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OZET

Aslantas, E. E., inflame Hiicrelerde Kalsiyum Hidroksit ve N-
Asetilsisteinin Yikim Enzimleri Uzerine Etkinliginin Belirlenmesi. Hacettepe
Universitesi Saghk Bilimleri Enstitiisii Endodonti Programm Doktora Tezi,
Ankara, 2013. Calismamizda periapikal patolojilerde ve kronik inflamasyonda
o6nemli rol oynayan ve insan makrofaj hiicre hattinin lipopolisakkarit (LPS) ile
uyarilmasi sonucu agiga ¢ikan matriks metalloproteinaz-2, -9 (MMP-2, MMP-9) ve
inhibitér metalloproteinaz-1, -2 (TIMP-1, TIMP-2) seviyeleri (zerine kalsiyum
hidroksit (Ca(OH),) ve antioksidan bir ajan olan N-asetil sistein’in (NAC) etkisi
karsilagtirilmistir. Bu amagcla insan monosit hiicre 6ncili olan insan akut monosit
l6semi hiicre hatlar1 (THP-1) makrofaj hiicrelerine doniistiiriilerek kullanilmistir.
Lipopolisakkarit ile uyarilan makrofaj hiicreleri NAC veya Ca(OH), inkibe
edilmistir. Inkiibasyonun ardindan doku yikimindan sorumlu olan enzimler MMP-2
ve -9’un yani sira bu enzim grubunun etkinligini denetleyen TIMP-1 ve -2 seviyeleri,
protein ve mRNA diizeyinde belirlenmistir.

Sonug olarak NAC’mn farkli zaman araliklarinda yikim enzimleri {izerine
baskilayici etkisi gdzlenmistir.

Anahtar  sbzcukler: Kalsiyum hidroksit  (Ca(OH),), Matriks
metalloproteinaz-2 (MMP-2), Matriks metalloproteinaz-9 ( MMP-9), N-asetil sistein
(NAC), Periapikal lezyonlar, Doku inhibitér matriks metalloproteinaz-1 (TIMP-1),
Doku inhibitor matriks metalloproteinaz-2 (TIMP-2).
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ABSTRACT

Aslantas, E. E., Determining the Effects of Calcium Hydroxide and N-
acetyl cystein on the Destruction Enzymes Inflamed Cells. Ankara, 2013. In our
study, the effects of N-acetylcysteine (NAC) and Calcium hydroxide (Ca(OH),) on
levels of Matrix metaolloproteinase-2, -9 (MMP-2, -9) and Tissue inhibitor
metalloproteinase (TIMP-1, -2), which are released from lipopolysaccharide (LPS)
stimulated human macrophage cell line, plays crucial role in apical periodontitis and
chronic inflammation was evaluated comparatively. In our study, human monocyte
precursor cells of the human acute monocyte leukemia cell lines (THP-1) was
converted to macrophage cells. LPS-stimulated macrophage cells was incubated with
NAC or Ca(OH). Following incubation; levels of tissue MMP-2, -9 and TIMP-1, -2
that controls the effectiveness of these group of enzymes was measured on protein
and mRNA levels.

As a result of this study NAC decreased the destruction enzymes in different
time intervals.

Keywords: Calcium hydroxide (,Ca(OH),), Matrix metalloproteinase-2
(MMP-2), Matrix metalloproteinase-9 ( MMP-9), N-acetyl cystein (NAC), Periapical
lesion, Tissue inhibitor matrix metalloproteinase-1 (TIMP-1), Tissue inhibitor
matrix metalloproteinase-2 (TIMP-2).
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1. GIRIS VE AMAC

Periapikal lezyonlar, dental pulpanin bakteriyel enfeksiyonunu takiben
inflamatuar kemik rezorpsiyonuyla olusur. Bu yikimin konak hiicrelerden salinan
birtakim medyatorler, sitokinler ve enzimler sonucu oldugu diisiiniilmektedir. Bu
faktorler ekstraseliiler matriks (ECM) yikimina neden olan proteazlari tetikleyerek
kemik kaybina neden olabilir (1) . Konak proteazlari arasindan matriks
metalloproteinazlar (MMPSs) tim ekstraseliiler matriks komponentlerini degrade etme
Ozelligine sahip olan ¢inko bagimli bir endopeptidaz ailesidir. MMP’lar inflamasyon
stirecinde, sitokinlerin salimimini takiben salgilanirlar. Gegmisten bugiine 24 farkli
MMP klonlanmig, bunlarin 23 tanesi de insanlarda gosterilmistir (2) . Jelatinazlar
olarak da adlandirilan MMP-2 ve MMP-9’un bazal membranin 6nemli bir yapisal
komponenti olan tip 4 kollojenin yikimina neden oldugu bilinmektedir. MMP’lerin
pulpal ve periapikal doku yikiminda 6nemli bir rol oynadigi yapilan ¢alismalarla
gosterilmistir (3) . Corotti ve arkadaslarimin yaptiklart bir ¢alismada MMP-2 ve
MMP-9’un inflamatuar periapikal lezyonlarin gelisiminde onemli bir role sahip
oldugu gosterilmistir (4) . Buzoglu ve arkadaslarinin periapikal lezyonlu dislerden
aldiklar piiy iceren intrakanal eksudalari lizerinde yaptiklar1 bir ¢caligmada ise, tiim
apse Orneklerinde MMP-9 saptanirken, MMP-2 sadece akut apselerde saptanmistir
ve MMP-2"nin akut inflamasyonda rolu olabilecegi iizerinde durulmustur (5) . Bunun
yanisira yapilan bagka bir calismada epitelize ve epitelize olmayan periapikal
lezyonlarda MMP-9 seviyesi saglikli periodontal ligamentle kiyaslandiginda belirgin
bir sekilde daha yiiksek bulunmustur (6) .

MMP’lerin aktivasyonu, Doku Inhibitér Matriks Metalloproteinaz (TIMP) ad:
verilen ve MMP ailesinin her bir Gyesini inhibe etme kapasitesine sahip olan bir grup
endojendz protein tarafindan diizenlenir (7) . Matriks yeniden sekillenmesi igin
MMP’ler ve TIMP’ler arasinda bir denge gerekli iken bu dengedeki bir degisim doku
yikimina neden olan patolojik bir strece neden olabilir (8) . TIMP-1, MMP-9’un,
TIMP-2 ise MMP-2’nin temel inhibitorleridir (9) . Bazi c¢alismalar hastalikli

periodontal  dokulardaki TIMP seviyelerinde azalmanin doku yikimiyla



sonuglandigin1  gosterirken (10,11) diger caligmalar hastalikli periodontal
dokulardaki TIMP seviyelerinde azalma saptamiglardir (12,13) .

Kalsiyum hidroksit (Ca(OH),), periapikal lezyonlu dislerde kanal igi
medikament olarak dis hekimliginde yaygin bir sekilde kullanilmaktadir.
Antimikrobiyal etkinin yani sira (14) dis rezorpsiyonunun engellenmesinde (15) ve
osteoklast hiicre olusumunun azalmasinda da rolii bulunmaktadir (16) . Ca(OH),
pH’s1 12,5 olan kuvvetli bir alkalidir. Ak6z bir solusyonda kalsiyum ve hidroksil
iyonlarina ayrisir ve antimikrobiyal aktivitesini bu ozelligi ile saglar. Asma ve
arkadaslari; kalsiyum hidroksitin proinflamatuar sitokinler ve ndropeptidler iizerine
etkilerini inceledikleri bir ¢alismada Ca(OH),’in Interldkin-1o (IL-1ot) ve Tumor
necrosing factor- a’y1 (TNF-a) 1 denatiire ettigini gostermislerdir (17) . Apikal
periodontitis olusturulmus kopek dislerinde Ca(OH), kullanilarak yapilan kanal
tedavileri sonras1 dlgiilen MMP seviyeleri de, tek seansta yapilan ve kanal tedavisi
yapilmayan kontrol grubuyla kiyaslandiginda belirgin bir sekilde azalma gostermistir
(18) . Buna karsilik yapilan c¢alisgmalarda Ca(OH), kanaldan tam olarak
uzaklastirllamadiginda yapilan kanal dolgusunun kok kanalindan sizintiya neden
olarak kok kanal tedavisinde basarisizlik riskini arttig1 ve kok kanalinda uzun siireli
kullanimlara bagli kok kirig1 olusabilmesini kolaylastirdigi rapor edilmistir (19,20) .

Son yillarda yapilan calismalarda doku yapiminda etkin rol oynayan
antioksidan ajanlar 6n plana ¢ikmaktadir. Lipopolisakkarit (LPS) ile aktive olan
hiicrelerde inflamasyon olusumu ile birlikte oksidatif stres olustugu bilinmektedir. N-
acetylcysteine (NAC) glutatyon’un (GSH) 6ncul molekuludir ve oksidatif stress
sirasinda azalan glutatyon seviyesini arttiran antioksidatif ve antiinflamatuar bir
ajandir (21) . Kim ve arkadaslarinin yaptig1 bir ¢alismada LPS ile uyarilan diseti
fibroblastlarinda MMP-2 Uretimi’nin NAC ile engellendigi ortaya konmustur (22) .
Bagka bir ¢alismada ise NAC’in, farelerde deneysel olarak yaratilan alveoler kemik
kaybini azalttigi gézlenmistir (23) . Paranjipe ve arkadaglarinin yaptiklar: baska bir
calismada NAC, dental restoratif materyallerin, pulpa stroma hicreleri ve oral
keratinositler Gzerindeki toksik etkilerini notralize ederek hicre 6liminu
engellemistir (24) . Biitiin bunlar NAC’in dis hekimliginde kullanilabilecek bir

materyal oldugunu gostermektedir. Periapikal lezyonlu dislerin tedavisinde amag,



hem yikimm durdurulmasi, hem de kanal dolgusunu takiben, yikilan kemik
dokusunun rejenere olmasinin saglanmasidir. Buradan yola ¢ikarak antiinflamatuar,
antioksidan ve koruyucu etkinligi ¢esitli ¢aligmalarla gosterilen NAC’in Ca(OH); ile
kiyaslanmasi1 hedeflenmektedir. Calismada apikal periodontitiste ve kronik
inflamasyonda onemli rolii olan insan makrofaj hiicre hattinin LPS ile uyarilmasi
sonucu agiga ¢ikan MMP-2, MMP-9, TIMP-1 ve TIMP-2 seviyeleri tizerine Ca(OH);

ve antioksidatif bir ajan olan NAC’in etkisi karsilagtirtlmastir.



2. GENEL BILGILER
2.1. Periapikal Patolojiler

Periradikuler dokular; sement, periodontal ligament ve alveolar kemikten
olusmaktadir. Sement, mineralize ve avaskller bir bag dokusudur. Periodontal
ligament ise sementi alveolar kemige baglayan 6zel bir bag dokusur. Periodontal
ligament; farkli hiicre popiilasyonlar1 ve ekstraseliller matriksi igermektedir.
Osteoblastlar, osteoklastlar, fibroblastlar, Malassez epitel artiklari, sementoblastlar,
makrofajlar ve farklilagsmamis mezensimal hiicreler periodontal ligamentin icerdigi
hicrelerdir. Periodontal ligamentin ekstraseltler matriksi, kollojen fibrilleri,
fibronektin, elastin, diger nonkollojenaz proteinler ve proteoglikanlar igerir.
Alveolar kemik ise dise ev sahipligi yapan ¢ene kemiginin bir pargasidir (25) .

Periapikal patolojiler hem endojendz hem de eksojendz faktorler nedeniyle
olusabilir. Eksojendz faktorler; mikroplar ve toksinleri, zararli metabolik iriinler,
kimyasal ajanlar, mekanik irritasyon, yabanci cisim ve travma olabilir. Endojendz
faktorler ise osteoklastlar1 aktive eden, iire ve kolestrol kristalleri gibi konagin
metabolik yapilari, sitokinler veya diger inflamatuar medyatdérlerlerdir (25) . Ancak
periapikal patolojilerin gelisiminin primer nedeni ¢uruk, travma veya iatrojenik
nedenlerle kok kanal sisteminin bakterilerle enfekte olmasi ve periapikal dokular
etkilemesidir (26) . Kok kanal sisteminden periapikal dokulara ¢ikan bakteriyel
toksinler (6rnegin; LPS ve lipoteikoik asit (LTA) ve zararli metabolik son iiriinler
periapikal immdinoinflamatuar reaksiyonu tetikleyebilir (27) . Bu maddeler
yapilarinda bulan patojen-iliskili molekiiler kaliplarla (PAMP) dogustan olan immiin
cevabi aktive edebilirler. Mikroplarin salgiladig farkli molekiiler kaliplar; fagositler,
dentritik hiicreler ve B lenfositler gibi konak hiicrelerinin iizerinde bulunan Kalip
Tanima Reseptorleri (PRR) veya Toll benzeri reseptorler (TLL) gibi farkli kaliplar
tarafindan tanmmir (25) . Enfekte kok pulpasindaki mikrobiyal faktorler ve
periodontal ligamentin konak savunmasi arasindaki bu karsilagsma, mikrovaskularite
degisiklikleri, dolasimdan doku bosluklarmma kan hiicrelerinin ve plazma
proteinlerinin  gb¢l ve duyu sinirlerinin aktivasyonuna neden olarak, lokal

inflamasyon, sert dokularin rezorpsiyonu, diger periapikal dokularin yikimi ve apikal



periodontitisin  ¢esitli histopatolojik evrelerinin olusumuna neden olur. Bu
immiinoinflamatuar cevabin iginde endotelyal hiicreler, mast hucreleri, plateletler,
fibroblastlar, nétrofiller, makrofajlar, dendritik hiicreler, dogustan gelen ve adaptif
immun hicreler, immunoglobulinler, inflamatuar medyat6rler, proinflamatuar
sitokinler, kemokinler ve noropeptidler de gérev almaktadir (28) .

Eger irritanlar uzaklastirilmazsa notrofilden zengin erken lezyon;
graniilamat6z doku icerisinde cevresi kapsulle cevrili makrofaj, lenfosit ve plazma
hiicrelerinden zengin bir ortamla yer degistirir ve kronik apikal periodontitis
olusmaya baglar. Cevresi epitelize veya non-epitelize olabilir (29) .

Bir¢ok siniftan konak hiicresi periapikal savunmada rol oynar. Birgogu
savunma sisteminden toplanmaktadir ve notrofil, lenfosit, plazma hicreleri ve
monosit/ makrofajlar1 igerir. Calismalar apikal periodontitiste polimorfonukleer
Iokositler (PMNL) ve monosit tidrevlerinin  6énemini  gostermektedir (30)
Polymorfoniikleer lokositler; viicut savunma sisteminde On cephede savasan
kuvvetlerdir ve akut inflamasyonun karakterize yapisidir. Temel olarak
mikroorganizmalar1 yok etmek icin harekete gecerler, ancak konak dokularinda da
siddetli bir hasar baglatabilirler (31) . Akut inflamasyon sahasinda biiyiik
miktarlarda Olen kisa Omiirlii (yaklasik 3 giin) hucrelerdir (32) . Dolayisiyla
periapikal patolojilerin akut evrelerinde rol oynadigi diisiiniilmektedir.

