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OZET

Dogan Buzoglu, H. Karyojenik Bakterilerin Dental Pulpa Hiicresinde
Olusturdugu Oksidatif Stresin Incelenmesi, Hacettepe Universitesi Saghk
Bilimleri Enstitiisii Biyokimya Programi Doktora Tezi, Ankara, 2022. Ciiriik
yapic1 patojen mikroorganizmalar (karyojenik mikroorganizmalar) pulpal inflamasyon
ve enfeksiyonun major kaynagidir ve salgiladiklari hiicre zar1 komponentleri ile reaktif
oksijen molekiillerinin (ROS) olusumuna dolayisiyla da oksidatif hasarin artmasina
neden olurlar. Bu ¢alismada saglikli insan dis pulpasindan hazirlanan primer hiicre
kiiltiiriinde karyojenik mikroorganizmalarin olusturdugu oksidatif stres parametreleri
olan ROS, Glutatyon (GSH), Glutatyon S-Transferaz (GST) ve oksidatif hasarin
elimine edilmesinde etkin bir antioksidan molekiil olan N-asetilsistein’in (NAC) etkisi
incelendi. Bu amagla saglikli geng bireylerden gomiilii yirmi yas dislerinden elde
edilen saglikl1 dis pulpalari ile primer hiicre kiiltiirti hazirlandi. 4.-7. Pasaj araligindaki
dental pulpa hiicreleri 40 pg/ml lipopolisakkarit (LPS), 40 ug/ml lipoteik asit (LTA)
ve 0,3 mM hidrojen peroksit (H20z) ile tek basina ve 10 mM NAC preinkiibasyonu ile
inkiibe edildi. Dental pulpa hiicrelerinde ROS, GSH ve GST protein diizeyleri ve
immunohistokimyasal boyamalar1 yapildi. Ayrica akim sitometri ile hiicre canlilig1 ve
nekroz-apoptoz diizeyleri incelendi. Gruplar arasi istatistiksel farkliliklar Kruskal
Wallis analiziyle, ikili karsilastirmalar da Mann-Whitney-U analiziyle a=0,05 giiven
araliginda degerlendirildi. Hiicre canliliginin LPS, LTA ve H202 uygulamalarinda
istatistiksel olarak fark yaratmayacak diizeyde azaldigi, NAC preinkiibasyonunun
onemli bir degisiklik olusturmadigi gdzlendi (p>0.05). NAC preinkiibasyonunun LPS,
LTA ve H202 uygulanan dental pulpa hiicrelerindeki ROS diizeylerini &nemli
derecede azalttig1 hem biyokimyasal analizlerle hemde de immiinfloresans yontemiyle
gozlenmistir (p<0.05). Biyokimyasal analiz sonuglar1 LPS, LTA ve H20:2
inkiibasyonunun dental pulpa hiicrelerinin hiicre i¢i GSH degerlerini diisiiriirken, NAC
preinkiibasyonunun hiicre i¢ci GSH U rejenere etmede yetersiz kaldigini gsterdi. Diger
taraftan immiin boyama sonuglarina gére NAC+ H202 kontrole gore hiicre i¢i GSH’u
onemli derecede artirmistir (p<<0.05). Deney gruplart arasinda GST enzim aktivite
degerleri agisindan 6nemli bir fark gézlenmemistir. Sonug olarak LPS, LTA ve H202
dental pulpa hiicrelerinde oksidatif stresi farkli diizeylerde etkilerken, NAC molekiilii
ROS diizeylerini azaltmasina ragmen hiicre ici GSH diizeyleri {izerine belirgin bir etki
gosterememistir.

Anahtar kelimeler: Apoptoz, dental pulpa, GSH, GST, inflamasyon, oksidatif stres,
ROS.

Bu calisma H.U. Bilimsel Arastirmalar Birimi tarafindan desteklenmistir (Proje ID:
18034)
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ABSTRACT

Dogan Buzoglu, H, Evaluation Of Oxidative Stress Caused By Cariogenic
Bacteria In Dental Pulp Cell. Hacettepe University Graduate School of Health
Sciences Biochemistry Programme PhD Thesis, Ankara, 2023. Caries-causing
pathogenic microorganisms (cariogenic microorganisms) are the major source of
pulpal inflammation and infection, and they cause the formation of reactive oxygen
molecules (ROS) with the cell membrane components they secrete, thus increasing
oxidative damage. In this study, the effects of ROS, Glutathione (GSH), Glutathione-
S-Transferases (GST), which are the oxidative stress parameters caused by cariogenic
microorganisms, and N-acetylcysteine (NAC), an effective antioxidant molecule, on
the elimination of oxidative damage in primary cell culture prepared from healthy
human dental pulp were investigated. For this purpose, primary cell culture was
prepared with healthy dental pulps from wisdom teeth extracted from young
individuals. Dental pulp cells in the passageway were incubated with 40 pg/ml
lipopolysaccharide (LPS), 40 pg/ml lipoteic acid (LTA) and 0.3 mM hydrogen
peroxide (H202) alone or with 10 mM pre-incubation. ROS, GSH and GST protein
levels and immunohistochemical staining were performed in dental pulp cells. In
addition, cell viability and necrosis-apoptosis levels were examined by flow
cytometry. Statistical differences between groups were evaluated by Kruskal Wallis
analysis followed by Mann-Whitney-U test for pairwise comparisons at «=0,05. It was
observed that cell viability decreased statistically insignificantly in LPS, LTA and
H202 applications, and NAC pre-incubation did not cause a significant change
(p>0.05). It was observed that NAC preincubation significantly reduced ROS levels in
dental pulp cells treated with LPS, LTA and H202, both by biochemical analyzes and
by immunofluorescence method (p<0.05). Biochemical analysis results showed that
LPS, LTA and H202 incubation decreased intracellular GSH values of dental pulp
cells, while NAC preincubation was insufficient to regenerate intracellular GSH. On
the other hand, according to the immunostaining results, NAC+ H20: significantly
increased intracellular GSH compared to the control (p<0.05). No significant
difference was observed between the experimental groups in terms of GST enzyme
activity values. As a result, while LPS, LTA and H20: affected oxidative stress in
dental pulp cells at different levels, although NAC molecule reduced ROS levels, it
did not show a significant effect on intracellular GSH levels.

Key words: Apoptosis, dental pulp, inflammationon, GSH, GST, oksidative stress,
ROS.

This study was supported by H. U. Scientific Research Unit (Project ID: 18034).
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1. GIRIS

Dental Pulpa, odontoblastlarin varlig1 ve sert mineralize bir doku ile ¢evrili
olmasi ile karakterize edilen oldukg¢a 6zellesmis bir mezenkimal dokudur. Apikal
bolgeden ¢ikan bir kan damart ag1 ve sinir demetleri tarafindan infiltre edilir. Pulpa
odasinin anatomik diizenlemesi nedeniyle, dis pulpasi minimal kollateral kan akimina
sahiptir ve bu da bagisiklik sisteminin enfeksiyonlarla savagma yetenegini bozar. Dis
pulpasinin mekanik, kimyasal, termal ve mikrobiyal faktorler tarafindan hasar
gormesi, karmagik vaskiiler, lenfatik ve lokal doku reaksiyonlar1 dahil olmak iizere
cesitli inflamatuar yanitlar1 aktive eder. Ciirlik yapic1 patojen mikroorganizmalar
(karyojenik mikroorganizmalar) pulpal inflamasyon ve enfeksiyonun major
kaynagidir. Ciiriik lezyonu sonucu gelisen pulpal inflamasyon, proinflamatuar
sitokinlerin fazla miktarda salimimi ve akabinde proteolitik enzimlerin yikimiyla

karakterizedir (1-4).

Mikroorganizmalar salgiladiklar1 hiicre zar1 komponentleri ile oksidatif stres
hasar1 olusturabilmektedir. Ciirik yapict patojen mikroorganizmalar pulpal
inflamasyon ve enfeksiyonun major kaynagidir ve reaktif oksijen tiirlerinin (ROS)
olusumuna dolayisiylada oksidatif hasarin artmasina neden olurlar. Patojen bakteriler,

hiicre zar1 komponentlerinin Polimorfontikleer 16kosit (PMNL) ile baglanmasi,
Nikotinamid diniikleotit fosfat oksidaz (NADPH-oksidaz) santindan siiperoksit (Oze"

), hidrojen peroksit (H202), hidroksil radikali (OHe), hipokloroz asit (HOCI) veya

singlet oksijen (102) olusumuna neden olabilmektedir (5-8). Bu molekiiller canli

sisteme verdikleri zararli etkileri nedeniyle ROS olarak tanimlanirlar. Biyolojik hasara
neden olan ROS’un zararl etkileri oksidatif stres olarak tanimlanir. Oksijen radikali
sitokinlerin, kemotaktik ajanlarin ve adezyon molekiillerinin salinimini stimiile

edebilir, lipid peroksidasyonu ve DNA hasarina neden olabilmektedir (7, 9, 10).

Antioksidanlar, canli dokularda istenmeyen oksidasyon reaksiyonlarimi
Onleyebilen veya geciktirebilen ve DNA, protein ve lipid gibi hiicresel bilesenler i¢in
koruma saglayan cok ¢esitli enzimler ve/veya molekiillerdir. Antioksidanlar, ayni
zamanda, inflamatuar sitokinlerin sinyal iletimini modifiye veya bloke etmek yoluyla

inflamatuar cevaba erken miidahale edebilirler (11-13). Tiyol grubu tasiyan bir



tripeptit olan Glutatyon (GSH), hiicrede sentezlenebilen ve ROS'U ortadan kaldirarak
oksidatif strese karsi hiicresel bir antioksidatif yanit olusturan antioksidan bir
molekiildiir. Ayrica hiicrelerdeki kimyasallar1 detoksifiye eder ve biyolojik zarlari
lipid peroksidasyonuna kars1 korur. Serbest radikallerin zararl etkilerini 6nleyen veya
azaltan transferazlar ve peroksidazlar da dahil olmak iizere ¢cok sayida enzim igin
substrat gorevi goriir. Oksitlenmis glutatyon (GSSG) ve indirgenmis GSH formlarinda
islev goriir. ROS {iiretimindeki asir1 artis, GSH ve GSSG arasindaki orani degistirir
(14, 15).

NAC, c¢esitli hastaliklarda inflamasyonu azaltan, hiicresel GSH’un 6nemli bir
onciilii olarak, glutatyon redoks dongiisiinii destekleyen hiicresel bir antioksidandir.
Plazma proteinlerindeki ve hiicrelerdeki bir siilfidril (SH) kaynagi olmasi disinda
hidroksil, hidrojen peroksit ve siiperoksit gibi serbest radikallerin direk uzaklastiricisi
olarak antioksidan 6zellige sahip bir molekiildiir (16). Son yillarda dis hekimliginde
de pek cok calismada etkin bir antioksidan ve antiinflamatuar ve hatta antibakteriyal

ajan olarak kullanilmig ve basarili sonuglar elde edilmistir (17, 18).

Patojen mikroorganizmalarin dental pulpa hiicrelerinde oksidatif stres
olusturmadaki rolii tam olarak anlasilamamistir. Bu ¢alismada saglikli insan dis
pulpasindan hazirlanan primer hiicre kiiltiiriinde karyojenik mikroorganizmalarin
olusturdugu oksidatif stres dongiisiiniin incelenmesi ve de oksidatif hasarin elimine
edilmesinde etkin bir antioksidan molekiil olan N-asetil-sistein (NAC), bu hasari
tamirindeki roliinlin incelenmesi hedeflenmistir. Bu amagla pulpa hiicrelerinin,
literatiirde ROS olusumuna neden oldugu daha once calismalarla gosterilen H202,
LTA (Staphylococcus aureus) ve LPS (Porphyromonas gingivalis) ile muamele
edilmesi ile ROS, Glutatyon-S-transferaz (GST )ve hiicre i¢i GSH diizeyleri incelendi.

Bunlara ilaveten hiicre canliligi ve nekroz apoptoz degisimleri arastirildi.



2. GENEL BIiLGILER

2.1. Dental Pulpa

Son yillarda dental pulpanin mezensimal kok hiicre kaynagi olarak uygun
ortamlarda odontojenik, norojenik, adipojenik, kondrojenik ve osteojenik benzeri
dokulara farklilagabilmesi, kolay elde edilebilen bu dokunun rejeneratif tipta
kullanimin1 cazip hale getirmistir (19-21). Farklilasabilme yetenegine sahip bu
hiicreler ayn1 zamanda dis dokusundaki inflamasyon sirasinda da aktif rol almakta ve
iyilesmeyi indiikliyebilmektedirler (21-23). Bu nedenle bu dokunun o&ncelikle

iceriginin ¢ok 1yi bilinmesi gerekir.

Dental pulpa, etrafi mineralize dentin dokusuyla gevrili, kendisi mineralize
olmayan 6zel bir gevsek bag dokusudur. Disin orta kisminda lokalize olan dental
pulpa, anatomik ve fonksiyonel olarak, dentin ile birlikte “dentin-pulpa kompleksi”
olarak iliskilendirilir. Fakat biyolojik olarak birbirinden farkli dokulardir (1, 24). Dis
pulpasi, dislerin olusumu, beslenmesi, korunmasi ve innervasyon 6zelliklerini saglar.
Dentin pulpa kompleksi en dista odontoblast hiicre tabakasi ile baslar, onun altinda dar
bir bolgede kan kilcal damarlari, miyelinsiz sinir lifleri ve ince fibroblastlarin
sitoplazmik uzantilarinin yerlestigi hiicreden fakir tabaka ile devam eder. Merkeze
dogru yaklastikca dendritik hiicreler benzeri bagisiklik hiicreleri, farklilagsmamis
mezenkimal kok hiicreleri (MSC) ve bol miktarda fibroblast hiicresinin yer aldigi
hiicreden zengin tabaka vardir. Vaskiiler pleksus ile sinirler pulpanin merkezinde yer

alir (Sekil 2.1), (1, 25).
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Sekil 2.1. A. Dis pulpasinin sematik goriiniimii. B. Pulpanin tabakalar1 ve pulpa-dentin
kompleksi.

2.1.1. Ekstraselliiler Matriks (ECM)

Yetigkin dis pulpasi, gevsek bag dokusundan olusan ekstraselliiler matriks’in
olusumundan ve devrinden sorumlu olan hiicreleri igerir. Genel olarak dentin
yapimindan sorumlu odontoblastlar, kolajen yapimindan sorumlu fibroblastlar, ana
hiicrelerini olustururken, savunma hiicreleri ve farklilasmamis kok hiicreleri de igerir.
Vaskiiler hiicreler, perisitler, noral hiicreler, makrofajlar, dendritik hiicreler,
lenfositler, mast hiicreleri bu hiicre gruplar1 arasinda sayilabilir. Bu yapiin i¢inde
kollojen olan ve olmayan, protein, karbonhidrat ve su komplekslerinden olusan yapilar
mevcuttur (1, 26). Proteoglikanlar (PG), onlar1 suya baglayan glikozaminoglikan
zincirlerinin eklendigi bir protein ¢ekirdeginden olusan, hiicre dis1 ve hiicre yiizeyi ile
iligkili biiyiik bir molekiil grubudur. Bu kompleksler, glikozaminoglikanlarin, yani
hyaluronik asit, kondroitin siilfat, dermatan ve keratan siilfat ve diger glikoproteinlerin
kombinasyonlarindan olusur. ECM’in proteinleri, glikoproteinleri ve proteoglikanlari,
hiicre matrisi yapigmasi ve sinyallesmesinde iglev goriir; besinlerin, atik {iriinlerin ve
¢oziinlir sinyal molekiillerinin difiizyonunu diizenler. Hyaluronik asit ile birlikte
PG'lar, pulpanin hiicreler aras1 matrisinin viskozitesine 6nemli 6l¢iide katkida bulunur.

(27).



Ayrica fibronektin, osteonektin, kemik sialoproteinleri (BSP), kemik
morfogenetik proteinler (BMPs), matriks metalloproteinazlar (MMPs) ve doku
inhibitér matriks proteazlar (TIMPs) benzeri kollajen olmayan ECM
komponentlerinin olusturdugu yapilar mevcuttur (1, 28). Cesitli biiyiime faktorleri,
sitokinler ve pulpadaki diger inflamatuar mediatorleri fibroblastlar, endotel hiicreleri
ve bagisiklik hiicreleri tarafindan normal kosullarda ve inflamasyon sirasinda artan
miktarlarda eksprese edilir (1, 29-31). Son yillarda TGF-B nin pulpa hiicresi
davraniglari tizerindeki etkileri detayli bir sekilde arastirilmaktadir (32, 33).

Pulpanin temel organik bilesenlerinden biri olan kolajen hem odontoblastlar
hem de fibroblastlar tarafindan sentezlenir ve salgilanir. Amino asit yapisina
bakildiginda, tigte biri glisin, %23 prolin (%50 hidroksiprolin), lizin (¢ogunlukla
hidroksilizin), alanin ve serin gibi kisa zincirli aminoasitler (yaklasik %13) den olusur
(34). Tropokollajen, 151k mikroskobu altinda arjirofilik veya retikiiler fibriller yapida
olgunlagsmamus bir kollajen lifidir. Tropokollajen molekiilleri daha biiyiik lifler halinde
toplanarak kollajen liflerini olustururlar. Kollajen lifleri elastik degildir ancak dokuya
tutarliligini ve giiclinii veren biiyiik bir gerilme direncine sahiptir. Pulpa doku
kollajeninin biiytik kismu tip I ve III, eser miktarda tip V ve tip VI dan meydana gelir.
Kollajen tip IV bazal membranlarda bulunur. Tip III kollajen, dagilimi ise retikiiler

liflere benzeyen ince dall1 filamentler olarak goriiniir (1, 35).

2.1.2. Pulpa Hiicreleri
Odontoblastlar

Odontoblastlar hem dis gelisimi hem de yaslanma sirasinda dentinogenezden
sorumlu olduklarindan, odontoblast dentin-pulpa kompleksinin en karakteristik ve
Ozellesmis hiicresidir. Dentini olusturan tabakanin ana hiicresi olan odontoblast,
dentinden pulpaya yaklasildiginda karsilasilan ilk hiicre tipidir. Glikoprotein sentezi
ve salgilanmasinin karakteristik morfolojisini kazanarak farklilasir (36). Glikoprotein,
odontoblast tarafindan mineralize edilebilir hale getirilen predentin matrisini
olusturur; Dentinogenez sirasinda, odontoblastlar dentini ve dentin tiibiillerini
olusturur ve tiibiillerin i¢indeki varliklar1 dentini canli, duyarli bir doku yapar.

Odontoblastlarin, osteoblastlarin ve sementoblastlarin ultrastriiktiirel 6zellikleri



benzer sekildedir; her biri olduk¢a diizenli bir graniillii endoplazmik retikulum,
belirgin bir golgi kompleksi, salgi graniilleri ve ¢ok sayida mitokondri igerir. Bu
hiicreler RNA bakimindan da zengindir ve ¢ekirdeklerinde bir veya daha fazla belirgin
cekirdekcik bulunur. Bunlar protein salgilayan hiicrelerin genel 6zellikleridir (24, 27,
36).

Fibroblastlar

Fibroblastlar mezenkimal dokudan kdken alir ve dis pulpasinda en ¢ok bulunan
bag dokusunun baskin hiicreleridir. Pulpa boyunca dagilmis olmasma ragmen,
fibroblastlar 6zellikle hiicre agisindan zengin bolgede bol miktarda bulunur. Erken
farklilagan fibroblastlar poligonaldir. Genis 6l¢lide ayrilmis ve ECM iginde esit olarak
dagilmig goriinmektedir. Fibroblastlar, kiiciik bir sitoplazma ve c¢ekirdek iceren
yogunlagtirilmis kromatin ile uzatilmistir. Kolajen, (tip 1 wve [1lI) elastin,
proteoglikanlar, glikoproteinler, sitokinler, biiylime faktorleri ve proteinazlar gibi
ECM'in lifli elementlerini igeren ¢ok c¢esitli hiicre dis1t molekiilleri sentezleyebilir ve
salgilayabilirler. Boylece ECM'in matris proteinlerini iiretir ve korurlar. Ayrica
kollajeni fagosite edip sindirebildikleri igin, pulpadaki kollajen dongiisiinden
sorumludurlar (24, 37, 38).

Fibroblastlar, MMP ailesi gibi proteolitik enzimleri aktif olmayan onciiller
(proenzim) olarak salgilarlar. Daha sonra aktif hale gelmek icin degisime ugrarlar.
Kollajen bag dokusunun normal fizyolojik dongiisii ve yeniden sekillenmesi i¢in hiicre

ici ve hiicre dis1 pargalanmay1 diizenlemek {izere salgilanirlar (38).
Farkhlasmamis Mezenkimal Kok Hiicreleri (MSC)

Pulpanin birg¢ok fibroblasti, nispeten farklilagsmamig MSC'dir. Uygun sinyaller
verildiginde diger hiicre soylarina farklilasabildikleri i¢in bazi ortak Ozellikleri
paylasirlar. Kemik ve yag dokularindan elde edilen MSC gibi, pulpal MSC de kiiltiirde
¢ok kolay ¢ogalir ve uyarildiklarinda odontojenik, nérojenik, adipojenik, kondrojenik

ve osteojenik benzeri dokulara farklilagma yetenegine sahiptirler. (1, 19, 20).



