yaris1 E vitamini, enzimler ve
flavonoidler gibi kiigiik molekiillerden tiiretilir (Rice ve Evans, 1997). Meyve ve
sebzelerde mevcut oldugu bilinen antioksidan vitamin ve minerallere ek olarak
karotenoidler, flavonoidler ve diger fenolikler gibi fitokimyasallar, yiiksek radikal

stiptiriicti aktiviteleri ve kompleks demir olusturma kapasiteleri nedeniyle ¢ok giiglii
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antioksidanlardir (Wada ve Ou, 2002; Areias vd., 2001). Bu fitokimyasallarin ayrica
antibakteriyel, antiviral, antitrombotik, antienflamatuvar ve antikanser aktivitelere
sahip oldugu gosterilmistir (Hou, 2003; Astley ve Lindsay, 2002). Meyve ve
sebzelerin antioksidan kapasitesinin ¢ogunlugunun C vitamininden ziyade fenolikler
ve flavonoidlerden geldigi one siirtilmistir (Liu vd., 2002). Redoks dongiisii
enzimleri veya faz 2 enzimleri, diyette antioksidanlar gibi ¢esitli kKimyasal ajanlarin
diisiik konsantrasyonlari tarafindan transkripsiyonel olarak diizenlenir (Ramirez vd.,
2001). Talalay (2000) tarafindan yapilan deneyler, faz iki enzimlerin glutatyon gibi
endojen ligandlar ile sentetik oksidatif stres firtinleri arasinda konjugasyonu
destekledigini ve bunun da suda daha fazla ¢oziiniir ve dolayisiyla daha kolay
atilabilir driinlere yol agtigin1 gostermistir. Redoks dongiisii enzimleri arasinda
glutatyon peroksidaz, glutatyon transferaz, kinon rediiktaz ve siiperoksit dismutaz
bulunur. Stiperoksit dismutaz, oksijen ve H202 olusturmak tizere iki siiperoksit
radikalinin dismutasyonunu Kkatalize ederek hiicreden serbest radikalleri uzaklastirir.
Siiperoksit dismutaz (SOD), insan viicudunda en ¢ok bulunan antioksidan
enzimlerden biridir (Akalin vd., 2005). Etki mekanizmalarindan biri, siiperoksit
anyonlarinin, bir antioksidan gorevi goren H202 dontstiiriilmesidir (Kim vd., 2010;
Scandalios 2005). Cesitli enzimler, serbest radikallerin neden oldugu hasar1 onarmak
icin hareket edebilir. Metionin siilfoksit rediiktaz boyle bir enzimdir ve islevi,
aminoasit metioninin serbest radikal oksidasyonu ile olusan metionin siilfoksiti
onarmaktir. Bu degistirilmis aminoasidi iceren proteinler, diisiik metionin siilfoksit
rediiktaz seviyelerinin varlig: ile birlikte katarakt olusumunda rol oynar. Bununla
birlikte metiyonin stilfoksit rediiktazin radikalin neden oldugu hasar1 telafi etmedeki
onemi heniiz agikliga kavusturulmamistir (Halliwell ve Gutteridge, 1995). Oksidatif
olarak hasar gérmiis DNA, spesifik onarim enzimleri tarafindan onarilir (Mcan ve
Berti, 2003).
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Cizelge 2.4. Endojen ve eksojen antioksidanlar (Aydemir vd., 2009; Sen, 2011)

Stiperoksit dismutaz (SOD) Glutatyon Koenzim Q 10
Katalaz (CAT) Melatonin Selenyum
Glutatyon peroksidaz (GPx) Urik asit a-lipoik asit
Glutatyon rediiktaz (GR) Bilirubin Transferrin
Albiimin - Seruloplazmin

Ksantin oksidaz inhibitbderi
(allopiirinol, oksipiirinol , pterin aldehit, tungsten)

a-Tokoferol (Vitamin E)

NADPH oksidaz inhibittrleri (adenozin, lokal anestezikler, kal-

p-karoten (Vitamin A) sivum kanal blokerleri, nonsteroid antiinflamatuvar ilaglar)

Askorbik asit (Vitamin C) Rekombinant stiperoksit dismutaz
Folik asit (Vitamin B9) Trolox-C (vitamin E analogu)
Endojen antiok sidan aktiviteyi artiranlar

(GPx aktivitesini artiran ebselen ve asetilsistein)
Nonenzimatik serbest radikal toplayicilar (mannitol, albiimin)
Demir redoks diingiisti inhibitérleri (desfemroksamin)

Niitrofil adezyon inhibitirleri

Sitokinler (TNF ve [L-1)

Barbitiiratlar

Demir selatéirleri

2.14. Oksidatif Stres

Oksidatif stres, ROT iretimi ile antioksidan savunma mekanizmasi arasindaki
homeostatik denge kaybindan kaynaklanmaktadir ve periodontal hastalik gibi birgok
enflamatuvar hastalikla iliskili oldugu diistiniilmektedir (Nakanishi vd., 2004). Genel
olarak reaktif 6zelliklere sahip oksijen igeren siiperoksit (O2) ve hidroksil (HO)
serbest radikalleri ile H202 gibi radikal olmayan molekiiller, ROT olarak
bilinmektedir. Protein fosforilasyonu, cesitli transkripsiyonel faktorlerin aktivasyonu,
apoptoz, bagisiklik ve farklilagsma gibi siireglerin tiimi, uygun bir ROT iiretimine ve
hiicreler iginde diisiik seviyede tutulmasina baglidir (Rajendran vd., 2014). Orta
derecede stres apoptozu tetikleyebilirken, daha yogun stresler nekroza neden

olabilmektedir. Antioksidan savunma mekanizmalar1 yetersizse, cesitli dokularda
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hasar olusabilmektedir (Pizzino vd., 2017). Asir1 ROT firetimi, hiicresel lipidlere,
proteinlere ve DNA'ya zarar verebileceginden hiicre islevselligini bozabilir
(Rajendran vd., 2014). Hiicreler, kendilerini ROT'un neden oldugu hiicresel hasardan
korumak igin esas olarak siiperoksit dismutaz (SOD), katalaz (CAT) ve glutatyon
peroksidaz (GP) gibi enzimatik bilesenlere dayanan bir antioksidan savunma sistemi
kullanirlar (Deponte vd., 2013).

Oksidatif stres, ateroskleroz, nérodejeneratif hastaliklar, kanser, diyabetes mellitus,
enflamatuvar hastaliklarin yan1 sira psikolojik hastaliklar ve yaslanma siiregleri dahil
olmak iizere bir¢cok hastaligin patogenetik mekanizmalariyla iligkili bir durumdur
(Durackova vd., 2010).

2.15. Periodontal Hastalik ve Oksidatif Stres

Periodontitis patogenezinde enflamatuvar hiicrelerde en baskin bagisiklik sistemi
hiicresi olan nétrofiller fazla miktarda iiretildigi zaman normalden daha ¢cok ROT
olusmasina neden olmaktadir. Bu durum oksidan ve antioksidan sistem arasindaki
dengeyi bozarak oksidatif strese neden olmaktadir (Chapple ve Matthews, 2007;
Nauseef ve Borregaard, 2014). Notrofiller, NADPH oksidaz aktivasyonu, siiperoksit

radikali (O, ) ve ikincil ROT olusumuyla proenflamatuvar yollar: aktive eden sinyal
stimiilasyonuna aracilik ederek, enflamasyon sirasinda artan oksidatif strese neden
olmaktadir. Notrofil tirevli ROT’un hepsi birgok akut ve kronik enflamatuvar
durumda goriilen doku hasart ile iligskilendirilmektedir (Kehrer, 1993). ROT larin
enflamasyon alaninda doku hasarina neden olmasmin yaninda proenflamatuvar
sitokinler i¢in ikincil haberci gibi davrandigi gosterilmistir (Harijith vd., 2014).
Ayrica ROT, osteoblastlar ve osteoklastlar tarafindan RANKL reseptor aktivatoriinii

artirarak kemik yikimina da katkida bulunmaktadir (Wauquier vd., 2009).

2.16. Niikleer Faktor Eritroid 2 ile iliskili Faktor 2 (Nrf2)

Nrf2, antioksidanlarin ve faz Il detoksifiye edici enzimlerin gen transkripsiyonunu
diizenleyen anahtar bir transkripsiyon faktoriidiir. Nrf2, Nrf2 sinyallemesine aracilik
eden molekiiler etkilesimler igin gerekli olan alti yiiksek oranda korunmus alani
(Neh1-6) igerir (Sekil 2.3). Oksidatif ve elektrofilik hasarlarda merkezi bir rol oynar

ve esansiyel antioksidan ve detoksifiye edici enzim genlerinin promotdriinde,
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antioksidan yanit elemanlarina (ARE'ler) afinitesi nedeniyle enflamatuvar hasarin
kontroliine katkida bulunabilir (Sima vd., 2016). Bazal kosullar altinda, Nrf2, bir
hiicre iskeleti olan Keapl'e baglanir.

Keap1-NrF2 kompleksi Keapl

OB cus

Binding NrF2

NrF2
DLG | ETGE
- Neh2 Nebd BNchS ¥ Neht N Nehl @

Keapl p-TrCP1 Small Maf
Binding Binding Binding

Sekil 2.3. Niikleer faktor eritroid 2-iliskili faktor (Nrf2) ve Keapl'in etki alani yapilar

Nrf2, 6 yiiksek oranda korunmus alan igerir, Neh1-6. Nehl, kiiciik Maf proteinleri
ile dimerizasyona aracilik eden ve DNA baglanmasi i¢in gerekli olan bir bZip motifi
icerir. Neh2, Keapl ile etkilesimi kontrol eden DLG ve ETGE motiflerini igerir.
Neh6 alani, B-TrCP1 adaptor proteini tarafindan taninan ve cgekirdekte Nrf2'nin
bozulmasina aracilik eden fosfodegronu igerir. Neh3-5, islem alanlar1 olarak islev
goriir. Keapl'de araya giren bolge (IVR), BTB alanin1 Kelch alanindan ayirir. BTB
alani, Keapl'in homodimerizasyonuna ve Cullin3 (Cul3) ile baglanmasina aracilik
eder. Kelch alani, Neh2 ile etkilesime aracilik eder. Keapl'deki birkag sistein
kalintisinin, elektrofiller ve oksidanlar igin sensorler olarak 6nemi gdsterilmistir.
Nrf2'nin aktivasyonu igin Cys151, Nrf2'nin baskilanmasi i¢in ise Cys273 ve Cys288
gereklidir (Kansanen vd., 2013).

Nrf2, transkripsiyonel hedefleri ile bir¢ok hiicresel cevabi dogrudan diizenler.
Oksidasyon kosullarinda ¢oklu antioksidan proteinlerin regiilasyonunu yoneterek,
mitokondri tiirevli ROT'a karst koyan sistemlerden biridir. Nrf2, mitokondriyal
solunumda, ATP {iretiminde ve mitokondriyal membran potansiyelinin
korunmasinda da gorev almaktadir. Hiicrelerde azalmis Nrf2 aktivitesi, diisiik
seviyelerde mitokondriyal membran potansiyeli, oksijen tiiketim hizi1 ve ATP iiretimi
ile sonuglanmaktadir. Ayrica, Nrf2'nin yoklugunda, NADPH seviyelerinde de azalma
gozlenmektedir (Dodson vd., 2019).
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2.17. Periodontiste Nrf2'nin Rolii

Periodontal hastaligin ilerlemesi sirasinda, kalici proenflamatuvar yanitlar,
notrofillerin ilgili bolgeye gelmesini tesvik etmektedir. Bu bolgelerde, hiicre disi
ortama siirekli bir noétrofil gécti ve ROT salinimi vardir (Dahiya vd., 2013) (Sekil
2.4). Patojenik biyofilmlerin biiyiimesini kontrol etme girisimi olan bu tepkiler, dis
destek dokularmin yikimimi tesvik etmektedir. Dolayisiyla oksidatif stres,
periodontiste periodontal yikima katkida bulunmaktadir (Chapple ve Matthews,
2007). Saglikli bireylerle karsilastirildiginda, geleneksel periodontal tedavi goéren
kronik periodontitis hastalarin oral noétrofilleri belirgin sekilde daha yiiksek ROT
tiretmekte ve daha fazla periodontal atagman kaybina sebep olmaktadir. Asirt ROT
tretimi ve antioksidan eksikligi, periodonsiyumdaki proteinlerde oksidatif hasara,
plazmada ise lipid peroksidasyonuna neden olmaktadir ve bu degisiklikler hastalik

siddeti ile iliskili bulunmustur (Kurita ve Ochiai vd., 2015).

Nrf2'nin periodontal hastalik toleransinin Kritik unsurlart olan bakteri, nétrofil ve
makrofaj etkilesimleri karsisinda periodontal dokularin korunmasinda énemli bir rol
oynadigim diisiindiirmektedir (Hasturk vd., 2012). ileri periodontitisli hastalardan
alinan natrofillerde regiile edilen konaker ile iliskili immiinopatolojik mekanizmalar,
periodontitisin ilerlemesine biiyiik katkida bulundugu i¢in disbiyotik biyofilmlere
karst immiin toleransin klinik 6nemi olduke¢a biiyiiktiir. Patojenlere nétrofil aracili
normal yanit, ROT tiretimini i¢erir. ROT'un birincil roli bakteri inhibisyonu iken, bu
molekiiller fazla miktarda doku hasarina neden olur ve belirgin bir enflamatuar yanit
baslatabilir. Hiicreler, ROT'tan kaynaklanan hiicre ve doku hasarmin etkilerini en aza
indirmek igin 6zel sistemler gelistirmektedir. ROT ile iligkili hasarin énlenmesine
yonelik sistemlerden biri esas olarak Nrf2 transkripsiyon faktoriiniin down
regiilasyonundan sorumlu antioksidanlarin ekspresyonunu icermektedir (Kansanen
vd., 2013).
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Sekil 2.4. Saglikli ve hastalikli periodontal dokuda nétrofil yaniti

(A) Saglikta, sikica yerlesmis diseti dokular1 epitelyal atagmanin korunmasina
yardimct olur. Agiz boslugu, notrofilleri diseti cebi ve epitelyuma girmeye tesvik
eden cok sayida patojenik olmayan bakteri barmdirir. Ilk savunma hatt1 olarak
hareket eden nétrofiller, ROT iireterek bakteriyel biyofilme yanit verir. Periodontal
saglikta, iiretilen ROT miktarlar1 ile antioksidan savunma sistemleri arasindaki denge
korunur, bu sayede niikleer faktor eritroid 2-iliskili faktor (Nrf2) yolu aktive edilir ve
ROT'u notralize etmek icin antioksidanlar salinir. Periodontal saglikla iligkili
bakteriyel biyofilmler, asir1 enflamasyon olusturmadan periodontal koruma saglayan

hastaliga toleransli, paraenflamatuvar polimorfoniikleer 16kosit fenotipini destekler.

(B) Periodontitiste bakteriler dis yiizeyinde birikir ve komsu epiteli ve bag dokusunu
enfekte ederek periodontal cepte artan notrofil gogiine neden olur. Notrofil
infiltratindaki artis, Nrf2 yolaginin down regiilasyonu ve ardindan antioksidan
tiretiminin inhibisyonu ile iliskilidir, bu da asirt ROT iiretimine yol agar. Sonug
olarak, yiiksek ROT seviyeleri, noétrofilin patojenle savasmak i¢in kullandigi
savunma sistemlerinden biri olan netosis olusumunda bir artisa yol agarak bakterilere
baglanan ve bakterileri 6ldiiren graniiler proteinleri serbest birakir. Bu, antioksidan
yolu vyeterince diizenleyemeyen bir proenflamatuvar polimorfoniikleer I6kosit
fenotipine karsilik gelebilir (Dahiya vd., 2013).
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2.18. Keap1l (Kelch Benzeri ECH ile Iliskili Protein 1)

Keapl, Nrf2'ye baglanan birincil Nrf2 diizenleyici mekanizma olarak islev goren bir
adaptor proteindir (Harder ve digerleri 2015). iki Keapl molekiilii, N-terminalinde
bulunan Nrf2'nin Neh2 alanindaki Nrf2 ile 2 anahtar motifin taninmasindan
sorumludur. Nrf2'nin kiigtik bir kismi, inhibe edici kompleksten kagar ve bazal
antioksidan tepki elementlerine (ARE) bagli gen ekspresyonuna aracilik etmek igin
cekirdekte birikir, boylece hiicresel redoks homeostazini siirdiiriir. Bazal kosullar
altinda, Nrf2, bozunma i¢in Keapl’e baglanir. Keapl, Nrf2'nin ubikitin aracili
proteazom sistemine (UPS) siirekli gegisine aracilik eden, boylece Nrf2 protein
diizeylerini diisiik tutan ve gereksiz antioksidan genlerin transkripsiyonunu onleyen

bir hiicre iskeleti baglayici proteindir (Kansanen vd., 2013)

2.18.1. Kelch Benzeri ECH ile Tliskili Protein 1/Niikleer Faktor E2 ile Tliskili
Faktor 2 (Keapl/Nrf2) Sinyal Yolu

Kelch benzeri ECH ile iliskili protein 1/niikleer faktor E2 ile iliskili faktor 2
(Keapl/Nrf2) sinyal yolu, viicudun oksidatif hasardan korunmasinda merkezi bir rol
oynamaktadir. Nrf2 transkripsiyon faktorii, sitoplazmada baskilayic1 protein Keapl
tarafindan siki bir sekilde diizenlenmektedir. Oksidatif stres altinda Nrf2,
Nrf2/Keapl kompleksinden salinir ve ¢ekirdege yer degistirir. Daha sonra, ARE'lere
baglanir ve SOD, KAT ve hem oksijenaz-1gibi down regiilasyon genlerinin
ekspresyonunu up regiile ederek, hiicresel antioksidan savunma sistemini aktive eder
(He vd., 2020). Nrf2’nin aktivasyonu, hiicresel redoks homeostazini siirdiirmek igin

gen ekspresyonunun diizenlenmesi igin gereklidir (Harder vd., 2015).