Lenfositler; viicudun savunma sisteminin seckin kuvvetleridir ve inflamasyon
ve bagisiklikta temel gorevleri vardir (29) .Ug temel sinif lenfosit arasindan (L-
lenfositler, B-lenfositler ve Naturel Killer (NK) htcreler) T- ve B- lenfositler
periapikal patolojilerde énem arz etmektedir. T hiicreleri dolasimdaki lenfositlerin
%60-70’ini olusturur (29) . B hiicreleri ile birlikte ¢alisan T hiicreleri T-
helper/inducer (Th/i) olarak adlandirilir. Diger hiicreler iizerinde direk toksik ve
baskilayici etkileri olan T hiicreleri de T-cytotoxic/suppressive (Tc/s) olarak
isimlendirilir. Th hicreleri IL-2 ve interferon-y (IF-y) iireterek immiin sistemin
hiicre aracili savasinin kontroliinii saglar ve plazma hiicrelerinin antikor yapimini
duzenleyen IL-4, -5, -6 ve -10 salgilar (28) . B lenfositleri insanlarda kemik
iliginden koken alir. Farklilasan B hiicreleri kan dolasimina gecerek dolagimdaki

lenfosit popilasyonunun %10-20’sini olusturur. Antijenlerden ve Th hticrelerinden



sinyalleri alan B hiicrelerinin bir kismi biiyiik plazma hiicrelerine doniisiir. Plazma
hiicreleri, immiin sistemin spesifik kimyasal silahlar1 olan antikorlar1 iiretir ve
salgilar (29) .

Makrofajlar, bakteriyi 06zimseyen ve oldiren profesyonel fagositik
hiicrelerdir. Bir kismi dogal bagisikligin bir parcasi iken diger bir kismi bakteriye
kars1 spesifik antikorlarin varligin1 gerektir ve spesifik, kazanilmis bagisikligin etkili
silahlarinin bir pargasi olarak diistiniilmelidir (33) . Makrofaj onciilleri dolasima
monositler olarak salinirlar ve birkag giin igerisinde viicudun tiim dokularina
dagilirlar (34) . Monositler dolasimdan endotel tabakasina gog¢ ettiklerinde
makrofajlara veya dendritik hiicrelere doniisiirler (35) . Makrofajlarin insan
periapikal inflamatuar lezyonlarindaki varligi yapilan birgok calisma ile gosterilmis
bir bulgudur (26,36) . Stern ve arkadaslarmin insan periapikal graniillomalarinin
hiicresel icerigi lizerine yaptiklari bir ¢alismada makrofajlarin inflamatuar hiicrelerin
%46’s1n1 olusturdugu gosterimistir (37) .

Makrofajlar kazanilmis bagisikligin ortaya ¢ikmasinda ©6nem arz eden
“antijen-sunucu hiicreler” olarak da gorev alirlar. Antijeni isleme tabi tutar ve kendi
tizerlerindeki MHC II molekiiliiniin lenfosit tarafindan taninmasi ile onu T-helper
lenfositlerin antijen spesifik klonlarina sunar. Dahasi bu lenfositlerin aktivasyonunda
gerekli batunleyici bir molekul olan IL-1 sitokinini salgilar (33) . MHC Il molekdli
tasiyan ve bdylece antijen sunucu hiicreler olarak gorev yapan makrofajlar hem insan
hem de fare periapikal graniilomlarinda tanimlanmistir (38,39) .

Makrofajlarin, inflamatuar siirecin baglamasina ve diizenlenmesine katkida
bulunan IL-1a, IL-1p ve TNF-o gibi sitokinlerin ana kaynagi oldugu
diisiiniilmektedir. Dahas1 periapikal inflamatuar siirecin yikici sonuglarina katkida
bulunan kollojenaz ve elastazlar gibi MMP’lar1 ve prostoglandin gibi aktif
molekiilleri salgilarlar. Uretilen bu molekiillerden kollojenaz ve elastazlar bag
dokusunda direk olarak hasara neden olur. Sitokinler ise osteoklast aktivasyonu ve
kemik rezorpsiyonu ile yikim; fibroblast iiretimi ve kollojen yapimini uyarilmasiyla

da yapim asamalarinda gorev alirlar (33) .



2.2. Matriks Metalloproteinazlar (MMPs)

MMP’lar ekstraseliiler matriks ve membran tabani yikimina aracilik eden
metal bagimli proteolitik enzim ailesidir. inaktif proenzimler (zimojenler) olarak
salinmakta ve dokuda propeptid bolinmesiyle aktive olmaktadirlar. Omurgali
sistemlerinin birgogunda gosterilmistir ancak bitkiler, ilkel hayvanlar ve bakterilerde
de MMP ailesinin temsilcileri oldugu bilinmektedir (40) . Glnimize kadar 26 ¢esit
MMP tiirii tanimlanan enzim ailesi 6zgulliklerine gore kollojenazlar, jelatinazlar,
stromelisinler, matrilisinler ve membran-tipi MMP’ler (MT-MMP) olmak (zere
siiflandirilirlar (41,42) .N6tr pH’da  aktif olan bu enzim grubunun aktivitelerini
gosterebilmeleri icin “Ca++” gerekir ve aktif bolgelerinde “Zn++” icerirler. Yapisal
olarak tim MMP’lar icin prototip, kollajenaz veya stromelisindir. Bu prototipe
diizenleyici bir par¢anin eklenmesi veya kaldirilmasiyla degisik MMP’lar
olusmaktadir. Prototip modelde “Zn++” baglayic1 sekansi barindiran katalitik
aktivite gosteren bir kisim, Katalitik kismin 6niinde de bir propeptid bolgesi bulunur.
Bu iki yapi enzimin en biiyiik boliimii olan ve substrat 6zelligini belirlemede rol
oynayan terminal bolgedeki karboksil yapiya prolinden zengin bir baglant1 bolgesiyle
baglanir. Ayrica iki katalitik bolgede jelatin baglanma bdlgesi icermektedir. En
kiicik MMP olan matrilisin de ise peksin benzeri bolge bulunmamaktadir (43) .

Kollojenazlar, tip I, Il ve Il fibriler kollojen yikimi yapan metalloproteinaz
grubu yesidirler. Kollojenaz ailesi; dokular arasi kollojenaz (MMP-1), nétrofil
kollojenaz (MMP-8) ve kollojenaz-3 (MMP-13)’den meydana gelmektedir. Bu
enzimler, fibriler dokular arasi kollojeni a-zincirindeki tek bir bag: kirarak parcalar
(44) .

Stromelisin-1 (MMP-3) ve stromelisin-2 (MMP-10) proteoglikanlarin kor
proteinleri, tip 1V ve tipV kollajen, fibronektin, denatire tip | kollajen ve laminini
iceren bir molekili parcalayabilmektedirler. Stromelisin-3 (MMP-11) enzimi meme
kanseri hicreleri ve embriyonik fibroblastlar tarafindan tiretilen tam fonksiyonel bir
metalloproteinazdir. Matrilisinler (MMP-7, MMP-26) ise fibronektin, laminin ve

jelatini igeren molekiillerin yikimina neden olur (45) .



Tablo 2.1. Matriks Metalloproteinazlar ve Fonksiyonlari

Siniflama Proteinler Fonksiyonlar
Kollojenazlar MMP-1, MMP-8, Tip I, 11 ve 111 kollojeni
MMP-13 parcalar.
Jelatinazlar MMP-2, MMP-9 Tip IV, V, VIl ve X kollajen, elastin
ve fibronektini parcalar.
Stromelisinler MMP-3,MMP-10, Stromal proteoglikanlari, tip IV, V
MMP-11 kollojen, fibronektin ve denatre tip
kollojeni parcalayabilir.
Matrilisinler MMP-7 ve MMP-26 Fibronektin, laminin ve jelatin gibi
cesitli ECM komponentlerini
parcalar.
Membran-tip MMP-14, MMP-15, ProMMP-2"yi aktive eder. Cesitli
MMP’ler MMP-16, MMP-17, ECM komponentlerini parcalar.

MMP-24, MMP-25

ECM komponentleri; kollojen, jelatin, agregan, laminin ve proteoglikanlart icerebilir.

Matriks metalloproteinazlarin pek ¢cogu salgilanirken yeni bulunan MT-MMP
hiicre membranina bagl olarak bulunmaktadir. Bu proteazlar transmembranal bir
parca ve bir de hiicre dis1 katalitik kisimdan olugsmaktadir. Bu giine kadar alt1 adet
MT-MMP tanimlanmistir (MMP-14, -15, -16, -17, -24, -25) (46) .

Jelatinazlar olarak adlandirilan, tip IV, V, VII ve X, kollajen, elastin ve
fibronektini parcalayabilen MMP-2 (Jelatinaz A) ve MMP-9 (Jelatinaz B) bu gruba
dahildir. Bu enzimler birincil yapilari ve substrat ozgiilliikkleri agisindan birbirine
benzemektedirler. Fakat farkli genler tarafindan kodlanir ve regiilasyonlar1 farklilik
gosterir. Bunlar katalitik bolge, hemopeksin benzeri bdlge ve diger MMP’lardan
farkli olarak katalitik bolge icinde ii¢ kez tekrar eden fibronektin benzeri bolgeler
icerirler. Hemopeksin benzeri bolge, TIMP’lar ile aktivitenin diizenlenmesinde ve
projelatinaz A’nin membranla iligkili olarak aktivasyonunda, fibronektin benzeri
bolge ise ozellikle Tip | jelatin, Tip IV kollajen ve elastin yikiminda rol almaktadir
47).

MMP-2 (jelatinaz A, 72 kDa, tip 1V kollojenaz) ilk kez yiksek derecede
metastatik fare tiimorlerinde ve kiltire edilmis insan melanom hicrelerinde
tanimlanmis ve bu dokulardan izole edilmistir (48-50) . Glnimize kadar da bircok

normal ve malignant insan dokularinda bulunmustur. Agiz dokularindan gingival



fibroblastlar, sert dokulardan osteoblast ve odontoblastlar MMP-2 salgilarlar (51,52)
. MMP-2 ayrica sert ve ¢iiriik insan dentininde de tanimlanmistir (53,54) .

MMP-9 ise makrofajlar ve PMNL tarafindan iiretilmektedir (55) . Akut ve
kronik inflamasyonda ve neoplastik hastaliklarda rol oynadigi diistiniilmektedir.
Demineralizasyon baslamadan once kemik yilizeyinden kollojen tabakay1 kaldirarak
osteoklastik rezorpsiyon siirecinin baglamasina neden olmaktadir (56) .

Yapilan ¢alismalar MMP-2 ve MMP-9’un inflamatuar periapikal lezyonlarin
gelisiminde onemli rol oynadigina ve 6zellikle kronik apikal lezyonlardaki MMP-9

seviyesinin artisina dikkat ¢ekmektedir (4-6) .

2.3. Doku Inhibitér Matriks Metalloproteinazlar (TIMPs)

MMP’larin salinimlarinin diizenlenmesi hem transkripsiyonel asamada hem
de MMP (reten hucrelerden salinimlarindan sonra gergeklesir., MMP’larin
transkripsiyonel olarak salinimi gesitli biiyiime faktorleri, hormonlar, sitokinler,
hlicre-matriks, hicre-hiicre etkilesimleri ve hiicresel doniisiim gibi durumlarla
kontrol edilir. Salinimlarindan sonra ise aktiviteleri a2-makroglobulin gibi endojenéz
inhibitorler ve TIMP’ler tarafindan diizenlenmektedir. a2-makroglobulin esas olarak
sivi fazin diizenleyicisi iken, TIMP’ler dokulardaki temel diizenleyicilerdir (57) .
Dokulardaki MMP’ler ile TIMP’ler normal matriks sekillenmesinde bir denge
icerisindedir. Ancak bazi hastalik siire¢lerinde MMP seviyesindeki yiikselme, TIMP
seviyesinde artis olmaksizin  gerceklesirse bu durum doku yikimiyla
sonuglanmaktadir (8,58)

Gilinimiize kadar omurgalilarda dort c¢esit TIMP tiri (TIMP 1-4)
tanimlanmustir (57) . TIMP’lerin eklem kikirdagi ve kondrositler, romatoid sinoviyal
fibroblastlar, polimorfonikleer I6kositler, alveolar makrofajlar, osteoklastlar, kemik,
gingival fibroblastlar ve ¢esitli timor hiicreleri gibi ¢esitli hiicre ve doku tiplerinde
uretildikleri gosterilmistir (59) . TIMP’lerin tiim formlar1 non-kovalent bagl
MMP’lerin aktif formlarina afinite gosterirler. Bu komplekslerin 1:1 sitokiometrileri
vardir. Aktif MMP’yi inhibe ederler ve MMP zimojeninin aktivasyonunu

yavaglatirlar. Bundan dolay1 enzimleri ve MMP’lerin aktivasyonunu bloke ederek,
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ekstraselller proteolizisin kontroliinde rol oynarlar. Sonugta spesifik TIMP’ler ile
jelatinazlarin zimojenleri arasinda; 6rnegin TIMP-1 ile MMP-9 ve TIMP-2 ile MMP-
2 arasinda kompleksler olusur (59) .

TIMP-1; X kromozomu iizerinde tanimlanmis 20kDa agirliginda proteindir.
Yapisinda konformasyonel mobiliteyi saglayan alti adet disiilfid bagi vardir.
Glikozilasyon ile aktive olmaktadir. Aktif formu 28 kDa agirliginda bir
siyaloglikoproteindir (60,61) . Ozellikle makrofajlar olmak Ulizere pek ¢ok hiicrede
tiretilir ve salgilanir (60-62) , trombositlerde rezidii olarak bulunur (62) ve ¢esitli
dokular ile amnion sivis1, sinovyal sivi gibi viicut sivilarinda yer alir. Ozel olarak
metalloproteinazlara karsi aktivite gosterir, diger metalloendopeptidazlar {izerine
inhibitor etkisi yoktur. MMP-1, -2, -3, -8, -9 ve -13’0 inhibe edebilir (63) .
MMPler’in aktif formuna yuksek afinite ile nonkovalent baglarla, bire bir oraninda,
irreversibl olarak baglanir (62) . Bu oranda kigik bir degisiklik oldugunda sonug
MMP aktivitesi lehinedir. Temel olarak jelatinaz B nin proformuna (proMMP-9)
baglanabilir ve MMP-9 ile iliskili olarak salgilanir (61) .

TIMP-2; 21 kDa agirhiginda glikolize olmamis bir proteindir. TIMP-1 ile
homolog 6zellik gosteren 12 sistein rezidiisii vardir (60) . Dagilimi iyi bilinmemekle
birlikte eklem kikirdaklarindan izole edilmistir. TIMP-1 ve TIMP-2’nin %40
oraninda aminoasit dizin benzerligi vardir. Aktive olmus MMP’lara baglanma
yonunden TIMP-1 ile benzerdir (62) , ek olarak MMP-2’nin proformu ile birebir
kompleks yapar (60,62) . TIMP-2 ile ilgili olarak daha az bilgi vardir. TIMP-1.den
farkli bir sekilde regiile edilir, forbol esterleri ile tiretimi uyarilmaz, TGF-$ ile inhibe
olmaktadir. TIMP-2’nin kan beyin bariyerinin proteolitik sizintisin1 azalttig1
saptanmustir (62) .