Bagisikhik Hiicreleri

Normal bir dis pulpasi, homeostazi siirdiirmek i¢in dendritik hiicreler ve
makrofajlar gibi gesitli bagisiklik hiicrelerine sahiptir. Ozellikle makrofajlar bagisiklik
tepkilerinde yer alan major histokompatibilite kompleksi (MHC) sinif I molekiillerini
eksprese eden hiicrelerdir (39, 40). Jontell ve ark. (41) normal pulpada
immiinokompetan hiicrelerin varligini bildirmistir. Saglikli dis pulpasinda diger
bagisiklik hiicreleri; T lenfositler ve az sayida B-lenfositleri, granulositler, mast
hiicreleri, plazma hiicreleri ve eozinofiller gosterilmistir. Dendritik hiicreler agirlikli
olarak paraodontoblastik alanda ve pulpa-dentin sinir1 boyunca yer alir ve immiin
modiilasyonda gorev alir. Bu hiicreler, belirgin sitoplazmik uzantilara sahiptir,
antijenleri yakalamak icin yliksek bir yiizey alanina sahiptir. Makrofajlar dis
pulpasinin merkezi kisminda bulunur. Saglikli dis pulpasinda bulunan makrofajlar, 6lii
odontoblastlar1 ve apoptotik cisimleri fagosite ederek temizleyici goérevi goriir.

Inflamatuar siire¢ sirasinda, tiim bagisiklik hiicrelerinin sayis1 artar. (39, 40, 42).

Dis pulpasinin mekanik, kimyasal, termal ve mikrobiyal tahris ediciler
tarafindan hasar goérmesi, karmasik vaskiiler, lenfatik ve lokal doku reaksiyonlar1 dahil
olmak iizere ¢esitli inflamatuar yanitlar1 aktive eder. Patojen mikroorganizmalar dis
dentin dokusunda c¢iiriik meydana getirdiginde, bu ciliriik tedavi edilmedigi taktirde
pulpa dokusuna kadar ilerleyerek pulpa dokusunda basta geri doniisiimlii bir
inflamasyon, sonrasinda ise geri doniisiimii olmayan bir pulpa inflamasyonuna ve de
sonug olarak hiicre 6liimiine neden olabilmektedirler. Dis dokusunda meydana gelen
inflamasyon viicudun diger dokularinda meydana gelen inflamasyona benzemekle
beraber anatomik yapilarindaki farklilik inflamasyonun dogasinda da baz

degisimlerin olugsmasina neden olmaktadir ( (2, 3, 9, 26, 43).

2.2. inflamasyon

Travma, ROS, mikroorganizmalar gibi uyaranlara karsi konak¢i dokunun
gelistirdigi koruyucu bir bagisiklik tepkisidir. Hem dogal hem de adaptif bagisiklik
sistemleri tarafindan ydnetilir. Sistemik vazodilatasyon, vaskiiler gecirgenlik ve
16kosit gocii olaylariyla doku hasarina karsi akut bir inflamatuar yanit olusturarak

dogal bagisiklik sisteminin ¢alismasini yonlendirir (44). Makrofajlar, monositler,



dendritik hiicreler ve nétrofiller dahil olmak tizere cesitli bagisiklik hiicrelerinin
patojen tanima reseptorleri (PRR'ler), patojen veya zararli molekiillerle iligkili
molekiiler kaliplar1 (PAMP, DAMP) tanima islevini gergeklestirirler. Mitojen aktif
protein kinaz (MAP Kkinaz) yolagi ve Niikleer Faktor Kappa B (NF-kB) aktive
edilmesi, Interlokin -1 (IL-1), IL-6 ve Tiimor Nekrozis Faktor -Alfa (TNF-a) benzeri
proinflamatuar ve/veya IL-4,10 ve Transforme Edici Biiyiime Faktor-Betal (TGF-31)
benzeri anti-inflamatuar sitokinler ve kemokinlerin salinimini stimiile eder; fagositoz,
bakteri yok etme ve antijen sunumu gibi olaylar tetiklenir (45, 46). Makrofajlar,
dogustan gelen bagisiklik sisteminin bir parcasi olarak sitokin iiretimi i¢in hedef
hiicrelerdir ve iltihaplanma stireglerini baglatip koordine ederler. Bu siire¢ baslangicta
organizma i¢in avantajli goriilse de kontrol edilemezse asir1 inflamasyona ve buna

bagli birgok inflamatuar hastaliga yol agabilmektedir (21, 44, 47).

2.2.1. Dental Pulpa Inflamasyonu

Dis ciirtikleri, ciiriik yapict bakterilerin seker agisindan zengin bir ortamda
salgiladiklar asitlerin dis sert dokularim1 demineralize etmesiyle olusur. Mine sert
dokusunun demineralize olmasi sonucunda dentin tiibiillerine baslangigta
streptokoklar, laktobasiller ve aktinomices benzeri bakterilerin de dahil oldugu Gram-
pozitif bakteriler, daha sonrada Gram-negatif bakteriler ve metabolitleri niifuz eder.
Bu mikroorganizmalarin ¢ogalmasi ve metabolik aktivitesi, bakteriyel bilesenlerin
dentin tiibiillerine salinmasina ve bunlarin periferik pulpaya dogru difiizyonuna yol
acar. Dentin-pulpa arayiiziinde konake¢i hiicreler tarafindan bakteriyel bilesenlerin
taninmasi, antibakteriyel, immiin ve inflamatuar yanitlar dahil olmak {izere konak
koruyucu olaylar: aktive edilir (2, 4, 9, 48). Inflamatuar modiilasyonunun
diizenlenmesinde PRR smifina ait Toll benzeri reseptor (TLR) ailesi 6nemli bir yer
tutar (49). Sirastyla Gram-pozitif ve Gram-negatif bakteri algilamasinda yer alan
TLR2 ve TLR4, daha once saglikli pulpadaki odontoblast hiicre zarinda tespit
edilmistir (50). Yapilan ¢alismalar odontoblast TLR2 nin LTA’ya baglanarak hem
kendisini hem de sinyal yolaklarin1 aktive ettigini, dentinogenezi inhibe ederek,
proinflamatuar kemokin ve TNF-a proinflamatuar sitokininin eksprese edilmesine

neden olduklar1 gézlenmistir (9, 51, 52).



Pulpa ve dentin ig¢indeki bagisiklik hiicrelerinin ekstravazasyonu ve
antimikrobiyal aktivitesi, bakteriyel enfeksiyonla savasmayr amaglarken aym
zamanda Onemli yan konak¢i doku hasarma da neden olabilen molekiillerin
salinmasina neden olurlar. Odontoblastlarin, aralarinda beta-defensinler ve nitrik
oksidin (NO) oldugu cesitli antibakteriyel maddeler iirettigi tespit edilmistir (9, 24).
Benzer sekilde pulpada yumusak doku matrisi yoluyla immiin hiicre migrasyonu icin
gerekli olan MMP'leri ve ROS’u artirirlar. Bunlarin fazla miktarda artisi da konake1
hiicrelere ve dokulara zarar verir (43). Diger taraftan, LPS inkiibasyonunun TLR4
yoluyla, dental pulpa kok hiicresinde pro-inflamatuar sitokin salinimini artirirken,
uzamis LPS inkilibasyonunun ise anti-inflamatuar sitokin salinimini, kok hiicre
proliferasyonunu ve migrasyonunu artirdigi gézlenmistir. Bu da TLR ‘nin ve LPS
benzeri bakteriyel komponentlerin hem yikimda hem de rejeneratif olaylarda rol

oynayabildigini gosterir. (53, 54).
Dentin-Pulpa Kompleksinde inflamasyon-Rejenerasyon Etkilesimi

Dentin  demineralizasyonu sirasinda dentin  matriksinden  biyoaktif
molekiillerin salinmasi1 ve dentin tarafindan salgilanan antibakteriyel maddeler,
bakteriyel enfeksiyonlar1 erken asamalarda durdurabilir. Etkilenen bolgede
odontoblastlar, primer ve sekonder dentine kiyasla daha zayif organize ve mineralize
bir matriks olan onarici (tersiyer) dentini gelistirerek bir dentin bariyeri olusturur. Yeni
dentin pulpay1 bakteriyel yan iiriinlerden ve bakterinin kendisinden koruyarak pulpa
iyilesmesini destekleyebilir (55, 56). Diger taraftan, odontoblastlarin sinirli (veya hig)
cogalma kabiliyeti olmayan post-mitotik hiicreler olmas1 bu siirecin her zaman tamirle

sonuglanmasina engel olur (57, 58).

Dental inflamasyon, ¢ogunlukla nekroz veya apoptoz yoluyla pulpa yikimina
yol agan olumsuz bir faktdr olarak kabul edilmistir. Inflamasyon, dentin bariyerini asip
pulpaya ulastiginda, dis pulpa iltihab1 geri doniisiimlii bir fazda ise, gelisimsel, epitel
ve mezenkimal doku arasinda bir dizi molekiiler ve hiicresel sinyal olayr meydana
gelir. Pulpa i¢indeki kok/progenitor hiicreler ve perisitler, yaralanma bolgesine ev
sahipligi yapmak ve odontoblast benzeri hiicrelere farklilasmak icin harekete gecerek

reperatif bir dentin olusturmak i¢in odontoblastlara farklilagabilirler (9, 22, 26, 58).
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Neves ve ark.(59) makrofajlarin baskilandiginda, onarici dentin olusturma
kapasitesinin 6nemli ol¢iide azaldiginmi bildirmislerdir. Dis pulpasinda makrofajlarin
varlig1, odontoblast benzeri hiicrelere farklilasabilen Wnt kok hiicre aktivasyonu i¢in
de gereklidir. Wnt hiicrelerinin artmasinin, dis pulpasinda TGF-B1'i énemli dl¢iide
yukari regiile ettigi ve Wnt/p-katenin yolunun proinflamatuar fazdan, antiinflamatuar
faza (M1-M2 polarizasyonu) polarizasyonunda bir hizlanma iirettigini bildirilmislerdir
(59-61).

Bir¢ok c¢alisma, dental pulpa kok hiicrelerinin (DPSC) odontoblast benzeri
hiicrelere farklilagabildigini ve dentin/pulpa benzeri bir kompleks olusturabildigini
gostermistir (55, 62). Yeni pulpa benzeri doku olusturmak igin, kok kanalinda iki doku
miihendisligi konsepti uygulanmaktadir; birincisi hiicre transplantasyonuna, ikincisi
ise “cell homing”e dayanir. Transplantasyon yaklasiminda kok hiicreler ve biiyiime
faktorleri uygun bir iskele lizerine yerlestirilerek dogrudan kok kanalina uygulanir.
“Cell homing” yaklasiminda ise, periapikal dokularin stimiile edilmesi yoluyla lokal
kok hiicreler periapikal dokulardan rekombinant sinyal molekiilleri veya endojen,
dentin kaynakli bliylime faktorleri tarafindan g¢ekilir ve kok kanalina go¢ eder. Ek
olarak, “cell homing™i, lokal inflamatuar hastaliklar nedeniyle hasar gérmiis dentin-
pulpa kompleksini eski haline getirmek i¢in de kullanilabilir (55, 63). Onaric1 dentin
olusumu, dis i¢inde hafif bir inflamatuar yanit gerektiren karmasik bir siiregtir (22, 23,

64).

Derin ¢iirtiklerin neden oldugu pulpa iltihab1 g6z ontine alindiginda, bakteriyel
lipit yan triinlerinin hiicre biiyiimesini, hiicre dongiisii kinetiklerini ve protein
sentezini inhibe ederek, hiicreler arast ROS'u artirdig1 belgelenmistir (65, 66). Uretilen
hiicreler aras1t ROS'un sitotoksitesinin kontrolii, sirayla, reperatif ve rejeneratif siirecte
yer alan progenitor kok hiicreler gibi belirli pulpa hiicrelerinin toplanmasini uyarabilir
(24, 67). Bu siiregte oksidatif stresin roliiniin incelenmesi bize rejeneratif tedavilerde

farkl bir bakis agisinin gelismesini saglayabilir.

2.3. Oksidatif Stres

Metabolik faaliyetlerin ve ¢evresel stres faktorlerinin bir sonucu olarak viicut,

serbest radikaller veya gercek radikal olmayan gesitli reaktif tiirler iiretir. Bir ya da
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daha fazla paylasilmamis elektrona sahip atom veya molekiillere serbest radikaller
denir. Bunlar yiiksek enerjili, stabil olmayan bilesiklerdir. Baska molekiillerden
kolaylikla bir elektron alir (oksidan) ya da bir elektron verirler (rediiktan). Esit
olmayan sayida elektrona sahip serbest radikaller, kendilerini stabilize etmek icin
baska bir elektrona baglanma egiliminde olduklarindan oldukga reaktif tiirlerdir. Cok
kisa bir yar1 émre sahip olmasina ragmen, bu oksijen, nitrojen veya kiikiirt tiirevli
tiirlerin asir1 tretimi, oksidasyon adi verilen genis bir kimyasal reaksiyonlar zinciri

yoluyla biyomolekiillere ve hiicrelere zarar verebilir (21, 68, 69).

Gergekte organizmada tiim yasamsal faaliyetler, bir serbest radikal olan
molekiiler oksijene (O2) ihtiya¢ duyar. Oksijen molekiilii dogas1 geregi kararsiz,
reaktif bir molekiildiir, ¢cok kolaylikla elektron alip verebilir. Hiicrede genellikle
gercek oksijen radikalleri; stiperoksit, hidroksil, peroksil (ROO¢) ve hidroperoksil
radikali (HOOe) veya ger¢ek radikal olmayan reaktif oksijen molekiiller; singlet
oksijen, hipoklor6z asit, ve hidrojen peroksit seklinde bulunurlar. ROS'a ek olarak,
nitrik oksit (NO), nitrojen dioksit (NO-), peroksinitrit (OONO-), dinitrojen trioksit
(N203) ve nitroz asit (HNO2) gibi reaktif nitrojen tiirleri (RNS) de oksidatif strese
katkida bulunur ve ilk firsatta bir baska molekiilden elektron c¢alarak saldirdig:
molekiiliin yapisini bozar ve onu aktiflestirir. Boylece devamli olarak hiicre

molekiillerinin aktiflestigi hiicre hasar1 yapan tepkime zinciri olusur (11, 12).

Serbest radikallerin (ROS/RNS) endojen olarak iiretiminde mitokondriyal
elektron transport sistemi (solunum zinciri), ksantin oksidaz ve NADPH oksidaz
enzim yollar1 en yaygin kaynaklardir. Endotelyal nitrik oksit sentaz (eNOS) ve
miyeloperoksidazla birlikte Sitokrom P450 de hiicre i¢i ROS’un diger kaynaklarini
olusturur. Bu enzimler karacigerde bulunan ksenobiotiklerin metabolizmasinin bir
sonucu olarak serbest radikalleri iiretirler. Bunun yanisisra iskemi-reperfiizyon,
yaslanma, radyasyon, yiiksek oksijen basinci, inflamasyon ve kimyasal ajanlara maruz
kalma, besinler ve tibbi tedaviler gibi sebeplerle metabolik yan iiriin olarak da
retilirler (12, 69, 70). Serbest radikallerin kronik inflamasyon, yaslanma,
karsinogenez, kardiyovaskiiler hastaliklar, diyabet ve norolojik bozukluklar dahil
olmak {izere bircok hastaligin ve patolojik siirecin baglamasina ve ilerlemesine katkida

bulundugu rapor edilmistir (69, 71).
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Saglikli bir durumda, insan viicudu, endojen veya ekzojen antioksidan
molekiiller ve enzim sistemleri dahil olmak {izere antioksidan sistemler araciligiyla
oksidan molekiillerin etkilerini nétralize etmek igin yeterli mekanizmalara sahiptir.
Bununla birlikte, prooksidanlar ve antioksidanlar arasindaki denge prooksidan lehine
degisirse, oksidatif stres denilen olguya neden olur. Bu dengesizlik, antioksidanlarin
tikenmesi veya reaktif molekiillerin (ROS/RNS)/RSS) birikmesi nedeniyle ortaya
cikabilir (69, 72, 73). Ortaya ¢ikan bu molekiiller hiicre i¢i lipit ve protein yapilarinin
ve DNA’daki bazlarin da ¢ift baglarina saldirir ve bir hidrojen atomu kopararak
zincirleme oksidasyon reaksiyonlarini baglatirlar. Sonugta hiicre ici lipit, protein,
niikleotid koenzimler, karbonhidratlar ve DNA gibi makromolekiiller de olusan hasara

bagli olarak lipit peroksidasyonu ve hiicre toksisitesi gelisebilir.

Oksidatif stres ve inflamasyon arasinda siki bir iligki varligi, arastirmacilar
tarafindan belgelenmistir. ROS ve diger reaktif tiirler, inflamatuar yanitin bir pargasi
olarak iiretilir ve adezyon molekiillerinin yan1 sira anahtar proinflamatuar hiicre i¢i
sinyal yolaklarin1 aktive ederek sirayla pro- ve anti-inflamatuar sitokinlerin
ekspresyonunu diizenler ve kronik inflamatuar durumu indiikler (10, 74-76). Ciiriikle
iliskili bakteriler tarafindan da uyarilan bu sitokinler, ayn1 zamanda aktif mitokondriler
tarafindan hiicrelerde tekrar ROS olusumuna neden olarak bir dongii olusturur. Asiri
ROS elimine edilemediginde mitokondriden sitokrom c salinimi ve efektor kaspazlarin

aktivasyonu sonucu apoptotik hiicre dliimii gelisebilir. (77).

Diizenlenmis bazal ROS seviyesi ise, artan hiicre biiyiime aktivitesi, doku
tamiri, hiicre proliferasyonu, farklilasma ve damarlanmadaki artis1 saglamak igin bir
sinyal molekiilii gorevi gorebilir. (24, 78, 79). Bu sinyal yolaklarinin aktivasyonu,
genel olarak immiin ve inflamatuar yanitlarin amplifikasyonunda ve ayn1 zamanda
onarim ve rejenerasyonda rol alir (9). Rejeneratif tipta MSC'nin artan potansiyel
uygulamalar1 nedeniyle, MSC farklilasmas1 iizerine yapilan c¢alismalar, ROS'un
farklilasma yoniinii belirlemede etkili bir rol oynayabilecegini gostermistir. Aslinda,
farklilagmamuis hiicreler, eksojen ROS'a farklilagsmis hiicrelere gore daha az direnglidir
(80). Yapilan kok hiicre farklilasma calismalarinda ROS’un artiginin osteojenik ve
norojenik farklilagmay1 baskilarken, adipojenik ve kondrojenik farklilagmada

indiikleyici bir rolii oldugu gosterilmistir (21, 81, 82).
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2.3.1. Serbest Radikallerin Nétralizasyonu- Antioksidan Mekanizma

Enzimatik ve enzimatik olmayan antioksidan molekiiller dahil, insan
viicudundaki ¢oklu mekanizmalar, reaktif molekiillerin yikici etkilerine ve oksidatif
strese karst koymak i¢in antioksidan sistemi olusturur (83). Bu sistemler farkli
hiicrelerde ve farkli serbest radikaller lizerinde rol oynadiklar1 i¢in birbirlerini
tamamlayici niteliktedir. Normalde hiicrelerde serbest radikaller siirekli olusur ve
organizmada bu serbest radikalleri temizleyen bir antioksidan sistemi vardir.
Antioksidan sistemdeki yetersizlik veya serbest radikallerin ¢ok sayida iiretilmesi
hiicrelerde oksidan/antioksidan dengesini bozarak son derece toksik yan etkilerin

olusmasina neden olabilmektedir (12, 69, 72).

Antioksidanlar, stiperoksit ve hidrojen peroksit gibi mevcut radikallerle
reaksiyona girerek bunlarin daha zararli formlara doniismelerini ve yeni serbest radikal
olusumunu 6nleyen bilesiklerdir. Serbest radikallerin DNA, proteinler ve lipidler gibi
hiicresel bilesenlere zarar vermesini sinirlandirmak suretiyle bir hiicresel bolgeden
digerine gecisini de Onleyebilmektedirler. Katalitik metal iyonlarmmi ortamdan
uzaklastirirlar. Radikal zincir reaksiyonlarmi kirarak reaksiyonlarin ilerlemelerini
engellerler. Bunlarin yanisira serbest radikallere bagli olusan hasar1 onarici etki de

gosterirler (84, 85).