2.19. Esansiyel Yaglar

~

"Esansiyel yag" terimi ilk kez 16. yiizyilda her ilacin etkili bilesenini "quinta
essentia” olarak adlandiran Paracelsus tarafindan kullanilmistir (Malamas vd., 1992).
Yaklagik 500 bilesik olan esansiyel yaglarin bilesenleri arasinda terpenler
(monoterpenler ve seskiterpenler), terpenoidler (izoprenoidler), aldehitler ve fenoller
gibi alifatik ve aromatik bilesikler bulunur. Baskin bilesenlerin, yagmn toplam
konsantrasyonunun %85'ini olusturmasi miimkiindiir. 300'i yaygin olarak ticareti

yapilan yaklasik 3.000 iyi bilinen esansiyel yag oldugu tahmin edilmektedir.
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Esansiyel yaglarin bilesimi, ¢evre kosullari, toprak bilesimi ve yetistirme yontemi,
bitkinin toplandigi mevsim ve giiniin saati, depolama ve isleme kosullari, yag
cikarma yontemi ve bitki analizi gibi ¢esitli faktorlere baglidir. Esansiyel yaglar
damitma, fermantasyon, ezme, ekstraksiyon, hidroliz ve havalandirma yoluyla
bitkilerden iiretilir, ancak en sik kullanilan yoéntem buharla damitmadir. Bitkiler
yiizyillardir bulasict hastaliklarin tedavisinden parfiim tiretimine kadar ¢ok cesitli
amaglarla  kullanilmistir.  Yeni  hastaliklarin  ortaya ¢ikmasi ile birlikte
mikroorganizmalarin halen kullanilan antimikrobiyallere kars1 artan direnci, yeni ve
daha etkili ilaglarin gelistirilmesini gerektirmektedir. Bitkiler, bilesenlerinin biyolojik
ve yapisal ¢esitliligi nedeniyle, yeni antibakteriyel, antifungal ve antiparaziter

bilesiklerin kesfi i¢in benzersiz bir kaynak olusturmaktadir (Sakkas vd., 2017).

2.19.1. Periodontal Hastalik ve Esansiyel Yaglar

Esansiyel yaglar, gesitli agiz hastaliklarina ve o6zellikle dis hastaliklarma karsi
koruyucu ve tedavi edici bir ajan olarak énemli bir potansiyele sahiptir. Esansiyel
yaglarin antimikrobiyal ve antienflamatuvar ajan olarak, gesitli dis hastaliklarinin
yonetimi ve tedavisi icin 6nemli bir potansiyele sahiptir. Periodontitis, dis erozyonu,
dis ¢iriikleri, dis agris1i, dis eti iltthabi ve plak tutumu gibi dis ve diseti
hastaliklarinda, farkli esansiyel yaglarin terapotik etkinlikleri kapsamli bir sekilde
aragtirtlmigtir. Son yillarda, c¢esitli arastirmacilar tarafindan esansiyel yag bazli
formiilasyonlar ve bunlarin dis bakimindaki uygulamalari ile ilgili bir¢ok iiriin
patentlenmistir. Ancak, esansiyel yag bazli formiilasyonlarin mevzuata uygunlugu ve
ticari kullanimu igin, esansiyel yaglarin giivenligini ve etkinligini destekleyen daha

fazla klinik oncesi ve klinik calismalar yapilmasi1 gerekmektedir (Sakkas vd., 2017).

2.20. Karvakrol

Karvakrol [2-metil-5-(1-metiletil)-fenol] kekik, biber ve yabani bergamot gibi
aromatik bitkilerin ugucu yaglarinda bulunan gesitli hastaliklarda tedavi edici etkiye
sahip antioksidan bir fenolik monoterpen bilesigidir (Arkali vd., 2021). Karvakrol
genellikle tiiketim igin giivenlidir. Gidadaki kullanimlar1 i¢in FDA tarafindan
onaylanmustir (Ultee vd., 1999). Karvakroliin antibakteriyel (Rattanachaikunsopon
ve Phumkhachorn, 2010; Ravishankar vd., 2010; Rivas vd., 2010), antifungal (Chami
vd., 2004), antiviral (Pilau vd., 2011), immiin-modiilatdr (Hashemipour vd., 2013) ve
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antioksidan o6zellikleri (Alma vd., 2003; Radonic ve Milos, 2003) bir¢ok ¢alismada
arastirillmistir ve karvakroliin farkli hastaliklar tizerinde terapotik bir etkiye sahip
oldugu rapor edilmistir (Arunasree, 2010; Jayakumar vd., 2012; Melo vd., 2011)
(Sekil 2.5).Ratlarda oral gavaj yoluyla uygulandiginda ortalama 6ldiiriicti dozunun
810 mg/kg viicut agirlig1 oldugu bildirilmistir (Hagan vd., 1967). Farelere intravensz
veya intraperitoneal olarak uygulanan karvakrol 6ldiiriicii dozunun sirasiyla 80.00 ve
73.30 mg/kg viicut agirhigi olarak bulunmustur. 33.3 mg/kg intraperitoneal karvakrol
uygulanan farelerin higbir yan etki gostermedigi ve 50 mg/kg dozunda spesifik
olmayan etkiler ve hafif ataksi oldugu bildirilmistir. Ancak, daha yiiksek dozlarda
karvakrol (110- 233.3 mg/kg) uygulanan farelerin, 6liimden once ataksi yasadigi ve

spontan motor aktivitesinin azaldigi rapor edilmistir (Andersen, 2006).

ANTIMIKROBIYAL KANSER
-Bakteri inhibisyonu . -Giogis kanseri
Gram-pozitifnegatif -Karaciger kanseri

Oral patojenler ~ ' -Akciger kansen
-Spor inhibisyonu = OH -Kanser agnlan
-Mantar inhibisyonu |
-Bivofilm =
inhibisyonu
Karvakrol
ANTIOKSIDAN

-Antioksidan aktivite
-Enzimatik ve non-enzimatik antioksidan
scviyesini arirarak antioksidan etki
-Hayvan deneylerinde antioksidan
savunma ve geligmis bagisikhk ile ilgili gdele goriilir gelisme
-(hda koruyucu
-Paketli mdalann raf Gmrini weatir

Sekil 2.5. Karvakrol ve biyoaktivitesi; antimikrobiyal, antioksidan ve antikanser ozellikleri (Sharifi
vd., 2018)

Karvakroliin antimikrobiyal potansiyeli, esansiyel yaglarda bulunan diger ugucu
bilesiklerinkinden daha yiiksektir. Serbest bir hidroksil grubu, hidrofobiklik ve fenol
pargasini i¢ermesi a¢isindan 6nemlidir. Karvakrol E. coli, Salmonella ve B. cereus
dahil olmak iizere gida kaynakli patojenlere kars: etkilidir, biiyiimelerini ve toksin
tretimini engeller. Ayrica mantarlara kars1 da aktiftir ve biyofilm olusumunu
engeller. Bu antimikrobiyal aktivite hem sivi hem de buhar fazlarinda gosterilmistir.
Karvakroliin antioksidan ozellikleri ile ilgili olarak, sadece in vitro degil, ayni
zamanda hayvan pankreatit, hepatotoksisite ve karaciger kanseri modellerinde de
gosterilmistir. Cok sayida in vitro rapor, karvakroliin giiglii bir antikanser aktivitesi

sergileyebilecegini gostermistir. Bununla birlikte, hayvan modelleri ile ilgili az
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sayida rapor oldugundan, biyoyararlanimini degerlendirmek ve hedef dokularimi

anlamak igin insan ¢alismalarina ihtiyag vardir (Sharifi vd., 2018) (Sekil 2.5).

2.21. Periodontal Yara Iyilesmesi

Yara iyilesmesi, tedavi sonras1 oldukca zorlu olan dinamik bir siirectir. Iyilestirme
teknikleri ve yeni tedavi yaklagimlar1 gelistirmek i¢in yara yonetimine ¢ok fazla ¢aba
harcanmaktadir. Temel olarak, yara iyilesme siireci asagidaki dort farkli asamadan
olusmaktadir (Cho vd., 2021).

1. Hemostaz ve pihtilasma
2. Enflamasyon

3. Hiicre proliferasyonu

4

Yaranin yeniden sekillenmesi ve olgunlagmasi (Sekil 2.6).

| 11

Inflamasvon
Hemostaz :

r Faman
| ._'Ii.JIII.'J |

. Yeniden sekillenme
Froliferasyon

U (varalanma) 1 15 20

Sekil 2.6. Yara iyilesme siireci

Yaralanmadan sonra yara iyilesmesi su siirecle baglar: 1. Hemostaz ve pihtilasma, 2.
Enflamasyon, 3. Hiicre proliferasyonu ve 4. Yaranin yeniden sekillenmesi ve
olgunlagmasi (Cho vd., 2021).

Bu genel yara iyilesmesi ilkesi, periodontal yara iyilesmesi igin de gecerlidir
(Polimeni vd., 2006). Yara iyilestirme prosediirii, ¢esitli hiicre tiplerini, hiicre disi
matrisi, sitokinleri ve biiylime faktorlerini igerir. Hiicrelerin, molekiillerin,
fizyolojinin ve biyokimyanin ¢esitli yonleriyle ilgili olarak yara iyilesmesini
anlamak, orijinal dokudan fonksiyonel ve yapisal olarak ayirt edilemeyen ve fibrotik
skarlarla onarilmamis dokular1 yeniden olusturmak igin 6nemlidir. Damar hasar1 olan

bir yaralanma varsa, yara yerinde baslayan ilk siire¢ kanamadir. Normal kosullar
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altinda, kan pihtis1 olusumu igin molekiiler mekanizma derhal ¢alistirilir, yaralanma
bolgesini korur ve hiicre gocii igin gegici matrise hizmet eder. Kan pihtisi olusumu,
polimorfoniikleer noétrofiller ve monositler dahil olmak iizere enflamatuvar
hiicrelerin aktive oldugu ilk enflamatuvar asamaya kadar devam eder. Bu hiicreler
nekrotik doku ve bakteri yaralarini temizler ve yara debridmani igin ¢esitli enzimler
salgilar. Bu enflamatuvar yanit, makrofajlarin yara bolgesine hareket ettigi ve yara
iyilesme stirecinde yer alan hiicreler igin sitokinler veya biiyiime faktorleri salgiladigi
gec faza gecer. Enflamatuar evreyi takiben kolajen birikimi ile graniilasyon dokusu
olusumu baslar. Makrofajlarin  olusturdugu sitokinler ve biiyiime faktorleri,
fibroblastlarin ve endotel hiicrelerinin yara boélgesine gogiinii ve ¢ogalmasini
indiikler. Hiicre agisindan zengin graniilasyon dokusu, matris olusumu ve olgunlasma
asamasini aktive eder. Fibroblastlar, kolajen agisindan zengin matris tireterek gegici
hiicre dis1 matrisin yerini alir ve endotel hiicreleri, vaskiilarizasyon igin
anjiyogenezde yer alir. Daha sonra, yara epitelizasyonu bazal tabakadaki epitel
hiicreleri tarafindan gergeklestirilir. Graniilasyon dokusu olgunlagsmasi, mevcut
hiicreler ve hiicre toplama sinyalleri ile doku rejenerasyonuna veya onarimina Yyol
acar. Deri ve dis eti, yaralanmaya tepki olarak benzer iyilesme paternleri goésteren
yapisal ve fonksiyonel olarak homojen dokular olarak kabul edilir. Her ikisi de
mikroorganizmalara ve diger patojenlere kars1 bir bariyer gorevi goren, alttaki bag

dokusu ile keratinize epitelin varlig ile karakterize edilir (Nikoloudaki vd., 2020).

Oral kavitede yara iyilesmesi, iyilesme siirecine zararli olarak algilanabilecek
milyonlarca oral mikroorganizma iceren agiz sivilarinda meydana gelir (Politis,
2016). Bununla birlikte, oral kavitedeki yaralar, cilt yaralarina kiyasla ¢ok daha hizli
iyilesir, re-epitelizasyon ve yeniden sekillenme minimal skar olusumu ile sonuglanir
(Iglesias ve Bartolome, 2018). Bu avantaj, tiikiiriikkte biiytime faktorlerinin veya
sitokinlerin varligi ve fibroblastlarin onemli roli ile agiklanabilir. Tukdrik,
antimikrobiyal ve antienflamatuvar o6zelliklere sahip epidermal biiyiime faktorleri,
lizozomlar ve laktoferrin gibi bir dizi 6nemli molekiil icerir (Katsani vd., 2019).
Fibroblastlar diseti dokusunun ana hiicreleridir ve yara iyilesmesinde, 6zellikle hiicre
dis1 matris bilesenlerinin (kolajen, fibronektin, hyaluronan ve elastin gibi) sentezi ve
doku inhibitérii MMP salgilanmasiyla hiicre dist matrisin yeniden sekillenmesinde
onemli bir rol oynarlar (Ahangar vd., 2020). lyilesme potansiyelindeki tek istisna,

sert damaktaki eksizyonel yaralardir. Damakta bag dokusu ¢ok incedir; bu nedenle
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yaranin derinligi kemik yiizeyine kadar ulasabilir ve iyilesme yavastir (Chen vd.,
2010). Son arastirmalar, oral ve cilt yara iyilesmesi arasindaki molekiiler farkliliklart
ortaya ¢ikarmistir. Cogu c¢alisma, agiz yarasinin Cilt yarasina kiyasla yara iyilesmesi
icin “hazir” durumda oldugunu o6ne sirmistir (Cho vd., 2021). Periodontal
cerrahide, yara iyilesme paterni biiyiik o6l¢tide iki tipe ayrilir: primer ve sekonder
iyilesme (Pippi vd., 2017). Primer iyilesme, diseti dokusunun ameliyat oncesi ve
sonras1 aym1 pozisyonda biraraya getirildigi bir prosediirdiir. Iyilesme modeli, ¢ok az
yara izi veya hi¢ iz birakmadan ve diisiik enfeksiyon riskiyle hizli iyilesme siiresini
gosterir. Sekonder iyilesme ise, kazalar, dikislerin yirtilmasi, yer degistirilen flep
uygulanmasi ve dis ¢ekim soketi gibi durumlarda yara bolgesi epitel dokusu ile

kaplanmadiginda meydana gelir.