TIMP-3; 21 kDa agirhiginda TIMP-2 gibi non glikolize bir MMP
inhibitoraddr. TIMP-1 ve TIMP-2 den farkli olmakla birlikte, yapisal olarak
benzerligi vardir. Ekstraselliiler matriksten transforme olmus hiicrelerin ayrilmasini
kolaylastir ve morfolojik degisiklikleri baslatir (62) .

TIMP-4’iin molekiil agirlig1 23 kDa’dir ve primer gorevinin tiimor gelisimi ve
kanser hiicrelerinin ilerleyisini inhibe etmek oldugu yapilan ¢aligmalarda

belirtilmistir (64) .
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MMP’ler ve TIMP’ler arasindaki dengenin bozulmasi matriks yikimiyla
seyreden dejeneratif hastaliklarin siirecine katkida bulunmaktadir. Glnlmiuzde
MMP-9 ve TIMP-1’in oral squamous cell karsinoma, non-small-cell akciger kanseri
ve primer gogiis kanseri gibi c¢esitli kanser tiplerinde klinik prognostik markerlar
oldugu ileri siiriilmektedir (65-67) . Bazi vakalarda da, tiikriik, diseti olugu sivisi
veya serum gibi vicut sivilarindaki MMP ve TIMP varligr hastaligin ilerleyisi
hakkinda bilgi vermektedir (68) . Saglikli periodontal dokulardaki TIMP seviyesi
genellikle inflame periodontal dokudaki TIMP seviyesinden daha yuksektir ve MMP
seviyesi TIMP seviyesini agmistir. Periodontitisli hastalardaki digeti ve diseti olugu
stvisindaki MMP-1, -2, -3 ve -9 miktar1 saglikli kontrollerden alinan Orneklerle
kiyaslandiginda belirgin bir sekilde artmisken, TIMP-1 ve TIMP-2 seviyesinde
belirgin bir azalma izlenmistir  (11) . Yapilan bir c¢alismada akut apikal
periodontitisli bireylerdeki artmig TIMP-1 ve TIMP-2 seviyesinin asirt doku

hasasarini engellemeye yonelik olabilecegi ifade edilmistir (69) .

2.4. Medikamentler

Periapikal patolojili dislerin tedavisinde kanalin sekillendirilmesi ve
irrigasyonundan sonra arta kalan mikroorganizmalar1 ortadan kaldirmak ve
periapikal dokularin iyilesmesini indiiklemek amaciyla kanal i¢i medikamentlerin
kullanilmasi tavsiye edilmektedir. Ideal bir kok kanal medikamenti genel olarak;

e Kanalda bulunan tiim mikroorganizmalar1 ortadan kaldirabilmeli

e Apikal foramen yoluyla sizabilecek eksudanin varliginda aktivitesini

strdurebilmeli

e Kok kanal sisteminin biitiin ayrintilarina diffiiz etmeli

e Mikroorganizmalara kars1 bakterisid veya bakteriyostatik etki gosterirken,

canli konak dokulara irritan etki géstermemeli

e Periapikal onarimi uyarabilmeli

e Kolay uygulanabilmeli ve  gerektiginde  kanaldan  kolayca

uzaklagtirilabilmeli

e Ucuz olmah
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e Hizli etki gostermelidir (70) .

Bu ama¢ dogrultusunda bir¢cok farkli medikament kullanilmistir. Bunlar
arasinda kalsiyum hidroksit, fenol bilesikleri, ojenol ve kafurlu paraklorofenol,
iyodin potasyum iyodid , gluteraldehit, formokrezol, klorheksidin ve kortikoid iceren

veya icermeyen antibiyotikli patlar sayilabilir.

2.4.1. Kalsiyum Hidroksit (Ca(OH),)

Periapikal lezyonlarin cerrahi olmayan kanal tedavisi sonrasi doku iyilesmesi
viicudun herhangi bir yerindeki bag dokusu iyilesmesinin genel prensipleri ile
aynidir. Kok kanalindaki irritanlar endodontik tedavi ile elimine edildiklerinde,
immiinoinflamatuar hiicreler de azaldiklarindan periapikal dokulardaki inflamatuar
mediatorlerin de liretimi azalir. Fibrovaskiiler graniilasyon dokusu olusumu, nekrotik
doku ve oOlii bakterilerin makrofajlar tarafindan kaldirilmasi ve son olarak tamir
ve/veya rejenerasyon ile iyilesme gergeklesir. Periapikal lezyonlarinin iyilesmesinin
biiyiik bir ¢ogunlugu rejenerasyon ile saglanmakta iken bir kismi fibrozis ile
olmaktadir (71) . Periapikal doku iyilesmesindeki lokal doku yerlesik hiicreleri;
alveolar kemikteki osteoblastlar; kemik iligi stromal hiicreleri ve periodontal
ligamentteki multipotent kok htcreleridir (72) . Periapikal doku iyilesmesi esnasinda
bazi istenmeyen hiicreler (6rnegin; endotelyal hiicreler, fibroblastlar ve epitel
hicreleri) apoptoz ile yok edilir ve ekstraselliler matriks, metalloproteinazlar
tarafindan yeniden sekillendirilir ve hasarli periapikal dokular rejenerasyon ile ideal
olarak orijinal formuna doniistlralir (71) .

Kanal tedavisi esnasinda bakteri ve bakteri iiriinlerinin enfekte kok kanalindan
uzaklastirilmas1 ve dezenfekte hale gelmis kok kanalinin tamamen tikanmasi
amaglanmaktadir (73-75) . GUnimizde temizleme ve sekillendirme prosediirleri her
ne kadar onemini siirdiirse de, kanal i¢i medikament uygulamasi1 kanalda kalmis
bakterilerin dldiiriilmesinde hala etkili bir yontem olarak kullanilmaktadir. Ca(OH)5;
uzun siire dayanikliligi ve smirli alandaki bakterisidal etkisinden dolay1 kanal ici

medikament olarak kullanima en uygun ajan olarak degerlendirilmektedir (76) .
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Endodontiye ilk kez Hermann tarafindan 1920 yilinda pulpa kaplama ajani
olarak tanitilmistir (77) ancak glinimuzde endodontik tedavide; seanslar aras1 kanal
ici medikament, kok kanal dolgu pati, apeksifikasyon materyali ve pulpa kaplama
ajani olarak da kullanilmaktadir. Kullanim periyodu intrakanal medikasyonu i¢in 7
giinden baslamakta, apeksifikasyon i¢in 6 aydan 24 aya kadar uzayabilmektedir (78)
. Beyaz renkli, kokusuz, Ca(OH), formiillii bir tozdur. pH’s1 12,5-12,8 civarindadir
ve kimyasal olarak gii¢lii bir baz olarak siniflandirilmaktadir (79) . Su iceren bir siv1
ile temasinda kalsiyum ve hidroksil iyonlarina ayrismaktadir (80) . Vital dokular
tizerindeki antibakteriyel ve sert doku olusumunu indiikleme etkileri bu iyonik
ayrismanin bir sonucudur (81) . Hidroksil iyonlar1 yiiksek derecede serbest oksijen
radikalleridir ve bazi1 biyomolekiillerle asir1 sekilde reaktivite gosterirler. Bu
reaktivite gelisigiizeldir, bu nedenle bu serbest radikaller tiretildikleri alanin disina
nadiren ¢ikarlar (82) . Hidroksil iyonlar1 bakteri hiicreleri {izerinde; bakteriyel
sitoplazmik membrana zarar vererek, protein denatiirasyonu yaparak ve bakteri
DNA’sina zarar vererek oldiiriicii etkilerini gergeklestirmektedir (82) . Hidroksil
iyonlar1 ayn1 zamanda tamiri tesvik eden ve aktif kalsifikasyonu saglayan alkalin bir
ortam yaratir. Alkalin pH sadece osteoklastlardan salgilanan laktik asiti ndtralize
etmekle kalmaz, sert doku olusumunda 6nemli bir role sahip olan alkalin fosfataz1 da
aktive eder (83) .

Ca(OH),’in kok kanalina yerlestirilmesini takiben, yiiksek pH’s1 devam ettigi
muddetce antibakteriyel etkisinin de devam ettigi ileri siirllmektedir (82,84) .
Yapilan bir ¢aligma enfekte kok kanallarina 7 giinliik Ca(OH), uygulanmasinin,
kanaldaki bakterileri negatif kiiltiir verecek seviyede azalttigini géstermistir (85) .
Ayrica akdéz bir (CaOH),; patinin dentin tiibiillerindeki endodontik enfeksiyonlarin
major patojeni olan Enterococcus faecalis’in (E. Faecalis) yok edilmesinde etkili
oldugu gosterilmistir (86) . Buna karsilik; kok kanal dentininin, kalsiyum hidroksitin
antimikrobiyal etkisini yok edebilecek bir tamponlama kapasitesi olduguna dair
kanitlar artmaktadir (87,88) . In vitro calismalar dentin tozlarmnin kalsiyum
hidroksitin antibakteriyel etkisini inhibe ettigini gostermektedir (89) . Ayrica, Ballal
ve arkadaglarinin agar difiizyon testi kullanarak yaptiklart bir ¢alismada kalsiyum
hidrositin 24. ve 72. saatlerde klorheksidin gibi diger medikamentlere kiyasla E.
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faecalis tizerinde etkisizligini gostermektedir (90) . Baska bir ¢alismada E.faecalis ve
Candida albicans (C. albicans) ile kok kanal dentini enfekte edilmis, ardindan
Ca(OH), uygulanmis ve belirli zaman periyotlarinda alinan 6rneklerdeki mikrobiyal
igerik incelendiginde Ca(OH);’in E.faecalis ve C. Albicans’ a kars1 yeterli
antimikrobiyal etki gosteremedigi saptanmistir (91) . Yapilan baska bir ¢alisma
dentin tubulleri icerisindeki E. Faecalis ve Enterococcus faceum’a (E. Faceum) kars1
(CaOH),’in kanala bir haftaligina yerlestirilmesinin bu bakterileri elimine etmekte
yetersiz kaldig1 ve fakiiltatif bakteriler tarafindan enfekte edilmis dentin ttballerini
dezenfekte etmek igin yerlestirilen kalsiyum hidroksitin en az 10 gline kadar kanalda
kalmasi gerektigini iddia eden calismalar da olmustur (92,93) . Ancak (CaOH)2 kok
kanalinda uzun dénem kullaniminin kok kirigi riskini arttirdigi bildirilmektedir (20) .
Calismalar ile uzun dénem temasin dis yapisinin organik matriksini bozdugu ve
bdylece dentinin mekanik dzelliklerini degistirdigini sdylemektedir (20,94) .

Kanala yerlestirilen kalsiyum hidroksit, kanal, daimi kok kanal dolgu
materyali ile doldurulmadan &nce tamamen kanaldan uzaklastirilmalidir. In vitro
calismalar kanalda kalan kalsiyum hidroksit artiklari nedeniyle kanal dolgu patlarinin
dentin tdbdllerine penetre olamadigini (95) , rezin igerikli patlarin da dentine
adezyonunun engellendigini ve kok kanal dolgusu yapilmis dislerde apikal sizintiy
belirgin bir sekilde arttirdigini gostermektedir (96) .

Kalsiyum hidroksitin proinflamatuar sitokinler ve ndropeptidler (zerine
etkilerinin incelendigi bir ¢alismada, kalsiyum hidroksitin IL-1o ve TNF-a’y1
denatiire ettigi gosterilmistir (17) . Yapilan baska bir ¢alismada ise kalsiyum
hidroksitle doldurulan ¢ekilmis dislerin, farelerin sirt subkiitan6z dokularina
implantasyonunu takiben 12. saat, 1. ve 3. giinlerde ¢evre dokulardan alinan
orneklerde TNF-a ve Interlokin-1p (IL-1P) salinimini arttirdig1 saptanmstir (97) .
Apikal periodontitis olusturulmus kopek dislerinde kalsiyum hidroksit kullanilarak
yapilan kanal tedavileri sonrasi 6l¢iilen MMP seviyeleri, tek seansta yapilan ve kanal
tedavisi yapilmayan kontrol grubuyla kiyaslandiginda belirgin bir sekilde azalma
gozlenistir (18) .
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Kalsiyum hidroksitin tiim olumlu 6zelliklerinin yaninda, birtakim olumsuz
Ozelliklerinin de bulunmasi, bizi farkli bir materyal arayigina goétiirmistiir. Bu

nedenle ¢alismamizda NAC, (CaOH)2’e alternatif olarak diistiniilmiistiir.

2.4.2. N-asetil Sistein (NAC)

N-asetil sistein, dogal bir aminoasit olan L-asetil sistein’in N-asetillenmis bir
tirevi olup, direk ve indirek antioksidan 6zellikler gosteren bir molekuldir (21,98) .
Sualfidril gruplar1 sayesinde, serbest oksijen radikallerini direk noétralize etme
yetenegine sahiptir. NAC hicreye girdikten sonra hicre ic¢i redoks dengesinde
6nemli rol oynayan glutatyon (GSH) molekullnin 6ncili olan L-sistein’e doniisiir.
Bu antioksidan kapasite hicreleri oksidatif stresten korur (99) . Hicresel
oksidan/antioksidan dengeden sorumlu anahtar faktor olan, glutatyon molekulindn
oncultludur. Yapilan c¢alismalar NAC’nin, dishekimliginde kullanilan birtakim
kimyasal ajanlar nedeniyle olusan reaktif oksijen molekiillerinin yarattig1 hiicre
hasarimi engellemeye yardimer oldugunu géstermistir (24,100) . NAC’nin kompozit
restorasyon materyalinin pulpa tzerine toksik etkilerini nétralize edilebildigini ve de
hicre 6luminin baskilandigr yapilan bir ¢alismayla gosterilmistir (24) . Bunun yani
sira. NAC materyalinin ratlarda pulpa kaplama maddesi olarak denendigi bir
calismada reperatif dentin olusumunu sagladigi ifade edilmistir (101) . Ayrica
osteoklast farklilasmasini engelleyerek kemik rezorpsiyonunu 6nledigi de yapilan bir
calismayla gosterilmistir (102) .