Antioksidanlar, etki mekanizmasina (koruyucu veya zincir Kkiranlar),
bulunduklar1 bolgeye (hiicre i¢i, hiicre disi ve membran iliskili), eriyebilirliklerine
gore (suda veya yagda eriyebilenler), korudugu yapilara gére (DNA, protein veya lipit
koruyucular), orijinlerine gore (Endojen, eksojen veya sentetik olanlar) ve de
fonksiyonlarina gore (enzimatik veya enzim olmayanlar) olarak siniflandirilabilir.
Endojen olanlar organizmada sentez edilebilen, eksojenler ise disaridan diyetle alinan
antioksidanlardir. Zincir kiran antioksidanlar (6rn: vitaminler, polifenoller, biliriibin,
albiimin, rediikte glutatyon vb.), okside olmadan once elektron verirler. Daha sonra
rediikte olmalar1 gerekir. Yagda eriyen antioksidanlar (6rn: vitamin A ve E, bilirubin,
rediikte ubikinon vb.) ise hiicre membranini lipit peroksidasyonuna kars1 korurlar (11,
72, 85).
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Stiperoksit dismutaz (SOD), Katalaz, Glutatyon peroksidaz (GSH-PXx), GST,
Glutatyon rediiktaz (GR) ve Glukoz 6 fosfat dehidrogenaz (G6PDH) antioksidan
savunmada yer alan enzimlerdir. GSH-Px glutatyonun indirgenmis formunu (GSH),
oksitlenmis formuna (GSSG) doniistiiriirken, GR enzimi G6PDH’1n sagladigt NADPH
ile GSSG’nin tekrar indirgenmis formuna doniisimiinii katalizler. Antioksidan
enzimlerin temel gorevlerinden birisi GSH/GSSG dongiisiinii korumaktir. GSH

molekiilii hiicrelerde pek ¢ok yasamsal olayda aktif rol almaktadir (86).
Glutatyon

Tiyol grubu tasiyan bir tripeptid olan GSH (y-L-glutamil-L-sisteinil-glisin),
hiicre iginde sentez edilebilen okside ve rediikte formda islev goren insan fizyolojisi
ve patolojisinde major rol oynayan bir antioksidan molekiildiir. Serbest radikallerin
yikict etkilerini dnleyen veya azaltan transferazlar, peroksidazlar gibi bir¢ok enzimin
substrati1 olarak gorev yapmaktadir (86). Hiicresel GSH'un yaklasik %901 sitozolde,
%10'u mitokondride ve kii¢iik bir yiizdesi endoplazmik retikulumda yer alir. GSH'un
glutamat ve sisteinini baglayan peptit bagi, geleneksel a-karboksil grubu yerine
glutamatin y-karboksil grubu araciligiyladir. Glutamat ve sistein arasindaki bu siradisi
bag sayesinde hiicre i¢i peptidazlara kars1 korunmaktadir. GSH molekiilii yapisinda
bulunan karboksil gruplarindan dolay: iki negatif yiik ve amino grubundan gelen bir
pozitif yiik nedeniyle suda ¢oziinebilir ozellige sahiptir. Yapisinda sistein
kalintisindaki tiyol grubu elektrofilik etkilesimlere agik pozisyonda olmasiyla

islevsellik kazanmaktadir. Tiyol grubunun pKa’s1 9,2 dir (Sekil 2.2), (87, 88).
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Sekil 2.2. Glutatyonun okside ve rediikte formunun molekiiler yapisi.

GSH'un ana islevlerinden birisi ksenobiyotiklerin ve/veya metabolitlerinin
detoksifikasyonudur. GST tarafindan katalize edilen reaksiyonlarda kendiliginden
veya enzimatik olarak konjugatlar olustururlar. Hiicre i¢i redoks balansinin
saglanmasinda yer alan GSH, oksidatif stres tarafindan etkilenen sinyal yolunu da
regiile eder. Bir¢ok hiicrede ¢ok yiiksek konsantrasyonlarda bulunan GSH, biyolojik
membranlar lipid peroksidasyonuna karsi korumaktadir. Ayn1 zamanda hiicre iginde
oksijen radikalleri ile enzim katalizi olmaksizin da reaksiyona girmektedir. Bunlarin
disinda; proteinlerin temel tiyol durumunun korunmasi, sistein igin bir rezervuar
saglanmasi, nitrik oksit homeostazinin diizenlenmesi DNA sentezi ve bagisiklik
fonksiyonu, hiicre cogalmasi ve oOlimii gibi kritik hiicresel siireclerin modiile

edilmesindede gorev alir (89, 90).

GSH'un antioksidan islevi, sistein kalintisindaki siilthidril grubunun
oksidasyonundan kaynaklanir ve ROS'u dogrudan temizleyerek ve GPx’1n bir substrati
olarak hareket ederek proteinlerin temel tiyol durumunu siirdiirme gibi benzersiz bir
isleve sahiptir. Normal redoks homeostazi sirasinda, hiicrelerde GSH ve GSSG
arasindaki oran, NADPH'in substrat olarak gorev yaptigi GR reaksiyonu sayesinde
100:1oranindadir. Endojen olarak iiretilen H202, selenyuma bagimli GSH-Px
varliginda GSH tarafindan indirgenir. Bu siirecte GSH, GSSG'ye oksitlenir ve bu da
GR tarafindan NADPH varliginda tekrar GSH'ye indirgenerek bir redoks dongiisii
olusturur. H202, sadece peroksizomda bulunan katalaz ile de indirgenebilir.
Mitokondri de ise katalaz olmadigi i¢in mitokondriyal GSH hem fizyolojik hem de

patolojik olarak tiretilen oksidatif strese karsi savunmada kritik 6neme sahiptir. (91).
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Ciirtik yapict mikroorganizmalarin kendisi ya da hiicre zar1 komponentleri
dental pulpada bir inflamasyon kaskadi baslatarak hem proinflamatuar sitokin
salinimina hemde serbest radikallerin artisina yol acabilmektedir (2, 9, 22). Hiicre
icinde ROS artisit GSH’1n radikalleri temizlemek i¢in kullanilmasi, dolayisiyla da
hiicre i¢cinde azalmasina neden olmaktadir. Arastirmalar LPS, dental monomerler
(HEMA, TEGMA ve MMA tiirevi metakrilatlar) ile, dental pulpa hiicrelerinin stimiile
edilmesinin ROS artis1 ve GSH azalmasina neden oldugunu gostermistir (92-94).
Ayrica GSH’un dental pulpa hiicrelerinde HEMA sitotoksisitesine kars1 koruyucu bir
etkiye sahip bulunmustur (95). Lefeuvre ve ark. ise fibroblastlarda hiicresiz bir
sistemde TEGDMA’nin GSH'nin tiilkenmesine neden olurken GSTP1 aktivitesini

modiile ettigini bildirmiglerdir (96).
Glutatyon S-Transferaz

GST'lar, dogadaki detoksifiye edici enzimlerin en 6nemli ailelerinden biridir.
GST'larin  klasik aktivitesi, elektrofilik merkezlere sahip bilesiklerin tripeptit
glutatyona konjugasyonudur ($ekil 2.3),

20,* + 2H
H.0
GS-conjugate + H’
NADPH + H' ad
GSSG
SOD GPX GR GST

NADP' 2GSH

i

Bunlarin disinda GST'lar hormon biyosentezi, tirozin yikimi, peroksit

substrate

0, H.0,

Sekil 2.3. GSH iliskili enzimler (97).

parcalanma, dehidroaskorbat indirgeme ve ¢ift bagh cis-trans izomerizasyonu gibi
islevlere de sahiptirler. Bu siiper aile tarafindan kataliz edilen anahtar reaksiyon,
tripeptit glutatyonun (GSH, y-glutamil-sisteinil-glisin) elektrofilik bir merkeze sahip
olan bir hidrofobik kosubstrat ile konjugasyonudur. GSH ile konjugasyon, bu

bilesikleri daha ¢6ziiniir hale getirir.
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GST'lar hiicrede bulundugu konuma gore sitozolik (en biiyiik st aileyi
olustururlar), mitokontriyal ve mikrozomal (membran bagli-MAPEG) GST'lar olmak
lizere li¢ alt gruptan olugmaktadir (98). Sitozolik GST’larin kimyasal 6zellikleri,
aminoasit dizilisi ve immununolojik aktivitelerine gore 7 farkli izoenzimi (alfa, mii,
pi, sigma, teta, zeta ve omega) vardir. GST 1n fizyolojik substratt GSH’u baglayan ve
hidrofilik 6zellikte olan kistm G bdlgesi, yapisal olarak farkli substratlar1 baglayan ve
hidrofobik o6zellikte olan kisim ise H bolgesi olarak isimlendirilir. GST enzim
ailesindeki farkli izozimlerinin, H bolgesindeki aminoasit dizilislerinin farklilik

gostermesi enzim ailesinin substrat ¢esitliligine neden olmaktadir (99).

Cesitli GST'lar farmakolojik acidan &nemlidir. Insanlarda, ¢ogu sitosolik
GSTlar ilaglar ve diger ksenobiyotiklerle konjugasyon reaksiyonlarini katalize eder
(98). Alfa ve zeta simifi izozimlerin GSH'a bagl izomerizasyon aktivitelerine sahip
oldugu bilinmektedir Bakterilerde, beta sinifi GST'lar, kimyasal ve oksidatif streslere
karst koruma, antimikrobiyal ila¢ direnci ve ksenobiyotiklerin katabolizmas1 gibi
cesitli farkli islemlerde yer alir. Yapilan calismalar GSTP1 izoenziminin
kemoterapatik kanser ilaglarini GSH konjugasyonu ile inaktive ederek kanser

hiicrelerinde ilag direncini indiikledigini gostermistir (100) (98).

Inflamatuar siire¢ sirasinda artan ROS’un detoksifiye edilmesinde etkin bir
molekiil olan GSH, tripeptid yapida biiyiik bir molekiil oldugu i¢in disaridan takviye
olarak hiicre i¢ine alinmas1 miimkiin degildir. Bunun yerine hiicre i¢i GSH sentezinde
hiz kisitlayic1 bir bilesen olan sistein i¢in, disaridan N-asetil sistein molekiiliiniin
hiicrelere verilmesi, GSH rejenerasyonunu artirarak hiicrelerin antioksidan savunma

kapasitelerini artirmaktadir (101).
2.3.1.3. N-asetil-sistein (NAC)

L-sisteinin bir N-asetil tiirevi olan NAC, serbest radikalleri temizlemeye ve
metal iyonlarim1 komplekslere baglamaya yardimci olan bir molekiil olarak son
yillarda artan sekilde kullanilmaktadir. (18). NAC, dogrudan elektrofilik bir etkilesime
girerek serbest tiyol yan zinciri araciligiyla hidroksil radikali, nitrojen dioksit ve
karbon trioksit iyonu, I6kositler tarafindan iiretilen ROS'u detoksifiye eder. NAC, NO

ile dogrudan reaksiyona girmemesine ragmen, indirgenmis ve protonlanmis formu
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olan nitroksil (HNO) ile reaksiyona girer (102). Plazma proteinlerindeki ve
hiicrelerdeki bir SH kaynagi olmasinin yanisira NAC, kompleksler tiretmek i¢in tiyol
yan zinciri aracihityla Cu?* ve Fe3* gibi gegis metali iyonlarmi ve Cd?*, Hg®* ve Pb2+
gibi agir metal iyonlarini selatlar. Bu selasyon islemi, bu metal iyonlarinin viicuttan
atilmasini kolaylastirir (103) Diger taraftan, NAC'in siiperoksit, hidrojen peroksit ve
peroksinitrit ile reaksiyonlar1 fizyolojik kosullar altinda nispeten diisiiktiir. Bu
radikaller tizerine NAC'in dolayl1 antioksidan etkisi, hiicre i¢i GSH'un yenilenmesine
dayanir. NAC, L-sistein vermek {izere hiicrelerde kolayca deasetillenir, boylece hiicre
ici GSH sentezini tesvik eder ve LPS ile indiiklenen ROS {iretimini baskilar (18, 102)
(Sekil 2.4).

N-asetil sistein

SH

o i Sistein Glutamat
by CJ\N;[];O ‘ Q ? |
3
H OH HS/W/U\OH + HOJK/\

NH2 ‘ N[-A]2

Glisin Y-glutamil sistein
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NH; (o) )
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Sekil 2.4. N-asetil sisteinin hiicre i¢ine alinarak glutatyon molekiiliiniin sentezlenmesi.

NAC, anti-inflamatuar aktivitesini, NF-xB inhibisyonu ve proinflamatuar
sitokin sentezinin modiilasyonu yoluyla ilerleterek, oksidatif stres ve inflamasyonla
iligkili hastaliklar1 tedavi etmek i¢in kullanilmistir. NAC bir antibiyotik olmamasina
ragmen, antimikrobiyal 6zelliklere sahiptir ve tibbi olarak ilgili patojenlerin bakteriyel
biyofilmlerini yikar. Bu 6zellikler, pek ¢ok sistemik hastalikta oldugu gibi NAC'i agiz
sagligin1 yonetmek i¢in potansiyel bir aday haline getirir (18).

Son yillarda dis hekimliginde de pek ¢ok ¢alismada etkin bir antioksidan ve
antiinflamatuar ve hatta antibakteriyal ajan olarak kullanilmig ve basarili sonuglar elde
edilmistir. Dis hekimliginde ge¢mis yillarda NAC, rezin monomer sitotoksisite

calismalarinda oksidatif stresi ve pulpa hiicre hasarini énlemek i¢in bir antioksidan
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olarak kullanilmustir (17, 94, 104, 105). Ayrica sistemik olarak uygulandiginda doza
bagimli bir sekilde dis eti fibroblastlarinda LPS ile indiiklenen inflamatuar yanitlari
baskilamis (106) ve deneysel olarak periodontitis gelistirilen ratlarda alveoler kemik
kaybin1 6nlemistir(107). Son zamanlarda NAC'nin E. faecalis’in biyofilm formlarimin
yanisira, planktonik endodontik patojenlere (Actinomyces naeslundii, Lactobacillus
salivarius, Streptococcus mutans ve E. faecalis) karsi giiclii antibakteriyel etkilere

sahip oldugu rapor edilmistir (104, 105).

NAC’in lipopolisakarit kaynakli oksidatif stresi ve enflamatuar sitokinleri
inhibe etmenin yan1 sira NF-xB ligandinin Niikleer faktor kappa-B ligandinin reseptor
aktivatorii (RANKL) ekspresyonunu azaltigi gosterilmistir (18). Makrofajlarda ve
digeti fibroblast hiicrelerinde interlokin-1p (IL-1pB), IL-6, IL-8 ve TNF-a benzeri
proinflamatuar sitokinleri inhibe ettigi ve TGF-B’y1 ise 24 saatlik inkiibasyonda
arttirabildigi gozlenmistir (106, 108). Bununla birlikte uzun siireli diisiik doz NAC
uygulamasinin kinaz fosforilasyonunun arttirilmasi1 yoluyla proinflamatuvar
ekspresyonu arttirdigi bildirilmistir (109). Son yillarda yapilan ¢alismalarda NAC'nin
osteoblast hiicreleri kadar pulpa hiicrelerine karst da koruyucu oldugu gosterilmistir
(17, 110). GSH, asir1 ROS'u etkili bir sekilde uzaklastirdigindan, yakin tarihli bir
caligmada Mineral trioksit agregate (MTA) ajani, ¢6ziiniir N-asetil sistein antioksidan
molekiilii ile birlikte kullanilmis ve DPSC'lerin farklilagsma kapasitesini arttirmistir
(110, 111). Bu nedenle, rejeneratif tipta onarici dentin olusumu ve tedavi modellerinin
tasariminda, dentin hasarina yanit olarak dis pulpasinda meydana gelen inflamatuar

siirecleri ve bunlarin lokal kok hiicre aktivasyonu iizerindeki etkilerini bilmek

onemlidir (59)

LPS tarafindan aktive edilen hiicrelerde inflamasyon ve oksidatif stress ayni
anda olusur (46). Diger taraftan patojen mikroorganizmalarin dental pulpa
hiicrelerinde oksidatif stres olusturmadaki rolii tam olarak anlagilamamistir. Bu
calismada saglikli insan dis pulpasindan hazirlanan primer hiicre kiiltiiriinde
karyojenik mikroorganizmalarin olusturdugu oksidatif stres dongiisiiniin incelenmesi
ve de oksidatif hasarin elimine edilmesinde etkin bir antioksidan molekiil olan
NAC’in, bu hasar1 tamirindeki roliiniin incelenmesi hedeflenmistir. Pulpa hiicreleri

literatiirde ROS olusumuna neden oldugu daha once ¢alismalarla gdsterilen H202,
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karyojenik bakterilere iliskin LTA (Staphylococcus. aureus) ve LPS (Porfiromonas
gingivalis) ile tek basina veya NAC preinkiibasyonuyla muamele edilerek hiicre
canlilig1, nekroz ve apoptoz diizeylerinin akim sitometri yontemi ile, ROS, GST enzim
aktivitesi ve hiicre i¢i GSH diizeyleri biyokimyasal analizler ve immiinohistokimyasal

boyama yontemleriyle c¢alisildi.
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3. GEREC VE YONTEM

GO 18/234 numarali “Karyojenik Bakterilerin Dental Pulpa Hiicresinde
Olusturdugu Oksidatif Stresin Incelenmesi” baslikli ¢alisma konusu ile Hacettepe
Universitesi Girisimsel Olmayan Etik Kurul izni alind1. 18034 no’lu proje ID ile H.U.
Bilimsel arastirmalar biriminden destek onayi aliarak calismaya baslandi.
Calismamizda dental pulpa dokusundan hazirlanan primer hiicre kiiltiiriinde planlanan

caligsmalar gerceklestirildi.

3.1. Kimyasallar ve Gerecler

Calismanin farkli asamalarinda kullanilan genel kimyasallar: Dimetil sulfoksit
(DMSO), 5,5-ditiyobis-(2-nitrobenzoik asit) (DTNB), Dosetaksel, Dulbecco’nun
fosfat tampon tuzu (D-PBS), Etil alkol (Etanol), Etilendiamin tetraasetik asit disodyum
(Na2EDTA),), Enhanced Kemiliiminesans (ECL), Fenilmetilsiilfonil floriir (PMSF),
Fetal sigir serumu (FBS), Rediikte glutatyon (GSH), Glutatyon rediiktaz (GR),
GSTP1 igin primer tavsan antikoru ve sekonder anti-lgG antikoru, 1-kloro-2,4-
dinitrobenzen (CDNB), MTT (3-(4,5-dimetiltiyazol-2-il)-2,5-difenil tetrazolyum
bromiir), N-asetil sistein, Nikotinamid adenin dintikleotid fosfat (NADPH), Potasyum
fosfat dibazik (K2HPO4), Potasyum fosfat monobazik (KH2PO4), RPMI 1640
(RPMI) besiyeri, Fenol kirmizisi icermeyen RPMI besiyeri, Tris, Tripsin-EDTA, 20
kimyasallar1 Sigma firmasindan (St. Louis, MO, ABD); Trietanolamin (TEAM) ve
Serine British Drug Houses Ltd. firmasindan (Poole, Ingiltere); Izotonik sodyum
kloriir ¢dzeltisi Eczacibas1 firmasidan (Istanbul, Tiirkiye), S1gir serum albiimini Bio-
Rad firmasindan (Hercules, CA, ABD), Penisilin-Streptomisin iceren DMEM F12 besi
yeri(Gibco,USA) NAC (Kat. No: A7250, Sigma, Darmstadt, GERMANY), H20:2
(Sigma 18304-14, Darmstadt, GERMANY) LPS (SMB00610) ve LTA (L2515)
Sigma-Aldrich, firmasindan (Darmstadt, GERMANY), goat anti-mouse 488 (405310,
Biolegend) WST-1 (Kat. No: 5015944001 Roche Applied Science, Mannheim,
GERMANY), anti-mouse glutatyon (D8) (ab19534, Cambridge, UK), anti-mouse
GSTP1 (3F2C2) (STJ98122, london, UK), goat anti-mouse (abl150113)
Diklorofluroescin diasetat (DCFDA) (D 6883, Sigma, St.Louis, MO, ABD), Bradford



22

reaktifi (Sigma, St. Louis, MO, ABD) trikloroasetik asit (TCA) (Sigma, St.Louis, MO,
ABD) saglandi.

Calismanin farkli asamalarinda kullanilan kitler: FITC Annexin V Apoptosis
Detection kiti BD Biosciences firmasindan (San Jose, CA, USA), Bradford Protein
Assay kiti Sigma firmasindan (St. Louis, MO, ABD) temin edildi. DCFDA-Hiicresel
ROS Test Kiti (ab113851) temin edildi.

Calismanin farkli asamalarinda kullanilan laboratuvar cihazlari: Akim
sitometresi (Beckman Coulter, Cytoflex), Biyoanalizor (Agilent 2100 Bioanalyzer),
NanoDrop spektrofotometresi (Agilent), Homojenizator (Qiagen Tissuelyser Lt Bead
Mill), vortex (IKA) pH metre cihazi (Consort C830), Santrifiij cihaz1 (Eppendorf
5417R), Yatay calkalayic1 (Heidolph Titramax 101), Analitik terazi (Mettler Toledo
AG204), Mikro-plaka spektrofotometresi (Moleculer Devices SpektraMax M2),
ELISA okuyucusu (Versamax, Moleculer Devices), Distile su cihazi (Nanopure
Infinity), Derin dondurucu, -80°C (Sanyo), Manyetik karistirici (Elektromag M-21),
Mikropipetler (Gilson ve Eppendorf), Floresan mikroskop(Olympus IX73 inverted
microscope), (Leica DM 6B), Inkiibatér (Heraeus, Hanau, GERMANY) kullanilds.