2.22. Karvakrol ve Yara lyilesmesi

Yara iyilesmesi, yaralanmadan sonra aktive olan bir dizi karmasik mekanizmay1
iceren, ardisik ve ortiisen fazlar tarafindan yonetilen 6nemli, fizyolojik bir stirectir.
Doku onarimi ve deney hayvanlarinda insan kosullarin1 yapilandirabilen ¢aligmalarin
yeterli olmamasi, yara iyilesmesi icin yeterli terapi ve tedavilerin eksikligine neden
olmaktadir (Richmond, 2012). Bu anlamda, yara iyilesmesi i¢in daha etkili ve uygun
maliyetli terapotik yaklasimlarin arastirilmasi gerekmektedir. Tibbi bitkiler diinya
capinda ¢esitli hastaliklar i¢in tamamlayic1i veya alternatif bir tedavi olarak
kullanilmistir. Bu nedenle, bitkilerden elde edilen biyoaktif tiriinler, yeni ilaglarin
gelistirilmesi i¢in biiytik bilimsel ve ticari ilgi gormektedir (Ahn, 2017; Li ve
Vederas, 2009). Bu kapsamda monoterpen ve seskiterpenler gibi diisiik molekiiler
agirlikli ugucu bilesenlerden olusan ugucu yaglar arastirilmaktadir. Monoterpenler,
ucucu yaglarin yaklasik %90’1m1 olusturur ve ¢ok cesitli biyolojik ve farmakolojik
ozelliklere sahiptir. Karvakrol ve timol, Origanum cinsinin ugucu yaglarinda yaygin
olarak bulunan monoterpenlerdir. Bu konum izomerleri birkag antibakteriyel ve
antifungal aktiviteye ve ayrica anti-enflamatuvar ve analjezik etkilere sahiptir. Bu
ozellikler, bu bilesikleri doku onarimui igin triinlerin gelistirilmesi igin giiglii adaylar
haline getirir (Las vd., 2003; Bakkali vd., 2008, Lozano vd.,2018; Langeveld vd.,
2014, Riella vd., 2012; Guimaraes vd., 2013).

On yildan fazla bir siiredir arastirmacilar, in vivo ve in vitro testler yoluyla

monoterpenler karvakrol ve timoliin yara iyilesmesi potansiyelini arastirmaktadirlar.
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Bu bilesikler, yara onarimu i¢in yeni terapétik alternatiflerin gelistirilmesi igin yiiksek
potansiyele sahiptir ve halihazirda insanlarda test edilmeye baslanmistir. Bununla
birlikte, bu bilesiklerin veya bunlar1 iceren ugucu yaglarin yaralarin tedavisinde
kullaniminin, dozlarmin ve formilasyon fikirlerinin belirlenmesi, etkinligi ve
givenligi ile bu etkilerin gozlemlenebilecegi mekanizmalar gelecekteki

calismalardaki en onemli konular olarak one ¢ikmaktadir (Costa vd., 2019).

2.23. Hiicre Apoptozu

Programlanmis hiicre 6liimiiniin prototipik formu olan apoptoz, morfolojik olarak
hiicre biiziilmesi ve kromatin yogunlagmasi ve ardindan tiim hiicrenin daha kiiciik,
kapal1 apoptotik govdelere pargalanmasi olarak tanimlanir. Bu apoptotik cisimler,
komsu fagositler tarafindan, 6nemli dlgiide, proenflamatuvar bir yanit baglatmadan
veya doku homeostazini bozmadan derhal temizlenir (Westman vd., 2019). Hiicrede
olim, fizyolojik veya patolojik siire¢ler sonucunda gergeklesmektedir. Apoptoz ve
nekroz olmak tizere iki farkli hiicre 6limi tanimlanmistir (Hockenbery, 1995;
Jacobson vd., 1997). Bu iki 6lim sekli biyolojik olarak farkli dnem arz eder ve
dokularda farkli cevaplar olusturur (Cizelge 2.5). Nekroz, hiicre sismesi veya
parcalanmasiyla karakterize, ani iskemi, mekanik travma gibi biiyik c¢evresel
degisikliklerin neden oldugu patolojik ve pasif bir siiregtir (Kane, 1995; Majno ve
Joris, 1995; Cimpan vd., 2000). Bu tir hiicre O6limiinde hiicre igi denetim
mekanizmalarinin bir etkisi yoktur. Apoptoz ise fizyolojik bir siire¢ olup; yasl,
hasarli ya da anormal hiicreleri ortadan kaldirarak hiicreler aras1 dengeyi saglar ve
doku hemostazinin énemli bir pargasidir. Hiicrelerin kontrollii olarak kendi kendini

yokettigi programli bir formu olarak agiklanmistir (Gough ve Downes, 2001).
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Cizelge 2.5. Apoptotik ve nekrotik hiicre 6liimleri arasindaki farklar (Kam ve Fetch, 2000)

Apoptoz Nekroz

Membran biitinliigi geg bozulur Membran bitiinliigi erken bozulur
Hiicre su kaybederek biiziiliir Hiicre ve gekirdek yaygin olarak siser
Cekirdek icerigi yogunlasarak kondanse olur Cekirdek kromatini pargalanir
Enflamatuar reaksiyon olusmaz Enflamatuar reaksiyon olusur

Her zaman bir patoloji sonucunda

Fizyolojik veya patolojik olabilir olusur

Apoptozun saptanmasinda morfolojik goriintiileme yontemleri, histokimyasal
yontemler, biyokimyasal yontemler, immiinolojik yontemler ve molekiiler biyoloji
yontemleri kullanilmaktadir. Apoptozun pek ¢ok gen tarafindan diizenlendigi,
nekrozun ise toksik ya da fiziksel etkenlerle baslayan bir olay oldugu bilinmektedir.
Histokimyasal yontemler, hiicresel farkliliklarin boyama yolu ile gosterilmesi

temeline dayanmaktadir.

Immunolojik yontemde ise hedeflenen proteinin antikoru kullanilarak boyama
yapilir. Hedeflenen protein enzim veya apoptotik hiicrelerde meydana gelen DNA
icindeki kiriklarda ortaya ¢ikan proteinler olabilir. Bu yontemler arasinda ELISA ve
Florometrik yontem sayilabilir (Ulukaya, 2003).

2.24. ELISA Testi (Enzim Bagh Immunosorbent Olgiim)

Son yillarda en ¢ok kullanilan serolojik testlerden biri haline gelmistir. Antijen
antikor baglanmasini géstermek igin kullanilmaktadir. Bu test yonteminde antijen
veya antikor bir enzim ile isaretlenir ve sonu¢ immiinolojik reaksiyon sonucu renk
degisimi esasina dayanilarak degerlendirilir (Fung, 2006). Kullanilan birgok ELISA
kiti yiiksek standartlara sahiptir ve otomatik olarak ¢alisma olanagi saglar. Bu
nedenle analizler sirasindaki hiz ve verim artmakta, insan hatalar1 biiyiik 6l¢iide
onlenmektedir (Fung, 2002).

Tiim bu bilgiler 1s1ginda ¢aligmamizin amaci,

Diseti fibroblastlarinda karvakroliin sitotoksik olmayan etkin dozunu belirleyerek
hiicre canlilig1, hiicre 6limii, yara iyilesmesi, ROT aktivitesi ve Nrf2/Keapl sinyal

yolu iizerindeki olasi etkilerini arastirmaktir.
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3.GEREC VE YONTEM

Bu c¢alisma analizleri, Kirikkale Universitesi Bilimsel ve Teknolojik Arastirmalar

Uygulama ve Arastirma Merkezi (KUBTUAM) ve Hitit Universitesi Bilimsel Teknik

Uygulama ve Arastirma Merkezi’nde (HUBTUAM) yapilmustir.

3.1. Kullamilan Alet ve Cihazlar

S L e A

©

10.
11.
12.
13.
14.

Etiiv (Sekil 3.1)

-20’1ik derin dondurucu ve buzdolabi

pH-metre

Vortex (Heidolph)

Isik mikroskobu

Fotograf makinesi

Laminar flow kabin (ESCO class Il BSC Laminar Flow Cabinet, Labor ildam,
Tiirkiye)

Santrifiij (Niive, SF-400)

Inverted mikroskop (Leica DM6000B, isveg) (Sekil 3.1)

Elisa plate okuyucu (BIOTEK GENS5 Elisa Reader PowerWave XS2)
Karbondioksitli etiiv (Binder CB150, hemositometri (Invitrogen, Countess),
Hassas terazi (Mettler toledo MS204)

Istticil manyetik tabla (IKA C-MAG HS 7)

Floresan mikroskop (Leica DM6000B, isvec)
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Sekil 3.1. Kullanilan Cihazlar a) Hiicrelerin fotograflanmasinda kullanilan inverted mikroskop, b)

Hiicrelerin 37 °C %5 CO; igeren ortamda inkiibasyonu igin kullanilan inkiibator (Etiiv)
(Kirikkale Universitesi Bilimsel ve Teknolojik Arastirmalar Uygulama ve Arastirma
Merkezi (KUBTUAM))

3.2. Kullanmilan Kimyasal Maddeler ve Sarf Malzemeler

© © N o g bk~ DN

e o e =
A w N B O

15.
16.
17.

Hydrogen Peroxide 30% Stabilized, Suitable for Use as Excipient Emprove Exp
Ph Eur, Bp, Usp 2.5 Lt

Dmem High Glucose (4.5g/L), With L-Glutamine 500 mL

L-Glutamine (200 Mm) 100 mL

Penicillin/Streptomycin (100x) 100 mL

Fetal Bovine Serum Advanced, Collected in South America 500 mL

Trypsin (0.25%) In Dpbs(1x) 100 mL

25 Cm2 Cell Culture Flask, Vent Cap, Tc, Sterile,10/Pk

50 MI Centrifuge Tube, Bulk, Premium, Sterile,25/Pk

15 MI Centrifuge Tube, Bulk, Premium, Sterile,50/Pk

. 5 Ml Serological Pipette, Individually Wrapped, Sterile,200/Pk

. 100 ul Filter Universal Pipette Tips, Clear, Racked, Sterile 96/Pk
. 96 Well Cell Culture Plate, Flat, Tc, Strele,1/Pk

. 6 Well Cell Culture Plate, Flat, Tc, Sterile,1/Pk

200 ul Universal Pipette Tips, Yellow, Bulk, Dnase-Rnase Free, Non-
Sterile,1000/Pk

10 ul Filter Universal Pipette Tips, Clear, Racked, Sterile 96/Pk

Dimethyl Sulfoxide (Dmso), Reagent Grade 250 mL

Phosphat Buffered Saline 1 X Pbs, Sterile, Ph 7.4 W/O Calcium&Magnesium
500 mL
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18. 2-Propanol For Analysis Emsure, Acs, Iso, Reag. Ph Eur 2,5 Lt

19. Carvacrol Natural,99%, Fg 100gr

20. Nrf2 Polyclonal Antibody 100 ul Applications Wh, Elisa, Fcm, Ihc-P, Ihc-F, If
(Thc-P), If (Ihc-F), If (Icc)Reactivity Human, Mouse, Rat, Pig, Chicken, Rabbit,
Others Predicted Reactivity Dog, Cow, Horse Conjugation Unconjugated Host
Rabbit

21. Keapl Polyclonal Antibody,100 ul Applications Wh, Elisa, Fcm, Ihc-P, Ihc-F, If
(Thc-P), If (Ihc-F), If (Icc)Reactivity Human, Mouse, Rat, Pig, Chicken, Rabbit,
Others Predicted Reactivity Dog, Cow, Horse Conjugation Unconjugated Host
Rabbit

22. Hematoxylin Harris Non Pap (1)

23. Reactive Oxygen Species (ROT) Detection Assay Kit 100assays

24. Ultravision Plus Large Volume Detection System Anti-Polyvalent, Hrp

3.3. Cahismada Kullanmilan Coézeltilerin Hazirlanmasi

3.3.1. Besiyeri Hazirlanmasi

%19 Fetal bovin serum

%1 Penisilin-Streptomisin

%89 Dulbecco’s Modified Eagles Medium/F12 (DMEM/F12)

Primer kiiltiir i¢in hazirlanan 6rneklerde ise %1 Penisilin-Streptomisin-Amfoterisin
kullanildi.

3.3.2. MTT Calisma Soliisyonunun Hazirlanmasi

Iml fosfat tamponlu salin (PBS) icerisinde 5 mg MTT ¢ozdiiriilerek 0.2p’luk
filtreden gegirilerek olusturulan soliisyon karanlikta, +4 derecede ve etrafi

aliminyum folyo ile sarilarak kullanilana kadar saklandi.

3.3.3. H20O Blokaj Soliisyonu

30 ml %30 konsantrasyonda H20: iizerine 470 mL metanol ilave edilerek hazirlandi.
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3.3.4. ROT Soliisyonunun Hazirlanmasi

ROT soliisyonu ticari olarak satin alindi ve tiretici firmanin talimatlar1 dogrultusunda
hazirland1 bunun igin 1 pul ROT ¢alisma soliisyonu 1000 ul HEPES soliisyonu ile
karistirildi ve 151k gormeyecek sekilde muhafaza edildi.

3.3.5. Double Staining Cahsma Soliisyonunun Hazirlanmasi

Riboniikleaz A’dan 1mL PBS’de 10 mg RNA olacak sekilde hazirlandi. Hoechst ise
1 mL PBS’de 200 mikrogram olacak sekilde hazirlandi. Propidium lodide 1mL
PBS’de 100 mikrogram olacak sekilde hazirlandi. Soliisyonlar kullanilana kadar — 20
°C’de saklandi.

10 mL PBS igine RNAaz stoktan 100 ul, Hoechst stoktan 500 ul Propidium lodide

stoktan 100 pl ilave edilerek hazirlandi.

3.4. Gruplarm Belirlenmesi ve Planlanmasi

Deney planlamasinda ilk olarak H202’nin uygulama konsantrasyonu belirlendi.
Konsantrasyonun belirlenmesini takiben 2 farkli uygulama yapildi. Ik uygulamada 4
farkli grup 3 farkli zaman diliminde (24,48 ve 72 saat) degerlendirildi. Belirlenen
uygulama saatlerini takiben hematoksilen-eozin boyamasi ile hiicre morfolojileri,
double staining ile apoptoz/nekroz oranlari, ROT aktivitesi ile oksidatif hasar siddeti,
ICC (immunositokimya) ile Nrf2 ve Keapl’in protein ekspresyonlar1 incelendi (Sekil
3.2).

Gruplar su sekilde olusturuldu:

1. H202grubu

2. Karvakrol + H202 grubu
3. Yalnizca karvakrol grubu
4. Kontrol grubu

Ikinci uygulamada ise 24 saat ve 48 saat boyunca hiicreleri H202’ye maruz birakarak
oksidatif hasar olusturulan iki farkli grupta, H202 uygulamasinin ardindan 24 saat

karvakrol uygulanarak oksidatif hasar, Nrf2 ve Keapl gen ekspresyonlar1 incelendi.
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H,0,

Karvakrol+H,0,
1. Uygulama
Karvakrol
Kontrol
24 saat H,0,
+

24 saat Karvakrol

\ g
2. Uygulama

48 saat H,0,
+

24 saat Karvakrol

Sekil 3.2. Birinci ve ikinci uygulama gruplari
3.5. Hiicre Kiiltiirii Testleri

3.5.1. Hiicre izolasyonu

Calismada kullamilan dis eti fibroblast hiicreleri, KUBTUAM’da daha once elde
edilmis hazir olan hiicreler ¢ogaltilarak kullanilmigtir (Sekil 3.3).

Sekil 3.3. Uygulama 6ncesi gogaltilan dis eti fibroblast hiicrelerinin inverted mikroskop goriintiisi.
(Kirikkale Universitesi Bilimsel ve Teknolojik Arastrmalar Uygulama ve Arastirma
Merkezi (KUBTUAM))
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Donmus haldeki hiicreler 37°C ‘de ¢o6zdirildi ve steril laminar flow kabin
igerisinden 15mL’lik falkon tiipe aktarildi. 2500 rpm’de 2 dakika santrifiij edildi.
Flask 37 °C’de %5 CO2’li inkiibatdrde inkiibasyona birakildi. Insan fibroblast
hiicreleri igin kiiltiir ortam1 olarak 3mL %89 Dulbecco’s modified Eagle medium-
high glucose (DMEM) besiyeri igine %10 fotal bovin serumu (FBS), %1 penisilin-
streptomisin eklenerek besiyeri ortami olusturuldu ve homojen hale getirildikten
sonra besiyerini iceren 25cm2°1lik kiiltiir flasklaria ekimi yapilan hiicreler 37°C %95
hava ve %5 CO2 iceren kosullarda inkiibe edildi. Hiicre yogunlugunun %80 lere
ulagsmasinin ardindan hiicreler pasajlanma islemiyle ¢ogaltildi. Pasajlanma isleminde
flasklarda bulunan besiyeri ortamdan uzaklastirilarak PBS ¢ozeltisi ile yikandi.
Tripsin/EDTA soliisyonu eklenen flasklar 2 dk boyunca inkiibatorde bekletildi. Flask
tabanindan tamamen ayrilan hiicrelere yeni besiyeri eklenerek 2500 rpm’de 2 dk
santrifiij edildi. Santriftij islemi sonunda siipernatant uzaklastirilarak taze besiyeriyle

yeniden siispanse edildi. Besiyeri ortamu iKi giinde bir olacak sekilde yenilendi.