NAC’nin,yliksek doz parasetamol tedavisinde, HIV enfeksiyonu, kanser, kalp
hastalig1 ve sigara kullanimi1 gibi oksidatif stres durumlarinda ve mukolitik bir ajan
olarak da kullanildig1 bilinmektedir (21,98,103) . Anti-inflamatuar aktivitesi ¢esitli
pro-inflamatuar sitokinlerin salinimini inhibe ederek (104) ve sitokinler tarafindan
stimiile edilen 16kosit adezyon molekiillerinin salgilanmasin1  azaltarak
gerceklesmektedir (105,106) . Ayrica fibroblast proliferasyonu ve kollojen sentezi
uzerinde etkili oldugu (107,108) ve MMP-9 salinimini inhibe ettigi rapor edilmistir
(109,110) . Bu ozellikleriyle baglantili olarak da NAC’in osteoklast farklilasmasini

engelleyerek kemik rezorpsiyonunu onledigi de gosterilmistir (102) .
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NAC; antibiyotik olmayan ancak antibiyotik 6zelliklere sahip bir bilesiktir ve
Pseudomonas aeruginosa, Klebsiella pneumoniae, Staphylococcus epidermidis,
Staphylococcus aureus ve Escherichia coli gibi, gram negatif ve gram pozitif bakteri
biyofilmlerini etkili bir sekilde azalttigi rapor edilmistir (111) . Yapilan bir ¢alismada
ise, dentin yoklugunda E. Faecalis’in planktonik ve biyofilm formlar1 Uzerinde
bakterisidal etki gosterdigi ancak ortamda dentin tozlari varliginda bu etkiyi
saglayamadigi vurgulanmistir (112) . NAC’in olgun biyofilmleri bozarak ve
bakterinin yuzeylere adezyonunu azaltarak ekstraselller polisakkarit yapimini
azaltmakta etkili oldugu bilinmektedir (104,113) .

Tiim bu yukarida sayilanlar NAC’nin dis hekimliginde kullanilabilecek bir
materyal oldugunu gostermektedir. Periapikal lezyonlu dislerin tedavisinde amac,
hem yikimin durdurulmasi, hem de kanal dolgusunu takiben, yikilan kemik
dokusunun rejenere olmasinin saglanmasidir. Buradan yola ¢ikarak antiinflamatuar,
antioksidan ve koruyucu etkinligi ¢esitli calismalarla gosterilen NAC’nin kalsiyum

hidroksite alternatif olabilecegi diistiniilmistiir.
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3. GEREC VE YONTEMLER

Calismamizda insan monosit onciilii olan THP-1 hiicre hatlar1 kullanilmistir.
THP-1 hiicreleri 37°C de %5 CO2 etiiviinde, %10 oraninda 1s1 ile inaktive edilmis
FBS (fetal dana serumu) (Biochrome S0113), %1 L-glutamin (Biochrome K0283) ve
%1 streptomisin/penisilin antibiyotigi (Biochrome A2213) igeren RPMI-1640
(Biochrome F1215) besi yeri igerisinde, haftada 3 kez pasajlanacak sekilde
cogaltilmistir.

3.1. THP-1 Hiicrelerinin Farkhilastirilmasi

Pre-monosit olarak siniflandirilan THP-1 hiicreleri normalde stispanse halde
bulunmaktadirlar. Cesitli maddeler araciligiyla, farklilastirma protokolleri
uygulanarak bu hiicreler makrofaj haline doniistiiriilmektedir. Bu c¢alismada
cogaltilan THP-1 hticreleri, bir DAG (Diagilgliserol) turevi olan PMA (Forbol 12-
Myristat 13-Asetat) (Sigma Chemical Co P1585) ile farklilagsmaya ugratildi. 400nM
derisimde PMA igeren besi yerinde 3 giin inkiibasyonun ardindan, 4 giin boyunca
PMA icermeyen normal besi yerinde her giin besiyeri degistirilerek taze besi-yeri
eklenip inkibe edilen THP-1 hicreleri makrofaj hiicrelerine doniistiiriilmiis ve

hlcrelere yapisik hiicre 6zelligi kazandirilmigtir.

3.2. Akim Sitometri Analizi

THP-1 hiicreleri hiicre kiiltiir ortaminda c¢ogaltilip farklilagtirildiktan sonra
belirlenen medikament konsantrasyonlari hiicrelere uygulandi Propidyum iyodid
boyamasi ile akim sitometri cihazinda hiicrelerin canlilik yiizdesibelirlendi. Bu
amacla THP- 1 hicreleri PMA ile farklilagtirildi. Tum deney gruplari dublike
calisildi. Akim sitometride propidyum iyodid ile analiz icin her flow tupunde

yaklasik 1,5 milyon hiicre olmasi saglandi. Bu testteki asamalar;
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1. Hucreler inkiibasyon sonrasinda RPMI-1640 (Roswell Park Memorial
Institute medium), besi yeri ile yikandi ve 1 ml’de slispanse edildi.

2.Her bir tiip i¢ine 10 ul PI (stok soliisyon 1 mg/ml Propidyum Iyodid Sigma
4170) eklendi.

3. 20 dakika karanlikta oda 1sisinda inkiibe edildi.

4. Akim sitometri cihazinda (EPICS XL-MCL, Beckman Coulter, USA) iki
degiskenli histogramda hiicreler analiz edilerek hiicre canlihigi yuzdesi

belirlendi.

3.3. Uygun Lipopolisakkarit Dozunun Belirlenmesi

Calismamizda hiicrelerde inflamasyon yaratmak i¢in Escherichia Coli (E.coli)
lipopolisakkariti (LPS) (Sigma L2630) kullamilmustir. Inflamasyon olustugunda
ortama en hizli salinan sitokinlerden birinin TNF- a olmasi nedeniyle LPS dozunun
belirlenmesi igcin ELISA testi ile TNF-a sitokin salinimina bakildi. THP-1 hcreleri
yeterli sayiya ulastiginda 6 kuyucuk iceren plaklarda her bir kuyuda yaklasik 1,5
milyon hiicre olacak sekilde ikili ¢calisildi. PMA ile 3 giin farklilagsma 4 giin dinlenme
isleminden sonra 100 ng/ml ve 10 ng/ml LPS dozlar1 6rneklere uygulandi.
Kontrollere ise lipopolisakkarit icermeyen besi yeri konuldu (sekil 3.1.). 2., 4.ve 8.
saatlerde htcreler “scraper” ile kazilarak RPMI besi yeri ile birlikte ependorf adi

verilen kiiciik plastik tiiplere alindi.

i R

7 ™
10ng/ml|  [100ng/ml 10ng/ml]  [100ng/mi 10ng/ml]  [100ng/mi
LFS Ps LFS Ps LPS PS
10 ng/ml 100 ng/ 10 ng/ml 100 ng/ 10 ng/ml 100 ng/
LPS LFS LPs LPS LPs LPS

ps AN

~

/

2 Saat 4. Saat 8. Saat

Sekil 3.1. ikinci, dordiincii ve sekizinci saatler i¢in calisilan 6-kuyulu plaklarin

sematik gosterimi
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LPS dozunun, TNF-a sitokin salinimina gére ELISA Kiti ile belirlenmesi

1. Ornekler 3000 rpm 5 dakika 4 C de santrifiij edildi.

2. Supernatanlar TNF-o ELISA 6l¢timii i¢in ayrildi.

3. Mikro-kuyucuklar 2 kere yikama tamponu ile yikandiktan sonra Al,2-
G1,2 mikro-kuyucuklarina 100 er pl standart diliisyonlar: eklendi.

4. H1 ve H2 bos kuyucuklarma 100 pl 6rnek diliisyonu konulduktan sonra
deney kuyucuklarina (A3,4,5-H3,4,5) 50 ul 6rnek diliisyonu eklendi.

5. Deney kuyucuklarina (A3,4-H3,4,) 50 ul deney siipernatani, A5-H5 ‘e ise
deney silpernatanlarinin 1/5 diliisyonlar eklendi.

6. Kuyucuklara 50 pl biyotin bilesigi konuldu, 2 saat oda sicakliginda mikro
karistiricida inkiibe edildi ve ardindan yikama tamponu ile 4 kere yikanda.

7. Her bir kuyucuga 100 pl Streptavidin —HRP bilesigi konuldu ve 1 saat oda
sicakliginda inkiibe edildikten sonra yikama tamponu ile 4 kere yikandi.

8. 100 pl TMB substrat soliisyonu tiim kuyucuklara eklendi ve 10 dakika oda
sicakliginda inkiibe edildi

9. 100 pl durdurma soliisyonu tiim kuyucuklara eklendi ve 450 nm dalga
boyunda, ELISA okuyucusunda okundu.

3.4. THP-1 Hucrelerine Etken Madde Uygulanmasi

Farklilagtirma protokolii sonucunda yapisik makrofaj hiicreler haline getirilen
THP-1 hiicrelerinin Uzerinden besi yeri ¢ekildi. Kontrol gruplarina taze besi yeri, ilag
gruplarina ise akim sitometri sonucuna gore belirlenen 40 pg/ml Ca(OH), ve 10 mM
NAC iceren besi yerleri eklendi. Hucreler 37 °C %5 CO2 iceren etiivde 24 saat

inkiibasyona birakildi.

3.5. THP-1 Hucrelerine LPS Uygulanmasi

Deney gruplarindaki hiicrelerin iizerindeki ilagli besi yeri ¢ekildi ve 10 ng/ml
LPS igeren besi yeri konuldu ve deney diizenegi sekildeki gibi olusturuldu ( sekil
3.2.).
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Sekil 3.2. Kontrol ve medikament uygulanmis THP-1 hiicrelerinde gruplarinin
sematik goriinimii
ELISA testi icin 6., 24., 48. ve 72. saatlerde deney gruplarindaki hiicreler RPMI besi-yeri ile

birlikte ependorflara alindi.

3.6. Matriks Metalloproteinaz Ve Doku Inhibitor Matriks Metalloproteinaz

Protein Seviyelerinin Belirlenmesi

Ornekler, 3000 rpm’de 4 C’de 5 dakika siireyle santrifiij edilerek
supernatanlar 200’er mikrolitrelik pargalara ayrildi ve analiz edilene kadar -80 °C
buzdolabinda bekletildi. Protein seviyelerinin belirlenmesinde hassasiyetinin yiiksek
olusu, uygulama asamalarinin kolayligi ve kullanacagimiz 6rnek tipine uygunlugu

nedeniyle R&D marka (R&D Systems, Inc. USA) Elisa kitleri kullanildi.
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3.6.1. MMP-9

Tim reaktifler ve standartlar deney prosediirii baslamadan once iireticinin

Onerilerine gore hazirlandi.

1. Her bir kuyucuga 100 ul Dilusyon soliisyonu eklendi.

2. Al-G1 ve A2-G2 kuyucuklarma 100’er mikrolitre standart
diliisyonlarindan eklendi.

3. Ornekler kuyucuklara ¥ dilisyonda 100’er mikrolitre eklendi.
Mikroplate adeziv striple kapatilip 450 rpm ayarda calkalayicida 2 saat
inkiibasyona bikarildi. Triplike ¢alisild1.

4. Inkiibasyonun ardindan her bir kuyu aspire edildi, toplamda 4 yikama
olacak sekilde yikandi ve temiz kurulama kagidina ters cevrilerek
kurulandi. Her yikamada her bir kuyu igin 400pl yikama tamponu
kullanildi.

5. Her bir kuyu’ya 200pul MMP-9 Konjugat’t eklendi. Yeni bir adeziv
striple kapatilip, mikroplate shakerde 450 rpm’de 1 saat inkiibasyona
birakildr (sekil 3.3.).

6. Inkiibasyonun ardindan 4. asamadaki yikama islemi tekrar edildi.

7. Her bir kuyu 200pl Substrat Soliisyonu eklendi ve 30 dakika 11k
gdrmeyen ortamda inkiibasyona birakildi.

8. Inkiibasyonun ardindan her bir kuyu’ya 50ul stop soliisyonu eklendi
(Sekil 3.4.).

9. Her bir well’in optik dansitesi {iireticinin talimatlart dogrultusunda
spektrofotometrede ( SpektraMax M2 Mikroplate Reader, Moleculer
Devices LLC, California, USA) 450 nm dalga boyunda o6lctldi ve

SoftMax Pro yazilimi yardimiyla sonuglar elde edildi.



Sekil 3.3. Heidolph Titramax 101 orbital shaker cihazi ve 450 rpm’de inkiibasyona
birakilan plak.
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Sekil 3.4.: Stop soliisyonu eklendikten sonra sprektrofotometrede okunmaya hazir

plak.

3.6.2. TIMP-1

Tiim reaktifler ve standartlar deney prosediirii baglamadan 6nce iireticinin
Onerilerine gore hazirlandi.

1. Her bir kuyucuga 100 pl Dillisyon solsyonu eklendi.

22
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. Al-G1 ve A2-G2 kuyucuklarina 50’ser mikrolitre standart
diliisyonlarindan eklendi.

Ornekler, 50’ser mikrolitre supernatanlar dilile edilmeden uygulandi.
Mikroplate 450 rpm ayarda horizontal orbital mikroplate shakerda 2 saat
inkiibasyona bikarildi. Ornekler dublike calisild.

Inkiibasyonun ardindan her bir kuyu aspire edildi, toplamda 3 yikama
olacak sekilde yikandi ve temiz kurulama kagidina ters cevrilerek
kurulandi. Her yikamada her bir kuyu igin 400ul yikama tamponu
kullanildi.

Her bir kuyu’ya 200pl MMP-9 Konjugat’1 eklendi. Yeni bir adeziv striple
kapatilip, calkalayicida 450 rpm’de 1 saat inkiibasyona birakildi.
Inkiibasyonun ardindan 4. Asamadaki yikama islemleri tekrar edildi.

Her bir kuyu’ya 200ul Substrat Soliisyonu eklendi ve 30 dakika 151k
gbrmeyen ortamda inkiibasyona birakildi.

Inkiibasyonun ardindan her bir kuyu’ya 50ul stop soluisyonu eklendi
(Sekil 3.6.).

Her bir kuyu’nun optik dansitesi iireticinin talimatlar1 dogrultusunda dnce
450 nm dalga boyunda ol¢iildii ve SoftMax Pro yazilimi yardimiyla
sonuglar elde edildi.

Sekil 3.6. Stop soliisyonu eklendikten sonra okunmaya hazir plak (TIMP-1)
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3.6.3. MMP-2

Tiim reaktifler ve standartlar deney prosediirii baslamadan 6nce {ireticinin

Onerilerine gore hazirlandi.

1.
2.

Her bir kuyucuga 100 pl Dilisyon soltsyonu eklendi.

Al-G1 ve A2-G2 kuyucuklarma 50°ser mikrolitre standart
diliisyonlarindan eklendi.

Ornekler 50’ser mikrolitre dilile edilmeden eklendi. Mikroplate adeziv
striple kapatilip 450 rpm ayarda horizontal orbital mikroplate shakerda 2
saat inkiibasyona bikarildi. Dublike ¢aligildi.

Inkiibasyonun ardindan her bir kuyucuk aspire edildi, toplamda 4 yikama
olacak sekilde yikandi ve temiz kurulama kagidina ters ¢evrilerek
kurulandi. Her yikamada her bir kuyucuk i¢in 400ul yikama tamponu
kullanildi.

Her bir kuyu’ya 200l MMP-9 Konjugat’i eklendi. Yeni bir adeziv striple
kapatilip, mikroplate shakerde 450 rpm’de 1 saat inkiibasyona birakildi.
Inkiibasyonun ardindan 4. asamadaki yikama islemleri tekrar edildi.

Her bir kuyu’ya 200ul Substrat Soliisyonu eklendi ve 30 dakika 151k
gérmeyen ortamda inkiibasyona birakildi.