3.2. Pulpa Dokularmn Elde Edilmesi ve Primer Hiicre Kiiltiiriiniin

Kurulmasi

3.2.1. Pulpa Dokularinin Toplanmasi

Calisma protokoliimiiz i¢in H.U. Girisimsel Olmayan Klinik Arastirmalar Etik
Kurulundan GO 18/234 kayit numarasi ile etik kurul onay1 alindi. 18-30 yas araliginda
sistemik hastali§i olmayan, son 3 hafta antibiyotik kullanmamis, saglikli diseti
dokularina sahip olan bireylerden elde edilen ¢iiriiksiiz, ¢ene kemiginde yer olmamasi
ya da dis siirmesine bagl sorunlar nedeniyle H.U. Dis Hekimligi Fakiiltesi Ag1z Dis
Cene Cerrahisi boliimiinde ¢ekimine karar verilen 3 adet gomiilii 20 yas disi, ¢cekim
sonrasinda hastalarin onam vermesi ile primer hiicre kiiltiiri hazirlamak i¢in kullanildi.
Calismaya operasyon sirasinda sadece tek parca halinde ¢ikarilan gomiilii digler dahil

edildi. Cekim sonrasinda disler i¢inde fosfat tampon (PBS, pH.7,4) bulunan steril bir
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plastik kap icinde H.U. Dis Hekimligi Fakiiltesi Endodonti AD klinigine transfer
edildi.

Dis ¢ekimi sonrasinda dis ylizeyindeki eklentiler % 70 lik alkol emdirilmis
gazli bez ile temizlendikten sonra steril bir frez yardimiyla dis boyunca pulpaya
ulagmayan horizontal oluk ac¢ildi. Daha sonra steril bir siman spatiilii oluk boyunca
yerlestirildi. errahi “davye” yardimiyla ikiye ayrilarak steril pens ile 6z odasinda
bulunan pulpa dokusu ¢ikarilarak iginde % 5°lik Penisilin-Streptomisin iceren DMEM
F12 besi yeri bulunan 1,5 ml’lik plastik tiip i¢inde H. U. Tip Fakiiltesi Histoloji ve
Embriyoloji AD hiicre kiiltiirii laboratuvarina ulastirildi (Sekil 3.1. A,B,C,D).

Sekil 3.1. A: Cekilmis digin ylizeyleri temizlendikten sonraki goriintiisii, B: Disin ikiye
ayrilmig sekli, C: Dis pulpasi, D: Besi yeri i¢inde taginmasi.

3.2.2. Primer Hiicre Kiiltiiriiniin Kurulmasi

Besiyeri i¢ine alinan pulpa doku 6rnekleri 500 x g de 10 dakika santrifiijlendi.
Pulpa dokulart steril sartlar altinda bistiiri yardimiyla ~2mm? biiyiikliigiinde kiiciik
pargalara boliindiikten sonra %10 fotal dana serumu (FBS), %1 L-glutamin ve %1
penisilin/streptomisin (PenStrep) iceren DMEM besiyeri i¢inde T25 flasklara ekilerek
primer kiiltiirleri kuruldu. iki giinde bir bu besiyeri ile beslenerek 37°Cde %5 CO2 li
inkiibatérde cogalmalar1 saglandi. insan pulpa dokusundan eksplant kiiltiir olarak
hazirlanan fibroblast hiicreleri 7. glinde primer odaktan gevreye ilerlemeye baslayarak
14. giinde flaskin ortalama %350 sini kapladi. Takip eden giinlerde hiicrelerin cogaldig:

ve primer odak ¢evresinde yogun sikisik hiicreler seklinde oldugu izlendi.

Insan pulpa fibroblast hiicreleri pasajlanip flasklara ekildiklerinde seffaf
sitoplazmalarinin ~ bulundugu, O6kromatik  ¢ekirdeklerinin  icinde  belirgin

cekirdekciklerinin oldugu ve igsi morfoloji gosterdikleri belirlendi (Sekil 3.2.).
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Sekil 3.2. Primer dental pulpa fibroblast hiicrelerine ait faz kontrast goriintiileri.
Eksplant kiiltiir sonras1 doku pargalarindan (beyaz ok) atan igsi fibroblast
hiicreleri (siyah ok) izlenmektedir.

Hiicreler yaklasik %80 konfluent oldugunda (ekildikleri flasklar1 %80
kapladiklarinda), %0.25 Tripsin-EDTA ile pasajland1 (Sekil 3). Pasaj sonrasi
hiicrelerin bir kisminin {izerine kriyoprotektan olarak %10 dimetil siilfoksit (DMSO)
eklenerek dondurulup saklandi, kalan diger kismu ise yeni T75’lik flasklara ekilerek

1X10° hiicre/80 cm?2 olacak sekilde ¢ogalmalar1 sagland.

Asagida verilen deney gruplari olusturularak, pasaj 4-7 arasi hiicrelerden ileri
biyokimyasal analizler (Total protein, ROS, GST ve GSH) ve immunohistokimyasal
calismalar gerceklestirildi.

Deney gruplari:

I)Saglikli kontrol grubu,

IT) LPS ile muamele edilen hiicre grubu,
IIT) LTA ile muamele edilen hiicre grubu,
IV) H202 ile muamele edilen hiicre grubu,
V) NAC ile muamele edilen hiicre grubu,

VI) NAC+LPS ile muamele edilen hiicre grubu,
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VII) NAC+LTA ile muamele edilen hiicre grubu,

VI1T) NAC+H20:2 ile muamele edilen hiicre grubu olarak planlanmustir.

3.3. Deneyde Kullanilacak Soliisyonlarin Hazirlanmasi

NAC: 100 mM stok soliisyonu 10 ml double distile su 163,19 mg NAC ile
hazirlandi. Deneyde uygulama yapilacak konsantrasyonlar icin FBS icermeyen

DMEM F12 besi yeri kullanildi.
H20,: %34,5-36,5 lik H202 kullanilda.

M= 0,35(%) x1000 mix1.13(gr/ml) = 11,63M ~ 12 M (mol/L) ~ mmol/mL

34,01 (mol agirlig)
10 ul H202 +9990 pl distile su=12 M
1 mM H20:2stok FBS icermeyen DMEM F12 besi yeri ile hazirlandi.
LPS /LTA:

100 pg/ml stok (100 pl 1mg/ml LPS/LTA + 900 pl Besi yeri) soliisyonu

hazirlandi.

3.4. Doz Belirleme Calismalari

Doz belirlemede ilk 6nce akim sitometride literatiire bagl kalarak, LPS, LTA,
H202ve NAC igin farkli konsantrasyonlar denendi. Olgiimler 6x10° ile 1x10° arasinda
hiicrede gergeklestirildi. Flasklarda % 80 doygunluga ulasan hiicreler PBS ile
yikandiktan sonra pasajlandi. Pasaj 4’e kadar hiicreler bu sekilde ¢cogaltild1 ve pasaj
4’te kaldirilan hiicreler tripan mavisi ile sayim yapildiktan sonra 300.000 hiicre/kuyu
olacak sekilde 6 kuyulu plaklara ekildi. Ertesi giin kuyular bir gece i¢in FBS icermeyen
besiyeri ile beslendi. Sonraki giin her kuyucuk PBS ile yikanip, LPS, LTA ve H202
iceren soliisyonlardan sirayla 2 ml uygulandi. Kontrol olarak da 2 kuyuya 2 ser ml

FBS siz DMEM/F12 kullanildi. Uygulamalar sonrasi 12 ve 24 saat boyunca inkiibe
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olmasi igin inkiibatore kaldirildi. Ayrica VI, VII ve VIII. gruplarda 2saat siireyle 10
mM NAC ile preinkiibe edildi.

Inkiibasyon siireleri sonunda ayni doz ilag uygulanan her kuyunun “condition
media”lar1 aynmi santrifiij tiiplerine alindiktan sonra kuyularda kalan hiicreler 1ml
tripsin-EDTA ile 4 dk boyunca muamele edildi. Mikroskopide kalktigi belirlenen
hiicrelerde, 1ml FBS igeren DMEM/F12 besi yeri ile, tripsin inaktive edildi. Ardindan
5 dk siireyle 500 x g de santrifiij sonrasi olusan pelletler, 1 ml PBS i¢inde resiispanse
edilerek akim sitometride 6l¢iim yapildi. Hiicre sayilari tahmini 6x10° — 1x10°

araliginda 1di.

3.4.1. Akim Sitometri Ol¢iimleri

LPS (1), LTA (I11), H202 (IV) NAC uygulanmis ve uygulanmamis gruplardaki
dental pulpa fibroblast hiicreleri RPMI-1640 ile yikanarak 1ml’de suspense edildi.
Tiiplerin i¢ine 10 ul Propidyum iyodid (PI) eklenerek 20 dk karanlikta, oda 1sisinda
inkiibe edildikten sonra akim sitometri cihazinda o6lii hiicrelerin yiizdesi belirlendi.
Sonuglarin IC50 diizeyine ulasmamasi nedeniyle benzer dozlar formazan -1 (WST) ve
3-[4,5-dimetiltiyazol-2-il]-2,5-difenil-tetrazolyum bromiir (MTT) deneyleriyle de
gerceklestirildi.

3.4.2. WST Analizi

Pasaj 4 ve pasaj 5’e ait hiicreler 3x10* hiicre/kuyu olmak iizere 96 kuyulu
plaklara ekildi. Ertesi giin mikroskop altinda tutunduklari kontrol edilip bir gece FBS
icermeyen besiyerinde bekletildi. Sonraki giin farkli gruplarda (11, II1, IV, V) degisik
dozlar uygulandi. 10ul WST-1 eklendi ve 4 saat inkiibatérde bekletildi. Hiicrelerin
canlilik tespiti mikroplaka okuyucu kullanilarak 450-600 nm’de yapilda.

3.4.3. MTT Analizi

Deneylere baslamadan 6nce kuyucuk basina kullanilacak en uygun hiicre

sayisini belirlemek icin hiicre optimizasyon deneyleri yapildi.
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MTT bilesigi canli hiicrelerin mitokondrilerindeki dehiderogenaz enzim
aktivitesi 1ile tetrazolyum halkasinin kirilmas1t sonucu, mor renkli formazan
kristallerine doniistir. Olusan bilesigin miktart 570 nm dalga boyunda kolorimetrik
olarak olctilerek (Molecular Devices SpektraMax M2) hiicrelerin canliliklari tespit

edilir.

Bu deneyde kuyucuk basina 5x10%, 1x10* ve 2x10* hiicre yogunluklar1 100 pl
hacminde besi yeri (%10 FBS, 2 mM L-Glutamin igeren fenol RED icermeyen DMEM
F12) 96 kuyucuklu plakalara yerlestirilerek 5’er ornek {izerinde incelendi. Kontrol
olarak tek basina DMEM c¢ozeltisi kullanildi. Hiicrelerin tutunmasi i¢in 24 saat 37
°C’de %5 COz2 ‘li inkiibatorde bekletildi. Daha sonra besi yeri tazelenerek 24 ve 48
saat siireyle tekrar inkiibe edildi. Siirenin sonunda besiyeri kaldirilarak kuyucuklara
Img/ml MTT igeren besi yeri (50 pl) eklenerek 2 saat inkiibe edildi. Daha sonra MTT
¢oOzeltisi kuyucuklardan g¢ekilerek tabanda olusan formazan kristallerini ¢ozmek icin
100 ul izopropanol alkol eklenerek karistirildi. Coziinen formazan bilesiginin

absorbans1 570 nm dalga boyunda mikroplaka okuyucuda 6l¢iildii.

Hiicre canlilig1 % = Ornegin absorbans degeri X 100

Kontroliin aborbans degeri

Absorbans degeri 24 saatlik uygulamada en iyi 1x10* hiicrede, 48 saatlik
uygulamada ise en iyi 8x10% hiicrede elde edildi. Daha sonra bu hiicre sayilari
tizerinden 50 ve 100 pg/ml LTA ve 0,3 ve 0,4 mM H20: tek basina (24 saat) ve 2 saat
NAC preinkiibasyonu ile 96 kuyucuklu plakaya 3’er 6rnek MTT 6n deneyi ig¢in
yerlestirildi.

3.5. Biyokimyasal Analizler i¢in Hiicre Sayisimin Belirlenmesi

Biyokimyasal analizlerin (total protein, ROS, GST ve GSH) ol¢iimii i¢in
minimum hiicre sayisini belirlemek amaciyla 24 saat H202ile inkiibe edilen hiicrelerde
(1x10°, 2x10° 4x10° 8x10° 1,6x10°) total protein (Bradford yontemi), GSH (re-
cycling ydéntem) ve GST enzim analizlerinin 6n deneyleri yapildi. 4x10° hiicre
sayisinin yeterli olacagina karar verildi. 24 saat tutunma ve 1 gece FBS’siz besi yerinde

bekleme sonrasindaki hiicre sayisi artislar1 ve inkiibasyonunun da yaratacagi hiicre 6lii
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sayis1 goz oniine alarak 12 kuyucuklu plakaya 2 kuyucuk (kuyucuk basma 250x10%)
total protein, GSH, GST, ROS ve immiin boyamalar i¢in diger 2 kuyucukta akim
sitometre dlgiimlerinde kullamlmak iizere 4 kuyucuga toplam 1x10° hiicre ekimi
yapilmasina karar verildi. Her hasta i¢in farkli pasajlarda 2 6l¢lim alinmasi planlandi.
Bunun tizerine 1 set i¢in (8 deney grubu) ROS ve immiin boyamalar dahil yaklasik
total 9x10° pulpa fibroblast hiicresi kullanild1. Béylece kurulan bir hiicre setinden hem
biyokimya analizlerinin hem de immiinohistokimya calismalarinin ayn1 kosullarda
yapilmasi saglandi. LPS ve LTA i¢in 40 ug/ml, H202 i¢in 0,3 mM 24 saat inkiibasyon
ve NAC preinkiibasyonu i¢in de 2 saat siireyle 10 mM NAC uygulamasina karar

verildi.

3.6. Hiicre Canhlig, Immiinohistokimyasal Incelemeler ve Biyokimyasal

Analizler

3.6.1. Annexin V ile Hiicre Canlihgimin ve Erken Apoptozun Belirlenmesi

Inkiibasyon siireleri sonunda ayni doz ilag uygulanan her kuyunun “condition
media”lar1 ayni santrifiij tiiplerine alindiktan sonra kuyularda kalan hiicreler Iml %
0,25 tripsin-EDTA ile 4 dk muamele edildi. Daha sonra 1ml FBS igeren DMEM/F12
ile tripsin inaktive edilerek toplanan hiicreler 5 dk siireyle 500xgde santrifiij sedildi.
Olusan pelletler,1 ml PBS ile yikanarak igine ilk toplanan “condition medialar1” ilave
edildi. 1x baglanma soliisyonu ile siispanse edildi. Icinden 100 pl alinarak baska bir
tipte 5 ul Annexin V ve 5 ul7-AAD eklenerek 15 dakika oda 1si1sinda karanlikta inkiibe
edildi. Sonrasinda 400 pl 1X baglanma soliisyonu eklenerek 1 saat i¢cinde akim

sitometri cihazinda 1x10* hiicre sayilarak analiz edildi.

3.6.2 Immunohistokimyasal incelemeler

Immunohistokimyasal incelemeler igin hiicreler 2x 10* hiicre/kuyucuk olarak
0zel lamlara ekildi. Ertesi giin mikroskop altinda tutunmalar1 kontrol edilip FBS
icermeyen besiyerine gecildi. Bir sonraki giin belirlenen dozlarda H202, LPS, LTA,
NAC ve NAC+LTA, NAC+LPS, NAC+H:20: ile inkiibe edildi. Daha sonra hiicreler
anti-mouse glutatyon (D8), ve anti-mouse GSTP1 (3F2C2) (1:200) antikorlari ile bir
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gece +4 °C’de inkiibe edildi. Ertesi giin PBS ile iic kere yikamanin ardindan
immunoperoksidaz isaretleme i¢in goat anti-mouse ile 30 dakika oda sicakliginda
inkube edilip di--amino benzidin (DAB) ile 5 dakika bekletildi. Yikamanin ardindan
Hematoksilen ile cekirdek boyasi yapilip kapatildiktan sonra mikroskop altinda

goriintiilendi.

Immunfloresan isaretlemeler igin primer antikorlar ile inkiibasyonun ardindan
yikama sonrasi goat anti-mouse 488 ile karanlikta 1 saat inkiibe edildi. Ornekler PBS
ile yikandiktan sonra DAPI ile cekirdek isaretlemesi yapildi ve floresan kapatma
medyumu ile kapatilip floresan mikroskop altinda incelendi. Her kuyudan 40’lik

bliytitmede alinan bes goriintii Imagel ile analiz edildi.

3.6.3. Immiinfloresans ROS isaretlemesi

Deney gruplarinda ROS belirlenmesinde DCFDA-Hiicresel ROS Test Kiti
kullanildi. Stok DCFDA soliisyonu tampon soliisyonu ile dilue edilerek 20uM ¢aligma
soliisyonu hazirlandi. DCFDA ile inceleme igin hiicreler 1x10* hiicre/kuyucuk olacak
sekilde 96 kuyulu plaklara ekildi. Ertesi giin mikroskop altinda tutunduklar1 kontrol
edilip, besiyeri FBS igermeyen besiyeri ile degistirildi. Bir sonraki giin hiicrelere H202
(0,3 mM), LPS (40 pg/ml), LTA (40 pg/ml), NAC (10 mM) ve ayni dozlarda NAC
preinkiibasyonu ile (NAC+LTA, NAC+LPS, NAC+H202) uygulandi. Inkiibasyon
stireleri tamamlaninca iki kere tampon ile yikand1 ve 20 uM DFCDA ile 37°C’de
karanlikta 45 dakika inkiibe edildi. DAPI ile cekirdekler isaretlendi. Floresan

mikroskop altinda incelendi ve fotograflandi.

3.6.4. Biyokimyasal incelemeler
Hiicrelerin Parcalanmasi/Homojenizasyonu

LPS (40 pg/ml), LTA (40 ug/ml) ve H202 (0,3 mM) ile tek basina ve NAC (10
mM) ile kombine uygulamalar sonrasinda tripsin ile kaldirilan hiicreler 500 x g de 5
dk satriflij edildi. Stipernatant atildiktan sonra hiicre peletleri 1ml PBS ile siispanse
edilerek, 15 ml lik tiipler i¢inde biyokimya laboratuvarina tagindi. Burada 1,5 ml lik

ependorflara aktarildi. Burada tekrar 500 x g de 5 dk santrifiij edildi. Stipernatant
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atilarak hiicreler 300 pl tampon (pH: 7, 1 mM EDTA iceren 100mM KP) i¢inde buz
icine yerlestirildi. Homojenizatorde 2 defa 15 sn lik siire ile tamamen parcalanincaya
kadar homojenize edildi. Homojenattan ROS 6lgiimii i¢in 80 ul ayrildi. Hiicreler
+4 C’de 10 dakika boyunca 10.000 x g'de santrifiijlendi. Elde edilen siipernatanttan
80 ul GSH i¢in ayrildi. Geriye Kalan yaklasik 150 ul siipernatant total protein 6l¢timii,
ROS ve GST igin kullanildi. Tiim 6l¢timler ikili ¢alisildi.

Total Protein Olciimii

Protein 6l¢iimii Bradford yontemine gore yapildi (112). Bu yontemde once
standartlar hazirlandi. 96 kuyucuklu plakada ilk 2 kuyucuk Blank i¢in kullanild1 (PBS
pH:7.00). 20 pl 0.125-0.25-0.50-1 mg/ml BSA orneklerinden standard igin her
kuyucuga 5 ul kullanildi. Hiicre 6rnekleri ve standartlar ikili ¢alisildi. 250 ul Bradford
reaktifi + 5 pl 6rnek/standard /kuyucuk i¢in kullanildi. Once 6rnekler sonra Bradford

reaktifi konuldu. Protein 6l¢timii kolorimetrik olarak gerceklestirildi.
ROS Olgiimii

ROS ol¢timii i¢in 2,7’ Diklorofluroescin diasetat (DCFDA) Tris-HCI de
coziilerek 1 mM stok soliisyonu (0,5 mg DCDFDA + 1027 pl Tris HCI pH 7.4)
hazirlandi. ROS 6l¢limii 96’lik diiz tabanli (adhere hiicre i¢in uygun) siyah "plate"lere
homojenttan alinan 20 pl hiicre 6rnegi + 200 pl 10 uM DCHEF boyasi /well ilavesi 40
dk 37 C de (karanlikta) inkiibe edildikten sonra 485 nm eksitasyon, 525 nm emisyonda
flurometrik olarak gergeklestirildi). Her 6rnegin kontrolii igin DCFDA boya yerine 20
ul 6rnek + 200 pl Tris HCI tamponu ile kendi floresan 1s1mas 6l¢iildii ve elde edilen

DCFDA’ 6l¢iim sonucglarindan ¢ikarilarak net sonug elde edildi.
Glutatyon Diizeyinin Belirlenmesi

Glutatyon hiicre iginde yaklasik %95-99 oraninda GSH formunda bulunur.
Oksidasyon sonucu GSSG olusur. Bu ¢alismada GSH+GSSG diizeyini 6lgmek icin
enzimatik dongii (recycling) yontemi kullanildi (113). Bu yontemde GR araciligiyla
NADPH ile GSSG rediikte forma (GSH) doniisiirken, rediikte GSH’1n 5,5-ditiyo-bis-
(2-nitrobenzoik asid (DTNB) ile reaksiyonu sonucu 2-nitro-5-tiyobenzoik asit (TNB)
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olusur. Olusan TNB bilesiginin 412 nm’deki absorbansi Olgtlilerek toplam GSH

miktarlar1 belirlenir.