3.5.2. Hiicre Sayimi

Hiicre saymm hemositometri cihazi ile yapildi. Inkiibasyon sonrasinda flask
inkiibatorden alind1 ve steril ortamda laminar kabin igerisinde, flask icerisindeki
medyum uzaklastirildi ve 1 mL PBS ile yikandi. Daha sonra 1 mL tripsin-EDTA
ilave edilerek flask 3-4 dakika inkiibatorde bekletildi. Tripsinli inkiibasyon
sonrasinda mikroskobik olarak hiicrelerin yapisik olduklar: flask yiizeyinden ayrilip
ayrilmadiklar1 kontrol edildi. Hiicrelerin yiizeyden ayrildiklari mikroskobik olarak
gozlendikten sonra, flask igerisine medyum eklenerek hiicreler falkon tiipe
aktarilarak 2500 rpm hizinda 2 dakika santrifiij edildi. Santrifiij sonrasinda
stipernatant kismi atildi, tiipiin dibinde kalan hiicre pelletinin tizerine 1 mL (%10
FBS ve %1 antibiyotik iceren) DMEM/F-12 medyum ilave edildi. Pipet yardimiyla
pellet ve DMEM/F-12 siispanse edildi ve siispanse karisimdan 10 ul alinip
mikrosantrifijj tiiptine koyuldu, tizerine 10 pl tripan blue boyas: eklenip homojenize
edildi. Elde edilen karisimdan 10 pl alinip hemositometri lamina koyuldu. Lam
cihaza yerlestirildikten sonra sayim yapildi. ICC degerlendirmesi igin 100045 hiicre
sayildi.
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3.6. Biyokimyasal Analizler

3.6.1. Sitotoksisite Testi (MTT)

H202 ve karvakroliin uygulama konsantrasyonlarini belirlemek ve hiicre canliligini
6l¢mek amaciyla MTT testi kullanildi. Bu test yontemi TS EN 1SO 10993-5 de gegen
adimlara gore gergeklestirildi. H202 dogrudan kullanildiginda sitotoksik ozellik
gostermektedir.H202 'nin 50 uM ile 800 uM arasinda farkli konsantrasyonlar: test
edilerek sitotoksik olmayan dozu belirlendi. Uygulanan konsantrasyonlar arasinda
degerlendirme yapilarak kullanilmasi gereken miktar belirlendi. Sitotoksisite testi
icin 96 well plate kullanildi (Sekil 3.4). Hiicre sayimindan sonra canli hiicre sayisina
gore her kuyucukta 10x10° hiicre olacak sekilde hesaplama yapildi. 96 well plate’de
her kuyucuga 100ul hiicre koyuldu ve 24 saat inkiibasyona birakildi.24 saat sonunda
hiicrelerin well plate yiizeyine tutunup tutunmadigi kontrol edilerek kuyucuklardaki
medyum bosaltildi. Karvakrol farkli diliisyon oranlarinda well plate kuyucuklarina
en az 3 tekrarli olarak hiicrelerin tizerine eklendi. Negatif kontrol grubuna sadece
medyum uygulanirken pozitif kontrol grubuna latex/kauguk uygulandi. 24 saat
inkiibasyon sonunda well platelerdeki medyum bosaltildi ve MTT (1 mg/mL)
soliisyonu 50 pl kuyucuklara eklenmistir. 37 °C’de 2-2,5 saat inkiibe edildikten sonra
kuyucuklardaki MTT soliisyonu bosaltilip {izerine 100 pl MTT ¢oziiciisii
(izopropanol) eklendi. Hiicre canliligimmin tespiti igin 96 well plate’in absorbans
yogunluk degerleri ELISA plate okuyucuda 570 nm’de okundu. Kontrol grubunun
canliligt %100 kabul edildi ve diger absorbans degerleri ile canlilik hesaplandi.
Karvakrol konsantrasyonunu belirlemek igin ise MTT testinin sonlandirilmasini
takiben 570 nm dalga boyunda absorbans 6l¢iimii yapildi. Herhangi bir uygulama
yapilmayan hiicre grubu kontrol grubu olarak belirlendi ve bu grubun canliligi %2100
olarak kabul edildi. Diger absorbans degerlerdi bu degerle karsilagtirilarak canlilik
degerleri hesaplandi. Konsantrasyonlar 100 pl besiyeri ortamini tamamlayacak
sekilde karvakrolii 20 pul-1.25 ul araliginda uygulayarak en uygun karvakrol dozu
belirlendi. Ayrica nitel olarak uygulama sonrasi hiicrelerin morfolojik durumlari da

incelendi.
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Sekil 3.4. Sitotoksisite testinde kullanilan 96 Well Plate gériintiisii (Kirikkale Universitesi Bilimsel ve
Teknolojik Arastirmalar Uygulama ve Arastirma Merkezi (KUBTUAM))

3.6.2. H,0, Uygulama Sonrasi Karvakrol Uygulanmasi

24 saat 100 uM H202 uygulamanin ardindan 24 well plate de her kuyucukta 50 pl
olacak sekilde karvakrol uygulandi ve ortama 200 ul besiyeri eklenerek 24 saat 37°C
CO2’li inkiibatorde inkiibasyona birakildi. Inkiibasyonun tamamlanmas: ile ortamdan
vasat uzaklastirildi ve plakalar PBS ile yikanarak immiinohistokimya, double
staining, reaktif oksijen tiirleri ve hematoksilen-eozin boyamalari i¢in kullanilda.

Uygulama, her parametre igin en az 3 kuyucuk olacak sekilde yapildi.

3.6.3. ROT Aktivitesinin Belirlenmesi

24 saat boyunca 100 uM H202 uygulanan dis eti fibroblast hiicreleri tizerindeki vasat
ortamdan uzaklastirilarak PBS ile yikandi. Kit protokoliine gore hazirlanan ROT,24
well plate de uygulama yapilan her kuyucukta 100 ul olacak sekilde 15 dk karanlik
ortamda inkiibasyona birakildi. Uygulama sonrasinda vakit kaybi1 olmadan floresan

mikroskop ile degerlendirilmesi yapildi.

3.6.4. Double Staining ile Hiicre Apoptoz Analizi

Double staining uygulamasi i¢in 48 well plate kullanildi. Pasajlanarak ¢ogaltilan dis
eti fibroblast hiicrelerini flasktan kaldirmak i¢in icerisindeki vasati uzaklastirildi ve 1
mL PBS ile yikandiktan sonra 1 mL Tripsin-EDTA eklenip 4 dakika inkiibatorde
bekletildi. inkiibasyon isleminden sonra mikroskop yardimiyla gozlenen yiizeyden
ayrilan hiicrelere taze besileri eklenerek 15 mL falkon tiiplere aktarildi ve 2000
romde 2 dakika santrifiij edildi.Bu islemin ardindan siipernatant kisim atilarak
falkon tiipiin en alt kisminda kalan pellet 1mL taze besiyeri ile siispanse edildi.Bu

karigimdan 10 ul alinp ependorf tiipe koyuldu ve iizerine 10 ul tripan mavisi
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eklenerek homojenize edildi.Bu karisimdan 10 pl alinarak hemositometri lamina
koyuldu ve sayim yapildi.Sayilan hiicreler her bir kuyucuk basina 20.000 hiicre
diisecek sekilde 48 well plate ekildi. Uzerine %10 FBS,%1 penisilin / streptomisin
iceren DMEM eklendi ve hiicreler %5 CO, igeren inkiibateérde 37°C ‘de 24 saat
inkiibe edildi. Daha sonra her kuyucuga farkli konsantrasyonlarda karvakrol eklendi
ve kuyucuklarin bir kismina pozitif kontrol igin lateks,negatif kontrol i¢in ise sadece
hiicre koyuldu.Uzerlerine hazirlanmis olan double staining soliisyonu 70 pl
damlatilarak 151k gérmemesi i¢in tizeri aliiminyum folyo ile 6rtiildii ve 15 dk inkiibe
edildi.Floresan mikroskopta DAPI filtresi kullanilarak apoptoza ugramis hiicreler,

FITC filtresi kullanilarak ise nekroza ugramis hiicreler degerlendirildi.

3.6.5. Immunositokimya Prosediirii ile Nrf2/Keapl Gen Ekspresyonlarmin

Belirlenmesi

Inkiibasyonu sonlandirilan hiicre plaklarindan hiicreler uzaklastirilarak lam {izerine
alindi, kurumaya birakildi ve kurumasimi takiben alkol serilerinden gegcirildi.Daha
sonra sirastyla ; %90’lik alkolde ldakika,%70’lik alkolde ldakika,%50’lik alkolde
ldakika ve distile suda 1-2 dakika bekletildi.H202 blokaj1 ile endojen peroksidaz
aktivasyonunun inhibisyonu igin solusyonda 10 dakika bekletildi.Distile suda
yikandi.Non spesifik boyanma inhibisyonu igin “Protein Block Solution” 10 dakika
uygulandi.Primer antikor uyguland1 (60 dakika) (Nrf2 (1:500 diliisyonda, Keapl
1:500 diliisyonda). PBS ile 3 defa yikama yapildi ve her yikama 5 dakika bekletildi.
Sekonder antikor uygulandi (15 dakika).PBS ile yikandi (3x5 dakika).Streptavidin-
peroksidaz kompleksi uygulandi.PBS ile yikandi (3x5 dakika).10 dakika DAB
uygulandi.1 dakika distile suda bekletildi.5 dakika Hematoksilen-eozinde 1
dakika,distile suda 1dakika,%50’lik alkolde 1 dakika,%70’lik alkolde 1
dakika,%90’lik alkolde 1 dakika,absolii alkol-ksilolde 1dakika,ksilolde 10 dakika
bekletilerek poly-L-lysin kapli lamlara alinan hiicreler immunohistokimya (IHC)
yontemi ile Nrf2 i¢in 1:500 diliisyonlarinda yukaridaki basamaklarda ayrintili olarak
aciklanan prosediire gore boyandi. ICC uygulanan preparatlar 1sik mikroskobunda
boyanma siddetine bakilarak degerlendirildi ve fotograflari ¢ekildi. Degerlendirme
boyanma siddeti icin, boyanma olmamas: durumu (0), hafif boyanma (+1), orta

siddette boyanma (+2), siddetli boyanma (+3) seklinde yapildu.
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3.6.6. In vitro Yara Iyilesme Modeli

Hiicreler 2,5 x 105 hiicre/mL olacak sekilde 24 oyuklu hiicre kiiltiirii kaplarina ekildi
ve 24 saat 37 °C de inkiibasyona birakildi. Hiicrelerin konfluent olmasinin ve plagi
kaplamasinin ardindan steril 100 ul plastik pipet ucu ile tek seferde tabaka tizerinde

dogrusal bir yara ornegi olusturuldu. Kalkan hiicreler ve vasat kalintisinin

giderilmesi amaciyla plaklar PBS (fosfat tamponlu salin) ile yikandi. Hiicreler 5x105
hiicre/kuyu konsantrasyonuna gelinceye kadar %5 CO, igeren 37°C’lik inkiibatore
kaldirildi. Hiicreler gereken yogunluga gelince, 20ul’lik steril pipet ucu ile
kuyucugun st ucundan alt ucuna dogru hat seklinde bir yara alani olusturuldu.
Yiizeyden ayrilan Ol hiicreleri igeren besiyeri soliisyonu uzaklastirildi ve
kuyucuklara taze besiyeri soliisyonu eklendi. Yara alani olusturulan kuyucuklarin jel
uygulamasindan onceki fotograflar1 mikroskop kullanilarak alindi. Ardindan
kuyucuklara jellerin LD50 degerini veren dozlart uygulandi ve mikroplakalar
inkiibatore kaldirilarak 24 saat inkiibe edildi. Ardindan ilk uygulama ani1 (0. saat), 8.
saat ve 24. saatte fotografland: ve c¢izik alam saatlere gore image J programi ile
Olgiilerek kapanma yiizdesi hesaplandi. Yara alaninda kapanma ve hiicre gogi

incelemeleri yapildi.

3.7. Istatistiksel Analiz

Protein ekspresyonlar1 pozitifliklerinin grup karsilastirmalarinda Ki-Kare ve Fisher’s
Exact testleri kullanildi ve veriler say1 ve yiizde degerleri ile tanimlandi.
Degerlendirmelerde IBM SPSS version 20 (Chicago, IL, USA) programi kullanildi
ve istatistiksel anlamlilik sinir1 olarak p<0,05 kabul edildi.
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4,BULGULAR

4.1. H,0O> Konsantrasyonun Belirlenmesi

H202nin sitotoksik olmayan uygun konsantrasyonunu belirlemek i¢in yapilan MTT
testi ile hiicre canliliginin tamamen siirmesi, oksidatif hasarin olusmamis oldugunu
ya da hafif derecede olusmus oldugunu gosterdi (Sekil 4.1). 1C50 degeri belirlenerek
100 uM konsantrasyon kullanima uygun olarak tespit edildi. H202 konsantrasyonu

artttkga hiicre canliligi yiizdesi azaldi. Ancak hiicre canliliginin higbir dozda
tamamen ortadan kalkmadig1 gézlendi.

120
100
- 80
S 60
o
2 40 m H202
~m N I
o
800 400 200 100 50  kontrol

Konsantrasyon (uM)

Sekil 4.1. Farkli H,O, konsantrasyonlarinda % hiicre canlilik degerleri

4.2. Karvakrol Konsantrasyonun Belirlenmesi

Uygulanan farkli konsantrasyonlarda karvakrol hiicreler iizerinde toksik bir etki
gostermedi ve oksidatif hasarin onarilmasi i¢in uygulama konsantrasyonu 20 pl
olarak belirlendi. Bu konsantrasyonda karvakroliin hem toksik etki gostermedigi hem
de hiicre artigina sebep oldugu gézlendi (Cizelge 4.1) (Sekil 4.2).
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Cizelge 4.1. Farkli karvakrol konsantrasyonlarinda % hiicre canlilik degerleri

Konsantrasyon % Canhlik+stdspm
20 pl 119,26+6,1
10 ul 111,87+4,7
5ul 112,08+£3,5
2.5l 106,15+5,6
1.25 pl 99,81+2,64
Kontrol 100

140

120

o O o

% Hiicre Canhhg

o

100 m20 ul
8 m10 pl
6 m5ul
4 m2.5ul
2 m1.25ul

m kontrol

20l 10wl Spl 25pl 1.25ul kontrol
Konsantrasyon

o

Sekil 4.2. Farkli karvakrol konsantrasyonlarinda % hiicre canlilik degerleri

4.3. Uygulama Gruplarinda ROT, Nrf2 ve Keapl Aktivitesi

Ik 24 saatlik uygulamada H20:, karvakrol, H202+karvakrol ve kontrol gruplarinda
yapilan incelemede, H202 ‘nin tek basina uygulandigi hiicrelerde ROT ile boyanma
tespit edilirken diger gruplarda ROT aktivitesi izlenmedi (Sekil 4.3).
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H202 H202 +Karvakrol

Karvakrol Kontrol

Sekil 4.3. 24 saat uygulama sonrasi gruplarda ROT aktivitesinin floresan mikroskopla goriintiilenmesi

Immunohistokimya boyama ile Nrf2 ve Keap1’nin protein ekspresyonlar1 incelendi.
1000 hiicre sayildi ve boyanma siddetleri derecelendirildi (Cizelge 4.2) (Sekil 4.5).

Cizelge 4.2. 24 saat uygulama sonrasi gruplarin Nrf2 ve Keap1’nin degerlendirme sonuglart

24 h NEGATIF 1+ 2+ 3+ Toplam hiicre
H20> 1014 0 0 0 1014
H20,+ Karvakrol 957 64 0 0 1021
Keapl
Karvakrol 1004 0 0 0 1004
Kontrol 1007 0 0 0 1007
H20; 1006 0 0 1006
H,0,+ Karvakrol 21 138 865 0 1024
Nrf2 Karvakrol 1012 0 0 0 1012
Kontrol 1007 0 0 0 1007

H202+ Karvakrol uygulanan grupta 24 saatte hiicrelerin %6,3” iinde Keapl gen
ekspresyonunda 1+lik saptandi. H202, Karvakrol ve Kontrol gruplarinda ise 24 saatte
herhangi bir pozitiflik goriilmedi.H202+ Karvakrol uygulanan grupta 24 saatte
hiicrelerin %13,5’inde Nrf2 ekspresyonunda 1+, %84.5’inde 2+’lik saptandi. H202,
Karvakrol ve Kontrol gruplarinda ise 24 saatte herhangi bir pozitiflik goriilmedi
(Sekil 4.4).
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Sekil 4.4. 24 saat uygulama sonrasi gruplarin Nrf2 ve Keapl gen eckspresyonlarinda pozitiflik
ylizdeleri

H202, H202 + Karvakrol, Karvakrol ve kontrol gruplarinda 24 saatlik Keapl
pozitifligi oranlar1 arasinda fark saptandi (p<0.001). H2O2 + Karvakrol grubunda
pozitiflik oranlar diger gruplara gore anlaml diizeyde yiiksek bulundu.H202, H202+
Karvakrol, Karvakrol ve kontrol gruplarinda 24 saatlik Nrf2 pozitifligi oranlar
arasinda fark saptandi (p<0.001). H20O2+ Karvakrol grubunda pozitiflik oranlar1 diger
gruplara gore anlamli diizeyde yiiksek bulundu (Cizelge 4.3) (Sekil 4.4).