Inkiibasyonun ardindan her bir well’e 50ul stop soliisyonu eklendi (Sekil
3.7)

Her bir kuyu’nun optik dansitesi iireticinin talimatlar1 dogrultusunda 450
nm dalga boyunda 6l¢iildii ve SoftMax Pro yazilimi yardimiyla sonuglar
elde edildi
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Sekil 3.7. Stop soliisyonu eklendikten sonra okunmaya hazir plak (MMP-2)

3.6.4. TIMP-2

Tiim reaktifler ve standartlar deney prosediirii baglamadan once iireticinin
Onerilerine gore hazirlandi.

1. Her bir kuyucuga 100 pl Assay Diluent eklendi.

2. A1-G1 ve A2-G2 kuyucuklarma 50’ser mikrolitre standart
diliisyonlarindan eklendi.

3. Ornekle 50’ser mikrolitre diliie edilmeden eklendi. Mikroplate adeziv
striple kapatilip 450 rpm ayarda c¢alkalayicida 2 saat inklbasyona
bikarild1. Triplike ¢aligildi.

4. Inkiibasyonun ardindan her bir kuyu aspire edildi, toplamda 4 yikama
olacak sekilde yikandi1 ve temiz kurulama kagidina ters cevrilerek
kurulandi. Her yikamada her bir kuyu igin 400ul yikama tamponu
kullanildi.

5. Her bir kuyu’ya 200ul MMP-9 Konjugat’t eklendi. Yeni bir adeziv striple
kapatilip, ¢alkalayicida 450 rpm’de 2 saat inkiibasyona birakildi.

6. Inkiibasyonun ardindan 4. Asamadaki yikama islemleri tekrar edildi.

7. Her bir kuyu’ya 200ul Substrat Soliisyonu eklendi ve 20 dakika 1s1k
gormeyen ortamda inkiibasyona birakild.

8. Inkiibasyonun ardindan her bir kuyu’ya 50ul stop sollsyonu eklendi
(Sekil 3.8.).
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9. Her bir kuyu’nun optik dansitesi iireticinin talimatlari dogrultusunda 450

nm dalga boyunda 6l¢iildii ve SoftMax Pro yazilimi yardimiyla sonuglar

elde edildi (sekil 3.9. ve 3.10.).
SRR PR PR ERYA
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Sekil 3.8. Stop soliisyonu eklendikten sonra okunmaya hazir plak (TIMP-2)
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Sekil 3.9. ve sekil. 3.10. SpektraMax M2 Mikroplak Okuyucu

3.7. Enzimlerin Gen Diizeylerinin RT-PCR Yéntemi ile Belirlenmesi

3.7.1. THP-1 hicrelerinden m-RNA eldesi

RNA izolasyonu igin ayri bir set kuruldu. RT-PCR deneyinde 6, 24, 48 ve 72.
saatler calisildi. RNA’larin zarar gormeden elde edilmesi igin hiicreler, 5 hacim
Qiagen RNA Protect ve bir hacim PBS (fosfat tampon ¢ozeltisi) kariggmindan olusan
¢ozelti yardimiyla toplanmistir. RNA eldesinde kullanilan tim malzemeler %1

DEPC (Dietilpyrokarbonat) ile muamele edilmis sudan gegirilerek RNaz
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kontaminasyonunun Onlenmesi saglanmistir. RNA izolasyonu, Qiagen RNeasy®

Plus Mini Kit araciligiyla yapilmstir.

1. Hiicreler oda 1sinda ¢oziildiikten sonra vorteks yardimiyla karistirildi.

2. 230C 10000 rpm de 6 dakika santrifij edildi. Santrifiij sonrasi iist faz
dikkatlice atildi.

3. Cokelti tizerine 350 pl guanidin-izotiosiyonat iceren RLT tamponu
eklenerek yaklasik 1 dakika vorteks ile karistirildi. Ardindan 0,9 mm’lik
enjektdrden gegirildi.

4. Lizat, gDNA eleminator kolona almarak 230C 15000 rpm’de 40 saniye
santriftij edildi.

5. Kolondan toplanan 6rnege 350 pl %70’lik etanol eklendi. RNeasy spin
kolonda 230C 15000 rpm’de 25 saniye santrifiij edildi. Kolonun altinda
kalan siv1 atildi.

6. Kolona baglanan RNA’lar 6nce 700 ul RW1 tamponu ardindan da iki kez
500 pl RPE tamponu ile 230C 15000 rpm’de 25 saniye santrifiije edilerek
yikandi.

7. Kolon temiz bir ependorf tiipiine alinarak {izerine 15 ul RNaz igermeyen su
eklendi, 230C 15000 rpm’de 1 dakika santriftje edildi.

8. Kolona 10 pl RNaz igermeyen su eklendi, 230°C 15000 rpm’de 1 dakika
santrifiije edildi.

9. Ornekler analiz boyunca buz igerisinde bekletildi.

3.7.2. RNA safliginin belirlenmesi ve konsantrasyonunun oél¢iilmesi

RNA’nin safligi ve miktar1 spektrofotometrik olarak, NanoDrop ND1000
Spektrometre (Thermo Scientific) cihazt kullanilarak oOlgtildi  (sekil 3.11.).
Konsantrasyon ve 260/280 degerleri elde edildi.
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Sekil 3.11. Nano Drop ND-1000 (Thermo Scientific) cihazi

3.7.3. cDNA sentezi

cDNA sentezi igin Transkriptor High Fidelity cDNA sentez kiti (Roche
Diagnostics GmbH, Germany) kullanilda.

Karisim I: RNA 1 g
Primer (600 pmol/ pl) 2 ul
RNaz’s1z dH,0 11.4 ul’ye tamamlayacak kadar
TOPLAM: 11.4 pl

Karigim I hazirlandiktan sonra RNA'lar 65°C’de 10 dk denatiire edildi ve
inkiibasyondan sonra drnekler hizli bir sekilde buz iizerine alindi. Ornekler buzda

beklerken, karisim II hazirlandi.

Karisim II:  Reaksiyon Tamponu (5X) 4 ul
Reverse transkriptaz 1,1
RNAZz inhibitori (40 U/ul) 0,5 ul

Deoksintikleotid karigimi (10 mM) 2 ul

DTT 1pl

TOPLAM: 8,6
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Buzda bekleyen orneklere karigim II’den 8,6 ul eklendi ve reaksiyon ‘Gene
Amplification PCR System 9700 Applied Biosystem’ cihazi kullanilarak asagidaki
sartlarda gerceklestirildi:

Reaksiyon Sartlar:
50 °C 30 dk
85°C 5dk

Sentez tamamlandiktan sonra 20 pl’lik iriinlere, 60 pul dH,O eklenerek hacim

80 ul’ye ¢ikarildi ve 6rnekler -20°C’de saklandi.

3.7.4. Gergek Zamanh Polimeraz Zincir Reaksiyonu

Gergek zamanli polimeraz zincir reaksiyonu (Real Time Polimerase Chain
Reaction- RT-PCR) floresan boyalar kullanilarak ger¢cek zamanli olarak DNA’nin
belirlenmesi ve miktarinin gosterilmesi teknigidir. Bu yontemde floresan sinyali PCR
iriin miktariyla dogru orantili olarak artmakta ve sonuglar PCR analizi sirasinda elde

edilebilmektedir. Calismamizda hidroliz probe teknigi kullanilarak galisilmistir.

Polimeraz zincir reaksiyon kosullari

Primer-probe karigimi 1x hacim igin

Distile su 3,7ul
Forward primer 0,05 pl
Reverse primer 0,05ul

Gene 6zgul probe 0,2 ul

Toplam 4 ul
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Ix hacim igin elde edilen bu karigimdan 0,5 ul
Distile su 3,5 ul
Taq polimeraz enzimi 5ul
cDNA 1pl
Toplam 10 pl

Her bir kuyucuk i¢in hazirlanan 10 pl karisgm 1800 rpm’de 30 sn

santrifiijlendikten sonra Light Cycler 480 |

I (Roche) (Sekil 3.12) cihazina

yerlestirilip 55 dongii olacak sekilde reaksiyon tamamlanmistir.

Sekil 3.12. Light Cycler 480 1l RT-PCR cihaz1

Deneylerdeki degiskenlere bagli olarak meydana gelen ifade degisimleri

goreceli (AACt yontemi) yontemiyle manuel olarak hesaplanmistir. Ifade degisimleri

hesaplanirken, farkli fizyolojik durumlarda ifadesi en az degisen HPRT-1 house-

keeping gen ifadesi normalizatdr olarak kullanilmistir.
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3.8. Verilerin Degerlendirilmesi

Calismamizda istatistiksel karsilastirmalar, “’SPSS 15.0 for Windows (SPSS
Inc., Chicago, IL, USA)>’ istatistik paket programi ile yapilmistir. Verilerin
degerlendirilmesinde gruplar arasindaki farkliliklar ki Yonli Varyans Analizi ile,

ikili karsilastirmalar ise Bonferroni testiyle yapildi. Anlamlilik sinir1 olarak p < 0,05
kullanildi.
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4. BULGULAR
4.1. Uygun Ila¢ Konsantrasyonlarinin Belirlenmesi
4.1.1. Akim Sitometri Analizi

Propidyum iyodid boyamasi ile akim sitometri cihazinda belirlenen hiicre

canliligi tablo 4.1. ve 4.2. ve sekil 4.1. ve 4.2.”de gosterilmistir.

Tablo 4.1. Ca(OH); uygulanan hiicreler i¢in akim sitometri’de propidyum iyodid ile

hiicre canlilig1 analiz sonuglari.

THP-1 Hiicre Canlilig (%)
Kontrol 100
10pg/ml Ca(OH), 80
20pg/ml Ca(OH), 70
40ug/ml Ca(OH), 70
80pg/ml Ca(OH), 23

Hiicre Canlilhigi (%)

120

100 ~

80 -
60 -
Bl Hacre Canhhg (%)
40 -
o v
O T T T T T

Kontrol 10pg/ml 20pg/ml 40ug/ml 80ug/ml
Ca(OH)2 Ca(OH)2 Ca(OH)2 Ca(OH)2

Sekil 4.1. Kalsiyum hidroksit grubunun akim sitometri’de propidyum iyodid (PI)

boyamasi ile analiz edilen hiicre canlilig1 yiizdelerinin grafiksel gdsterimi.
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Tablo 4.2. NAC uygulanan hiicreler i¢in akim sitometri’de propidyum iyodid ile

hiicre canlilig1 analiz sonuglari.

THP-1 Hiicre Canlilig1 (%)
Kontrol 100

5 mM NAC 62,5

10 mM NAC 63

20 mM NAC 51

40 mM NAC 14,5

Hiicre Canhiligi (%)

120

100

i Hiicre Canliligr (%)
40

20

oM N M

Kontrol 5 mM 10 mM 20 mM 40 mm
NAC NAC NAC NAC

Sekil 4.2. NAC grubunun akim sitometri’de propidyum iyodid (PI) boyamasi ile

analiz edilen hiicre canlilig1 ylizdelerinin grafiksel gosterimi.

Deneyler sirasinda %50 den fazla hiicre kayb1 istenmedigi i¢in yaklasik %40
ve altindaki literatiirle uyumlu dozlar deneyde kullanim dozaji olarak belirlendi.
Buna gore, akim sitometri’de propidyum iyodid (PI) ile hiicre canliligi analizi sonucu
Ca(OH)2 in dozaji 40 pg/ml, NAC in dozaj1 ise 10 mM olarak belirlendi.
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4.2. Uygun LPS Dozunun Belirlenmesi

Deneyde kullanilacak uygun LPS dozunun belirlenmesi i¢in 10 ng ve 100 ng
LPS uygulanmis hiicrelerde 2, 4 ve 8. saatlerde elde edilen ELISA 6l¢lim sonuglari
Sekil 4.3.” de gorulmektedir.

TNF-alfa
7000 -
6000 -
5000
4000 -
3000
2000
i
0 -
> e
f'Lr b - q:‘ f'b‘ “ - q)- h?? m??
< < < < < < > &
2 2 ;] 2 2 ;] P &
o~ ~ h ~ L £
& & & & & & © +©
o o o o & S
s n N RS & K

Sekil 4.3. THP-1 hiicrelerinde TNF-a sitokin salinima.

Sekil 4.3. de 6zetlenen sonuglara bakildiginda LPS ile uyarilmis makrofaj
hicrelerinde 4. saatte TNF-alfa salinimmnin pik yaptigi ve 10 ng/ml ile 100 ng/ml
arasinda inflamasyon yaratmak agisindan ¢ok fark olmadigi gbzlenmistir. Biitiin bu
pilot ¢alismanin sonucunda 10 ng/ml LPS dozajinin inflamasyon yaratmada yeterli

oldugu gozlenmis ve LPS dozaj1 olarak 10 ng/ml olarak belirlenmistir.

4.3. mMRNA ve Protein Seviyelerinin Belirlenmesi

Calismamizin verileri 2 yonlii varyans analizi ile incelendiginde gruplar arasi
yapilan degerlendirmede istatistiksel olarak 6nemli farkliliklar oldugu goriilmiistiir
(p<0,05). Bonferonni testi ile yapilan ikili kargilastirmalar Tablo 4.3- 4.16 arasinda,
farkli zaman araliklarindaki MMP-9, TIMP-1, MMP-2 ve TIMP-2’nin mRNA ve

protein dizeylerinin degisimleri ise Sekil 4.4.- 4.18. de goésterilmistir



4.3.1 MMP-9

4.3.1.1 MMP-9 mRNA Seviyeleri
MMP-9 mRNA ve protein diizeyi degisimleri Tablo 4.3- 4.4 ve Sekil 4.4’de gosterilmektedir.

Tablo 4.3. MMP-9 mRNA diizeyi istatistiksel farklilik tablosu

MMP-9 | 6.SA 24.SA 48.SA 72.SA

Kontrol | Ca(OH), | NAC | Kontrol | Ca(OH), | NAC | Kontrol | Ca(OH), | NAC | Kontrol | Ca(OH), | NAC

6.SA Kontrol

24.SA | Kontrol

48.SA | Kontrol

72.SA | Kontrol

S: Istatistiksel olarak anlamlilig1 ifade etmektedir (p<0,05).

9¢
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Tablo 4.4. MMP-9 mRNA diizeyi sonuglari

MMP-9 KONTROL CA(OH), NAC
6.saat 1 0,8+0,25 0,63+0,11
24.saat 1 0,35+0,17 0,22+0,15
48.saat 1 1,84+0,87 2,29+0,73
72.saat 1 1,39+0 0,79£0,24
3,5
3
2,5
2 ® LPS+KONTROL
1,5 . W Ca(OH)2
. _ _ M NAC
0,5 - L - l
o |
6.saat 24 saat 48 saat 72 .saat

Sekil 4.4.: MMP-9 mRNA diizeyleri

6. saatte sadece NAC, 24. saatte ise hem NAC hem de Ca(OH),’in MMP-9
MRNA duzeyini 6nemli derecede azalttigi, 48. saatte ise kontroliine gére arttirdig:

saptand1 (p<0,05).