Hiicre homojenizasyonu sonrasi santrifiij edilen siipernatanttan 80ul ayrilarak
500 ul lik ependorflara 80 ul %10 luk trikloroasetik asit (TCA) ilave edilerek
vortexlendi ve 2.250 x g’de 2 dk oda 1sisinda santrifiijlenerek proteinlerin ¢dkmesi
saglandi. Elde edilen siipernatantlar iizerine 4 M trietanolamin (TEAM) ¢ozeltisinden
% 5 oraninda eklenerek 6rneklerin pH degeri 7.0’e getirildi. Blank olarak % 5’lik TCA
kullanildi. Total hacim 210 ml/kuyucuk olarak belirlendi. Sirasiyla;

1. 10 pl 6rnek/standart

2. 150 pl calisma soliisyonu (1 mM EDTA igeren 100 mM KP pH 7.0+ 80,115
U/ml GR +78 uM DTNB)

3. 5 dk inkiibe edildi.

4. NADPH (48 uM) ilave edildi.

Mikroplaka okuyucuda 412 nm de 15 dk siiresince (5 dk aralikla endpoint)
kinetik Ol¢iim yapildi. 10 dk Ik endpoint Ol¢iimii sonuglarinda standartlar
hesaplanarak standart grafik egrisi ve y katsayis1 hesaplandi. GSH diizeyleri protein

miktarina oranlanarak nmol.mg™? cinsinden hesaplandi.
Glutatyon S-Tranferaz Ol¢iimii

GST aktivitesi, GSH’un 1-kloro-2,4- dinitrobenzen (CDNB) ile olusturdugu
konjugasyon iirlinliniin 340 nm’de absorbans artis1 {izerinden belirlendi. Aktivite
ortami1 1 mM EDTA igeren 100 mM sodyum fosfat tamponu (pH 6.5), 1 mM GSH, 1
mM CDNB %35 etanol igerecek sekilde hazirlandi. 20 ul Ornek kullamildi. Tiim
ornekler ikili ¢alisildi. Toplam hacim kuyucuk bagina 200 pl olacak sekilde hazirlandi.

Aktivite Olglimleri oda 1sisinda 340 nm’de absorbans artisi lizerinden 5 dk
siireyle basic kinetic protokolde mikroplaka okuyucuda gergeklestirildi. Dakika bagina
enzim aktivitesi hesaplandi. Olgiilen aktivite degeri 9,6 mM™.cm™ absorbsiyon
katsayis1 ve protein miktarina oranlanarak spesifik aktivite degerleri hesaplandi.

Spesifik aktivite degerleri nmol.mg™. dk* olarak ifade edildi.
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3.7. istatistiksel inceleme

Orneklem sayis1 kiiciik oldugu igin (n=5), dl¢iim degerleri shapiro -wilk ile
normalite testine tabii tutuldu. Normal dagilim gosteren datalar da (p>0.05) gruplar
arasi farkliliklar ANOVA ve ikili karsilastirmalar Bonferroni testi ile degerlendirildi.
Normal dagilim gdstermeyen datalar da (p<0.05), gruplar arasi farkliliklar i¢in
Kruskall-wallis, ikili karsilagtirmalar i¢in Mann-whitney U testi a=0,05 giiven

araliginda kullanildi.
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4. BULGULAR

Bu galismada Tablo 1 de kodlama detaylar1 verilen 3 hastaya ait 20 yas
dislerinden elde edilen dental pulpa dokusundan H. U. Tip Fakiiltesi Histoloji ve

Embriyoloji AD laboratuvarinda primer hiicre kiiltiirii hazirlandi.

Tablo 4.1. Dental pulpa dokusu alinan hasta gruplart.

Hasta 1 Hasta 2 Hasta 3
(H1E2P4-P6) (H1P7) (H2P6-P7)
Cinsiyet Erkek Kadin Kadin
Yas 19 22 18
Sistemik durum | Saglikli Saglikli Saglikli

Uygun kosullarda ¢ogalmalar1 saglanan hiicreler 3-7 pasaj araliginda ¢alisildi.
Deneyin 0n ¢aligmalari 3 ve 5. pasajlarda tamamlandi. Hiicrelerin antikorla
isaretlenmis fibroblast olduguna dair herhangi bir bulgu elde edilmis olmamasina
ragmen faz kontrast mikroskop bulgularindan da anlasilacagi iizerine bu hiicre
grubunun fibroblast hakim hiicre oldugu degerlendirmesi yapildi. Calismada, LPS,
LTA ve H20: ile muamele edilen dental pulpa fibroblast hiicre kiiltiirinde NAC
preinkiibasyonunun oksidatif stres belirtegleri tiizerine etkilerinin incelenmesi

hedeflendi.

4.1. Dental Pulpa Hiicre Kiiltiiriinde Yapilan On Deney Sonuclari

4.1.1. Doz Belirleme Cahismalari

LPS, LTA, H202 ve NAC i¢in uygun doz belirleme ¢aligmalarinda hem akim
sitometri hem de WST ve MTT analizleri kullanildi. Bu deneylerde reaktiflerin farkli
konsantrasyonlarda hiicre canliligi izlendi. Artan H202 (0,2-0,8 mM) dozlarinda hiicre
canliliginin belirgin bir sekilde azaldigi (% 68 - % 7) tespit edilirken, 10 mM NAC ile
2 saatlik preinkiibasyonun hiicre canliliginda rejenerasyona neden oldugu goézlendi

(Sekil 4.1.).
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Sekil 4.1. Primer dental pulpa fibroblast hiicrelerinde hiicre canliliginin (%) WST
analizi.

H202 ve NAC dozlar belirlendikten sonra yine WST yontemi ile LPS ve LTA
i¢in farkli doz ¢aligmalar1 yapildi. Bu arada deneme dozlart ile faz kontrast mikroskobi
gortntiileri elde edildi. Goriintiiler incelendiginde kontrol grubuna gére deney

gruplarinda hiicre yogunlugunun azaldigi gézlendi (Sekil 4.2.).

Sekil 4.2. Primer dental pulpa fibroblast hiicrelerine LTA, LPS, H202 (24 saat), NAC
(4 saat) ve kombine uygulamalar sonrasi faz kontrast goriintiileri. A:
Kontrol, B: LPS (40 pg/ml), C: LTAL (15 pg/ml), D: LTAZ (20 pg/ml), E:
H202 (0.3 mM), F: NAC (10 mM), G: NAC +LPS, H: NAC + LTAL, I:
NAC + LTA 2, J: NAC + H202 (Faz kontrast X100).

Uygun optimum dozlara ulagilamamasi nedeniyle MTT ydntemine gegildi. Bu
yontemi ile doz belirleme ¢aligmalarina devam etmeden 6nce 96 kuyucuklu plaka i¢in

hiicre optimizasyon ¢alismasi yapildi.
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4.1.2. Hiicre Optimizasyonu (MTT i¢in)

96 kuyucuklu plakada yapilan doz belirleme ve ROS deneyleri i¢in de hiicre
optimizasyon deneyi yapildi. Literatiirlede desteklenerek kuyucuk basina 24 saatlik
uygulamalarda 1x10* hiicre kullanilmasina karar verildi (Sekil 4.3.).

20000 abs-blank
Blank cells 10000 5000 1.
0,0579 1,007 0,9038 0,2931
0,0573 0,9958 1,0675 0,301 * e
0,0633 1,0308 10,8699 0,3218 og .
0,0588 0,9636 0,7889 0,3559
0,0571 0978 0,8429 0,3381 %°
0,0582 10,9948 0,9108 0,3051 g4
0,0603 1,0016 0,8331 0,3749 o
0,057 1,0772 0,8552 10,3286 %2 | .
ort 0,059 1,006 0,884 0,328 o &
abs-blank 0,000 0,947 0,825 0,269 5000 10000 15000 20000 25000
cell 0 20000 10000 5000 2

Sekil 4.3. MTT yontemiyle dental pulpa hiicre kiiltiiriinde hiicre optimizasyonu
sonuclari.

Daha sonra 24 saat siireyle hiicreler(1x10%) farkli LPS, LTA ve H20: ile
muamele edildi (Sekil 4.4.).
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Sekil 4.4. Dental pulpa hiicrelerinin LPS, LTA, ve H202 ile muamelesi sonrast MTT
testi ile hiicre canlilik (%) sonuglar1 (1x10* hiicre/kuyucuk).

Yapilan doz belirleme ¢alismalarinda LPS ve LTA’nin ¢ok yiiksek dozlarda

IC50 oranina ulastigi ve bunun primer hiicre kiiltiiriinde hiicrenin dogas1 geregi
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tekrarlanan sonuclar1 almanin zor olmasi nedeniyle uygulanacak dozlar LPS ve LTA

i¢cin 40 pg/ml, H202 i¢in 0.3 mM ve NAC i¢in 10 mM olarak belirlendi.

Bir deneye baslamadan once kullanilan hiicre hattinin biiyiime 6zelliklerini
bilmek ve kaydetmek onemlidir. Hiicreler aktif olarak ¢cogalir ve hiicre yogunlugunda
logaritmik bir artis meydana gelir. Hiicre popiilasyonu en yiiksek canlilik oranina
ulasir. Bu nedenle bu asamada hiicresel fonksiyonun degerlendirilmesi énemlidir.
Bunu degerlendirmek i¢in logaritmik hiicrelerede bir 6rnek i¢in gerekli minimum total
hiicre miktar1 belirlendi. Buna gore yaptigimiz calisma sonucunda biyokimyasal
parametreler icin minimum hiicre sayis1 4x10° olarak belirlendi. Akim sitometride de
ornek basina ~6x10° hiicre kullanilmasi kararlastirildi (8rnek basina total 1x10° hiicre

kullanildi). On ¢alismalarin sonucunda deney asamasina gegildi.
4.2. Hiicre Canhlhigimin Incelenmesi, Erken Apoptoz ve Nekroz sonuclari

4.2.1. Akim Sitometri Sonuclari

Hiicre canliligt calismalar1 3 hastada farkli pasajlarda 2’ser deney seti
kurularak yapildi. Hiicre canliliginin LPS, LTA ve H202 uygulamalarinda istatistiksel
olarak fark yaratmayacak diizeyde azaldigi, NAC 6n inkiibasyonunun onemli bir
degisiklik olusturmadigi gézlendi (p>0.05). Kontrol grubunda erken apoptoz oranlari
nin 6li hiicre sayisina gore diisiik oldugu, kontrole gore kiyaslandiginda LPS, LTA ve
H202 tek basina veya NAC inkiibasyonuyla apoptotik hiicre sayisini ve 6lii hiicre

sayisini artirdigi gozlenmistir (Sekil 4.5, 4.6.).
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Annexin V Erken Apoptoz

Sekil 4.5. Akim sitometri sonuglarinin histogram gorselleri
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Sekil 4.6. Dental pulpa hiicresinin LPS, LTA, H202 ve NAC uygulamalar1 sonrasinda
flow sitometri yontemi ile canli, 6lii ve apoptotik hiicre sayilar1 (% oran)

(Ortalama + SD).
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4.3. Dental Pulpa Hiicrelerinde immiinfloresans Boyama Sonuclar

4.3.1. GSH immiinfloresan isaretleme Sonuclar

Glutatyon ile yapilan immiinfloresan isaretlemede hiicrelerde sitoplazmik
graniiler isaretlenme gozlendi. Deney gruplarna ait hiicrelerde GSH immiinfloresan
isaretlenme yogunlugunu karsilastirmak i¢in Image J kullanilarak hiicrelerde GSH
floresans yogunluklar1 Olgiilerek diizeltilmis toplam hiicre floresans1 (CTCF)
hesaplandi. Gruplar karsilastirildiginda LPS ve LTA uygulanan gruplarin CTCF
degerleri kontrol ile benzer oldugu saptandi. NAC ve H202 uygulanan gruplarda ise
kontrole gore artmig CTCF degerleri saptandi. H202 o6ncesi NAC uygulanan
(NAC+H202) grupta CTCF degerinin yiiksek oldugu ve bu grupta artmig CTCF
degeri kontrol ile kiyaslandiginda artisin istatistiksel anlamli oldugu belirlendi (Sekil
4.7.,4.8).

Control

NAC-LPS NAC-LTA NAC-H202

Sekil 4.7. Primer dental pulpa fibroblast hiicrelerine H202, NAC ve kombine
uygulamalar sonrasi anti-glutatyon ile immunfloresan isaretleme. A:
Kontrol, B: LPS (40 pg/ml), C: LTA (40 pg/ml), D: H202 (0,3 mM), E: 2
saat NAC (10 mM), F: NAC + LPS, G: NAC + LTA, H: NAC + H202.
(Faz Kontrast X400)
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Sekil 4.8. Kantitatif floresan goriintii analizi. Deney gruplarinda Glutatyon’un
immunfloresan isaretli goriintiilerinden hesaplanan diizeltilmis toplam
hiicre floresans1 (CTCF) (10 alanin CTCF ortalamasi). Hata cubuklar
SEM'i temsil etmektedir.

4.3.2. GSTP1 immiinfloresan Isaretleme Sonuclari

GSTP1 ile yapilan immiinfloresan isaretlemelerde deney gruplarina ait
hiicrelerin sitoplazmalarinda GSTP1 ile pozitif graniiler (noktasal) isaretlenmeler
izlendi (Sekil 4.9.). LPS ve LTA uygulanan gruplarda kontrole gére daha az GSTP1
immiinfloresan isaretlenme izlenirken, NAC ve H202 uygulanan gruplarda kontrole
benzer ve hatta biraz daha artmis immiinfloresan isaretleme gézlendi. NAC ile beraber
LPS veya LTA veya H202 uygulanan gruplarda immiinfloresan isaretleme kontrole
gore daha azdi. Deney gruplarina ait hiicrelerde GSTP1 immiinfloresan isaretlenme
yogunlugunu karsilastirmak icin Image J kullanilarak hiicrelerde GSTP1 floresans
yogunluklar1 Olgiilerek diizeltilmis toplam hiicre floresansi (CTCF) hesaplandi.
Gruplarin GSTP1 immunfloresan isaretlenmesi, CTCF agisindan degerlendirildiginde

istatistiksel olarak fark saptanmamustir (Sekil 4.10.).



Control

40

0 pm 100

NAC-LPS NAC-LTA NAC-H202

Sekil 4.9. Primer dental pulpa fibroblast hiicrelerine H202, NAC ve kombine
uygulamalar sonras1 anti-GSTP1 ile immunfloresan isaretleme. A:
Kontrol, B: LPS (40 pg/ml), C: LTA (40 pg/ml), D: H202 (0,3 mM), E: 2
saat NAC (10 mM), F: NAC + LPS, G: NAC + LTA, H: NAC + H202.
(Faz Kontrast X400)
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Sekil 4.10. Kantitatif floresan goriintii analizi. Deney gruplarinda GSTP1’in
immunfloresan isaretli goriintiilerinden hesaplanan diizeltilmis toplam
hiicre floresans1 (CTCF) (10 alanin CTCF ortalamasi). Hata ¢ubuklari
SEM'i temsil etmektedir.
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4.3.3. ROS immiinfloresan isaretleme Sonuclar

DFCDA ile yapilan ROS isaretlemesinde LPS uygulanan grupta kontrole gore
daha ¢ok hiicrede yogun floresan isaretlenme izlendi. Bu grupta ROS miktarinin
artmasi ile beraber floresan siddetinin arttig1 gézlendi. NAC uygulanan grupta ise ROS
floresan siddetinin azaldigi saptandi. LPS, LTA ve H202 gruplarinda NAC ile
preinkiibe edilen gruplara gére ROS floresans siddetinin daha yogun oldugu goézlendi.

Buradan NAC’in pulpa fibroblast hiicresinde koruyucu etkisi oldugu sonucuna varildu.
(Sekil 17).

Sekil 4.11. Primer dental pulpa fibroblast hiicrelerine H202, NAC ve kombine
uygulamalar sonrast DCFDA ile immunfloresan igaretleme. A: Kontrol,
B: LPS (40 pg/ml), C: LTA (40 pg/ml), D: H202 (0,3 mM), E: 2 saat
NAC (10 mM), F: NAC + LPS, G: NAC + LTA, H: NAC + H202. (Faz
Kontrast X400)

4.4. Biyokimyasal Parametreler

4.4.1. Total protein diizeyleri

Farkli deney gruplarinin protein diizeyleri ve standart sapmalar1 (SD) Tablo
4.3. de gosterilmistir.
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Tablo 4.2. Deney gruplarinin total protein diizeyleri (mg protein) (Ortalama+ SD).

Gruplar ORT SD

K2 0,141 0,078
K24 0,111 0,091
NAC 0,126 0,050
LPS 0,130 0,030
LPS+N 0,140 0,027
LTA 0,122 0,038
LTA+N 0,130 0,042
H202 0,100 0,025
H202+N 0,092 0,031

4.4.2. ROS Olgiim Sonuclar:

Mg proteine oranlanan ROS degerleri incelendiginde sadece H202 ‘in tek
basina uygulamasinin ROS  diizeylerini  kontrole gore artirdigi, NAC
preinkiibasyonunun LPS, LTA ve H202’in ROS diizeylerini azalttig1 gozlendi. ROS
degisim oranlarinin mg protein’e veya Canli hiicreye oranlanmasi birbirine benzer bir
degisim paterni gosterdigi gozlendi (Sekil 4.12). NAC+LPS ve NAC+LTA gruplarinin

kontrole gére ROS seviyelerini nemli derecede azalttig1 belirlendi (p<0.05).

A ROS seviyeleri B ROS seviyeleri
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Sekil 4.12. Dental pulpa hiicrelerinde ROS diizeyleri. A: % ROS degisimlerinin
protein diizeylerine orani, B: % ROS degisimlerinin hiicre canliligina
oranlari.
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4.4.3. GSH Diizeyleri

Sekil 19 LPS, LTA, H202 ve NAC uygulamalarinin dental pulpa hiicresindeki
GSH diizeylerine etkisini gostermektedir. LPS, LTA ve H202 tek basina veya NAC
ile kombine kullanildiginda hiicre i¢i glutatyonu 6nemli, derecede azalttigi, NAC
uygulamasinin azalan hiicre i¢i GSH’1 yeterince rejenere edemedigi gozlendi (Sekil

4.13.).

GSH seviyeleri
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Sekil 4.13. Dental pulpa hiicrelerinde LPS, LTA ve H202 tek basina ve NAC
uygulamasi sonrasinda Glutatyon diizeylerindeki degisimler (nmol/mg
protein).

4.4.4. GST Enzim Aktivite Sonuclari

Farkli deney gruplarmin GST spesifik aktivite diizeyleri sekil 4.15 de
gosterilmistir. Gruplar arasinda anlamli bir farklilik gézlenmemistir. LPS kontrol
grubuna gore GST spesifik enzim aktivitesinde az bir diisiis gostermistir. Diger
taraftan LPS 6ncesi NAC uygulamasi1 GST enzimini bir miktar artirmisken, LTA ve
H202 uygulamalarinda NAC tersine GST aktivitesini azaltmistir.
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Sekil 4.14. Dental pulpa hiicrelerinde LPS, LTA ve H202 tek basina ve NAC
preinkiibasyon gruplarinda GST enzimi spesifik aktivite diizeylerindeki
degisimler (nmol/mg protein.dk™).
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5. TARTISMA

Dental pulpa inflamasyonlarinda ¢iiriik yapici mikroorganizmalar ve
metabolitleri dentin tiibiillerine niifuz ederek, pulpa dokusunda inflamatuar bir siirecin
baslamasina ve immiinolojik tepkilerin gelismesine yol agar. Bu siirecte sitokinler,
kemokinler, biiytime faktorleri ve oksidatif stres belirtecleri gibi molekiillerin lokal
birikimi ile karakterize olan pulpitislerin olusumu gerceklesir (3, 114) (48)
Inflamasyon siirecleri son derece karmasiktir. Lokositlerin, makrofajlarm ve mast
hiicrelerinin hasarli bdlgeye alinmasi, artan oksijen alimi ve ardindan bakteriyel
toksinler de dahil olmak {iizere spesifik uyaranlara yanmit olarak oksitleyici ajanlarin
salinimi nedeniyle “solunum patlamasina” yol agar (115). ROS ve diger reaktif tiirler,
adezyon molekiillerine ilaveten pro- ve anti-inflamatuar sitokinlerin ekspresyonunu
diizenlerler. Ciirtikle iliskili bakteriler tarafindan uyarilan bu sitokinler de hiicrelerde
ROS olusumuna dolayisiyla da oksidatif hasarin gelismesine neden olan bir dongi

olustururlar (48, 116).