Cizelge 4.3. Dort farkli uygulama grubundaki hiicrelerin 24 saatlik Keapl ve Nrf2 ekspresyonlarinda
pozitif/negatif olma dagilimlarinin karsilagtiriimasi

24 saat Negatif Pozitif Test Istatistigi P
Keapl n (%)
H.0, 1014 (100) 0 (0)
H,O,+Karvakrol 957 (93.7) 64 (6.3)
% =166.884 <0.001
Karvakrol 1004 (100) 0 (0)
Kontrol 1007 (100) 0 (0)
Nrf2
H20> 1006 (100) 0 (0)
H.O,+Karvakrol 21 (2) 1003 (98)
¥ =4305.09 <0.001
Karvakrol 1012 (100) 0 (0)
Kontrol 1007 (100) 0 (0)
Ki-Kkare test
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Keapl Nrf2

Sekil 4.5. 24 saat uygulama sonrasi hiicrelerde Keapl ve Nrf2 gen ekspresyonlarinin 1gik
mikroskobunda goriintiilenmesi

48 saatlik uygulamada H20:, karvakrol, karvakrol ve H202 ve kontrol grubu ROT

aktivitesi sonuglari incelendiginde ise H202 ‘nin tek basina uygulandigi hiicrelerde
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ROT ile boyanma tespit edilirken diger gruplarda ROT aktivitesi tespit edilemedi
(Sekil 4.6).

H202+Karvakrol

Karvakrol Kontrol
Sekil 4.6. 48 saat uygulama sonrasi gruplarda ROT aktivitesinin floresan mikroskopla goriintiilenmesi

Immunohistokimya boyama ile Nrf2 ve Keapl’nin protein ekspresyonlart
incelendiginde ise 1000 hiicre sayild1 ve boyanma siddetleri derecelendirildi (Cizelge
4.4). Oksidatif hasarin uzun siirmesi ile hiicrelerde yapim/onarim g¢alismalarinin
basladig1 ve Nrf2 ve Keapl proteinlerinin eksprese olmaya basladig: izlendi (Sekil
4.9). Karvakroliin uzun siire uygulanmasinin, Keapl ve Nrf2’nin aktiflesmesine yol

act1g1 tespit edildi.

Cizelge 4.4. 48 saat uygulama sonrasi gruplarm Nrf2 ve Keap1’nin degerlendirme sonuglart

48h NEGATIF 1+ 2+ 3+ Toplam
hiicre
H>0, 10 965 36 0 1011
H,0,+ Karvakrol 19 845 139 0 1003
Keapl
Karvakrol 2 345 658 0 1005
Kontrol 1004 0 0 0 1004
H,0; 9 793 207 0 1009
Nrfo H,O,+ Karvakrol 0 8 792 214 1014
r
Karvakrol 0 75 917 14 1006
Kontrol 1002 0 0 0 1002
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48 saatte dort farkli uygulama grubunda da 3+ saptanmadi. Bu nedenle
karsilastirmaya dahil edilmedi.H202, H20.+ Karvakrol, Karvakrol ve kontrol
gruplarinda 48 saatlik Keapl negatif/1+/2+ olma oranlar1 arasinda fark saptandi
(p<0.001). Farkliligin hangi gruplardan kaynaklandigi incelendiginde H202 grubu ile
diger tiim gruplar arasinda anlamli farklilik tespit edildi(p<0.001). H202+Karvakrol
grubu ile karvakrol ve kontrol gruplar1 arasinda anlamli farklilik tespit
edildi(p<0.001). Karvakrol ve kontrol grubu arasinda da anlamli bir farklilik tespit
edildi(p<0.001) (Cizelge 4.5).

Cizelge 4.5. Dort farkli uygulama grubundaki hiicrelerin 48 saatlik Keapl ekspresyonlarinda
pozitif/negatif olma dagilimlarinin karsilagtiriimasi

Toplam . Test
48 saat Hiicre  egatif 1+ 2+ istatistigi P
Keapl n (%)
H20, 1011 10 (1) 965 (95.5) 36 (3.6)
H,0,+Karvakrol 1003 19 (1.9) 845 (84.2) 139(13.9) 9 _
Karvakrol 1005  2(02) 345(343) 658(655) K 05071 <0001
Kontrol 1004 1004 (100) 0(0) 0(0)
Ki-kare testi
48 saat KEAP-1
120
100
100
E 80
20
R ! 0.2
H2D2 H202+ Karvakrol Karvakrol Kontrol
W negatit W1+ W2+

Sekil 4.7. 48 saat uygulama sonrasi gruplarin Keapl gen ekspresyonlarinda pozitiflik yiizdeleri

H202 grubunda 2+ olma oran1 hem H202+Karvakrol hem de Karvakrol grubuna gore
daha diisiik, Kontrol grubuna gore ise daha yiiksek; 1+ olma orani ise hem
H202+Karvakrol hem Karvakrol hem de Kontrol grubuna gore daha yiiksek
bulundu.H202+Karvakrol grubunda 1+ orani karvakrol ve kontrol grubuna gore daha

yiiksek, 2+ olma orani ise Karvakrol grubuna gore daha diisiik kontrol grubuna gore
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daha yiiksek idi. Karvakrol grubunda 1+ ve 2+ olma oranlar1 kontrol grubuna gore
daha ytiksek idi (Sekil 4.7) (Cizelge 4.5).

Ozetle, kontrol grubunda pozitiflik saptanmad: ve tiim gruplarda pozitiflik oranlari
kontrol grubuna gore daha yiiksek, H202 ve H202+Karvakrol grubunda 1+ oranlari
Karvakrol grubuna gore daha yiiksek, Karvakrol grubunda ise 2+ oranmi1 daha yiiksek
bulundu.

Cizelge 4.6. Dort farkli uygulama grubundaki hiicrelerin 48 saatlik Nrf2 ekspresyonlarinda
pozitif/negatif olma dagilimlarinin karsilastirilmasi

Toplam Test

48 saat Hiicre Negatif 1+ 2+ 3+ Istatistigi P
Nrf2
H,0, 1009  9(0.9) 793 (78.6) 207 (205)  0(0)
H,0O,+Karvakrol 1014 0( 8 (0.8 792 (78.1) 214 (21.1 _
Karvakrol 1006 ogog 75((7.53) 917 E91.2; 14 §1.4)) x*=6809.65 <0.001
Kontrol 1002 1002 (100) 0 (0) 0(0) 0 (0)
Ki-kare test

H202, H202+ Karvakrol, Karvakrol ve kontrol gruplarinda 48 saatlik Nrf2
negatif/1+/2+ olma oranlar1 arasinda fark saptandi (p<0.001). Farkliligin hangi
gruplardan kaynaklandigi incelendiginde H202 grubu ile diger tiim gruplar arasinda
anlamli farklilik tespit edildi (p<0.001). H202+Karvakrol grubu ile karvakrol ve
kontrol gruplari arasinda anlamli farklilik tespit edildi (p<0.001). Karvakrol ve
kontrol grubu arasinda da anlamli bir farklilik tespit edildi (p<0.001) (Cizelge 4.6).

Kontrol grubunda pozitiflik saptanmadi diger gruplarda pozitiflik oranlar1 kontrol
grubuna gore daha yiiksek, H202 grubunda 1+ oranlar1 H202+ Karvakrol ve
Karvakrol grubuna gore daha yiiksek, Kavrokrol grubunda ise 2+ orani daha diger
gruplara gore daha yiiksek, H202+ Karvakrol grubunda ise 3+ orani diger gruplara
gore daha yiiksek bulundu (Sekil 4.8).
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Sekil 4.8. 48 saat uygulama sonrasi gruplarin Nrf2 gen ekspresyonlarinda pozitiflik yiizdeleri
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Keapl Nrf2

Sekil 4.9. 48 saat uygulama sonrast hiicrelerde Keapl ve Nrf2 gen ekspresyonlarinin 1g1k
mikroskobunda gériintiilenmesi

Ucgiincii grup 72 saat H202, karvakrol, karvakrol ve H202 uygulamalar1 ve kontrol
grubu olarak yer almistir. Bu grupta H20: tek basina uygulandigi hiicrelerde ROT ile



boyanma tespit edilirken diger gruplarda ROT aktivitesinden s6z edilmemektedir
(Sekil 4.10).

H202 +Karvakrol

Karvakrol Kontrol
Sekil 4.10. 72 saat uygul--6ama sonrast gruplarda ROT aktivitesinin floresan mikroskopla
goriintiilenmesi

Gruplarin 72 saat uygulama sonras1 Nrf2 ve Keap1’in gen ekspresyonlari incelendi.
Bu incelemelerde 1000 hiicre sayild1 ve boyanma siddetleri derecelendirildi (Cizelge
4.7.) (Sekil 4.13).

Cizelge 4.7. 72 saat uygulama sonrasi Nrf2 ve Keap1’nin degerlendirme sonuglar

72h NEGATIF 1+ 2+ 3+ Toplam
hiicre
H20, 1004 0 0 0 1004
H,0,+ Karvakrol 897 102 0 0 999
Keapl
Karvakrol 953 49 0 0 1002
Kontrol 1005 0 0 0 1005
H20, 981 24 0 0 1005
Nrf2 H,0,+ Karvakrol 917 96 0 0 1013
Karvakrol 74 935 0 0 1009
Kontrol 1001 0 0 0 1001
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Dort  farkli uygulama grubundaki hiicrelerin 72 saatlik protein ekspresyon
dagilimlarinda 2+ ve 3+ lik saptanmadi bu nedenle degerlendirmeye alinmadi(tablo)
H202, H202+ Karvakrol, Karvakrol ve kontrol gruplarinda 72 saatlik Keapl
negatif/1+ olma oranlar1 arasinda fark saptandi (p<0.001). H202 ve kontrol grubunda
72. saatte keapl ekspresyonu saptanmadigi i¢in bu gruplar ile diger gruplar arasinda
anlamli farklilik tespit edildi (p<0.001). H20O2+Karvakrol ve Karvakrol gruplari
arasindaki farklilik da anlamliydi (p<0.001) (Sekil 4.11).

72 Saat Keapl

LLLL

H202 H202+ Karvakrol Kontrol
Karvakrol
® Negatif m1+

%

Sekil 4.11. 72 saat uygulama sonrasi gruplarin Keapl gen ekspresyonlarinda pozitiflik yiizdeleri

Tim gruplar arasinda 72 saatlik Nrf2 oranlarinda anlamli farklilik bulundu.
Karvakrol grubunda 72 saatlik Nrf2 pozitifligi diger gruplardan daha fazla,
H202+Karvakrol pozitifligi oranlar1 H202 ve kontrol grubundan fazla karvakrol
grubundan disiik, H202 grubunda ise kontrol grubundan yiiksek H202 + Karvakrol ve
Karvakrol grubundan diisiik bulundu (Sekil 4.12).

72 Saat Nrf2
100
97,6
: 90,5 92,7
100
80
60
X
40
9,5
20 2,4 7,3 0
-
0
H202 H202+ Karvakrol Kontrol
Karvakrol

m Negatif m1+

Sekil 4.12. 72 saat uygulama sonrasi gruplarin Nrf2 gen ekspresyonlarinda pozitiflik ytizdeleri
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H202, H202+ Karvakrol, Karvakrol ve kontrol gruplarinda 72 saatlik Nrf2 negatif/1+
olma oranlari arasinda fark saptandi (p<0.001). Farkliligin hangi gruplardan
kaynaklandig1 incelendiginde ise H202 grubu ile diger tiim gruplar arasinda anlaml
farklilik tespit edildi (p<0.001). H202:+Karvakrol grubu ile karvakrol ve kontrol
gruplari arasinda anlamli farklilik tespit edildi (p<0.001). Karvakrol ve kontrol grubu
arasinda da anlamli bir farklilik tespit edildi (p<0.001) (Cizelge 4.8).

Cizelge 4.8. Dort farkli uygulama grubundaki hiicrelerin 72 saatlik Nrf2 ve Keapl ekspresyonlarinda
pozitif/negatif olma dagilimlarinin karsilastirilmasi

Toplam . Test
72 saat Hiicre Negatif 1+ Istatistigi b
Keapl n (%)
H20> 1004 1004 (100) 0(0)
H,O,+ Karvakrol 999 897 (89.8) 102 (10.2)
¥? =1966.60 <0.001
Karvakrol 1002 958 (95.1) 49 (4.9)
Kontrol 1005 1005 (100) 0 (0)
Nrf2 n (%)
H20> 1005 981 (97.6) 24 (2.4)
H,0,+ Karvakrol 1013 917 (90.5) 96 (9.5)
y? =3102.56 <0.001
Karvakrol 1009 74 (7.3) 935 (92.7)
Kontrol 1001 1001 (100) 0(0)
Ki-kare test
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H20O2+Karvakrol

Karyakrol. Karvakrol

~

Kun_tl‘ol : T“—

Sekil 4.13. 72 saat uygulama sonrasi Keapl ve Nrf2 gen ekspresyonlarmim 1stk mikroskobunda
goriintiilenmesi

Bu uygulamalarin diginda ikinci bir uygulama olarak H20: ile stres olusturulmasinin

ardindan hiicreler karvakrol ile tedavi edildi. H202 ile 24 ve 48 saat muamele edilen
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hiicrelere uygulama siirelerini takiben 24 saat boyunca karvakrol uygulandi ve
sonuglar degerlendirildi. 24 saat ve 48 saat H20:2 ile stresin olusmasi ROT ile
gosterilmistir. Uygulamalarin ardindan 24 saat karvakrol uyguland: ve yine ROT ile
isaretleme yapildi ancak ROT’un inaktive oldugu tespit edildi. Bu da karvakroliin
ROT’u inhibe edebildigini gostermektedir. Ayrica karvakrol uygulama oncesi ve

sonras1 Nrf2 ve Keap1’nin protein ekspresyonlar: dl¢iilmiistiir (Cizelge 4.9 ve 4.10).

Cizelge 4.9. Karvakrol uygulama oncesinde Nrf2 ve Keapl ekspresyon sonuglari

Karvakrol Uygulama

. NEGATIF 1+ 2+ 3+ Toplam Hiicre
Oncesi
oah |Keapl 1014 0 0 0 1014
H202 | Nrf2 1006 0 0 0 1006
48h | Keapl 10 965 36 0 1011
H202 | Nrf2 9 793 207 0 1009

Cizelge 4.10. Karvakrol uygulama sonrasinda Nrf2 ve Keapl ekspresyon sonuglari

Karvakrol

NEGATIF 1+ 2+ 3+ Toplam Hiicre
Uygulama Sonrasi
oah | Keapl 0 7 189 812 1008
H202 | Nrf2 0 1 35 974 1010
48h | Keapl 0 2 21 978 1001
H202 | Nrf2 0 1 12 992 1005

24 saat boyunca H202'ye maruz birakilip 24 saat tedavi uygulandiktan sonra Keap-1
ve Nrf2 ekspresyonlarinin 1+/2+/3+ pozitiflik oranlar1 arasinda fark saptandi
(p<0.001) (Cizelge 4.11). KEAP-1 ekspresyonun 2+ pozitifligi Nrf2’ye gore daha
yiiksek, 3+ pozitifligi ise daha diisiikk bulundu. Sonugta Nrf2de 3+ olma orani1 daha
fazla idi (Sekil 4.14).