4.3.1.2 MMP-9 Protein Diizeylerl

Standart diliisyonlardan elde edilen Standart Egri reaksiyonun kalitesini
gostermektedir. MMP-9 Elisa deneyi sonucu elde edilen Standart Egri Sekil 4.5’de
gosterilmistir. 10 ng/ml LPS ile inflamasyon yaratilan ve medikament dozaj1 olarak
da 40 ug/ml Ca(OH); ve 10 mM NAC uygulanan gruplarda zamana bagl ortama
salinan MMP-9 protein diizeyleri sekil 4.6’da gosterilmistir.



MMP-9 protein dizeyi Tablo 4.5-4.6 ve Sekil 4.6.’da gosterilmistir.

Standard Curve

z 15 o
[
=
o
L]
s 1
=
05 R
S e
_.—'—-'_'_'9"_'--'_—
a
01 1 10 100
Concertration
yo= (08 -0 + (S B ) ) + O & B c D B2

o STO# (Standards: Concentrstion ws Mesn OD Value) 0,021 04937 38,708 6,733 1

Sekil 4.5.:MMP-9 Standart diliisyonlardan elde edilen standart egri.

Tablo 4.5. MMP-9 Protein seviyeleri

MMP-9 Protein KONTROL CA(OH), NAC

6.saat 0,93+0,16 0,81+0,22 0,54+0,05
24 .saat 7,43+0,11 7,61+1,5 6,04+0,13
48.saat 9,29+0,4 12,11+0,8 11,72+1,6

72.saat 13,1+14 13,5+0,75 13,72+0,65
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Tablo 4.6. MMP-9 Protein diizeyi istatistiksel farklilik tablosu

MMP-9 | 6.SA 24.SA 48.SA 72.SA

Kontrol | Ca(OH), | NAC | Kontrol | Ca(OH), | NAC | Kontrol | Ca(OH), | NAC | Kontrol | Ca(OH), | NAC

6.SA

Kontrol
Ca(OH),

NAC

24.SA

Kontrol

48.SA

72.SA

6€
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16

H LPS+KONTROL

M Ca(OH)2

M NAC

MMP-9 Protein konsantrasyonu ng/ml

6.saat 24 . saat 48 . saat 72.saat

Sekil 4.6. MMP-9 protein duzeyleri

NAC uygulanan gruplarda, 6 ve 24. saatlerde kontrolleriyle kiyaslandiginda
MMP-9 saliniminin baskilandigi, 48. saatte ise arttigi; Ca(OH),’in ise 6. Saatte
MMP-9 protein diizeyini azalttigi, 48. Saatte ise arttirdigi gozlenmektedir (p<0,05).

Tim gruplarin kendi iginde zamana bagli olarak Onemli oranda artig

gosterdigi saptanmustir (p<0,05).

4.3.2 TIMP-1

TIMP-1 mRNA ve protein diizeyi degisimleri Tablo 4.7- 4.10 ve Sekil 4.7-
4.9°da gosterilmektedir.

4.3.2.1 TIMP-1 mRNA Duzeyi

Tablo 4.7. TIMP-1 mRNA duzeyleri

TIMP-1 KONTROL Ca(OH), NAC
6.saat 1 0,73+0,24 0,95+0,36
24 saat 1 0,26+0,1 0,19+0,08
48.saat 1 1,28+0,32 1,74+0,7
72.saat 1 0,67+0,12 0,79+0,15



Tablo 4.8. TIMP-1 mRNA diizeyi istatistiksel farklilik tablosu

PCR TMP-1 | 6.SA 24.SA 48.SA 72.SA

Kontrol | Ca(OH), | NAC | Kontrol | Ca(OH), | NAC | Kontrol | Ca(OH), | NAC | Kontrol | Ca(OH), | NAC

6.SA Kontrol
Ca(OH),
NAC

24.SA | Kontrol
Ca(OH),
NAC

48.SA | Kontrol
Ca(OH),
NAC

72.SA | Kontrol
Ca(OH),
NAC

1h%
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H LPS+KONTROL

M Ca(OH)2

M NAC

6.saat 24 . saat 48 . saat 72.saat

Sekil 4.7. TIMP-1 mRNA diizeyi

NAC ve Ca(OH)2’ in TIMP-1 mRNA duzeyleri Uzerine etkileri
incelendiginde, hem NAC hem de Ca(OH), 24. saatte énemli bir azalmaya neden
olurken, 48.saatte sadece NAC’nin etkisi artis yonlnde, 72. saatte ise sadece

Ca(OH),’in etkisi azalma yonunde gozlenmistir (p<0,05).

4.3.2.2 TIMP-1 Protein Duzeyleri

Deney sonucu elde edilen Standart Egri Sekil 4.8.’de gosterilmistir. LPS ile
inflamasyon yaratilan ve Ca(OH), ve NAC uygulanan gruplarda TIMP-1 protein
diizeyleri Sekil 4.9. ve Tablo 4.9-4.10 da gosterilmistir.
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Standard Curve
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0,1
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O STD#1 (Standards: Concentration vs Mean OD Value)

y

1,111 12,12

0,017

Sekil 4.8. TIMP-1 Standart diliisyonlardan elde edilen standart egri.

Tablo 4.9. TIMP-1 Protein diizeyi sonuglari

Ca(OH), NAC

KONTROL

TIMP-1

0,46+0,14 0,39+0,03

0,604+0,12

6.saat

1,43+0,28 1,15+0,09

1,49+0,05

24 saat

0,9+0,15

1,1+0,05

1,05+0,14

48.saat

0,79+0,11

0,9+0,01

0,90,07

72.saat



Tablo 4.10. TIMP-1 Protein diizeyi istatistiksel faklilik tablosu

ELISA

TMP-1

6.SA

24.SA

48.SA

72.SA

6.SA

Kontrol
Ca(OH),
NAC

24.SA

Kontrol
Ca(OH),
NAC

48.SA

Kontrol
Ca(OH),
NAC

72.SA

Kontrol
Ca(OH),
NAC

Kontrol | Ca(OH),

NAC

Kontrol | Ca(OH),

NAC

144
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M LPS+KONTROL
Ca(OH)2
NAC

TIMP-1 Protein konsantrasyonu ng/ml

6.saat 24 . saat 48 . saat 72.saat

Sekil 4.9. TIMP-1 protein dizeyi

NAC uygulamast TIMP-1 protein salinimini sadece 6. saatte anlamli derecede

azaltmistir (p<0,05).

4.3.3 MMP-9/TIMP-1

MMP-9/TIMP-1 mRNA ve protein diizeyi oranlart Sekil 4.10 ve 4.11°de

gosterilmistir.

2,5

H LPS+KONTROL
M Ca(OH)2
M NAC

6.5A 24.SA 48.5A 72.5A

Sekil 4.10. MMP-9/TIMP-1 mRNA diizeyi oranlari
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MMP-9/TIMP-1 orani1 incelendiginde, NAC bu orani sadece 6. saatte dnemli

oranda azaltmus, 48. saatte ise arttirmistir. Ca(OH), ise bu oram1 24, 48 ve 72.

Saatlerde 6nemli oranda arttirmaktadir.

25

20

15

10

6.5A 24.5A 48.5A

72.5A

H KONTROL
E CAOH
b NAC

Sekil 4.11. MMP-9/TIMP-1 protein diizeyi oranlari

MMP-9/TIMP-1 orani incelendiginde, LPS stimiilasyonu protein diizeyinde

bu orani zamana bagl olarak artirmakta, sadece NAC 48. ve 72. saatte protein diizeyi

acisindan bu orani1 6nemli derecede artirmaktadir (p<0,05).

4.3.4 MMP-2
MMP-2 mRNA ve protein diizeyi degisimleri Tablo 4.11- 4.13 ve Sekil 4.12-

4.13’da gosterilmektedir.

4.3.4.1 MMP-2 mRNA Duzeyi

Tablo 4.11. MMP-2 mRNA diizeyleri

MMP-2
6.saat
24.saat
48.saat
72.saat

KONTROL
1

1
1
1

Ca(OH),
0,88+0,08
0,42+0,12
1,21+0,23
0,73+0,34

NAC
1,8+0,08
0,28+0,12
1,7+0,62
0,67+0,22



Tablo 4.12. MMP-2 mRNA diizeyi istatistiksel farklilik tablosu

Pcr

Mmp-2

6.S5A

24.SA

6.SA

Kontrol

24.SA

48.SA

72.SA

Kontrol

Ly
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2,5

6.saat 24 . saat 48 . saat 72.saat

H LPS+KONTROL
i Ca(OH)2
L NAC

Sekil 4.12. MMP-2 mRNA duzeyleri

NAC uygulanmasi 6. ve 48. saatlerde MMP-2’nin m-RNA dizeylerini

artirirken, 24. ve 72. saatlerde azaltmistir. Ca(OH),’in ise sadece 24. Saatte MMP-2

MRNA dizeyini azalttigi gézlenmistir (p<0,05).

4.3.4.2 MMP-2 protein seviyelerinin tespiti

Tablo 4.13. MMP-2 Protein duzeyleri

MMP-2 KONTROL Ca(OH),
6.saat 0 0

24.saat 0,25+0,02 0,32+0,07
48.saat 0,2940,08 0,2840,08

72.saat 0,31+0,14 0,38+0,07

NAC

0

0,5+0,1
0,61+0,12

0,6+0,07
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0,8

0,7

0,6 I —

0,5 | E [PS+KONTROL

E Ca(OH)2

0,4

L NAC

—
—

0,3

0,2

0,1

MMP-2 Protein konsantrasyonu ng/ml

72.saat

6.saat 24 . saat 48 . saat

Sekil 4.13. MMP-2 protein dzeyleri

Protein dlizeyinde saptanan MMP-2 miktarlari ¢ok diisiik oldugundan gruplar

arasinda istatistiksel olarak anlamli bir fark bulunamamuistir.

4.3.5 TIMP-2

TIMP-2 mRNA ve protein diizeyi degisimleri Tablo 4.14- 4.16 ve Sekil 4.14-
4.1 ve Tablo 4.15- 4.16°da gosterilmektedir.

4.3.5.1 TIMP-2 mRNA Duzeyleri

Tablo 4.14. TIMP-2 mRNA duzeyleri

KONTROL Ca(OH), NAC
6.saat 1 0,99+0,33 1,06:0,19
24 saat 1 0,47+0,01 0,37+0,07
48 saat 1 0,84+0,27 1,43+0,85
72.saat 1 0,5+0,14 0,78+0,2



Tablo 4.15. TIMP-2 mRNA duizeyi istatistiksel faklilik tablosu

TIMP-2

6.S5A

24.SA

48.SA

6.SA

Kontrol
Ca(OH),
NAC

24.SA

Kontrol
Ca(OH),
NAC

48.SA

Kontrol
Ca(OH),
NAC

72.SA

Kontrol
Ca(OH),
NAC

Kontrol

Ca(OH),

NAC

0§
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2,5

H LPS+KONTROL
i Ca(OH)2

L NAC

6.saat 24 . saat 48 . saat 72.saat

Sekil 4.14. TIMP-2 mRNA diizeyleri

NAC, 24. saatte TIMP-2’nin m-RNA salinnmina belirgin bir azaltma
gOstermistir ancak bu diisiis kalic1 degildir ve eski degerlerine 48. Saatten itibaren

donmiistiir (p<0,05).

4.3.5.2 TIMP-2 protein dizeyi
Deney sonucu elde edilen Standart Egri Sekil 4.15°de gosterilmistir.

Standard Curve
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@ STD#1 (Standards: Concentration vs Mean OD Value)  -0,008 0,966 37,812 12,088 1

Sekil 4.15. TIMP-2 Standart egrisi



Tablo 4.16. TIMP-2 protein dlzeyleri

KONTROL Ca(OH), NAC
6.saat 0,18+0,02 0,15+0,02 0,15+0,01
24 saat 0,28+0,07 0,29+0,04 0,27+0,01
48 saat 0,31+0,04 0,34+0,01 0,34+0,03
72.saat 0,3+0,01 0,32+0,01 0,31+0,02

0,4

0,35
0,3
0,25
0,2
0,15
0,1

0,05

TIMP-2 Protein konsantrasyonu ng/ml

6.saat

24 . saat

48 . saat

72.saat

H LPS+KONTROL
i Ca(OH)2
L NAC

Sekil 4.16. TIMP-2 protein saliniminin zamana ve ilaca bagl olarak degisimi

52

Saptanan TIMP-2 protein diizeyleri ¢cok diisiik oldugundan gruplar arasinda

istatistiksel olarak anlamli bir fark bulunamamustir.
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4.3.6. MMP-2/TIMP-2

MMP-2/TIMP-2 mRNA ve protein oranlar1 Sekil 4.17.ve 4.18.’de

gosterilmistir.

H | PS+KONTROL
M Ca(OH)2
MNAC

6.5A 24.SA 48.5A 72.5A

Sekil 4.17. MMP-2/TIMP-2 mRNA diizeyi oran

24. ve 72. Saatlerde NAC’m, 6. ve 24. Saatlerde ise Ca(OH),’in MMP-
2/TIMP-2 oranini azalttig1 gézlenmistir (p<0,05).

2,5
2
1,5
H LPS+KONTROL
1 H CAOH
W NAC
0,5
0 -
6.5A 24.SA 48.5A 72.5A

Sekil 4.18. MMP-2/TIMP-2 protein diizeyinin zamana bagl grafigi

Bu ¢alismada, NAC’nin MMP-2/TIMP-2 oranini protein diizeyi agisindan 24.
saatten itibaren 6nemli derecede arttirdigi bunun da kalici oldugu gozlendi (p<0,05).
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5. TARTISMA

Periapikal patolojiler, enfekte kok kanalindaki mikroorganizmalara karsi
imminolojik ve inflamatuar bir cevap sonucu gelismektedir (77,114) . Kok
kanallarinda kolonize olan mikroorganizmalar genelde gram negatif zorunlu
anaeroblardir. Gram negatif bakteri hiicre duvar igeriginde bulunan
lipopolisakkaritler (115) makrofajlardan inflamatuar siirecin baslamasinda ve
duzenlenmesinde rol oynayan IL-1a, IL-1p ve TNF-a gibi molekiillerin ve periapikal
inflamatuar siiregte yikici sonuglara neden olan Kkollojenaz, elastinaz gibi
metalloproteinazlar ve prostoglandinlerin salinimina neden olurlar (33) . Stern ve
arkadaglarinin yaptiklar bir ¢calisma kronik periapikal lezyonlardaki hiicre iceriginin
%30’unun makrofajlar oldugunu saptamistir (116) . Yapilan diger bir ¢aligma insan
periapikal lezyonlarinda, makrofajlarin baskin inflamatuar hiicreler oldugunu
gostermistir (38) Kan monositleri, dentritik hiicreler ve doku makrofajlart gibi
monosit/makrofaj hiicre hatlar1 biiylik miktarlarda farkli MMP’ler salgilarlar (117) .
Benzer sekilde endojendz TIMP lerin salinim1 T ve B lenfositleriyle kiyaslandiginda
monositlerde daha fazladir (118) . LPS ile monosit stimilasyonunun MMP-1,-2,-9 ve
-3 gibi metalloproteinazlarin salinimina neden oldugu bildirilmistir (119) . Bu
nedenle ¢alismamizda insan monositik hiicre hatlar1 olan THP-1 hticreleri makrofaj
hiicrelerine doniistiiriilerek periapikal lezyonlardaki baskin hiicreler olan makrofajlar
taklit etmesi amaciyla kullanilda.

