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Borik asit (BA), dental fizyolojide mineral kompozisyonu ile iligkili alveolar kemik
yogunlugunu etkiler ve nikotin (N) maruziyeti periodontal hastaligin patofizyolojisinde
onemli bir risk faktoridir. Bu c¢alismanin amaci, BA'in sementoblast hicrelerinde
N maruziyeti sonrasi biyoaktivite kaybi Uzerindeki etkisini arastirmaktir. Bu amacla,
sementoblast hiicreleri farkli konsantrasyonlarda (10", 102, 10, 104, 10%, 10* mM) N ve
10 ng/mL konsantrasyonda BA ile muamele edilmis ve hiicre canliligi 24 ve 72. saatlerde
MTT testi ile degerlendirilmistir. Hlicrelerin yara alanina gé¢ potansiyeli, hiicre gogu yara
iyilesmesi deneyi ile gorintilenmistir. Total RNA 3, 6 ve 9. glinlerde hucrelerden izole
edilmis ve mineralize doku ile iliskili belirteglerin gen ekspresyonu gergcek zamanli polimeraz
zincir reaksiyonu kullanilarak analiz edilmistir. Elde edilen sonuglar, N'in sementoblast
hicrelerinin canliligi, migrasyona dayali yara iyilesmesi ve 6zellikle mineralize doku ile ilgili
genlerin ekspresyonu tzerinde énemli bir etkiye sahip oldugunu géstermektedir (p<0,01).
Ayrica, N maruziyetinin giin bazinda artmasiyla birlikte hedef gen ifade paternlerinin
olumsuz etkilendigi (p<0,01) ve BA uygulamasinin ise sementoblast hiicre fonksiyonlarinin
korunmasinda gulglu bir prevantif terapétik ajan olabilecegi belirlenmistir.
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Boric acid (BA) affects alveolar bone density related to mineral composition in dental
physiology and nicotine (N) exposure is an important risk factor in the pathophysiology of
periodontal disease. The aim of this study was to investigate the effect of BA on the deprive
of bioactivity in cementoblast cells after N exposure. For this purpose, cementoblast cells
were treated with different concentrations (10!, 102, 103, 104, 105, 10°* mM) of N and BA at
a concentration of 10 ng/mL and cell viability was evaluated at 24 and 72 h by MTT assay.
The migration potential of cells into the wound area was visualized by cell migration wound
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Keywords: healing assay. Total RNA was isolated from cells on days 3, 6 and 9 and gene expression
Boric acid of mineralized tissue-associated markers was analyzed using real-time polymerase chain
Nicotin reaction. The results showed that N had a significant effect on the viability of cementoblast

Cementoblast cells, migration-based wound healing, especially on the expression of mineralized tissue-

related genes (p<0.01). In addition, it was determined that target gene expression patterns
were negatively affected with the increase in N exposure on a daily basis (p<0.01), and BA
application may be a powerful preventive therapeutic agent in the protection of cementoblast
cell functions.

1. Girig (Introduction)

Bor (B), kaya, toprak ve suda bulunan ve organizmada
onemli fizyolojik gorevler Ustlenen bir elementtir [1].
Bu element dogada daha c¢ok sodyum ve oksijenle
birleserek borik asit, boraks gibi bor tuzlar halinde
bulunmaktadir [2]. Cesitli deney modelleri kullanilarak
yapilan birgok arastirma sonucu, B’un yiksek yapili