Buradan yola ¢ikarak bu ¢aligmada saglikli insan dis pulpasindan hazirlanan
primer hiicre kiiltiiriinde karyojenik mikroorganizmalarin olusturdugu oksidatif stres
dongiisii ve hiicre canliligi, nekroz-apoptoz yiizdeleri degerlendirildi. Ayrica oksidatif
hasarin elimine edilmesinde etkin bir antioksidan molekiil olan NAC’1n, bu hasari
tamirindeki etkisi incelendi. Sonuglarimiz incelendiginde NAC preinkiibasyonunun
LPS, LTA ve H202 uygulanan dental pulpa hiicrelerindeki ROS diizeylerini 6nemli
derecede azalttigi biyokimyasal analizlerle ve immiinfloresans yoOntemiyle
gozlenmistir. Bir ¢ok ¢alismada NAC’in ROS olusumunu azalttigi gosterilmistir. (3,
16, 17, 94, 117). NAC, ROS artisin1 baskilayarak immiinmodiilasyon gorevi
gormektedir. Diger taraftan Weekate ve ark.(111) LPS ile stimiile edilen pulpa
hiicrelerinde 5 mM NAC uygulamasinin mitokondriyal ROS {izerinde 6nemli bir

degisiklik yaratmadigini ifade etmislerdir.

Calismamizda NAC’in dental pulpa hiicresinde tek basina uygulanmasi
sonrasinda, kontrole kiyasla ROS seviyelerini azaltmadaki etkisi florometrik
analizlerde diisiik olmasina ragmen immiinfloresan boyamada bu etki daha kuvvetli

gbzlenmistir. Bu calismada immunofloresan isaretleme yontemi i¢in DCFDA-
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Hiicresel ROS kiti ile ¢alisildi. Kitin kullanim yonergesine gore 20 uM DCFDA boyasti
kullanilirken, flurometrik 6l¢timlerde ise literatiirdeki 6neriler dogrultusunda 10 pM
konsantrasyonda DCFDA kullanilmas1 sonuglar arasindaki farkliligin olas1

nedenlerinden olabilecegi diisliniildii.

ROS ve diger reaktif tiirler, inflamatuar yanitin bir parcasi olarak iiretilir.
Inflamasyonda sinyal yolaklarini stimiile ederek TNF-a, IL-1B benzeri proinflamatuar
stokinlerin eksprese edilmesini indiikleyerek inflamatuar siirecin yonetilmesinde temel
gorevi olan molekiillerdir. Ciiriikle iligkili bakteriler tarafindan da uyarilan bu
sitokinler, ayn1 zamanda aktif mitokondriler tarafindan hiicrelerde tekrar ROS
olusumuna neden olarak bir dongii olusturur. ROS artisinin ayni zamanda
antiinflamatuar TGF- salinimini1 da stimiile ettigi gosterilmistir (10, 74-76). TGF-3
artis1 makrofajlar tarafindan da yonetilen, proinflamatuar fazdan antiinflamatuar faza
gecerek rejenerasyonu (makrofaj polarizasyonu) stimiile etmede dnemli rolii olan bir
sitokindir. Dental pulpa hiicresinde artan TGF-’nin wnt pulpa progenitor hiicrelerin
odontoblast farklilasmasin1 stimiile ettigi gosterilmistir. Dis pulpasinda makrofajlarin
varlig1, odontoblast benzeri hiicrelere farklilasabilen Wnt kok hiicre aktivasyonu i¢in
de gereklidir. ROS’un TGF-B artisin1 indiiklemesi, hiicre-doku hasar1 kadar

rejenerasyonda da roliiniin oldugunun gostergesidir.

ROS, immiinolojik sinyalleme ve enflamatuar aktivasyonun redoks kontroliine
ek olarak bakteri ve parazitlere karst dogrudan antibakteriyel etkiye sahiptir (118).
Makrofajlar siklikla istilaci patojenlerle temasa gecen ilk bagisiklik hiicreleridir.
Bakterilerin makrofajlar tarafindan taninmasi, birgok hiicresel bolmede, Nox2
tarafindan {iretilen oksidatif patlama tarafindan fagositize edilen bakterilerin yok
edilmesi dahil olmak iizere ¢esitli antibakteriyel roller gerceklestiren ROS iiretimi ile
sonuclanir. En 6nemli nokta, doku hasarinda ROS {iretiminin hangi asamada onarima

veya yikima yoneldigidir (118, 119).

Inflamatuar siiregte diizenlenmis bazal ROS seviyesi, ¢ogalma, farklilasma ve
hayatta kalma gibi hiicre fonksiyonlarini siirdiirmek i¢in bir sinyal molekiilii olarak
gorev yapabilir. Siiperoksit anyonlari, hidrojen peroksit ve hidroksil gibi radikalleri

igceren ROS, cesitli immiin ve doku yapisal hiicre tiplerinde p38 MAPK ve NF-«B
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proteinleri tarafindan diizenlenen anahtar proinflamatuar hiicre i¢i sinyal yollarini
aktive ederek sitokin salinimini uyarabilir (10, 74). Bununla birlikte, bu sinyal
yolaklarinin aktivasyonunun genel olarak immiin ve inflamatuar yanitlarin
amplifikasyonunda yer aldigi kabul edilirken, bunlarin ayni zamanda onarim ve
rejenerasyon iliskili olduklar1 goz 6niinde bulundurulmalidir. Bir ¢aligmada, ROS'un
yapilan kok hiicre ¢alismalarinda farklilasma yoniinii belirlemede etkili bir rol
oynayabilecegi gosterilmistir. (80). ROS’un artisinin osteojenik ve norojenik
farklilagmay1 baskilarken, adipojenik ve kondrojenik farklilagsmada indiikleyici bir

rolii oldugu gosterilmistir (21, 81, 82).

Bu calismada NAC tek basina uygulandiginda ve kontrol grubunda ROS
seviyesinin LPS, LTA uygulamalarina gore daha yiiksek oldugu gozlenmistir. NAC
inflamatuar stimiilatér (LPS, LTA ve H202) varliginda ROS’u azaltmisken, kontrol
olarak uygulandiginda etkisiz kaldig1 goézlenmistir. Bu durum NAC’m inflamasyon
varliginda aktif hale geldiginin bir gostergesi olabilir. Ayrica NAC ve kontrol
gruplarindaki proliferasyon hizina bagl olarak hiicrede gelisen stres neden olarak ROS
artig1 yaratmig olabilir. Dental pulpa hiicresinde hiicre dongiisii sirasinda proliferasyon
hiztyla ROS {iretimi arasinda nasil bir iliski oldugu literatiirde netlik kazanmamustir.
Adipojenik ve kondrojenik kok hiicre farklilasmasinda ROS’un indiikleyici roliiniin
gosterilmesi, pulpa hiicresinde de proliferasyon dongiisiiniin hizlandig1 sirada ROS
artisinin olma olasiliginin incelenmesi, ileriki ¢alismalarimiza bir yon verebilmemiz

acisindan onem arz etmektedir.

Biyokimyasal analizlerde LPS ve LTA uygulamasinin H202 ile kontrol
gruplarina kiyasla ROS olusumunda daha zayif etki yarattig1 gézlenmistir. DFCDA ile
yapilan ROS isaretlemesinde ise LPS uygulanan grupta kontrole gore daha g¢ok
hiicrede yogun floresan isaretleme bildirmislerdir. Guo ve ark (92) da LPS uygulanan
dental pulpa hiicresinde artmis ROS diizeyi saptamislardir. ROS molekiilleri ¢ok hizli
yapilip yikilan molekiillerdir (120). Bu nedenle zamana bagli ROS degisiminin

izlenmesi daha saglikli verilere ulasilmasini saglayacaktir.

H202’nin doza bagli olarak ROS artisina neden oldugu pek ¢ok calismada
gosterilmistir (121-123). H202 ayn1 zamanda reaktif oksijen molekiiliidiir. Hiicre

Oliimii, farklilasma ve hiicre prolifrasyonunda 6nemli rolleri vardir. Ayn1 zamanda
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ikincil mesajc1 olarak da fonksiyonu vardir. Bizim calismamizda H202 LPS ve
LTA’ya karst pozitif kontrol olarak kullanildi. Zamana ve kullanilan

konsantrasyonlara bagli olarak yiiksek ROS seviyeleri gozlendi.

Calismamizda derin dentin ¢iirigli sonrast gelisen pulpal, periapikal ve de
periyodontal hastaliklarda inflamatuar siiregte 6nemli rol oynayan Gram-negatif basil
grubu mikroorganizmalardan birisi olan P. Gingivalis’in LPS’i ile dental pulpa
hiicrelerinde inflamasyon modeli olusturulmasi hedeflendi. Literatiirde P. Gingivalis
LPS’inin dental pulpa, periyodontal ligament ve insan keratokistlerinde TNF-a, 11-18,
IL-6 ve 8 benzeri proinflamatuar sitokinleri eksprese ettigi, notrofil ve makrofajlari
aktivite ederek inflamatuar siirecin yonetilmesinde rol oynadigini gosteren pek ¢ok
calisma mevcuttur (124-126). Dental pulpa hiicrelerinde ROS artisinin gosterildigi
calismalar incelendiginde, en yaygin olarak Escherichia Coli bakteri
komponentlerinin kullanildigim1 gérmekteyiz (3, 127, 128). Lee ve ark (3)’nin
calismalarinda 10 pug/mL E coli LPS ile inkiibe edilen dental pulpa hiicrelerinde
onemli ROS artis1 gozlenmistir. E.Coli LPS’inin de P. Gingivalis LPS’ine gére ¢ok
daha giiglii inflamasyon olusturabilecegi rapor edilmistir (129, 130). Diger taraftan 1-
10 pg/mL doz araliginda kullanilan P. Gingivalis LPS’inin dental pulpa hiicresinde
zamana bagli olarak proliferasyonu, migrasyonu ve osteoblastik farklilagmay1 artirdig
gosterilmistir (125, 131). Bunun yani sira yakin zamanda dental pulpa kok hiicrelerinin
doku miihendisliginde kullanildigi bir calismada P. Gingivalis’in proliferasyonu
artirirken odontoblastik farklilasmay1 azalttigi, mineral birikiminde ise herhangi bir

etki olusturmadig belirtilmistir(132).

LTA gram pozitif karyojenik bakterilerin hiicre zarmmin major
komponentlerindendir. Odontoblastlardaki TLR2, dendritic hiicreler ve makrofajlar
ve de sinyal yolaklarini stimiile ederler (133). LTA yoluyla TLR2 aktivasyonunun
insan odontoblastlarinda, dental pulpa fibroblastlarinda ve immatiir dendritik
hiicrelerde pro-inflamatuar sitokinlerin artigini, ayn1 zamanda proliferasyon ve
migrasyonu indiiklemislerdir (52). Bu ¢alismada dental pulpa hiicre kiiltiiriinde P.
Gingivalis LPS’i ile birlikte karyojenik bakterilerin gram pozitif bakterilerinin kiigiik
bir ailesine ait olan Staf. Aureus’un LTA s1 inflamasyon modeli olusturmak iizere

kullanildi. Calismamizda LPS ve LTA 40 pg/ml dozda uygulanmistir. Yapilan doz
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belirleme ¢alismalarinda oncelikle IC50 degerlerine ulagilmasi planlanmistir. Primer
hiicre kiiltiiriinde standartlarin saglanmasinin giicliigii nedeniyle, akim sitometride 40
pg/ml oraninin tekrarlanan dl¢limlerde yetersiz etki gostermesi sonucu WST ve MTT
yontemleriyle de doz belirleme ¢alismasi yapilmistir. Sonuglar incelendiginde, ¢ok
yiiksek dozlarda (100-150 pg/ml) ancak IC50 degerlerine ulasilabilmistir. Yang ve
ark. (134) 0,01-100 pg/ml doz araliginda LPS (E coli) uygulanan dental pulpa
hiicrelerinde doza bagl olarak hiicre apoptozu meydana geldigi, 100 pg/ml dozdaki
LPS in apoptotik seviyesinin % 14 civarinda oldugunu belirtmiglerdir. Diger taraftan
literatiir incelendiginde ¢ok daha diisiik dozlarda da istenen inflamatuar etkinin
yaratilmis olmas1 doz belirlemede bizim ic¢in kisitlayict bir faktér olmustur. Bu

durumun sonuglarimizi etkilemis olmasi1 da muhtemeldir.

Hiicreyi ilgilendiren tim kompartmanlar basta mitokondri ve sitozol olmak
tizere, olusan ROS molekiillerini ortamdan uzaklastiran ya da zararsiz molekiillere
doniistiiren antioksidan molekiilleri salgilarlar. Tiyol grubu tasiyan bir tripeptid olan
glutatyon, serbest radikallerin yikici etkilerini dnleyen veya azaltan transferazlar,
peroksidazlar gibi bircok enzimin substratt olarak gorev yapmaktadir. GSH
oksitlendiginde, GSSG olusturur ve bu, belirli bir enzim olan glutatyon rediiktaz
tarafindan yeniden indirgenebilir. GSH, GSSG'den enzimatik olarak yeniden
tiretilebildigi gibi, ayn1 zamanda GSH'un ROS ile reaksiyonu, ¢ok ¢esitli peroksitlerin
inaktivasyonunu kolaylastirarak GSH peroksidazlar1 tarafindan da kataliz edilebilir.
Hiicre i¢i redoks balansinin saglanmasinda major role sahip olan GSH oksidatif stres
tarafindan etkilenen sinyal yolunu da regiile eder. Inflamasyon sirasinda glutatyon
metabolizmasindaki degisikler ¢ok net belirlenememistir (14, 15). Bizim
¢alismamizda da literatiirle uyumlu olarak (92, 122) kontrol ve NAC kontrol grubunda
GSH diizeyi yiiksekken, LPS, LTA ve H202 uygulamasi sonrasinda pulpa hiicresinde
artan inflamatuar baskiyla azaldigi saptanmistir. Buna karsililk NAC ile pre-
inkiibasyonun GSH diizeylerine herhangi bir pozitif etkisi olmamistir. Deneylerimizin
doz belirleme galismalarinda Smm ve 10 mM hiicre toksisitesi agisindan benzer
sonuglar gostermistir. Bu nedenle antiinflamatuar etkinliginin daha fazla olabilecegi
diisiincesiyle NAC 10 mM konsantrasyonda kullanilmistir. Diger taraftan GSH

Immiinflorasan yonteminde LPS, LTA ve H20:2 inkiibasyonu diisiik florasan etki



50

yaratirken NAC ile preinkiibasyonunun floresan diizeyini artirarak olumlu sonug

yarattig1 gdzlenmistir.

Literatiirde inflamasyon sirasinda glutatyon metabolizmasindaki degisikler cok
net belirlenememistir. Aslinda GSH sentezinde yer alan enzimlerin artan aktivitesi,
GSH konsantrasyonunun artmasina neden olabilirken, tersine artan GSH peroksidaz
ve GSH transferaz aktivitesi, GSH konsantrasyonunu azaltabilir (14, 15). inflame
pulpa dokularinda, GSH diizeyini inceledigimiz bir ¢alismamizda (basilmamis data)
hiicre kiiltiirii caligmasinin aksine GSH oraninin saglikli kontrollere kiyasla dnemli
derecede arttigi goézlenmistir. Ayn1 zamanda immun boyama Orneklerinde de akut
pulpitisli pulpa doku kesitlerinde damarlarda giigli GSH immun reaktivitesi
gozlenmistir. Malmezat ve arkadaslarinin(14) yaptig1 ¢calismada da ratlarda sepsisin
akut fazi sirasinda karaciger, akciger, kas ve kalp gibi dokularda glutatyon
turnoverinin artti131, kanda ise azaldig1 rapor edilmistir. Ilaveten hayvan modellerinde
septik sokun baglangi¢ fazinda doku GSH konsantrasyonu azalirken GSSG arttig
gozlenmistir (135, 136). Hiicre kiiltiiriinde yapilan c¢aligmalarda hiicre ici GSH
diizeylerinin inflamasyonla diistiigii gosterilmektedir (3, 137, 138). Dokular hiicre igi
cevre kadar hiicre dis1 ¢evre, plazma ve pek ¢ok ilave hiicre ve enzim kompleksini
igerdigi i¢in sonuglar1 hiicre kiiltiirii ¢alismalariyla birebir uyumlu olarak tartismak

miimkiin olmayabilir.

Ksenobiyotikleri GSH'a konjuge etme ve boylece hiicresel ortamlari
detoksifiye etme yetenekleriyle bilinmesine ragmen, GST’lar ayrica dnemli hiicre
sinyalleme etkileri olan substrat olmayan ligandlar1 da baglayabilir. GST lipit
peroksitlerine karst GSH-PX_ aktivitesi gostererek bir savunma mekanizmast olusturan
antioksidan enzimlerdir (139). Bu ¢alisma sonuglar1 incelendiginde dental pulpa
fibroblastlarinda LPS, LTA ve H202 nin tek basina veya NAC preinkiibasyonuyla
ugulanmasinin hem kolorimetrik hemde immiinfloresan boyama ydntemiyle
incelendiginde GST spesifik enzim aktivitesi lizerine onemli bir degisime neden

olmamustir.

Inflamasyonun siddetine veya detoksifikasyon enzimlerinin yetersizligine
bagl olarak apoptotik hiicre 6limii gerceklesebilir. Apoptoz, doku yapisim1 veya

islevini bozmadan belirli hiicreleri ortadan kaldiran ve ¢ok hiicreli organizmalarin
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gelisimi ve bakimi i¢in ¢ok 6nemli olan programlanmis bir hiicre 6liimii seklidir (22,
140). Apoptoz ayrica olgun dis pulpasinda ve pulpa bakteriyel enfeksiyon, iskemi,
mekanik uyaranlar veya dis materyali gibi dis uyaranlara maruz kaldiginda ortaya
¢ikabilir (134, 141) Gram negatif bakterilerin dis hiicre duvarmin bir bileseni ve ana
viriilans faktorii olan LPS, bir¢ok biyolojik etkiye sahiptir.

Bakteriyel LPS dentin tiibiilleri yoluyla insan dis pulpasinda patolojik pulpa
degisiklikleri meydana getirebilir. LPS'nin fibroblastlarda, makrofajlarda veya endotel
hiicrelerinde apoptozu indiiklerken nétrofillerin apoptozununu inhibe ettigi rapor
edilmistir (142, 143). Yang ve ark.(134) E. Coli LPS’inin dental pulpa hiicrelerinde
olusturdugu apoptozu inceledikleri ¢alismada LPS’in doza bagl olarak apoptotik
hiicre varligini artirdigini gostermislerdir. Bizim ¢alismamizda ise P gingivalis LPS’i
ve St. Aerus LTA’s1 bakteriyel stimiilant olarak kullanildi. H202 ise pek ¢ok ¢alismada
apopptoz-nekrozu indiikledigi daha 6nceden belirlendigi i¢in pozitif kontrol olarak
kullanild1 (17, 121). Kontrole goére kiyaslandiginda LPS, LTA ve H202 tek basina

veya NAC inkiibasyonuyla apoptotik hiicre sayisini ve 6lii hiicre sayisini artirmistir.

Yapilan ¢alismalar hiicre i¢i GSH’un hiicre 6liimiiniin modiilasyonunda 6nemli
fonksiyonlara sahip oldugunu gostermistir. Apoptoz, kromatin yogunlagmasi ve
par¢alanmasi ve interniikleozomal DNA boliinmesi gibi morfolojik 6zelliklerle
karakterize edilir; Nekroz ise plazma zarinin yirtilmasi veya parcalanmas1 ve ATP
tikenmesi ile karakterize edilir (144). Her iki hiicre 6liimii bi¢imi de mitokondri
tutulumu gibi ortak yollar1 paylasir. GSH, hiicre 6limiinii her iki yonde de modiile
eder. GSH, hiicre dliimiinde yer alan proteinlerin (NFkB, stres kinazlar1 ve kaspazlar
gibi) spesifik tiyol kalintilarinin redoks durumunu diizenler. GSH'un tiikenmesinin
baz1 hiicre tiplerinde apoptozu baslatmada 6nemli bir rol oynadigini diisiindiiriir.
Bununla birlikte, GSH tiikenmesi, c¢esitli ajanlarin neden oldugu hiicre Sliimiini
apoptozdan nekroza doniistiiriir. Mitokondriyal GSH tiikkenmesi, artan ROS
seviyelerine ve reaktif nitrojen tiirlerine, mitokondriyal islev bozukluguna ve ATP
tiikenmesine yol agar. Bu, apoptotigi nekrotik hiicre oliimiine doniistiirebilir (144-
146). Calismamizda NAC’in GSH rejenerasyonunu gergeklestirememesinin sonucu

olarak apoptoz ve hiicre 6liimii oranlarinin artmis olabilecegi diisiiniilmektedir.
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Bu calismada NAC preinkiibasyonunun ROS olusumunu azaltsa da hiicre igi
GSH’U rejenere edememesi nedeniyle tek basma bir ajan olarak bu haliyle
kullanilabilmesi ¢ok miimkiin goriilmemektedir. Diger taraftan rejeneratif endodonti
vakalarinda pulpa dokusunun hasarlandigi durumlarda siklikla kullanilan MTA ve
Biodentin materyallerinin ROS olusumu NAC preinkiibasyonuyla énemli derecede
azalmustir (111) . Farkli konsantrasyonlarda NAC ile ¢alismalara devam edilebilecegi
ve benzeri antioksidan molekiillerinde denenmesi rejeneratif endodontinin gelecegi

acisindan onemli olacag: diisiinceyiz.
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6. SONUC ve ONERILER

Bu calismada LPS, LTA ve H202 ile primer dental pulpa hiicrelerinde
inflamasyon olusturularak ROS, hiicre i¢i GSH, GST ve hiicre canliligi-nekroz-
apoptoz seviyeleri incelendi. Sonug¢ olarak dental pulpada H202 ile yiiksek ROS
seviyeleri elde edilmisken LPS ve LTA ile ROS diizeyleri diisiik kalmis, NAC
preinkiibasyonu ROS azalmasimi indiiklemistir. Ayrica hiicre i¢i GSH da
inflamasyonla azalmistir. Diger taraftan NAC molekiilii hiicre i¢i GSH’1 restore
etmede yetersiz kalmistir. Daha diisiik diizeyde ki NAC molekiiliiniin yanisira farkli
rejeneratif molekiillerin dental pulpadaki oksidatif stresi elimine etmedeki etkilerinin

incelenmesi Onerilmektedir.