Anaerobik bakteriler konak dokular iizerinde c¢esitli virulans faktorlerini
kullanarak patojenitelerini gosterirler. Bu faktorlerden lipoolisakkarit (LPS) Gram (-)
bakterilerin hiicre duvarinin bir komponentidir. (25) . Bakteri dldiigiinde veya
cogaldiginda ortaya ¢ikarlar. Kompleman sistemi aktive ederek inflamatuar
sitokinlerin salinimini indiikler ve inflamasyonu arttirir. Calismamizda THP-1
hlcrelerini enfekte etmek icin Escherichia Coli (E. Coli) lipopolisakkariti kullanildi.
Literatiir gozden gegcirildiginde Honda ve arkadaslart THP-1 hicrelerinde
inflamasyon yaratmak icin E.coli lipopolisakkaritinin proinflamatuar sitokinlerin
salimmasini1 uyarmada yeterince gii¢lii oldugunu ifade etmislerdir (120) . Benzer
sekilde Palacio ve arkadaslart NAC’nin antiiflamatuar ozelliklerini arastirdiklar

calismalarinda THP-1  hucrelerinde inflamasyon yaratmak icin  E.coli
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lipopolisakkaritini kullanmiglardir (121) . Periapikal patolojilerin mikrobiyal igerigi
tizerinde yapilan bir ¢alismada da lezyonlardaki E.coli varligi gosterilmistir (122)
Bu literatir bilgileri de E.coli lipopolisakkaritinin makrofaj hiicrelerinde inflamasyon
olusturmak i¢in kullanilan bir lipopolisakkarit oldugunu ve periapikal lezyonlarda
varliginin tespit edildigini gostermektedir.

Calismamizda MMP ve TIMP’lerin protein dizeyi ELISA yontemiyle
saptandi. ELISA, antikorlarin kendilerine karsilik gelen antijenlere baglanmasi
Ozelligine dayanan, peptit, antikor ve hormonlar gibi maddeleri saptamak ve
miktarint belirlemek i¢in dizayn edilmis kantitatif bir laboratuvar test yontemidir.
Avantajlart arasinda genis tani parametrelerinin ticari olarak kolayca temin
edilebilmesi, yontemin otomasyona uyarlanabilirligi ve boylece ¢ok sayida 6rnegin
kisa siirede caligilabilmesi, sonuglarin spektrofotometrede objektif olarak kalitatif,
semikantitatif ya da kantitatif degerlendirilebilmesi gibi 6zellikler sayilabilir. Yapilan
pek cok calismada THP-1 hucrelerinden salgilanan MMP-2, MMP-9, TIMP-1 ve
TIMP-2 enzimlerinin miktar1 ELISA yontemiyle giivenilir bir sekilde belirlenmistir
(123,124) . En 6nemli dezavantaji ortamdaki aktif protein miktarini 6lgmesidir. Bu
calismada enzimlerin mRNA dizeyi ise RT-PCR yontemiyle belirlenmistir. RT-
PCR, DNA’nin ¢ogaltimini ve {irlinlerini tek bir tiipte belirlemeyi miimkiin kilan ¢ok
yakin bir zamanda uygulamaya konulan popiiler bir metotdur. Bu yontem PCR
¢ogaltimmi goriiniir hale getiren ve monitorize edebilen floresan isaretli prob ve
boyalarin kullanildigi, floresanin olusan DNA ile dogru orantili olarak arttigi bir
cogaltma yontemidir. Literatiir gozden gecirildiginde MMP’lerin mRNA duzeyinin
saptanmasinda bu methodun giivenilir bir sekilde kullanildigina dair ¢alismalar
mevcuttur (125,126) . Bu calismalar da goz Oniine alinarak enzimlerin mRNA
duzeylerinin tespitinde bu yontem kullanild:

Calismada ilk olarak uygulanacak etken madde dizeyleri (medikament)
dizeyleri belirlendi. Bu amagla, N-asetil sistein ve kalsiyum hidroksit uygulanmis ve
uygulanmamis THP-1 hiicrelerinde hiicre sitotoksisite testlerinde sik kullanilan MTT
sitotoksisite testi uygulandi. Yapilan pilot ¢alismalarimizda etken madde uygulanan
gruplarda tespit edilen absorbans degeri yiiksek oldugundan MTT ile bu etken

maddelerin etkilesim halinde oldugu sonucuna varildi. Bu nedenle de hiicre
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sitotoksisitesine akim sitometride propidyum iyodid yontemi ile bakildi ve 6lii hiicre
yiizdesine gore ilag dozu belirlemesi yapildi (127,128) .

Akim sitometri sonucuna gore ¢alismamizda NAC 10 mM, kalsiyum hidroksit
ise 40 pg/ml dozlarinda kullanildi. Elde ettigimiz bu sonugclar literatiirle uyumlu olup
NAC, 30 mM konsantrasyonun iistiinde kullanildiginda monosit, nétrofil gibi ¢esitli
hlcrelerde toksik etki gosterdigi farkli ¢aligmalarda da belirtilmektedir (129-131) .
Tsuji ve dig. caligmalarinda propidyum iyodid boyamasi ile hiicre 6liimiini
degerlendirmisler ve NAC’ in 10 mM konsantrasyonunda anlamli diizeyde hiicre
oliimiine neden olmadigini bildirmislerdir (131) .

Menezes ve dig. kalsiyum hidroksitin toksisitesine fibroblast hiicre hattinda
MTT yontemi ile baktiklar1 caligmalarinda, hiicrelerin %50 sini 6ldiiren miktar1 7,74
mg/ml olarak belirlemisler ve 10 pg/ml Ca(OH),’in hiicrelerin yaklasik %10 ununda,
100 pg/ml Ca(OH)yin ise hiicrelerin yaklasik %20 sinde oliime neden oldugunu
bildirmiglerdir (132) . Silva ve dig. ise arastirmalarinda, RAW 264.7 fare makrofaj
hiicresinde en yiliksek hiicre canliligmi 25 pg/ml ve altindaki Ca(OH),
konsantrasyonlarinda elde ettiklerini agiklamiglardir (133) . Bizim galismamizda ise
akim sitometri analizi sonuglarina gére 10 pg/ml Ca(OH), hiicrelerin %20,5 inde, 80
pg/ml Ca(OH)2 ise hiicrelerin %67 sinde 6liime neden olmus ve ortalama %30 hiicre
6liimiine neden olan, yapilan caligmalarla da uyumlu olan 40 pg/ml Ca(OH),; dozaj
kullanildi.

Matriks metalloproteinazlar kollajen ve jelatin gibi ekstraselliler matriks
komponentlerinin yikimindan sorumlu ¢inko bagimli bir grup enzimdir (2,134) .
Farkl1 fizyolojik ve patolojik siireglerde matriks proteinlerinin yikiminda ve yeniden
duzenlenmesinde o6nemli rol oynarlar (135) . Salinimlart hormonlar, biiyiime
faktorleri ve sitokinler tarafindan tetiklenmektedir ancak esas olarak endojen6z MMP
inhibitorleri ve TIMP’ler tarafindan kontrol edilmektedir. MMP’lerin asir1 salinimi,
MMP-TIMP dengesinin bozulmasina, bu da kardiovaskiiler hastaliklar, kanser,
romatizma ve periodontal hastaliklar gibi yikimla seyreden ¢esitli patolojik streclere
neden olmaktadir (136) . Oral patolojik siireglerdeki MMP’lerin rolii literatiirde genis
bir sekilde tariflenmektedir (1) , ancak TIMP’ler hakkindaki bilgi kisitlidir. Letra ve
arkadaglar1 kronik apikal apseli ve asemptomatik apikal periodontitisli bireylerden

doku oOrnekleri toplamiglar ve bu Ornekleri TIMP-1 ve TIMP-2 gen analizi igin
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kullanmiglardir. Sonug olarak kronik apikal apseli doku 6rnekleriyle kiyaslandiginda,
asemptomatik apikal periodontitisli bireylerdeki TIMP-1 miktar1 daha yiiksek
bulunmustur (69) . Ayni1 calismada monosit hicreleri makrofaj hicrelerine
doniistiiriilerek E.coli lipopolisakkariti ile enfekte edildikten sonra kontrol grubuyla
kiyaslandiginda TIMP miktarinda artig tespit edilmistir (69) . Periodontitisli
bireylerden alinan digeti olugu sivisi ve gingiva Orneklerinin incelendigi bir
calismada MMP-1, -2, -3 ve -9 miktar1 saglikli 6rneklere kiyasla artmigken, TIMP-1
ve TIMP-2 miktarinda ciddi bir azalma saptanmistir (11) . Bu ¢alismalar da dikkate
alindiginda ¢alismamizda MMP-2’nin inhibitéri olan TIMP-2 ve MMP-9’un
inhibitéri olan TIMP-1 enzimlerinin belirlenmesine karar verilmistir. Deney
sonuglarimiz incelendiginde, kontrol grubuna gore Ca(OH), ve de 6zellikle NAC
uygulamasimin TIMP-1 mRNA salinimimi 48. saatte artirdig1 buna karsilik protein
diizeyinde ise 24. Saatten itibaren kontrole benzer sekilde tiim deney gruplarinda
bir artig oldugu, buna karsilik NAC ve Ca(OH); in bu artis1 kontrole kiyasla azalttig
gozlendi .

Yapilan literatiir ¢aligmalari MMP’larin, doku inhibit6rlerine oraninin
materyallerin etkinliginde daha saglikli sonuglar verdigini ifade etmektedir(123,137)
. Bu oranin MMP yoniinde bozulmasi daha fazla yikimi isaret ederken TIMP
degerindeki artisin orani diislirecegi ve de doku yikiminin azalmisg oldugunun bir
gostergesi olabilecegi ifade edilmektedir (68) .Bu g¢alismada NAC, Ca(OH), ‘e
benzer sekilde, MMP-9/TIMP-1 oranini mRNA ve protein diizeyinde 48. Saatte
onemli derecede arttirdi. 72. saatte mMRNA diizeyinde Ca(OH),, protein diizeyinde
ise NAC ciddi artisa neden olmustur. MMP-2/TIMP-2 orani incelendiginde ise NAC
MRNA dizeyinde 6. Saatte, protein duzeyinde ise 24. Saatten itibaren ciddi olarak
artirmakta, 48. saatte de bu artis devam etmektedir. Ca(OH), ise 72. saatte m-RNA
diizeyinde artisa neden olabilmektedir. Deney sonuglar1 NAC’in daha erken zaman
araliginda, Ca(OH)y, ‘in ise daha uzun zaman dilimlerinde bu orani artirdigini
gostermektedir. Bu nedenle her iki materyalinde inflamasyon sirasinda dokular

tizerine olumlu etkilere sahip olabilecegi goriisiindeyiz.

Inflamasyon sirasinda hiicrelerden erken evrede sitokinler salgilanir.

Periodontitis gibi yikimla seyreden siireglerde sitokinlerin saliniminin artisi
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dogrulanmaktadirtar (102) . Bu sitokinler arasindan interlokin-6 (IL-6) MMP-1,-9 ve
TIMP-1  salinimint arttirir.  Bakteriyel proteazlar tarafindan stimule edilen
notrofillerden pro-MMP-8 ve -9 salgilanirken, LPS ile stimule edilen makrofajlar da
TNF-0. ve MMP’lari salgilarlar. Ayrica TNF-o’nin savunma hicrelerinden MMP
salinimini arttirdign bilinmektedir (135,138) . Inflame periodontal dokulardaki
fibroblastlar latent metalloproteinazlar, plazminojen aktivatorii ve TIMP’lari Uretirler
(139) . Tim bu siire¢ hastalikli dokunun yikimina aracilik eder. Bazi ¢alismalar
periodontitisli dokularda TIMP seviyesinin artisin1  gosterseler de, bu artig
muhtemelen MMP’lari inhibe etmek igin yetersiz kalmaktadir (1) . Sonug olarak
bakteriyel inflamasyon farkli hiicre tiplerinden MMP salinimi1 ve aktivasyonuyla
ekstraseliiler matriks yikimina neden olur.

Matriks metalloproteinazlar arasindan MMP-2 ve MMP-9 6zellikle 6nemlidir
clinkii yapilan ¢aligmalar bu enzimlerin kronik inflamatuar siirecin patogenezinden
ve pulpal, periodontal ve periapikal doku yikimindan sorumlu olduklarini
goOstermistir (3,134) . Fareler lizerinde yapilan bir ¢alismada saglikli dislerin apikal
periodonsiyumunda diisiik miktarda MMP-9 enzimine rastlanirken, kronik apikal
periodontitisli dislerde MMP-2 ve MMP-9 imminohistokimyasal olarak tespit
edilmistir (18) . Corotti ve arkadaslar1 apikal periodontitisin farkli evrelerinde
yaptiklar1 bir ¢alismada, lezyonun akut fazi olarak tanimlanan 7-21 Gunlerde MMP-
2 ve MMP-9’un yogun bir sekilde sagilanirken, 30-60 giinler arasindaki kronik fazda
bu enzimlerin saliniminda bir diislis gozlemlemislerdir (4) . Periapikal lezyonlu
diglerin digeti olugu sivisindaki MMP-9 ve MMP-2 protein miktarinin
degerlendirildigi bir calismada kontrol gruplartyla kiyasla periapikal lezyonlu
dislerde bu enzimlerde artis saptanmis ve bu enzimlerin apikal periodontitisle alakali
doku yikiminda 6nemli bir role sahip olabilecegi ifade edilmistir (140) . Buzoglu ve
arkadaglarinin yaptiklar1 bir ¢alismada ise MMP-2 sadece akut enfeksiyonlarda
saptanabilmistir (5) . Bizim ¢alismamizda makrofaj hiicre hatt1 kullanilmistir. Oysa
makrofaj hicreleri akut inflamasyonun son evresinde, 06zellikle de kronik
enfeksiyonlarda ortamda bulunan hicrelerdir. Bu nedenle galismamizda MMP-2
diisiik diizeyde saptanmis olabilir.

Periapikal patolojili disleri tedavi ederken endodontinin amaci kok kanal

sisteminde bulunan mikroorganizmalarin ve artik iriinlerinin biyomekanik
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preparasyon, kimyasal irrigasyon ve kanal i¢inde kullanilan ¢esitli medikamentlerle
uzaklastirilmasidir (82) .