Cizelge 4.11. 24 saat boyunca H;O, ye maruz birakilip 24 saat tedavi uygulandiktan sonra Keapl ve
Nrf2 ekspresyonlarinin kargilagtirilmasi

24 saat H20> Toplam Test
24 saat Karvakrol Hiicre 1+ 2+ 3+ Istatistigi P
Keapl 1008 7(0.7) 189 (18.7) 812 (80.6)
y?=125.06 <0.001
Nrf2 1010 1(0.1) 35 (3.5) 974 (96.4)
Ki-kare test
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24 saat H,0, 24 saat Karvakrol
96,4
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1+ m2+ m3+

Sekil 4.14. 24 saat boyunca H,O;’ye maruz birakilip 24 saat karvakrol uygulandiktan sonra Keap-1 ve
Nrf2 ekspresyonlari

48 saat boyunca H202 ye maruz birakilip 24 saat karvakrol uygulandiktan sonra ise
Keapl ve Nrf2 ekspresyonlarmin 1+/2+/3+ pozitiflik oranlar1 arasinda fark
bulunmad: (p>0.05) (Cizelge 4.12) (Sekil 4.15).

Cizelge 4.12. 48 saat boyunca H,0 ‘'ye maruz birakilip 24 saat tedavi uygulandiktan sonra Keapl ve
Nrf2 ekspresyonlarinin pozitifligi karsilastirilmasi

48 saat H20> Toplam Test
24 saat Karvakrol  Hiicre 1+ 2+ 3+ Istatistigi b
Keap-1 1001 2(0.2) 21(2.1)  978(97.7)

72 =2928  0.209
Nrf2 1005 1(01)  12(1.2) 992 (98.7)

Fisher’s Exact test

48 saat H,0, 24 saat Karvakrol
97,7 98,7

100

80

%

60

40

20 01 12

NRF-2
1+ m2+ m3+

Sekil 4.15. 48 saat boyunca H,0- ’ye maruz birakilip 24 saat karvakrol uygulandiktan sonra Keapl ve
Nrf2 ekspresyonlari
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4.4. Morfolojik inceleme Sonuclar

Uygulama gruplarinda uygulamalar sonrasinda hiicrelerin  morfolojisi 151k
mikroskobu ile degerlendirilmistir. Degerlendirme sonrasinda 24 ve 48 saat H20:
uygulamast yapilan gruplarda hiicrelerin membran biitinliigiinii ¢ogu alanda
korudugu, zayif tutunmus sitoplazma igi graniil igermeyen morfolojide degisiklikler
gostermektedir (Sekil 4.16 ve 4.17). Biitlinliikk degerlendirildiginde nadiren yikima
ugramis hiicreler ve hafif biliylime inhibisyonu goézlemlenmektedir. 72 saatlik
uygulama sonrasinda ise hiicrelerin katmanlarinin tamamma yakini yikama
ugramigtir. Karvakroliin 24, 48 ve 72 saat uygulanmasi sonucunda hiicrelerin
morfolojik biitiinliiginii  korudugu, ayrik sitoplazma ig¢i graniillerin, hiicre
yikimlarimin olmadigi ve hiicre gogalmasinda azalma olmadig: tespit edilmistir.H202
ve karvakroliin bir arada uygulandig: gruplarda ise 24 ve 48. Saatte herhangi bir
yikim goézlemlenmese de 72. Saatin sonunda hafif yikimlarin basladigi ve

morfolojinin degismeye basladigi gdzlemlenmistir.

H:0: H:0:+ Karvakrol

Sekil 4.16. Gruplarda 24 saat uygulama sonrasi inverted mikroskop ile g¢ekilen HE boyama
goriintileri
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H:0: H:0:+ Karvakrol

Sekil 4.17. Gruplarda 48 saat uygulama sonrasi inverted mikroskop ile ¢ekilen HE boyama
goriintiileri

4.5. Double Staining Metodu ile Apoptoz ve Nekroz Sonuglar

Materyal metotda bahsedildigi sekilde yapilan double staining isleminin

sonlandirilmasi ile hiicreler floresan mikroskop ile degerlendirildi (Sekil 4.18).
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H»0: H:0;+ Karvakrol

Karvakrol Kontrol
P > /-\: F,‘) .\.\..\.'\\

Sekil 4.18. Double staining islemi uygulanan hiicrelerin floresan mikroskop goriintiisii

Degerlendirmede her gruptan en az 100 hiicre sayilarak apoptoz ve nekroz oranlari
yiizde cinsinden verilmistir (Cizelge 4.13). H202 uygulanan gruplarda nekroz orani
yiiksekken karvakrol uygulanan gruplarda bu oranin sifira indigi gézlemlenmektedir.
H20:2 ile stres olusumu sonrasinda karvakrol uygulanan gruplarda nekroz oraninin

diisiip apoptoz oranlarinin arttig1 gozlemlenmistir.

Cizelge 4.13. Gruplarin % Apoptoz/Nekroz oranlari

Gruplar % Apoptoz % Nekroz
H20> 2,4+0,2 24,4425
H202+ Karvakrol 15,3+2,3 3,2+1,2
Karvakrol 0 0
Kontrol 0 0

gj ::2: E;?\i;krol G2 D=l
48 saat H202 + 93423 2302

24 saat Karvakrol
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4.6. In vitro Yara Iyilesme Modeli Sonuclar

Uygulamanin baglangicindan sonlandirilma siirecine kadar herhangi bir hiicre gogii
ya da yara kapanmasi tespit edilemedi ancak karvakroliin uygulandigi yara bolgesi

disindaki hiicrelerde artis gozlemlendi. Baslangig, 8.saat ve 24. Saatte karvakrol ve

kontrol grubu sonug goriintiileri sekilde detaylica gosterildi (Sekil 4.19).

Sekil 4.19. Yara modeli olusturulan dis eti fibroblast hiicrelerinin ve kontrol grubunun resmi (A: 0.
saat karvakrol uygulamasi yapilan hiicreler, B: 8. saat karvakrol uygulamasi yapilan
hiicreler, C: 24. saat karvakrol uygulamasi yapilan hiicreler, D:0. saat kontrol grubu, E: 8.
Saat kontrol grubu, F: 24. Saat kontrol grubu)
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5. TARTISMA VE SONUC

Periodontal hastaliklar diinya popiilasyonunun %210-15ini etkilemekte ve Diinya
Saglik Orgiitii'niin yayinladig: rapora gore agiz saghg: diizeyindeki tiim gelismelere
ragmen diinya genelinde goriilen oral hastaliklarin  biiyiik  bir  kismini
olusturmaktadir(Petersen, 2005). Periodontal hastalikta primer etiyolojik ajanin
mikrobiyal dental plak oldugu bilinmekle beraber periodontal doku yikiminin temel
sebebi mikrobiyal uyariya karsi konagin verdigi immiin-enflamatuvar yanittir
(Dawson vd., 2014). Periodontitise neden olan yikict mekanizmalarin
engellenmesine yonelik yeni tedavi stratejilerinin gelistirilmesi i¢in konak cevabinin
degistirilmesi, konak kaynakli faktorlerin doku yikimindaki roliiniin anlagilmasiyla
birlikte arastirmacilarin ilgisini ¢eken bir konu haline gelmistir(Kornman, 1999). Bu
baglamda, g¢esitli konak modulator ajanlar1 gelistirilmis ve konak modiilator
ajanlarinin konvansiyonel mekanik tedavi ile birlikte kullanilmasinin daha iyi klinik
sonuglar getirecegi vurgulanmistir (Oringer, 2002; Kornman, 1999; Gokhale vd.,
2013; Preshaw vd., 2004).

Tibbi bitkiler diinya ¢apinda gesitli hastaliklar i¢in tamamlayici veya alternatif bir
tedavi olarak kullanilmistir. Bu nedenle, bitkilerden elde edilen biyoaktif iiriinler,
yeni ilaglarin gelistirilmesi i¢in biiyiik bilimsel ve ticari ilgi gormektedir (Yap vd.,
2014). Antioksidanlarin insan sagliginin korunmasi tizerindeki faydali etkileri, son
yillarda diinya ¢apinda birgok bilim insaninm ilgisini ¢eken 6nemli bir konu haline
gelmigtir. Bitkilerden elde edilen antioksidanlarin serbest radikal reaksiyonlarinin
yayllmasint engelledigi ve insan viicudunu ¢esitli hastaliklardan korudugu
bildirilmistir (Milella vd., 2014). Aromatik bitkiler tarafindan tiretilen ugucu yaglar;
antioksidan, antienflamatuvar, sedatif, antimikrobiyal, antiviral, sindirimi
diizenleyen, antikarsinojenik, sitotoksik, antimikotik ve anti paraziter etkiler
gostermektedir (Burt vd., 2004; Jo vd., 2012). Karvakrol, kekik ve ¢ok sayida
aromatik bitki tarafindan tiretilen monoterpenik bir fenoldiir. Giiniimiizde karvakrol,
gida sektoriinde gida koruyucu, tatlandirici ve aroma verici olarak diisiik

konsantrasyonlarda kullanilmaktadir. Karvakroliin tiiketimi genel olarak giivenilir
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kabul edilmektedir ve Avrupa Konseyi tarafindan 2 ppm seviyesinde igkilerde ve 25
ppm de sekerlerde kullanilmak tizere kimyasal tatlandiricilar listesine alinmistir (De
Vincenzi vd., 2004). Son yillarda, Kklinik uygulamalarda potansiyel kullanimi igin
karvakroliin biyolojik etkilerini belirlemek amaciyla 6nemli arastirmalar yapilmustir.
In vitro ve in vivo calismalardan elde edilen sonuclar, karvakroliin antioksidan,
antibakteriyel, antifungal, antikanser, anti-enflamatuvar, hepatoprotektif, spazmolitik
ve vazorelaksan dahil olmak iizere gesitli biyolojik ve farmakolojik 6zelliklere sahip

oldugunu gostermektedir (Suntres vd., 2015).

Yeni teropatik yaklagimlar gelistirilebilmesi i¢in yapilacak deneysel ve klinik

calismalara 6ncii olacak in vitro ¢alismalara ihtiyag vardir.

Calismamizda karvakroliin insan diseti fibroblast hiicreleri iizerinde sitotoksik
olmayan etkin dozu belirlenerek, hiicre canliligi, ROT aktivitesi, apoptoz, yara
iyilesmesi ve Nrf2/Keapl sinyal yolu iizerindeki etkileri degerlendirilmistir. /n vitro
hiicre kiltiirii testleri, canli dokularin fizyolojik durumunu taklit etmektedir ve
materyallerin toksisitesinin belirlenmesi amaciyla siklikla kullanilmaktadir. /n vitro
testler; bireysel faktorlerden etkilenmez, hizli uygulanabilir, tekrarlanabilir sonuglar
elde edilir, standardize etmek kolaydir, ucuz ve materyaller arasinda kiyaslama
yapilmasina izin verir. Ayrica, hiicre diizeyindeki olaylari, karmasik hiicreler arasi
iligskilerden izole olmus bir sekilde incelemeye olanak tanir (Tuncer, 2011; Schmalz,
1994; Hanks vd., 1996).

Materyallerin biyouyumluluk degerlendirilmesinde kullanilacak in vitro sitotoksisite
testleri uluslararasi standartlar tarafindan (ISO 10993-5) belirlenmistir. MTT (3-(4,5-
dimethylthiazol-2-yl) 2,5-diphenyl tetrasodium bromide) canli hiicreler tarafindan
koyu mavi-mor renkli formazanlara doniistiiriilen sar1 renkli bir substrat olup bu
reaksiyon canli hiicrelerde bulunan aktif mitokondriler tarafindan gergeklestirilir ve
hiicre canliligin1 6lgmek amaci ile kullanilir. Caligmamizda, sitotoksisite testlerinde
direkt hiicre kiiltiiri metodu kullanilmistir. [n vitro hiicre kiiltiirii ¢alismalari
yapilirken testte kullanilacak hiicre tipinin se¢imi ¢ok 6nemlidir. Materyalin klinik
kullanimda etkilesimde bulunacagi doku agiz mukozasi veya periodontal dokular
oldugu durumlarda fibroblast hiicrelerinin kullaniminin daha uygun olacagi
bildirilmistir (Browne, 1988). Yapilan in vitro sitotoksisite testlerinin sonuglarini
degerlendirmek  igin  ¢esitli  yontemler  kullanilmaktadir.  Materyallerin

sitotoksisitelerinin degerlendirmesinde hiicre metabolizmasi1 degerlendirme testleri
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kompleks yapida ve hassas olmasi, sadece kisa donem sonuglari degil, uzun donem
sonuclarin elde edilmesini saglamasi gibi avantajlar1 nedeniyle siklikla tercih
edilmektedir (Sakaguchi, 2012; Bouillaguet vd., 2002). Caligmamizda, hiicre
metabolizmas1 degerlendirme testlerinden MTT testi tercih edildi. MTT testi,
giniimiizde en sik kullanilan sitotoksisite degerlendirme testlerinin basinda
gelmektedir ve dis hekimligi alanindaki sitotoksisite ¢aligmalari incelendiginde MTT
testinin siklikla kullanildigr goriilmektedir. Bu test; ucuz, giivenilir, uygulanmasi
basit bir testtir, tekrarlanabilir sonuglar verir ve hassas bir test olmasi nedeniyle
diisiik dozlarda olusan toksik etkinin 6lgiilebilmesini saglar (Moharamzadeh, 2009).
Calismamizda hiicrede oksidatif hasar olusturmak amaciyla uygulama ydnteminin
kolay olmasi sebebiyle oksidatif hasar ajan1 olarak H202 secilmistir. Etkin
konsantrasyonunu belirlemek i¢in MTT yontemi kullanildi. Daha 6nceki
calismalarda H202’nin 50-800 uM’luk konsantrasyonda yapilan uygulamalar1 tespit
edildi (Baser, 2008). Calismamizda IC50 degerinin belirlenmesinin ardindan
H202’nin 100 puM’luk konsantrasyonu kullanima uygun olarak tespit edildi.
Karvakrol 100 ul besiyeri ortamina tamamlanacak sekilde 20 ul-1.25 ul araliginda
uyguland: ve uygulanan konsantrasyonlarda karvakrol hiicreler tizerinde toksik bir
etki gostermedi. Oksidatif hasarin  onarilmasi igin karvakroliin uygulama
konsantrasyonu da 20 ul olarak belirlendi. Bu konsantrasyonda karvakrol hem toksik
etki gostermedi hem de hiicre proliferasyonuna ve hiicre canlilik yiizdesinde artisa

sebep oldu.

Karvakroliin fibroblastlar {izerindeki sitotoksisitesini bildiren az sayida g¢alisma
bulunmaktadir. NIH3T3 fibroblast hiicreleri {izerinde yapilan bir ¢caligmada 0.01-100
ul dozlarda karvakrol uygulandiginda, MTT testi ve hiicre sayimi ile karvakroliin
fibroblastlar tizerinde 0.01 ul'den baslayan ve 10 pl ‘de maksimuma ulasan
antioksidan ve proliferatif etkilere sahip oldugu gosterilmistir. Ayrica Karvakroliin
akciger ve serviks kanserine kars1 etkili oldugu ,75-200 pl doz seviyelerinde kanser
hiicreleri {izerinde segici etkiye sahip oldugu gosterilmistir (Baser, 2008). Melo vd.
(2014), MRC5'te (insan fibroblasti) karvakrol i¢in 62.5 ul IC50 degeri bildirmistir.
Buna karsilik, Houdkova vd. (2017), karvakrol igin en diisiik sitotoksisitenin Melo
vd. (2014) tarafindan kullanilanla ayni hiicre hattin1 kullanarak 5.09 pl IC50 degeri
oldugunu gostermistir (Houdkova vd., 2017). Bayir vd’nin 2017 yilinda yaptigi

calismalarinda insan fibroblast (WS-1) hiicreleri tizerinde karvakrol doza bagli bir
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sekilde hiicre canliligimi 6nemli dl¢iide azaltarak sitotoksik etkiler gostermistir (P <
0.001). Karvakrol igin IC50 degerleri, WS-1 hiicrelerinde 138.1 + 8.7 ul olarak
bulunmustur. Daha diisik konsantrasyonda (10 uM) uygulandiginda karvakrol,
islenmemis kontrol hiicrelerine kiyasla WS-1 hiicrelerinin istatistiksel olarak anlamli
proliferasyonuna neden olmustur (P < 0.001) ve bu bizim ¢alismamiza paralel bir
sonu¢ olarak goriilmektedir (Bayir vd., 2017). Ote yandan, cesitli calismalarda
karvakroliin sitotoksik etkileri rapor edilmistir. Ancak sitotoksik etki rapor edilen
calismalar HepG2 (Yin vd., 2012), SiHa, HeLa (Mehdi vd., 2011), Caco 2 hiicreleri
(Dusan vd., 2006; Llana vd., 2014), insan agiz kanseri hiicreleri (Liang ve Lu, 2012),
insan metastatik meme kanseri hiicreleri (Arunasree, 2010) ve HL-60 promyelositik
ve Jurkat T lenfoma hiicreleri (Bhakkiyalakshmi vd., 2016) gibi farkli hiicreler

tizerinde yapilmistir.