ROS, cesitli immiin ve doku yapisal hiicre tiplerinde p38 MAPK ve NF-kB
proteinleri tarafindan diizenlenen anahtar proinflamatuar hiicre i¢i sinyal yollarini
aktive ederek sitokin salinimini uyarabilir (10, 74). Ozellikle, bu yollar, proinflamatuar
stiregte son derece 1yi karakterize edilmistir ve enfeksiyon ve sitokin stimiilasyonu gibi
hiicresel streslere yanit olarak hiicre dis1 sinyal iletiminin merkezinde yer alir.
Calismalardan elde edilen veriler, bu sinyal yolunun, DPSC'lerin in vitro
proliferasyonunu, mineralizasyonunu ve farklilasmasini dogrudan ydnlendirdigini
gostermektedir. Kullanilan rejeneratif molekiiller bu yolak iizerinden organize edilerek

DPSC’ler iizerine etkinlikleri artirilabilir.

Dental pulpa pek ¢ok hiicreye farklilasabilen, kolay temin edilebilen,
mezensimal kok hiicre kaynagi olarak son yillarda rejeneratif tip tedavilerinde de
kullanilmaya baslanmistir. Ayrica bu 6zelligi sayesinde inflamasyonu kontrol etmek
icin yeni bir yaklagim saglayabilecegini tahmin etmek de ilgingtir. MSC'ler, uygun
sekilde iletilirse iltihapli dis dokusunun onarimina yardimeci olacak bir hiicre tedavisi
yaklagimi saglayabilirken, salgilanan aktif bilesenlerinin daha iyi karakterizasyonu,
hedeflenen dis dokusu onarimi i¢in yeni molekiillerin tanimlanmasini saglayabilir.
Inflamatuvar yamitin karakterizasyonuna dayali olarak teshis gelistirilirken,
inflamasyon modiilatorleri, iyilesme yanitin1 kolaylastirmak ve restorasyonun uzun
Omiirlii olmasima yardimci olmak icin ek olarak kullanilma potansiyeline sahiptir.

Yakin zamanda yapilan ¢alismalar, restoratif materyallerin NAC gibi antioksidanlarla
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desteklenebilecegini gostermistir. Ancak NAC molekiiliiniin dozaj ve uygulama
siiresine yonelik ¢alismalarin devam ederek bu molekiiliin daha yararli hale getirilmesi

diistiniilebilir.

Inflamasyon ve rejenerasyon arasindaki siki iliski, dis dokusunda gelisen
inflamasyonun yonetilerek siirecin iyilesme ve rejenerasyona dondiiriilmesini olasi
kilabilir. Mikroorganizmalar ve metabolitlerinin yasam dongiisii ve simbiyotik ilskileri
hakkinda daha detayl ¢aligmalarin yapilmasinin 6nii agilmalidir. Son yillarda hiicre
zarl komponentlerinin doku miihendisligi kapsaminda hiicrede diisik dozda

inflamasyon yaratarak rejenerasyonun stimiile edilmeye ¢alisilmas1 umut vericidir.

Dental pulpa rejenerasyonuna yonelik dniimiizde 2 farkli yon bulunmaktadir.
Birincisi disaridan doku miihendisligi yoluyla iskeleler olusturarak gerek rejeneratif
molekiillerin (biiytime faktorleri, NAC, quersetin, vitamin benzeri antioksidan
molekiiller, bakteri ve bakteri komponentleri, mikroRNA’lar, senolitik molekiiller,
DPSC ler vs) hasarli pulpaya yerlestirilmesi ve iyilesmenin/rejenerasyonun
tetiklenmesidir. Ikincisi ise inflamatuar siirecte hiicre ve molekiillerin yonetilmesi
yoluyla cell homing yonteminin gelistirilerek kok kanalinda saglikli bir dokunun

olusturulabilmesidir.

Bu ¢alismada dental pulpa hiicresinde bir inflamasyon modeli olusturuldu. her
nekadar basarili ko-kiiltiir modelleri olusturulabilse de, hiicre kiiltlirii ¢alismalari,
dogas1 geregi siklikla sadece tek bir hiicre tipine yonelik olabilmektedir. Dokular,
hiicre i¢i ¢evre kadar hiicre dis1 ¢evre, plazma ve pek cok ilave hiicre ve enzim
kompleksini igerdigi igin sonuglar1 hiicre kiiltiirii ¢alismalariyla birebir uyumlu olarak
tartismak miimkiin olmayabilir. Bu nedenle, klinik bir bakis agisiyla, dis pulpasi
icindeki immiin/inflamatuar olaylar1 azaltabilen ve bakteriyel enfeksiyon
¢oziildiigiinde doku homeostazina ve sagligina hizli doniisii tesvik edebilen molekiiler

ve hiicresel ajanlar1 belirlemek ¢ok 6nemli gériinmektedir.



10.

11.

12.

13.
14.

55

7. KAYNAKLAR

Goldberg M, Smith AJ. Cells and Extracellular Matrices of Dentin and Pulp: A
Biological Basis for Repair and Tissue Engineering. Crit Rev Oral Biol Med.
2004;15(1):13-27.

Hahn CL, Liewehr FR. Relationships between caries bacteria, host responses,
and clinical signs and symptoms of pulpitis. J Endod. 2007;33(3):213-9.

Lee NH, Lee YH, Bhattari G, Lee IK, Yun BS, Jeon JG, et al. Reactive oxygen
species removal activity of davallialactone reduces lipopolysaccharide-induced
pulpal inflammation through inhibition of the extracellular signal-regulated
kinase 1/2 and nuclear factor kappa b pathway. J Endod. 2011;37(4):491-5.

Massey WL, Romberg DM, Hunter N, Hume WR. The association of carious
dentin microflora with tissue changes in human pulpitis. Oral Microbiol
Immunol. 1993;8(1):30-5.

Imlay JA. Cellular defenses against superoxide and hydrogen peroxide. Annu
Rev Biochem. 2008;77:755-76.

Okahashi N, Nakata M, Sumitomo T, Terao Y, Kawabata S. Hydrogen peroxide
produced by oral Streptococci induces macrophage cell death. PLoS One.
2013;8(5):e62563.

Cooper PR, Chicca IJ, Holder MJ, Milward MR. Inflammation and Regeneration
in the Dentin-pulp Complex: Net Gain or Net Loss? J Endod. 2017;43(9S):S87-
S94.

Agawi M, Sionov RV, Gallily R, Friedman M, Steinberg D. Anti-Biofilm
Activity of Cannabigerol against Streptococcus mutans. Microorganisms.
2021;9(10).

Farges JC, Alliot-Licht B, Renard E, Ducret M, Gaudin A, Smith AJ, et al.
Dental Pulp Defence and Repair Mechanisms in Dental Caries. Mediators
Inflamm. 2015;2015:230251.

Fiers W, Beyaert R, Declercq W, Vandenabeele P. More than one way to die:
apoptosis, necrosis and reactive oxygen damage. Oncogene. 1999;18(54):7719-
30.

Valko M, Rhodes CJ, Moncol J, 1zakovic M, Mazur M. Free radicals, metals and
antioxidants in oxidative stress-induced cancer. Chem Biol Interact.
2006;160(1):1-40.

Chapple IL, Matthews JB. The role of reactive oxygen and antioxidant species
in periodontal tissue destruction. Periodontol 2000. 2007;43:160-232.
Aksoy Y. Biochemical Approach to Dental Disease. 2011.

Malmezat T, Breuille D, Capitan P, Mirand PP, Obled C. Glutathione turnover
is increased during the acute phase of sepsis in rats. J Nutr. 2000;130(5):1239-
46.



15.

16.

17.

18.

19.

20.

21.

22.

23.

24.

25.

26.

27.

28.

29.

30.

56

Ghezzi P. Role of glutathione in immunity and inflammation in the lung. Int J
Gen Med. 2011;4:105-13.

Sadowska AM, Manuel YKB, De Backer WA. Antioxidant and anti-
inflammatory efficacy of NAC in the treatment of COPD: discordant in vitro and
in vivo dose-effects: a review. Pulm Pharmacol Ther. 2007;20(1):9-22.

Paranjpe A, Sung EC, Cacalano NA, Hume WR, Jewett A. N-acetyl cysteine
protects pulp cells from resin toxins in vivo. J Dent Res. 2008;87(6):537-41.

Pei Y, LiuH, Yang Y, Yang Y, Jiao Y, Tay FR, et al. Biological Activities and
Potential Oral Applications of N-Acetylcysteine: Progress and Prospects. Oxid
Med Cell Longev. 2018;2018:2835787.

Gronthos S, Mankani M, Brahim J, Robey PG, Shi S. Postnatal human dental
pulp stem cells (DPSCs) in vitro and in vivo. Proc Natl Acad Sci U S A.
2000;97(25):13625-30.

Huang GT, Gronthos S, Shi S. Mesenchymal stem cells derived from dental
tissues vs. those from other sources: their biology and role in regenerative
medicine. J Dent Res. 2009;88(9):792-806.

Buzoglu HD, Burus A, Bayazit Y, Goldberg M. Stem Cell and Oxidative Stress-
Inflammation Cycle. Curr Stem Cell Res Ther. 2022.

Cooper PR, Takahashi Y, Graham LW, Simon S, Imazato S, Smith AJ.
Inflammation-regeneration interplay in the dentine-pulp complex. J Dent.
2010;38(9):687-97.

Neves VCM, Yianni V, Sharpe PT. Macrophage modulation of dental pulp stem
cell activity during tertiary dentinogenesis. Sci Rep. 2020;10(1):20216.

Galler KM, Weber M, Korkmaz Y, Widbiller M, Feuerer M. Inflammatory
Response Mechanisms of the Dentine-Pulp Complex and the Periapical Tissues.
Int J Mol Sci. 2021;22(3).

Fristad | BE. Structure and functions of the dentin-pulp complex. In: Berman LH
HK, editor. 12 ed. St¢ Louis, Missouri: Elsevier; 2021.

Duncan HF, Cooper PR. Pulp Innate Immune Defense: Translational
Opportunities. J Endod. 2020;46(9S):S10-S8.

Goldberg M, Septier D. Phospholipids in amelogenesis and dentinogenesis. Crit
Rev Oral Biol Med. 2002;13(3):276-90.

Liu H, Gronthos S, Shi S. Dental pulp stem cells. Methods Enzymol.
2006;419:99-113.

Takeda K, Oida S, Goseki M, limura T, Maruoka Y, Amagasa T, et al.
Expression of bone morphogenetic protein genes in the human dental pulp cells.
Bone. 1994;15(5):467-70.

Sloan AJ, Perry H, Matthews JB, Smith AJ. Transforming growth factor-beta
isoform expression in mature human healthy and carious molar teeth. Histochem
J. 2000;32(4):247-52.



31.

32.

33.

34.

35.

36.

37.

38.

39.

40.

41.

42.

43.

44,

45.

46.

47.

48.

57

Bletsa A, Heyeraas KJ, Haug SR, Berggreen E. IL-1 alpha and TNF-alpha
expression in rat periapical lesions and dental pulp after unilateral
sympathectomy. Neuroimmunomodulation. 2004;11(6):376-84.

Niwa T, Yamakoshi Y, Yamazaki H, Karakida T, Chiba R, Hu JC, et al. The
dynamics of TGF-beta in dental pulp, odontoblasts and dentin. Sci Rep.
2018;8(1):4450.

Salkin H, Gonen ZB, Ergen E, Bahar D, Cetin M. Effects of TGF-betal
Overexpression on Biological Characteristics of Human Dental Pulp-derived
Mesenchymal Stromal Cells. Int J Stem Cells. 2019;12(1):170-82.

Levine M. Topics in Dental Biochemistry. Newyork: Springer; 2011. 31-2 p.

Griffin CJ, Harris R. Ultrastructure of collagen fibrils and fibroblasts of the
developing human dental pulp. Arch Oral Biol. 1966;11(7):659-66.

Gartner LP, Seibel W, Hiatt JL, Provenza DV. A fine-structural analysis of
mouse molar odontoblast maturation. Acta Anat (Basel). 1979;103(1):16-33.

Alliot-Licht B, Hurtrel D, Gregoire M. Characterization of alpha-smooth muscle
actin positive cells in mineralized human dental pulp cultures. Arch Oral Biol.
2001;46(3):221-8.

Haug RS SK, Heyeraas KJ Ingle’s Endodontics 7. 7 ed. North Caroline:
PAMPHUSA, 2019.

Jontell M, Okiji T, Dahlgren U, Bergenholtz G. Immune defense mechanisms of
the dental pulp. Crit Rev Oral Biol Med. 1998;9(2):179-200.

Nishikawa S, Sasaki F. Apoptosis of dental pulp cells and their elimination by
macrophages and MHC class Il-expressing dendritic cells. J Histochem
Cytochem. 1999;47(3):303-12.

Jontell M, Gunraj MN, Bergenholtz G. Immunocompetent cells in the normal
dental pulp. J Dent Res. 1987;66(6):1149-53.

Angelova A, Takagi Y, Okiji T, Kaneko T, Yamashita Y. Immunocompetent
cells in the pulp of human deciduous teeth. Arch Oral Biol. 2004;49(1):29-36.

Sloan AJ, Couble ML, Bleicher F, Magloire H, Smith AJ, Farges JC. Expression
of TGF-beta receptors | and Il in the human dental pulp by in situ hybridization.
Adv Dent Res. 2001;15:63-7.

Clark R, Kupper T. Old meets new: the interaction between innate and adaptive
immunity. J Invest Dermatol. 2005;125(4):629-37.

Takeuchi O, Akira S. Pattern recognition receptors and inflammation. Cell.
2010;140(6):805-20.

Schmalz G, Krifka S, Schweikl H. Toll-like receptors, LPS, and dental
monomers. Adv Dent Res. 2011;23(3):302-6.

Janeway CA, Jr., Medzhitov R. Innate immune recognition. Annu Rev Immunol.
2002;20:197-216.

Hahn CL, Liewehr FR. Innate immune responses of the dental pulp to caries. J
Endod. 2007;33(6):643-51.



49.

50.

51.

52.

53.

54.

55.

56.

57.

58.

59.

60.

61.

62.

58

Kawai T, Akira S. The role of pattern-recognition receptors in innate immunity:
update on Toll-like receptors. Nat Immunol. 2010;11(5):373-84.

Veerayutthwilai O, Byers MR, Pham TT, Darveau RP, Dale BA. Differential
regulation of immune responses by odontoblasts. Oral Microbiol Immunol.
2007;22(1):5-13.

Durand SH, Flacher V, Romeas A, Carrouel F, Colomb E, Vincent C, et al.
Lipoteichoic acid increases TLR and functional chemokine expression while
reducing dentin formation in in vitro differentiated human odontoblasts. J
Immunol. 2006;176(5):2880-7.

Keller JF, Carrouel F, Colomb E, Durand SH, Baudouin C, Msika P, et al. Toll-
like receptor 2 activation by lipoteichoic acid induces differential production of
pro-inflammatory cytokines in human odontoblasts, dental pulp fibroblasts and
immature dendritic cells. Immunobiology. 2010;215(1):53-9.

Mojtahedi H, Hossein-Khannazer N, Mahmoud Hashemi S, Masoudnia M,
Askarzadeh M, Khojasteh A, et al. Effects of Lipopolysaccharide from
Porphyromonas gingivalis and Escherichia coli on Gene Expression Levels of
Toll-like Receptors and Inflammatory Cytokines in Human Dental Pulp Stem
Cells. Iran J Immunol. 2022;19(3):299-310.

Liu Y, Gao Y, Zhan X, Cui L, Xu S, Ma D, et al. TLR4 activation by
lipopolysaccharide and Streptococcus mutans induces differential regulation of
proliferation and migration in human dental pulp stem cells. J Endod.
2014;40(9):1375-81.

Nakashima M, Akamine A. The application of tissue engineering to regeneration
of pulp and dentin in endodontics. J Endod. 2005;31(10):711-8.

Lin CC, Lin WN, Cho RL, Wang CY, Hsiao LD, Yang CM. TNF-alpha-Induced
cPLA(2) Expression via NADPH Oxidase/Reactive Oxygen Species-Dependent
NF-kappaB Cascade on Human Pulmonary Alveolar Epithelial Cells. Front
Pharmacol. 2016;7:447.

Arana-Chavez VE, Massa LF. Odontoblasts: the cells forming and maintaining
dentine. Int J Biochem Cell Biol. 2004;36(8):1367-73.

Demarco FF, Conde MC, Cavalcanti BN, Casagrande L, Sakai VT, Nor JE.
Dental pulp tissue engineering. Braz Dent J. 2011;22(1):3-13.

Neves VC, Babb R, Chandrasekaran D, Sharpe PT. Promotion of natural tooth
repair by small molecule GSK3 antagonists. Sci Rep. 2017;7:39654.

Babb R, Chandrasekaran D, Carvalho Moreno Neves V, Sharpe PT. Axin2-
expressing cells differentiate into reparative odontoblasts via autocrine
Whnt/beta-catenin signaling in response to tooth damage. Sci Rep.
2017;7(1):3102.

Tsunawaki S, Sporn M, Ding A, Nathan C. Deactivation of macrophages by
transforming growth factor-beta. Nature. 1988;334(6179):260-2.

Prescott RS, Alsanea R, Fayad MI, Johnson BR, Wenckus CS, Hao J, et al. In
vivo generation of dental pulp-like tissue by using dental pulp stem cells, a



63.

64.

65.

66.

67.

68.

69.

70.

71.

72.

73.

74.

75.

76.

77.

59

collagen scaffold, and dentin matrix protein 1 after subcutaneous transplantation
in mice. J Endod. 2008;34(4):421-6.

Galler KM, Widbiller M. Perspectives for Cell-homing Approaches to Engineer
Dental Pulp. J Endod. 2017;43(9S):S40-S5.

Goldberg M, Farges JC, Lacerda-Pinheiro S, Six N, Jegat N, Decup F, et al.
Inflammatory and immunological aspects of dental pulp repair. Pharmacol Res.
2008;58(2):137-417.

Kim JC, Lee YH, Yu MK, Lee NH, Park JD, Bhattarai G, et al. Anti-
inflammatory mechanism of PPARgamma on LPS-induced pulp cells: role of
the ROS removal activity. Arch Oral Biol. 2012;57(4):392-400.

Mainkar A, Kim SG. Diagnostic Accuracy of 5 Dental Pulp Tests: A Systematic
Review and Meta-analysis. J Endod. 2018;44(5):694-702.

Zhang F, Lau SS, Monks TJ. The cytoprotective effect of N-acetyl-L-cysteine
against ROS-induced cytotoxicity is independent of its ability to enhance
glutathione synthesis. Toxicol Sci. 2011;120(1):87-97.

Phaniendra A, Jestadi DB, Periyasamy L. Free radicals: properties, sources,
targets, and their implication in various diseases. Indian J Clin Biochem.
2015;30(1):11-26.

Valko M, Leibfritz D, Moncol J, Cronin MT, Mazur M, Telser J. Free radicals
and antioxidants in normal physiological functions and human disease. Int J
Biochem Cell Biol. 2007;39(1):44-84.

Ping Z, Peng Y, Lang H, Xinyong C, Zhiyi Z, Xiaocheng W, et al. Oxidative
Stress in Radiation-Induced Cardiotoxicity. Oxid Med Cell Longev.
2020;2020:3579143.

Liguori I, Russo G, Curcio F, Bulli G, Aran L, Della-Morte D, et al. Oxidative
stress, aging, and diseases. Clin Interv Aging. 2018;13:757-72.

Birben E, Sahiner UM, Sackesen C, Erzurum S, Kalayci O. Oxidative stress and
antioxidant defense. World Allergy Organ J. 2012;5(1):9-19.

Zukowski P, Maciejczyk M, Waszkiel D. Sources of free radicals and oxidative
stress in the oral cavity. Arch Oral Biol. 2018;92:8-17.

Simon S, Smith AJ, Berdal A, Lumley PJ, Cooper PR. The MAP kinase pathway
is involved in odontoblast stimulation via p38 phosphorylation. J Endod.
2010;36(2):256-9.

YuanT, Yang T, Chen H, Fu D, Hu Y, Wang J, et al. New insights into oxidative
stress and inflammation during diabetes mellitus-accelerated atherosclerosis.
Redox Biol. 2019;20:247-60.

Biswas SK. Does the Interdependence between Oxidative Stress and
Inflammation Explain the Antioxidant Paradox? Oxid Med Cell Longev.
2016;2016:5698931.

Droge W. Free radicals in the physiological control of cell function. Physiol Rev.
2002;82(1):47-95.



78.

79.

80.

81.

82.