Kalsiyum hidroksit gibi kanal ici medikamentler kok kanal sistemindeki
mikroorganizmalarin uzaklastirilmasinda yaygin bir sekilde kullanilmaktadir.
Antimikrobiyal etkisine ek olarak (85,141) , kalsiyum hidroksitin doku ¢o6ziicu
ozelligi (15,142) , dis rezorpsiyonunu engellemesi (143) ve sert doku formasyonu
uyarmasi (144) gibi 6zellikleri de bulunmaktadir. Ayrica LPS ile stimule osteoklast
formasyonunu azaltmakta (16) ve LPS’in matriks metalloproteinaz salinimi
Uzerindeki etkisini diistirmektedir (145) . Kalsiyum hidroksitin sitokinler izerindeki
etkilerini degerlendiren c¢aligmalarda da proinflamatuar sitokinlerin salinimini
baskilayarak antiinflamatuar etki gosterdigine dair sonuglar bulunmustur (17) .
Kalsiyum hidroksitin kanal i¢i medikament olarak endodontik tedavideki etkinligini
degerlendiren c¢alismalarin c¢ogu, bakteri ve bakteri iiriinlerine etkisi {izerine
odaklanirken, yikim enzimleri iizerine etkisini arastiran ¢aligma sayisi ¢ok azdir.
Kalsiyum hidroksitin fibroblastlar Gizerinde MMP-2 ve MMP-9 protein saliniminin
degerlendirildigi bir calismada hiicre kiiltiir siipernatanlarinda MMP-9 salinimina
rastlanamazken, kontrol gruplariyla kiyaslandiginda MMP-2 saliniminda ciddi bir
artis gozlenmistir (146) . Benzer bir ¢alismada ise Ca(OH); icerikli kok kanal dolgu
patinin 30dk, 1, 4 ve 24 saat boyunca fibroblast hiicre hattina uygulanmasini takiben
MMP-2 ve MMP-9 enzimlerinin jelatin zimografi ile degerlendirildigi ¢calismada 30
dakika ve 1. Saatte MMP-2 saptanamazken, 4. ve 24. saatlerde MMP-2 miktarinda
artis oldugu gozlenmistir, Ancak hicbir zaman aralifinda MMP-9 saptanamamistir
(147) .Bizim c¢alismamizda ise MMP-2 protein dizeyinde 6. saatte hi¢ salinim
yokken, 24. saatte ¢ok diisiik salinim gozlenmistir. Burada kullanilan fibroblast
hiicrelerinin kronik inflamasyon hiicresi olan makrofajdan farkli davranis modeline
sahip oldugunu gozlemekteyiz. Ayrica LPS stimiilasyonunun hiicrede farkli
reaksiyonlara neden olabilecegi g6z oniine alinmalidir.

Paula-Silva ve arkadaslarmin kopek disleri tizerinde deneysel olarak apikal
periodontitis yarattiklar1 bir c¢alismada kanal i¢ci medikament olarak Ca(OH),
uygulanmis dislerdeki ekstraseliiler matriks yikiminin azalttigint MMP-9 seviyesinin
tizerinden izlemislerdir (18) . Bizim ¢aligmamizda ise Ca(OH), , MMP-2 mRNA gen

salinimini1 24 ve 72. Saatte 6nemli diizeyde azaltirken protein diizeyinde herhangi bir
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azalma gozlenmemistir. MMP-9’da ise m-RNA duzeyini sadece 24. saatte 6nemli
derecede azaltirken protein diizeyinde bdyle bir etki gdstermemistir.

Kalsiyum hidroksitin olumlu &zelliklerinin yaninda birtakim olumsuz
Ozellikleri de bulunmaktadir. Literatiirde kanal i¢i yerlesiminin, apeksi kapali
dislerdeki kok kirigi riskini arttirdigr belirtilmektedir (148) . Arastirmalar artan pH
degerinin hidroksiapatit ve kollojen fibriller arasindaki baglanma dayanimini
azaltigim1 ve proteoglikan molekillerindeki konformasyonel degisimi indiikledigini
sOylenmektedir (20,149) . Daimi kok kanal dolgusu ©ncesi kanaldan tam olarak
uzaklastirilamayan kalsiyum hidroksit, patlarin kok kanal dentin tiibiillerine
penetrasyonunun da engelledigi bildirilmektedir (95) . Olumlu 6zelliklerinin yaninda
birtakim olumsuz 6zelliklerinin de bulunmasi bizi apikal periodontitis tedavisinde
kullanilacak aday bilesik olan NAC’i incelemeye yoneltmistir

N-asetil sistein, dogal bir aminoasit olan L-asetil sistein’in N-asetillenmis bir
tirevi olup, direk ve indirek antioksidan 6zellikler gosteren bir molekuldir (21,98) .
Hicre icinde 6nemli bir antioksidan ajan olan Glutatyon (GSH) molekullnin
onculudir ve reaktif oksijen molekdllerini (ROS) direk olarak inhibe eder (21) .
Yapilan ¢aligmalar N-asetil sistein’in, dishekimliginde kullanilan birtakim kimyasal
ajanlar nedeniyle olusan reaktif oksijen molekiillerinin yarattifi hiicre hasarimni
engellemeye yardimci oldugunu gostermistir (24,100) . Paranjpe ve arkadaslari
kompozit restorasyon materyalinin pulpa tzerine toksik etkilerinin NAC materyali
ile notralize edilebildigini ve de hiicre 6liimiiniin NAC uygulamasiyla baskilandigini
saptamislardir (24) . Bunun yani sira NAC materyalinin ratlarda pulpa kaplama
maddesi olarak denendigi bir ¢alismada reperatif dentin olusumunu sagladigi ifade
edilmistir (101) . Ayrica NAC’mn osteoklast farklilasmasini engelleyerek kemik
rezorpsiyonunu Onledigi de yapilan bir ¢alismayla gosterilmistir (102) . Oransal ve
arkadaslarinin yaptiklar1 tez ¢alismasinda NAC ve Ca(OH),’in kiyaslamali olarak
makrofaj hiicre hattinda pro- ve anti-inflamatuar etkileri incelenmis ve her iki
materyalin TNF-a sitokinini hem gen hem de protein diizeyinde baskiladigi, TGF-
B’y1 ise sadece gen diizeyinde artirdigini ifade etmislerdir. Bu ¢alismanin sonuglari
NAC’nin Ca(OH),’ e benzer sekilde pro- ve antiinflammatuar Ozelliklere sahip
oldugu ve kanal i¢i medikament olarak degerlendirilebilecegini gostermistir (150) .

Bunun yani sira Yamada ve ark. yaptiklar1 bir ¢alismada insan osteoblast
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hiicrelerinde de NAC’m proinflamatuar sitokinleri baskiladigi, baskilanan alkalen
fosfataz aktivitesini yeniden diizenledigini ve de osteoblast canliligini artirdigini,
bunun sonucu olarak da kemik rejenerasyonunu artirdigini gostermislerdir (151) .
Toker ve arkadaslarinin diabetik ratlar tizerinde yaptiklar1 bir ¢alismada ise N-asetil
sistein’in deneysel olarak yaratilan kemik kaybini azalttig ifade edilmistir (152) .
Ayrica NAC; antibiyotik olmayan ancak antibiyotik &zelliklere sahip bir bilesik
oldugunu c¢alismalar mevcuutr. NAC’nin Pseudomonas aeruginosa, Klebsiella
pneumoniae, Staphylococcus epidermidis, Staphylococcus aureus ve Escherichia coli
gibi, gram negatif ve gram pozitif bakteri biyofilmlerini etkili bir sekilde azalttig
rapor edilmistir NAC’1in antibakteriyel 6zelligi {lizerine yapilan bir caligmada ise
biyofilm tabakasindaki E.faecalis’e kars1 da etkin oldugu bildirilmistir (112,153) .

N-asetil sistein ve kalsiyum hidroksitin inflamasyonlu vakalarda periapikal
doku hiicrelerinden salinan metalloproteinazlar ve bunlarin inhibitdrleri iizerine
etkisini karsilastirmali olarak inceleyen bir caligsmaya literatlirde rastlanilmamuistir.
Bu nedenle ¢alismamizda, kalsiyum hidroksit ve N-asetil sisteinin kemik yikiminda
onemli roller oynadigi ifade edilen MMP-9 ve MMP-2 ve bunlarin inhibitdrleri olan
TIMP-1 ve TIMP-2 seviyeleri {zerine etkileri karsilastirmali  olarak
degerlendirilmistir. Boylece endodontik yikima ugramis dislerin tedavisinde NAC’
nin Ca(OH),’ e alternatif bir yardimci ajan olarak kullanilip kullanilamayacaginin
belirlenmesi hedeflenmistir.

Literatirde NAC’nin MMP’lar iizerine etkilerinin incelendigi ¢alismalar
cogunlukla agiz disi dokular iizerinde yogunlagmistir. Weiss ve arkadaslarinin
koryon, amniyon ve desidua iizerinde ¢esitli dozlardaki NAC’in etkisini MMP’ler
tizerinde inceledikleri ¢calismada bu molekiilin MMP-2 ve MMP-9 aktivitesini doku
cinsinden bagimsiz olmak {izere inhibe ettigini gdzlemlemislerdir (154) .Rezaei ve
arkadaglarinin hepatik fibrosis olusturulmus ratlar Uzerinde, NAC’nin MMP-2
seviyesini nasil degistirdigine dair RT-PCR ve zimografi yontemi kullanarak
yaptiklart bir calismada dokulardan salgilanan MMP-2 miktarin1 % 65 oraninda
azalttgimi saptamiglardi (137) . NAC’nin etkisinin incelendigi baska bir ¢alismada ise
adi1 verilen ve hardaldan izole edilen bistlfir maddesi Ally Isothiocynate bilesiginin
insan karaciger kanser hiicreleri iizerine uygulanmasini takiben doza bagimli olarak

MMP-9, MMP-2 enzimlerinin azaldig1 zimogram ile gosterilmistir. Ayn1 ¢caligmada
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bu bilesigin farkli dozlarmin 24 saat hiicrelere uygulanmasini takiben MMP-9,-2,
TIMP-1 ve -2 enzimlerinin gen diizeyinin degerlendirilmesi sonucu, bilesigin MMP-
2 ve MMP-9 enzimlerini azalttig1 ancak TIMP-1 ve -2 seviyesinde herhangi bir
degisime neden olmadig bildirilmistir (155) .

Calismamizda NAC’nin MMP-9 protein ve mRNA salinimi iizerine etkilerini
inceledigimizde, 6. ve 24. Saatlerdeki inhibitor etkisi géze ¢arpmaktadir. Bu da
literatiirde NAC’1n MMP-9 salinimini inhibe ettigi rapor eden caligmalarla uyum
saglamaktadir (109,110) . Ancak NAC’nin MMP-9’un inhibitéri olan TIMP-1
tizerinde herhangi bir arttirici etkisi gozlenememistir.

Ayrica NAC’nin MMP-2’nin protein salinimi iizerine herhangi bir baskilayici
etkisinin olmadig1 aksine 24-72. saatler arasinda kontrol grubuyla kiyaslandiginda
MMP-2 salinimini arttirdig1 goézlenmistir. 6. Saatte ise hi¢bir grupta protein salinimi
gozlenmemistir. Chellat ve arkadaslarinin yaptiklar1 bir ¢alismada LPS ile enfekte
edilen THP-1 makrofaj hucrelerinde MMP-2 protein salinimi sadece 48.saatte
gozlenmistir (123) . Ancak bu ¢alismada kullanilan hiicre sayis1 suan Ki
calismamizdaki hiicre sayisinin yaris1 kadardir.

Yapilan bir bagka ¢alismada 24 saat 10 ng/ml LPS ile inkibe edilen THP-1
hiicrelerinde ELISA testi ile 6lcilen TIMP-1 salimimi yaklastk 300ng/10° hiicre
bulunmustur (156) .Literatiire baktigimizda ayni hiicre grubunda &l¢iilen MMP’ler ve
inhibitorlerinin protein seviyelerinin ¢ok genis bir aralikta dagilim gosterdigi
izlenmektedir. Bunun nedeninin kullanilan yéntemlerin veya hiicre sayisi olabilecegi
distiniilmektedir.

Sonug¢ olarak, gen dizeyinde her iki medikamentin de belirli zaman
araliklarinda yikim enzimlerini baskiladigin1 sdyleyebiliriz. Protein diizeyine
baktigimizda ise hem NAC hem de Ca(OH),’in yikim enzimleri tizerinde belirgin bir
baskilayici etkisi gozlenememistir. NAC, literatirde pulpa hiicresi Gizerine sitotoksik
etkiyi engelleyen ve hicre stimilasyonunu artiran bir materyal olarak ifade
edilmektedir. Gerek bu ¢alismanin sonuglari, gerekse literatlir galismalart NAC’nin
apikal patolojili dislerin tedavisinde Ca(OH),’e alternatif bir ajan olarak umut verici
nitelikte oldugunu gostermektedir. NAC’nin farkli dozlarda ve diger yikim enzimleri

uzerine de etkinliginin incelenmesi gerektigi yerinde olacaktir.
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6. SONUC ve ONERILER

Bu karsilastirmali ¢galigmada NAC” in, kanal i¢i medikament olarak kullanilan
Ca(OH),-¢ alternatif olarak endodontik tedavi amaciyla kullanilip kullanilamayacagi,

yikim enzimleri {izerinden aragtirilarak degerlendirildi. Buna gore;

1. Hem Ca(OHy,; hem de NAC ilk 24 saatte MMP-9 ve MMP-2 mRNA diizeyini
baskilamistir. Ancak her iki etken maddenin de protein dizeyinde MMP-2 ve
MMP-9 iizerinde baskilayici bir etkisi bulunamamistir. Gen ekspresyonu protein
salmmmindan daha oncedir bu nedenle enzimlerin mRNA diizeylerindeki artig
protein diizeyine yansimamis olabilir.

2. Calismamizda MMP-2 protein diizeyi 6. Saatte hi¢ saptanamamis, diger zaman
araliklarinda ise ¢ok az miktarda saptanmistir. MMP-2’nin inflamasyonun erken
fazinda artis gosterdigi bilinmektedir. Bu durum calismamizda kullandigimiz
kronik enfeksiyonlarda yaygin olarak kullanilan htcreler olan makrofajlardan
kaynaklaniyor olabilir.

3. MMP-9/ TIMP-1 ve MMP-2/ TIMP-2 oranlari incelendiginde hem mRNA hem de
protein diizeylerinde zamana baglh bir artis gézlenmektedir. Halbuki bu oranin
etken maddeye ve zamana bagl olarak azalmasi beklenmektedir. Bir kez doku
yikimi bagladiginda TIMP’lerin artis1 bu yikimi geri ¢gevirmeye yetmiyor olabilir.

4. NAC ve Ca(OH),in yikim enzimleri Uzerine etkinligini degerlendirdigimiz bu
calismada iki etken madde de mRNA diizeyinde belli zaman araliklarinda yikim
enzimlerini baskilayici 6zellik gostermis ve NAC’in etkinliginin, en az kalsiyum
hidroksit kadar oldugu gozlenmistir. N-asetil sistein, periapikal doku yikimini
engellemede kalsiyum hidroksite alternatif bir kék kanal medikamenti olarak
diisiiniilebilir ancak farkli yikim enzimleri iizerindeki etkisinin, antibakteriyel
Ozelliginin, kok kanalindan uzaklastirilabilme ve kdk dayanikliligina etkisi gibi

ozellikleri ile ilgili gelecekte daha fazla calisma yapilmasina ihtiya¢ vardir.
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