Bu ¢alisma,karvakroliin diseti fibroblastlar1 tizerindeki in vitro etkilerini arastiran ilk
calismadir. Aydin vd’nin insan lenfositleri ile yaptigi bir ¢alismada karvakrol ve
timoliin 0.1 mM ve daha diisiik konsantrasyonlarda oksidatif DNA hasarma karsi
koruyucu oldugu buna karsilik fenolik bilesiklerin yiiksek konsantrasyonlarinda (0.2
mM ve iizeri) oksidatif hasar tetikledigi gosterilmistir (Aydin vd., 2005).Yapilan bir
bagka calismada (Dagli, 2010) karvakroliin antioksidan &zelliklerinin ratlarda
langerhans adacik canlilig: iizerine etkilerini incelemek i¢in H202 ile oksidatif hasar
olusturulmus ve adacik hiicrelerinde floresan boyama ile canlilik tayini yapilmistir.
Adacik hiicrelerine ti¢ farkli in vitro ortam saglanarak H202’siz, 150 ve 300 uM
H202 ile hasar olusturulmus hiicreler 9 giin boyunca 20 puM verilen ratlarin
adaciklarmin tiim H202 seviyelerinde canlilik diizeyinin kontrol ve DMSO gruplarina
gore yiiksek oldugu belirlenmistir. 40 uM dozunda da benzer sekilde 0 ve 150 uM
H202 konsantrasyonunda canliligin yiiksek oldugu ancak 300 uM seyjyesinde adacik

canliliginin kontrole gore farkinin anlamli olmadig: tespit edilmistir. 80 uM dozunda
ise tim H202 konsantrasyonlarindaki canlilik diizeylerinde belirgin bir azalma
oldugu saptanmustir. Benzer sekilde bizim c¢alismamizda da 20 puM dozunda
uygulanan karvakroliin hiicrede canlilik diizeyini kontrol grubuna kiyasla artirdig

gosterilmistir.

ROT iretimi ve/veya aktivitesi ile antioksidan savunma sistemi arasinda bir
dengesizlik oldugunda oksidatif stres meydana gelir. ROT, genel adiyla serbest

radikaller, oksijen metabolizmasinin tirinleridir ve hayati fizyolojik fonksiyonlar igin
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gereklidir (D’ Autreaux vd., 2006). Kanserler de dahil olmak tizere bir¢ok hastaligin
baslangicinda ve ilerlemesinde DNA, proteinler ve lipidler gibi makromolekiiller
hasar gormektedir ve bu gibi durumlarda asir1 ROT iiretiminin rol oynadig
anlasilmaktadir. Daha yiiksek dozlarda polifenoller (her molekiilde birden fazla fenol
grubunun bulundugu bilesikler, d6rnegin; antioksidan bitkiler) oksidatif stresin yani
sira pro-oksidan etki ile sonuglanan asir1 ROT olusumuna neden olabilir. ROT
olusumunu indiikleyen bitkiler apoptozu ve hiicresel yaslanmay: aktive
edebilmektedir (Mahalingam vd., 2003; Kuhnel vd., 2015). Bu nedenle apoptoza
neden olan polifenol ajanlarin ideal antioksidan ilaglar olmasi beklenir. Daha diisiik
dozlarda polifenoller, artan antioksidan enzimlerin iiretimi nedeniyle hiicreleri
koruyabilir ve boylece antioksidan etkiler sergileyebilir. Fenolik bilesikler i¢in hem
antioksidan hem de prooksidan aktivitenin farkli dozlarda gozlenmesi nadir degildir
(Ferguson, 2001). Calismamizda 24 saat ve 48 saat H20: ile oksidatif hasar
olusturulmus hiicrelere uygulama siirelerini takiben 24 saat karvakrol uyguland: ve
sonuclar degerlendirildi. H202’nin tek basma uygulandigi hiicrelerde ROT ile
boyanma tespit edilirken diger gruplarda ROT aktivitesi izlenmedi. 24 saat ve 48 saat
H202 uygulanmasi ile oksidatif stresin olusmast ROT aktivitesi ile gosterildi.
Oksidatif hasar olusturulmasinin ardindan, 24 saat karvakrol uygulanarak ROT ile
isaretleme yapildiginda, ROT un inaktive oldugu tespit edildi. Bu durum karvakroliin
ROT’u inhibe edebildigini agik¢a gostermektedir. Literatiirde farkli hiicre gruplari
tizerinde yapilan g¢alismalarda diisiik dozlarda ROT seviyesinin anlamli diizeyde
azaldigini, yiiksek doz karvakrol uygulanan calismalarda ise karvakrolim ROT
olusumunu artirdig1 gozlenmistir. Bu sonuglar ¢alismamizda diisiik dozlarda (20 uM)
karvakrol uygulamas: ile ROT’un inaktive olmasini desteklemektedir (Bayir vd.,
2017; Undeger vd., 2009). Ayse Giines Bayir vd’nin 2017 yilinda insan fibroblast
(WS-1) hiicreleri iizerinde yaptigi ¢alismalarinda karvakroliin doza bagimli ROT
olusturucu etkisi gézlemlenmistir ve WS-1 hiicrelerindeki bagil ROT diizeyi ile artan
karvakrol dozu arasinda pozitif bir iliski bulunmustur. Ancak WS-1 hiicreleri en
diisiik dozda karvakrol ile tedavi edildiginde, kontrol grubuna gore istatistiksel olarak
anlaml diizeyde ROT seviyesini diisiirmiistiir. Undeger vd’nin 2009 yilinda V79 ¢in
hamster akciger fibroblast hiicreleri iizerinde yaptigi caligmalarinda ise karvakrol
tedavisi, kontrole kiyasla100 uM’de ROT aktivitesinde anlamli derecede artigsa neden
olurken 5 uM ve 25 uM dozlarinda karvakrol uygulandiginda kontrole kiyasla ROT

aktivitesinde 6nemli diisiisler rapor edilmistir.
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Bilindigi {izere apoptoz ve nekroz olmak iizere iki farkli tip hiicre olimi
tamimlanmustir. Bu iki 6liim tipinin farkli biyolojik cevaplar olusturmas: nedeniyle
bir materyalin sitopatojenik etkileri degerlendirilirken apoptoz ve nekroz oranlarinin
tespit edilmesi ¢ok 6nemlidir. Apoptoz, morfolojik ve biyokimyasal degisikliklerle
karakterize edilen hasar gormiis hiicrenin programlanmis ve gen tarafindan
diizenlenen bir hiicre o6limiidiir (Brown vd., 2005). Apoptoza ugrayan hiicreler
apoptotik cisimcik adi verilen daha kiigiik parcalara ayrilirlar ve parcalanan hiicreye
ait tim yapilar, plazma membrani ile kaplanarak immiin sistemi uyarir ve
enflamasyonu baslatirlar. Apoptotik cisimcikler yandaki hiicreler tarafindan fagosite
edildigi i¢in apoptotik hiicre oliimiinde enflamasyona ait klinik semptomlar ve
otoimmiin herhangi bir cevap goriilmemektedir. Molekiiler diizeyde apoptozisin
gerceklesmesi iki ana yolla olmaktadir. Bu yollar intrinsik ve ekstrinsik sinyal
yollaridir. Ekstrinsik sinyal yolu fas ligandi veya TNF- a gibi 6lim ligandlari,
plazma membranindaki ayni1 kdkenli reseptorlerine baglandiginda aktive olmaktadir.
Intrinsik sinyal yolu ise DNA hasar1, hiicresel stresler veya sitokin yoksunlugu gibi
durumlara cevap olarak meydana gelmektedir. Apoptozun intrinsik veya
mitokondriyal yolu, hiicre i¢i sinyallesme ile baslatilir ve mitokondriyal membran
gecirgenligini ve dolayisiyla pro-apoptotik proteinlerin salinmasini igerir (Martinou
ve Youle, 2011). Bcl-2 ailesinin ii¢ protein alt grubu, mitokondriyal membrandaki
intrinsik sinyal yolunu kontrol etmektedir (Death vd., 1998). Antiapoptik Bcl-2 ve
proapoptik Bax proteinleri, hiicre olimiint belirleyen iki kritik proteindir. Bcl-2
ekspresyonu arttiginda apoptoz baskilanmaktadir, Bax ekspresyonu arttiginda ise
apoptoz indiiklenmektedir. Bax’in Bcl-2’ye oram1 (Bax/Bcl-2) ise, hiicrelerin
apoptotik siirece girip girmeyecegini belirleyen 6nemli bir orandir (Sadeghzadeh vd.,
2018). Sadeghzadeh vd’nin 2018 yilinda ratlarda hipertrofik kalp modellemesi
olusturduklart bir ¢alismada; karvakroliin, apoptik siirecte yer alan proteinlerin
tizerinde olumlu etkisinin oldugunu, kalbi hipertrofiye kars1 korumak igin
antiapoptotik ekspresyonun artmasi ve proapoptotik ekspresyonun zayiflamasinin
yeni bir mekanizma olarak ele alinabilecegini bildirmislerdir. Shoorei vd’nin 2019
yilinda diyabetli ratlarda testis dokusundan immunofloresans yontemiyle Bax ve Bcl-
2 yogunluklarim1 ve RT-PCR ile mRNA seviyelerini arastirdiklart ¢alismalarinda,
diyabetli ratlara karvakrol verilmesiyle Bax seviyesinin azaldigini, Bcl-2 seviyesinin
arttigin1 bildirmislerdir. Ayni ¢alismada diyabetli ratlarla kiyaslandiginda dordiincii
ve sekizinci haftalarda, diyabetli ratlara karvakrol verilmesi ile Bax protein
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ekspresyon diizeylerinin azaldigi, Bcl-2 protein eksprasyon diizeylerinin arttigi ve
Bax’m Bcl-2’ye oranin azaldig: belirlenmistir (Sadeghzadeh vd., 2018) (Shoorei vd.,
2019). Nekrotik 6liim ise ¢ogunlukla hiicre hasari ile ortaya ¢ikmaktadir. Nekrotik
Olime ugrayan hiicrelerde sisme ve pargalanma goriilmektedir. Bunun sonucunda
ortaya c¢ikan prostaglandin, histamin gibi tiriinler, en yakin damar endotelini uyarir ve
lokositlerin  hasarli  bolgeye dogru go¢ etmesini  saglar. Nekrotik oliim
gerceklestiginde 6dem ve agr ile Kkarakterize olan enflamasyon bulgulari, klinik
olarak gozlenmeye baglar (Kam vd., 2000). Dolayisiyla eger dokularla temasta olan
bir biyomateryal daha yiiksek oranda apoptozu indiikliiyorsa, dokularda enflamasyon
olusturmaz ve dokularda olusabilecek reaksiyonlara daha hizli adapte olur; ancak
daha yiiksek oranda nekrozu indiikliiyorsa, enflamatuar reaksiyon sonucu ciddi doku
hasarlart meydana getirebilecegi sonucuna varilabilir (Cimpan vd., 2000).
Calismamizda double staining metodu ile apoptoz nekroz oranlarina bakildiginda
H202 uygulanan gruplarda nekroz orani yiiksekken, karvakrol uygulanan gruplarda
bu oranmn sifira indigi gozlendi. H202 ile stres olusturlan ve sonrasinda karvakrol
uygulanan gruplarda ise nekroz oraninin disiip apoptoz oranlarinin arttigi
gozlemlendi. Bu baglamda, fibroblast hiicrelerinde test edilen karvakroliin daha fazla
oranda apoptotik oliim olusturmasi ve apoptotik 6liim sonucunda in vivo olarak
enflamasyon olusmamasi sebebi ile karvakroliin klinik olarak giivenli bir sekilde

kullanilabilir oldugu diisiiniilebilir.

Melusova vd.’nin 2014 yilinda insan hepatoma HepG2 hiicreleri iizerinde yaptigi
calismalarinda, ¢alismamiza benzer sonuglar bildirilmistir. Bu ¢alismada, karvakrol
ve biberiye yagmin sitotoksik konsantrasyonlarinin hiicre dongiisii lizerindeki
etkisini ve her iki dogal ugucu maddenin insan hepatoma HepG2 hiicrelerinin DNA
fragmantasyonunu ve apoptotik olimiinti indiikkleme Kkabiliyetini  belirlemek
amaclanmustir. Bu etkiler, HepG2 hiicrelerinin karvakrol ve biberiye yagi ile 24 saat
inkiibasyonundan sonra akis sitometrisi, interniikleozomal DNA fragmantasyonu ve
mikrontikleus tahlili olarak bilinen {i¢ bagimsiz yontem kullanilarak tespit edilmistir.
Calisma sonucunda karvakroliin konsantrasyona bagl bir sekilde apoptoz igin tipik
olan morfolojik degisiklikleri indiikledigi gozlenmis ve nekroz varligi ihmal
edilebilir diizeyde bulunmustur. Her iki dogal bilesik de sitoplazmik membranin
biizilmesine ve apoptotik cisimlerin olusmasina neden olmustur (Melusova vd.,

2014). Ugucu yaglar ve karvakrol ile tedavi edilen hiicrelerin apoptotik 6liimiiniin
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indiiklenmesi farkli ¢alismalar tarafindan da gézlenmistir. Arunasrre (2010), hiicre
dongiisti analizini ve Annexin V boyamasini kullanarak insan metastatik meme
MDA-MB231 hiicrelerinde apoptoz olusumunda karvakroliin etkisini izlemistir.
Calismanin  sonuglari, karvakroliin hiicrelerde apoptozu agikca indiikledigini
gostermistir. Bulgular ayrica artan karvakrol konsantrasyonlarinin GO/G1 fazindaki
apoptotik hiicrelerin sayisini arttirdigini ve S fazindaki hiicrelerin goriilme sikligiin
azaldigin1 ortaya koymustur. Boylece karvakroliin tiimér hiicrelerinde apoptozu
indiikledigi ve hiicre dongiisiinin S fazinda DNA sentezini inhibe ettigi rapor
edilmistir (Arunasrre, 2010). Calismamiz karvakroliin diseti fibroblast hiicreleri
tizerinde apoptoz ve nekroz oranlarmmi arastiran ilk calismadir ve elde ettigimiz

olumlu sonuglarin yeni yapilacak ¢alismalara oncii olacagini diisiinmekteyiz.