83.

84.

85.

86.

87.

88.

89.

90.

91.

92.

60

Halliwell B, Gutteridge JM. Role of free radicals and catalytic metal ions in
human disease: an overview. Methods Enzymol. 1990;186:1-85.

Jha N, Ryu JJ, Choi EH, Kaushik NK. Generation and Role of Reactive Oxygen
and Nitrogen Species Induced by Plasma, Lasers, Chemical Agents, and Other
Systems in Dentistry. Oxid Med Cell Longev. 2017;2017:7542540.

Kim M, Kim C, Choi YS, Kim M, Park C, Suh Y. Age-related alterations in
mesenchymal stem cells related to shift in differentiation from osteogenic to
adipogenic potential: implication to age-associated bone diseases and defects.
Mech Ageing Dev. 2012;133(5):215-25.

Sart S, Song L, Li Y. Controlling Redox Status for Stem Cell Survival,
Expansion, and Differentiation. Oxid Med Cell Longev. 2015;2015:105135.

Atashi F, Modarressi A, Pepper MS. The role of reactive oxygen species in
mesenchymal stem cell adipogenic and osteogenic differentiation: a review.
Stem Cells Dev. 2015;24(10):1150-63.

Lu JM, Lin PH, Yao Q, Chen C. Chemical and molecular mechanisms of
antioxidants: experimental approaches and model systems. J Cell Mol Med.
2010;14(4):840-60.

Duthie GG, Wahle KW, James WP. Oxidants, antioxidants and cardiovascular
disease. Nutr Res Rev. 1989;2(1):51-62.

Diplock AT. Defense against reactive oxygen species. Free Radic Res.
1998;29(6):463-7.

Di Mascio P, Murphy ME, Sies H. Antioxidant defense systems: the role of
carotenoids, tocopherols, and thiols. Am J Clin Nutr. 1991;53(1 Suppl):194S-
200S.

Meredith MJ, Reed DJ. Status of the mitochondrial pool of glutathione in the
isolated hepatocyte. J Biol Chem. 1982;257(7):3747-53.

Josephy PD, Taylor PL, Vervaet G, Mannervik B. Screening and
characterization of variant Theta-class glutathione transferases catalyzing the
activation of ethylene dibromide to a mutagen. Environ Mol Mutagen.
2006;47(9):657-65.

Meister A. On the discovery of glutathione. Trends Biochem Sci.
1988;13(5):185-8.

Kaplowitz N, Aw TY, Ookhtens M. The regulation of hepatic glutathione. Annu
Rev Pharmacol Toxicol. 1985;25:715-44.

Krifka S, Spagnuolo G, Schmalz G, Schweikl H. A review of adaptive
mechanisms in cell responses towards oxidative stress caused by dental resin
monomers. Biomaterials. 2013;34(19):4555-63.

Guo X, Chen J. The protective effects of saxagliptin against lipopolysaccharide
(LPS)-induced inflammation and damage in human dental pulp cells. Artif Cells
Nanomed Biotechnol. 2019;47(1):1288-94.



93.

94.

95.

96.

97.

98.

99.

100.

101.

102.

103.

104.

105.

106.

61

Nassar M, Dargham A, Hiraishi N, Tamura Y, Tagami J. In Vitro Mitigation of
Arsenic-Induced Toxicity by Reduced Glutathione in Rat Pulp Cells. Eur Endod
J. 2020;5(3):277-81.

Jiao Y, Ma S, Wang Y, Li J, Shan L, Liu Q, et al. N-Acetyl Cysteine Depletes
Reactive Oxygen Species and Prevents Dental Monomer-Induced Intrinsic
Mitochondrial Apoptosis In Vitro in Human Dental Pulp Cells. PLoS One.
2016;11(1):e0147858.

Nassar M, Hiraishi N, Islam MS, Tamura Y, Otsuki M, Kasugai S, et al. The
effect of glutathione on 2-hydroxyethylmethacrylate cytotoxicity and on resin-
dentine bond strength. Int Endod J. 2014;47(7):652-8.

Lefeuvre M, Bourd K, Loriot MA, Goldberg M, Beaune P, Perianin A, et al.
TEGDMA modulates glutathione transferase P1 activity in gingival fibroblasts.
J Dent Res. 2004;83(12):914-9.

Yan F, Yang WK, Li XY, Lin TT, Lun YN, Lin F, et al. A trifunctional enzyme
with glutathione S-transferase, glutathione peroxidase and superoxide dismutase
activity. Biochim Biophys Acta. 2008;1780(6):869-72.

Hayes JD, Flanagan JU, Jowsey IR. Glutathione transferases. Annu Rev
Pharmacol Toxicol. 2005;45:51-88.

Townsend DM, Tew KD. The role of glutathione-S-transferase in anti-cancer
drug resistance. Oncogene. 2003;22(47):7369-75.

Oakley A. Glutathione transferases: a structural perspective. Drug Metab Rev.
2011;43(2):138-51.

Sies H. Glutathione and its role in cellular functions. Free Radic Biol Med.
1999;27(9-10):916-21.

Akca T, Canbaz H, Tataroglu C, Caglikulekci M, Tamer L, Colak T, et al. The
effect of N-acetylcysteine on pulmonary lipid peroxidation and tissue damage. J
Surg Res. 2005;129(1):38-45.

Koh AS, Simmons-Willis TA, Pritchard JB, Grassl SM, Ballatori N.
Identification of a mechanism by which the methylmercury antidotes N-
acetylcysteine and dimercaptopropanesulfonate enhance urinary metal
excretion: transport by the renal organic anion transporter-1. Mol Pharmacol.
2002;62(4):921-6.

Quah SY, Wu S, Lui JN, Sum CP, Tan KS. N-acetylcysteine inhibits growth and
eradicates biofilm of Enterococcus faecalis. J Endod. 2012;38(1):81-5.

Moon JH, Choi YS, Lee HW, Heo JS, Chang SW, Lee JY. Antibacterial effects
of N-acetylcysteine against endodontic pathogens. J Microbiol. 2016;54(4):322-
9.

Kim DY, Jun JH, Lee HL, Woo KM, Ryoo HM, Kim GS, et al. N-acetylcysteine
prevents LPS-induced pro-inflammatory cytokines and MMP2 production in
gingival fibroblasts. Arch Pharm Res. 2007;30(10):1283-92.



107.

108.

109.

110.

111.

112.

113.

114.

115.

116.

117.

118.

119.

120.

62

Toker H, Ozdemir H, Eren K, Ozer H, Sahin G. N-acetylcysteine, a thiol
antioxidant, decreases alveolar bone loss in experimental periodontitis in rats. J
Periodontol. 2009;80(4):672-8.

Pinar Karapinar S, Ulum YZ, Ozcelik B, Dogan Buzoglu H, Ceyhan D, Balci
Peynircioglu B, et al. The effect of N-acetylcysteine and calcium hydroxide on
TNF-alpha and TGF-betal in lipopolysaccharide-activated macrophages. Arch
Oral Biol. 2016;68:48-54.

Ohnishi T, Bandow K, Kakimoto K, Kusuyama J, Matsuguchi T. Long-time
treatment by low-dose N-acetyl-L-cysteine enhances proinflammatory cytokine
expressions in LPS-stimulated macrophages. PLoS One. 2014;9(2):e87229.

Lasalvia A, Cairone F, Cesa S, Maccelli A, Crestoni ME, Menghini L, et al.
Characterization and Valorization of 'Sulmona Red Garlic' Peels and Small
Bulbs. Antioxidants (Basel). 2022;11(11).

Weekate K, Chuenjitkuntaworn B, Chuveera P, Vaseenon S, Chompu-Inwai P,
Ittichaicharoen J, et al. Alterations of mitochondrial dynamics, inflammation and
mineralization potential of lipopolysaccharide-induced human dental pulp cells
after exposure to N-acetyl cysteine, Biodentine or ProRoot MTA. Int Endod J.
2021;54(6):951-65.

Bradford MM. A rapid and sensitive method for the quantitation of microgram
quantities of protein utilizing the principle of protein-dye binding. Anal
Biochem. 1976;72:248-54.

Le Gal K, Ibrahim MX, Wiel C, Sayin VI, Akula MK, Karlsson C, et al.
Antioxidants can increase melanoma metastasis in mice. Sci Transl Med.
2015;7(308):308re8.

Zanini M, Meyer E, Simon S. Pulp Inflammation Diagnosis from Clinical to
Inflammatory Mediators: A Systematic Review. J Endod. 2017;43(7):1033-51.

Babior BM. Oxidants from phagocytes: agents of defense and destruction.
Blood. 1984;64(5):959-66.

Chung HY, Lee EK, Choi YJ, Kim JM, Kim DH, Zou Y, et al. Molecular
inflammation as an underlying mechanism of the aging process and age-related
diseases. J Dent Res. 2011;90(7):830-40.

Lee YH, Kim GE, Song YB, Paudel U, Lee NH, Yun BS, et al. Davallialactone
reduces inflammation and repairs dentinogenesis on glucose oxidase-induced
stress in dental pulp cells. J Endod. 2013;39(11):1401-6.

Herb M, Schramm M. Functions of ROS in Macrophages and Antimicrobial
Immunity. Antioxidants (Basel). 2021;10(2).

Slauch JM. How does the oxidative burst of macrophages kill bacteria? Still an
open question. Mol Microbiol. 2011;80(3):580-3.

Sies H. Oxidative stress: from basic research to clinical application. Am J Med.
1991;91(3C):31S-8S.



121.

122.

123.

124.

125.

126.

127.

128.

129.

130.

131.

132.

63

Soares DG, Goncalves Basso F, Hebling J, de Souza Costa CA. Effect of
hydrogen-peroxide-mediated oxidative stress on human dental pulp cells. J Dent.
2015;43(6):750-6.

Park WH. The effects of exogenous H202 on cell death, reactive oxygen species
and glutathione levels in calf pulmonary artery and human umbilical vein
endothelial cells. Int J Mol Med. 2013;31(2):471-6.

Park WH. H(2)O(2) inhibits the growth of human pulmonary fibroblast cells by
inducing cell death, GSH depletion and G1 phase arrest. Mol Med Rep.
2013;7(4):1235-40.

Kim WH, An HJ, Kim JY, Gwon MG, Gu H, Jeon M, et al. Anti-Inflammatory
Effect of Melittin on Porphyromonas Gingivalis LPS-Stimulated Human
Keratinocytes. Molecules. 2018;23(2).

Kato H, Taguchi Y, Tominaga K, Umeda M, Tanaka A. Porphyromonas
gingivalis LPS inhibits osteoblastic differentiation and promotes pro-
inflammatory cytokine production in human periodontal ligament stem cells.
Arch Oral Biol. 2014;59(2):167-75.

Ko YJ, Kwon KY, Kum KY, Lee WC, Baek SH, Kang MK, et al. The Anti-
Inflammatory Effect of Human Telomerase-Derived Peptide on P. gingivalis
Lipopolysaccharide-Induced Inflammatory Cytokine Production and Its
Mechanism in  Human Dental Pulp Cells. Mediators Inflamm.
2015;2015:385127.

Bindal P, Ramasamy TS, Kasim NHA, Gnanasegaran N, Chai WL. Immune
responses of human dental pulp stem cells in lipopolysaccharide-induced
microenvironment. Cell Biol Int. 2018;42(7):832-40.

Jariyamana N, Chuveera P, Dewi A, Leelapornpisid W, Ittichaicharoen J,
Chattipakorn S, et al. Effects of N-acetyl cysteine on mitochondrial ROS,
mitochondrial dynamics, and inflammation on lipopolysaccharide-treated
human apical papilla cells. Clin Oral Investig. 2021;25(6):3919-28.

Barksby HE, Nile CJ, Jaedicke KM, Taylor JJ, Preshaw PM. Differential
expression of immunoregulatory genes in monocytes in response to
Porphyromonas gingivalis and Escherichia coli lipopolysaccharide. Clin Exp
Immunol. 2009;156(3):479-87.

Morsczeck CO, Drees J, Gosau M. Lipopolysaccharide from Escherichia coli
but not from Porphyromonas gingivalis induce pro-inflammatory cytokines and
alkaline phosphatase in dental follicle cells. Arch Oral Biol. 2012;57(12):1595-
601.

Liu J, Tang X, Li C, Pan C, Li Q, Geng F, et al. Porphyromonas gingivalis
promotes the cell cycle and inflammatory cytokine production in periodontal
ligament fibroblasts. Arch Oral Biol. 2015;60(8):1153-61.

Rothermund K, Calabrese TC, Syed-Picard FN. Differential Effects of
Escherichia coli- Versus Porphyromonas gingivalis-derived
Lipopolysaccharides on Dental Pulp Stem Cell Differentiation in Scaffold-free
Engineered Tissues. J Endod. 2022;48(11):1378-86 e2.



133.

134.

135.

136.

137.

138.

139.

140.

141.

142.

143.

144.

145.

146.

64

Schweikl H, Buchalla W, Krifka S. Cell responses to cariogenic microorganisms
and dental resin materials-Crosstalk at the dentin-pulp interface? Dent Mater.
2017;33(5):514-24.

Yang H, Zhu YT, Cheng R, Shao MY, Fu ZS, Cheng L, et al
Lipopolysaccharide-induced dental pulp cell apoptosis and the expression of
Bax and Bcl-2 in vitro. Braz J Med Biol Res. 2010;43(11):1027-33.

Ikegami K, Lalonde C, Young YK, Picard L, Demling R. Comparison of plasma
reduced glutathione and oxidized glutathione with lung and liver tissue oxidant
and antioxidant activity during acute inflammation. Shock. 1994;1(4):307-12.

Keller GA, Barke R, Harty JT, Humphrey E, Simmons RL. Decreased hepatic
glutathione levels in septic shock. Predisposition of hepatocytes to oxidative
stress: an experimental approach. Arch Surg. 1985;120(8):941-5.

Chang JH KD, Kim SG, Kim TW. Alleviation of Oxidative Stress in Dental Pulp
Cells Following 4-Hexylresorcinol Administration in a Rat Model. Appl Sci.
2021;11:3637.

Horsophonphong S, Kitkumthorn N, Sritanaudomchai H, Nakornchai S, Surarit
R. High Glucose Affects Proliferation, Reactive Oxygen Species and
Mineralization of Human Dental Pulp Cells. Braz Dent J. 2020;31(3):298-303.

Laborde E. Glutathione transferases as mediators of signaling pathways involved
in cell proliferation and cell death. Cell Death Differ. 2010;17(9):1373-80.

Cohen JJ, Duke RC, Fadok VA, Sellins KS. Apoptosis and programmed cell
death in immunity. Annu Rev Immunol. 1992;10:267-93.

Vermelin L, Lecolle S, Septier D, Lasfargues JJ, Goldberg M. Apoptosis in
human and rat dental pulp. Eur J Oral Sci. 1996;104(5-6):547-53.

Alikhani M, Alikhani Z, He H, Liu R, Popek BI, Graves DT.
Lipopolysaccharides indirectly stimulate apoptosis and global induction of
apoptotic genes in fibroblasts. J Biol Chem. 2003;278(52):52901-8.

Xaus J, Comalada M, Valledor AF, Lloberas J, Lopez-Soriano F, Argiles JM, et
al. LPS induces apoptosis in macrophages mostly through the autocrine
production of TNF-alpha. Blood. 2000;95(12):3823-31.

Garcia-Ruiz C, Fernandez-Checa JC. Redox regulation of hepatocyte apoptosis.
J Gastroenterol Hepatol. 2007;22 Suppl 1:S38-42.

Hall AG. Review: The role of glutathione in the regulation of apoptosis. Eur J
Clin Invest. 1999;29(3):238-45.

Lu SC. Regulation of glutathione synthesis. Mol Aspects Med. 2009;30(1-2):42-
59.



8. EKLER

Ek 1. Etik Kurul Onay1

T.C.
HACETTEPE UNIVERSITESI
Girisimsel Olmayan Klinik Arastirmalar Etik Kurulu

Sayr - 16969557 =519
Kony : ARASTIRMA PROJES!I DEGERLENDIRME RAPORL!

Toplant: Tarihi 19 MART 2019 SALI

Toplanti No : 2019/08
Proje No + GO 18234 (Onay Tarihi: 20.02.2018)
Karar No : 2019/08-08

Kurulumuzun 20.02.2018 taribli toplantisinda GO 18234 Kayst numarasi ile onavianmis olan,
Universitemiz Tip Fakilliesi Tibbi Bivokimya Anabilim Dali agretim Giyelerinden Prof. Dy
Yasemin AKSOY" un sorumlu aragtirmacs oldugu. Dog. Dr. Dilara ZEYBEK, Oge Gidr, Dr
Hande CANPINAR ile birlikie galisacaklan ve Prof. Dr. Hatice Dogan BUZOGLU™ nun
doktora tezi olan, GO 18234 Kayie numarali, “Karvojenik Bakterilerin  Dental Pulpa
Hiicresinde Olusturdugu Oksidatif Stresin Incelenmesi* bashkli projeniz igin vermis
oldugunuz 15.03.2019 tarihli aragtirmac: revizyonu dilekgeniz Kuralumuzun 19.03.2019 rarihl;
toplanusinda degerlendiriimis ve uygun bulunmustur. Universitemiz Tip Fakishesi Histoloji
ve Embriyoloji Anabilim Dah &gretim elemanlanindan Dr. Kithbra Simay AYDIN sardimae:
aragtrmacr ofarak  proje ckibine dahil odilmiy ve kaywlanmizs eklenmistic, Calisma
lamamlandifinda sonuglanm iceren pir rapor drcginin Btk Kurulumuza sinderiimesi
gerekmekiedir,

1.Prof, Dr. Nurten AKARSU (Baghan) 9 Dog. Dr. Gitzde GIRGIN (Usre)
— ) 1ZINLI g

2. Prof, Dr. Sevda F. MUF l'()Qkfl {(Cyve) 10 Dog. Dr. Fatma Visal OKUR (Uye)

1ZINLI . .

3. Prof. Dr. M. Yaldirim SARA (Uve) 11, Dag, Dr. Can Ebru KURT (Uye)

4. Prof PeiNed NG AM (Uyey 12, Dog. Dr. H. Hisrey TURNAGO G (Uve)

5. Prof. Dr. Ayse Lale DOGAN (Use) 13 Dr. Ozr, Uyvesi Ozay GOKOZ (lve)

6. Prof” Dr. Mintaze Kerem GUNELy (Bye) 14 Dr. Ogr. Cyesi Mige DEMIR {Ove)

7. Prof. Dr. Oya Nuran EMIROGLLS (Uye) 13, Ogr. Gor, Dr. Meltem SENGELEN. . (Uye)

8. Dog. Dr. M. Ozgiir UYANIK (Tyve) 16, Av, Meltem ONURLL 10ve)

Hacettepe Universitess Girigimsel Olmayan KTmnl Aragtitmalar Etik Kurulus oL c
06100 Sibhiye-Ankara Aynatl Bilgl kin:

Telefon: 0(312) 305 1082 » Faks: 0(312) 310 0580 * E-posta: gocukiihacettepe edutr

65



66

Ek 2. Tez Calismasi Orjinallik Raporu

KARYO)JENIK BAKTERILERIN DENTAL PULPA HUCRESINDE
OLUSTURDUGU OKSIDATIF STRESIN INCELENMESI

ORIINALLIK RAPORL

w12 w12 w1 W

BEMZERLIK EMDEKSI INTERMET KAYNAKLARI  YAYIMLAR BERENCT ODEVLERI

BIRIMCIL KAYMAKLAR

www.openaccess.hacettepe.edu.tr:8080 %6

internet Kaynag

ikbilim.yok.gov.t
acikbilim.yok.gov.tr %3

internet Kaynag

- I~ I -

Submitted to Inonu University 4
Ofrenci Odevi {%
openaccess.ogu.edu.tr:8080 5
intErnet Kaynag g {%
B slidetodoc.com < N
internet Kaynag %
ﬂ Submitted to Beykent Universitesi <o
Ofrenci Odevi %
acikerisim.akdeniz.edu.tr:8080 < 4
internet Kaynag %
H www.slideserve.com < 4
internet Kaynag %
n Lisa Truong, lan S. Moody, Dylan P. Stankus, {%-’

Jeffrey A. Nason, Mark C. Lonergan, Robert L.



Ek 3. Tez Calismasi Dijital Makbuz

turnitinJ)
Dijital Makbuz

Bu makbuz ddevinizin Turnitin'e ulagtigin bildirmektedir. Gonderiminize dair bilgiler

siyledir:

Gonderinizin ilk sayfas: asagida génderilmektedir.

Gdnderen:

Gdev basligi:
Génderi Baslig
Dasya adi:

Dosya boyutu:

Sayfa sayisi:

Kelime sayisi:
Karakter sayisi:
Ganderim Tarihi:
Gonderim Mumarasi:

Hatice Dogan Buzoglu

KARYOJENIK BAKTERILERIN DENTAL PULPA HUCRESIMDE OLL...
KARYOJEMIK BAKTERILERIN DEMTAL PULPA HUCRESINDE OLU...

Turnitin-Tez.docx

383.58K

3

16,742

112,087

10-5ub-2023 04:1105 (UTC=0300)
2010861205

67



Isim

Soyisim

: Hatice

: Dogan Buzoglu

9. 0ZGECMIS

68