Nrf2 ve endojen inhibitorii Keapl, evrimsel olarak korunmus, oksidatif strese karsi
koymak igin bulunan bir hiicre i¢i savunma mekanizmasi olarak islev goriir. Nrf2,
sitoplazmik Keapl tarafindan sekestre edilir ve bazal kosullarda proteazomal
bozunmay1 hedefler, oksidatif stres durumunda Nrf2, Keapl'den ayrilir ve kiigiik Maf
proteinlerinden biriyle ¢ekirdege yer degistirir. Heterodimerler, Nrf2 hedef
genlerinin diizenleyici bolgelerinde bulunan ARE'leri tanir. ARE’ler Nrf2
transkripsiyon i¢in anahtar faktorlerin yaninda gerekli olan giiglendirici dizilerdir.
Nrf2, redoks dengeleme faktorleri, detoksifiye edici enzimler, stres tepkisi proteinleri
ve metabolik enzimler olarak gorev yapan proteinleri kodlayan yaklasik 500 genin
ekspresyonunu etkilemektedir.Nrf2, antioksidan etkileri ile hiicre korumasina katki
saglarmaktadir ve hastaliklarin 6nlenmesinde potansiyel bir hedef olarak
goriilmektedir (Bellezza vd., 2018). Transkripsiyon faktori Nrf2, gigli bir
transkripsiyonel aktivatordiir ve oksidatif ve elektrofilik streslere yanit olarak birgok
sitoprotektif genin uyarilabilir ifadesinde merkezi bir rol oynar (ltoh vd., 1997,
Motohashi ve Yamamoto, 2004).Nrf2'nin hedef genleri glutatyon sentezinde,
ROT’un ortadan kaldirilmasinda, ksenobiyotik metabolizmasinda ve ilag
tasinmasinda rol oynar (Okawa vd., 2006; Yates vd., 2009). Keapl, Nrf2'nin
aktivitesinin diizenlenmesi i¢in gereklidir. Normal kosullar altinda, Nrf2, Keapl'e
bagl bir sekilde ubikuitin-proteazom yolu araciligiyla siirekli olarak bozulur (Sekhar
vd., 2002; Mahon vd., 2003; Kobayashi vd., 2004). Elektrofiller veya ROT
varliginda, Nrf2 bozunmasi durur, stabilize Nrf2 ¢ekirdeklerde birikir, kiigiik Maf

proteinleri ile heterodimerize olur ve antioksidan yanit elemani (ARE)/elektrofil
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yanit eleman1 (EpRE) yoluyla sitoproteksiyon i¢in hedef genleri aktive eder (Itoh vd.,
2004). Boylece, Nrf2 proteininin seviyesi, bozunma siiregleri tarafindan diizenlenir
ve Nrf2'nin indiiklenebilir stabilizasyonu, oksidatif ve elektrofilik streslere hiicresel
tepkinin o6ziidiir. Elektrofillere ve ROT'a maruz kaldiginda Nrf2 bozulmasinin nasil
durdurulabilecegi arastirilmaktadir. Keapl, tiyol agisindan zengin bir proteindir ve
komsu kalintilar1 genellikle bazik amino asitler olan ¢oklu reaktif sisteinlere sahiptir.
Reaktif tiyoller, elektrofillerin miikemmel hedefleridir ve birkag elektrofilik
reaktifin, tiyolleri dogrudan degistirdigi gosterilmistir (Holland vd., 2008; Satoh vd.,
2008; Kobayashi vd., 2009; Sekhar vd., 2010). Keapl'in modifikasyonunun, Keapl-
Cul3 E3 ligaz kompleksinin yapisal biitiinliigiini bozdugu, ubiquitination
aktivitesinin azalmasina neden oldugu ve bdylece Nrf2 birikimini kolaylastirdig:
diistiniilmektedir. Boylece, Keapl, elektrofilik sinyalleri transkripsiyonel aktivasyona
doniistiiren bir sensor gorevi gortir. Elektrofiller igin molekiiler sensériin 6zelliklerini
ortaya ¢ikarmak i¢in Keapl-Nrf2 etkilesiminin biyokimyasal, biyofiziksel ve yapisal
analizleri kapsamli bir sekilde arastirilmaktadir. Normal kosullar altinda, Nrf2
yartlanma omrii < 20 dk olarak bilinmektedir (Katoh vd., 2005). Bu hizli devir,
hiicresel Nrf2'yi diisiik bir seviyede tutar. Streslere maruz kaldiginda, Keapl, sistein
tiyol kalintilarinin dogrudan modifikasyonu ile etkisiz hale getirilir ve ardindan Nrf2
stabilize olur, ¢ekirdege yer degistirir ve ¢esitli detoksifikasyon ve antioksidan enzim
genlerinin transkripsiyonunu aktive eder. Elektrofilik ve oksidatif stresler, Nrf2
mRNA'da giiglii bir artisa neden olmadigindan, Nrf2 proteininin stabilizasyonu, bu
streslere yanit olarak Nrf2 aktivitesinin yiikselmesine biiyiik katki saglar. Boylece,
Keapl-Nrf2 yolu, Nrf2'nin Keapl tarafindan baskidan kurtarildigi ve strese maruz
kaldiginda biriktigi derepresyon tipi bir stres tepkisini benimser (Itoh vd., 2003;
Mahon vd., 2003).

Calismamizda karvakroliin Nrf2/Keapl sinyal yolu iizerine etkisinin arastirilmasi
igin iki farkli uygulama yapildi ve bu uygulamalar kendi igerisinde gruplara ayrildi.
Gruplara 24 saat H202 ile muamele edilerek oksidatif stres olusturuldu ve 24,48 ve
72. saatlerde 4 alt grup incelendi. H202 + Karvakrol uygulanan grubun 24 saatte
%6,3’ tinde Keapl ekspresyonunda 1+ saptandi. H202, Karvakrol ve Kontrol
gruplarinda ise 24 saatte herhangi bir pozitiflik gorilmedi.H202 + Karvakrol
uygulanan grupta 24 saatte % 13.5’inde Nrf2 ekspresyonunda 1+,%84.5’inde 2+’lik

saptandi.H202, Karvakrol ve Kontrol gruplarinda ise 24 saatte herhangi bir pozitiflik
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goriilmedi. Bu gruplar arasinda H202"nin tek basina uygulandigi hiicrelerde ROT ile
boyanma tespit edilirken diger gruplarda ROT aktivitesi tespit edilemedigi
gosterilmistir. Daha sonra immunohistokimya boyama ile Nrf2 ve Keap1’nin protein
ekspresyonlar1 incelenmistir. Bu incelemelerde 1000 hiicre sayilmis ve boyanma

siddetleri derecelendirilmistir.

Calismamizda, oksidatif hasar olusturulan hiicreler tizerinde Nrf2 ve Keapl
aktivitelerinin ilk 24 saatte yalnizca H202 ve karvakrol uygulanan grupta ve diger
gruplardan daha erken donemde tespit edildi. Bu durum karvakroliin Nrf2/Keapl
yolagmin daha erken dénemde aktive olmasinda etkili oldugunu disiindiirebilir.48.
saat sonuglar1 incelendiginde ise oksidatif hasar olusturulmus olan tim gruplarda
Nrf2 ve Keapl aktivitelerinin goriilmeye baslandi. Oksidatif hasarin uzun siirmesi ile
hiicrelerde yapim/onarim ¢aligmalar1 baglamis ve Nrf2 ve Keapl proteinleri eksprese
olmaya baslamigtir. Fakat en yogun ve kuvvetli Nrf2 ve Keapl aktivitesinin yine
H202+karvakrol grubunda oldugu acikca gozlenmektedir. Ozellikle Nrf2 gen
ekspresyonu 48. saatte karvakrol uygulanan gruplarda cok giglii pozitiflik

gdstermistir.

Karvakroliin uzun siire uygulanmasi Keapl ve Nrf2’nin aktiflesmesine yol agmustir.
Sonug olarak H202, H202 + Karvakrol, Karvakrol ve kontrol gruplarinda 24 saatlik
Keapl pozitifligi oranlari arasinda anlamli bir fark saptandi.H202 + Karvakrol
grubunda pozitiflik oranlar1 diger gruplara gore anlamli diizeyde yiiksek
bulundu.H202, H202 + Karvakrol, Karvakrol ve kontrol gruplarinda 24 saatlik Nrf2
pozitifligi oranlar1 arasinda fark saptandi. H202 + Karvakrol grubunda pozitiflik
oranlart diger gruplara gore anlamli diizeyde yiiksek bulundu.72 saat sonuglarini
inceledigimizde ise Nrf2 aktivitesinin daha zayif siddette de olsa devam ettigi ancak
Keapl aktivitesinin anlamli diizeyde diistiigii gézlemlendi. Bu durum su mekanizma
ile iliskilendirilebilir. Nrf2 stressiz kosullar altinda, ubikuitin-proteazom yolu
araciligryla Keapl'e bagh bir sekilde siirekli olarak bozulur. Oksidatif veya
elektrofilik stres Cul3 ayrigmasi ile Keapl'i etkisiz hale getirdiginde, Nrf2 stabilize
edilir ve de novo sentezlenmis Nrf2 ¢ekirdege yer degistirir. Nrf2, kiigiik Maf
proteinleri ile heterodimerlesir ve antioksidan/elektrofil yanit eleman1 (ARE/EpRE)
araciligiyla sitoproteksiyon icin hedef genleri aktive eder (Deshmukh vd., 2017)
(Taguchi vd., 2011). Bu bilgiler 1s1ginda ¢alismamizda 72 saat sonunda Keapl
aktivitesindeki diistis bu mekanizma ile iliskilendirilebilir (Sekil 5.1).
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Sekil 5.1. Nrf2’nin Keapl tarafindan regiilasyonu (P. Deshmukh vd.,2017)

Calismamizda ilk uygulamadan bagimsiz 24 saat ve 48 saat H202 uygulanarak
oksidatif hasar olusturulmus, ardindan 24 saat karvakrol uygulanarak Nrf2 ve
Keap1’nin protein ekspresyonlart incelendi. 24 saat ve 48 saat H202 uygulamasi ile
iki farkli grupta incelememizdeki amag, artmis oksidatif hasar karsisinda karvakroliin
Nrf2 ve Keapl gen ekspresyon aktivitelerindeki etkisini degerlendirmekti. Sonug
olarak, artmig oksidatif hasar karsisinda uygulanan karvakrolin, Nrf2 gen
ekspresyonunun daha siddetli sekilde artisina yol actigi, Keap’in ise 72. saatte
gozlenmedigi tespit edildi.

Oksidatif stres, c¢ok ¢esitli hastaliklarin  gelisimine 6nemli bir katkida
bulundugundan, Keapl/Nrf2 yolaginin mekanizmasinin anlasilmasi biiyilk 6nem
tasimaktadir. Aktivitesinin kiiciilk molekiiller tarafindan up regiile edilebilme
kolayligi ile birlestiginde, insan hastaliklarinin tedavisi i¢in Nrf2'nin terépatik amagl

kullanilabilme potansiyeli olduk¢a heyecan vericidir.

Yara iyilesmesi birgok hiicre tipi igeren, gesitli sitokin ve belirteglerin birbiriyle
uyum iginde yer aldigi, bakteriyel enfeksiyonlar, doku hidrasyonu ve enflamasyon
varhigr gibi farkli faktorlerden kolaylikla etkilenebilen karmasik bir siiregtir. Bu
iyilesme siireci genel olarak dort asamaya ayrilir: hemostoz, enflamasyon,
proliferasyon ve yeniden sekillenme (Dogan vd., 2013; Kapan, 2006; Shedoeva vd.,
2019; Agyare vd., 2016). Giiniimiizde, yara iyilesmesi i¢in daha etkili ve uygun
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maliyetli terapétik yaklasimlar arastirilmaktadir ve bitkilerden elde edilen biyoaktif
tirtinler, yeni ilaglarin gelistirilmesi i¢in biiytik bilimsel ve ticari ilgi gormektedir. On
yildan fazla bir siiredir aragtirmacilar, in vivo ve in vitro testler yoluyla karvakroliin
yara iyilesmesi potansiyelini arastirmaktadir. Karvakrol, doku onarimi ve yeni
terapOtik alternatiflerin gelistirilmesi i¢in yiiksek potansiyele sahiptir ve halihazirda
insanlarda test edilmeye baslanmistir (Costa vd., 2018). Pek c¢ok lokal ve sistemik
faktor yara iyilesme siirecini etkilemektedir. Yara iyilesme mekanizmasinda Kolajen
sentezi fibroblast hiicreleri tarafindan gerceklestirilmektedir. Bu  sebeple
caligmamizda kullanilan in vitro yara iyilesme modelinde, insan fibroblast
hiicrelerinin kullanimi1 uygun gorilmistiir. Calismamizda kullanilan in vitro ¢izik
yara iyilesme modeli hiicre gociinii ve yara iyilesmesi tespit etmek i¢in kullanilan
yararli bir yontemdir. Bu yontemde dis eti hiicrelerinin hiicre go¢ii ve yayilma
yetenekleri, ylizeyler iizerindeki hiicre popiilasyonunun genislemesini 6lgen bir ¢izik
yaras1 analizi kullanilarak degerlendirilmektedir. Klinik ¢alismalardan daha kolay
standardize edilmesi, uygulamasi basit ve ekonomik olmasi, hiicrede yarattig1 etkinin
spesifik olarak test edilmesi ve incelenecek maddenin sitotoksisitesinin daha hassas
bir sekilde degerlendirilebilmesi gibi birgok avantaj saglamaktadir. Ancak in vitro
caligmalarda tek bir hiicre tizerindeki spesifik etki test edildiginden, kullanilan
materyale karsi biitiiniiyle bir doku cevabi1 gozlenememektedir. Materyallerle ilgili
daha kesin sonuglar bildirilebilmesi i¢in daha fazla klinik ve hayvan ¢alismalari ile
desteklenmesi gerekmektedir (Browne, 1988 ; Keles, 2006).

Bir¢ok calismada, karvakroliin re-epitelizasyonu, anjiyogenezi, graniilasyon dokusu
olusumunu ve kolajen liflerinin birikmesini uyardigi gosterilmistir. Bu etki,
graniilasyon dokusunun skar olusumuna evrimi yara iyilesmesi sirasinda
enflamatuvar infiltrasyonun kronikligi ile yakindan iliskili oldugundan, karvakroliin
ilk enflamatuvar fazi modiile etme yetenegi ile iligkili olabildigi distiniilmektedir
(Costa vd., 2018). Amerika Deneysel Biyoloji Dernegi Federasyonu dergisinde, 2015
yilinda Boston'da diizenlenen toplantisinda yayinlanan bir caligmada, kitosan
filmlerine eklenen karvakroliin (%0.5 veya %1), cilt yaralarinin iyilesmesi lizerinde
potansiyel bir kullanima sahip oldugu, yara alanlarini1 ve 6demi azalttigi1, daha erken
graniilasyon dokusu olusumunu indiikledigi, hiicre proliferasyonunu ve
epitelizasyonu artirdigi gosterilmistir (Sun vd., 2014). Baska bir calismada Gunal
vd., (2014) 12 giin boyunca aygigek yaginda (%2) seyreltilmis karvakrol (%12.5)
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iceren bir pansumanin iyilestirici etkisini degerlendirdikleri ¢alismalarinda
karvakroliin 12. giinde lezyon yiizeyini 6nemli Ol¢iide azaltigimi (P = 0.014),
kontrole kiyasla graniilasyon dokusu kalinliginda ve lezyon derinliginde (P = 0.002)
degisiklikleri tesvik ettigini ve graniilasyona(P = 0.008) neden oldugunu rapor

etmislerdir.

Calismamizda karvakroliin hiicre proliferasyonunu artirdigi ancak yara iyilesmesi
icin yara bolgesine hiicre gdocilinii saglamadigi gozlendi. Yapilan ¢aligmalarda
karvakroliin yara iyilesmesinin ilk asamalarinda 6énemli bir rol sunarak yara iyilesme
stirecini modiile edebildigi gosterilmistir. Karvakrol, yara iyilesmesinin enflamatuvar
fazinda, ROT aktivitesini azaltarak, antioksidan enzimlerin artisina yol agarak ve S.
aureus ve E. coli'yi inhibe edici antimikrobiyal 6zellikleri ile yara iyilesmesine
dolayli olarak katkida bulunmaktadir. Yara iyilesmesinin proliferasyon asamasinda
ise anjiyogenez, re-epitelizasyon ve biiytime faktorlerinin salinimini artirarak katki
saglamaktadir. Yara kapanma yiizdesini ise ancak yeniden sekillenme ve matiirasyon
asamasinda artirabildigi gozlenmistir. Calismamizda karvakroliin yara iyilesmesi
tizerindeki 24 saatlik sonuglarmi goézlemledigimiz i¢in yara kapanma yiizdesinde
herhangi bir degisiklik gozlenmedi. Ancak daha ge¢ donemde karvakroliin yara
kapanma yiizdesine etki edecegini diisinmekteyiz. Calismamiz dis eti fibroblastlari
tizerinde karvakroliin yara iyilesmesine etkisini aragtiran ilk ¢alismadir. Molekiiler
mekanizmalar1 daha iyl anlamak igin daha fazla c¢alismalara ihtiyag
duyulmaktadir(Costa vd., 2018). Bu bilgiler 1s18inda ¢alismamizda karvakroliin diseti
fibroblast hiicreleri iizerindeki etkilerini belirleyerek yeni deneysel ve Kklinik

uygulamalara oncii olmasi ongoriilmektedir.
Bu calismanin sonuglarina gore;

1. Karvakrol disiik dozlarda sitotoksik olmayan dogal bir ajan olmasi sebebiyle
periodontal hastaliklarin tedavisinde kullanilan diger kimyasal ve sentetik
ajanlara alternatif olarak klinikte giivenilir bir sekilde kullanilabilir.

2. Karvakroliin in vitro etkilerinin daha iyi anlagilmasi i¢in daha fazla in vitro ve
klinik calismalara ihtiya¢ duyulmaktadir.

3. Karvakrol, dis macunu, gargara, jel gibi lokal uygulama ajan1 olarak ve ilave
olarak kullanilabilecek ajanlardandir. Bu sebeple, farkli bilimsel ¢aligmalarla bu
konu desteklenebilir.
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ROT aktivitesini gozle goriiliir sekilde azaltmasi ve Nrf gen ekspresyon
diizeylerini artirmasi sebebiyle giiglii bir antioksidan adayidir.

Keapl/Nrf2 mekanizmanin tam olarak anlasilmasi, birgok hastalik igin yeni
tedavilerin gelistirilmesini saglayabilir.

. Karvakroliin periodontal yara iyilesmesi iizerine olasi1 etkilerinin belirlenmesi

icin daha uzun donemli ¢alismalar planlanabilir.
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