organizmalar ve insanlar icin énemli bir element
oldugunu ortaya gikarmistir [3]. Ozellikle B’'un kemik
olusumu ve tamir mekanizmasinda trabekller ve
alveoler kemik Uizerinde etkin rol oynadigi belirlenmistir
[4]. Hakki ve ark. tarafindan yapilan galisma; B’un farkl
konsantrasyonlarinin (0, 0,1, 1, 10, 100, 1000, 2000,
4000, 8000, 10.000 ng/mL) osteoblast hicrelerinin
canlihgi, proliferasyonu, mineralizasyonu ve mineralize
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doku iligkili genlerin ekspresyonunu farkli seviyelerde
etkileyerek molekiler diizeyde kemik yapim sirecine
dahil oldugunu ve bu sebeple terapotik odakli
rejeneratif tip alaninda uygulama alani bulabilecegini
gOstermistir [5]. Ayrica B’'un kemik metabolizmasi
Uzerindeki etkilerini destekleyen bir diger calismada da
dusUk ve yuksek B icerikli diyetle beslenen tavsanlarin
femur ve tibia analizlerininin farkh oldugu o6zellikle
yuksek B igerikli beslenme ile femur dayaniklihdinin
arttigi bununla birlikte tibiada kalsiyum, magnezyum
ve fosfor konsantrasyonunun ylkselisine sebep olarak
osteogenezi pozitif yonde destekledigi belirlenmistir
[3]. Ayni arastirma grubunun yUksek ve dusuk B
icerikli diyetle beslenen tavsanlarin dis analizleri
Uzerindeki sonuglari ise yuksek B aliminin diglerin
yapisini, direncini, mineral yogunlugunu etkilemezken
dislerin mineral kompozisyonunu degistirdigi olarak
raporlanmigtir [6]. Literatirde yer alan baska bir
arastirmada, sicanlarin diyetlerine gunlik 0,1 mg/
kg ve 3 mg/kg B eklenmesi sonrasi 0,1 mg/kg B ile
beslenen sigcanlarda kemik hacmi fraksiyonunun
ve trabekiller kalinligin azaldigi ve bununla birlikte
trabekller bogluklarin da arttigir gdsterilmistir [7].
Ayni arastirmaci devam eden deneyleri sonucunda
B’un, kemik metabolizmasini osteoblast ve osteoklast
hicrelerinin magnezyum, potasyum, bakir ve ¢inko
iligkili mineraller Uzerinden etkileyebilecegini ortaya
koymaktadir [8,9].

Sigara dumani igeriginde bulunan yaklasik 4000'den
fazla kimyasal bilesik (benzen, nikotin, kotin, nitrik oksit,
karbon monoksit, asetaldehit vb.) ile hem sistemik
saglik Uzerinde zararli etkilere sahip olup hem de
kardiyovaskuler hastalik, solunum sistemi hastaliklari
ve periodontal hastalik gibi kronik enflamatuar suregler
icin dnemli bir risk faktérl olusturmaktadir [10-12].

Ozellikle nikotin (N) periodontal hastalik
patofizyolojisinde etkili olan dnemli bir bilesiktir [13-15].
Nikotin maruziyeti sonucunda konak immun cevabinda
T lenfosit ve B lenfosit dizeylerinde goérilen azalmayla
[16] birlikte oral dokunun hicrelerinde anjiyogenez,
osteogenez, fibroblast proliferasyonu, adhezyon ve
kollajen sentezi ile hicresel metabolizmada hasar
meydana gelmektedir [17-20]. Bununla birlikte
periodontal doku rejenerasyonunda énemli olan sert ve
yumusak doku iyilesmesi proseslerinde de N, negatif
etki olusturur [10,21]. Insan gingival fibroblast hiicreleri
ile yapilan in vitro bir galisma sonucu N’nin Rac sinyal
yolagi tarafindan organize edilen hiicre migrasyonunu
onemli seviyede hasara ugrattigini gostermistir [22].
Ayrica N’ininsan gingival fibroblast hiicrelerinin sadece
migrasyonunu bozmakla kalmayip ayni zamanda
ekstraselller matriksin  yeniden  sekillenmesini
etkileyerek hicresel dejeneratif degisikliklere sebep
olabilecegi belirlenmistir [23]. Hem cerrahi hem de klinik
periodontal tedavi uygulamalarinda N maruziyetinin
olusturabilecedi olumsuz etkiler halen asiimasi
gereken dnemli parametreler arasinda yer almaktadir.
Ozellikle periodontal cerrahi uygulama sonrasi yara
iyilesmesi, doku rejenerasyonu bakimindan kritik bir
asamadir.

Periodontal doku hasari sonrasi yara iyilesmesi se-
mentoblast, osteoblast, periodontal ligament fibrob-
last hiicrelerinin dahil oldugu bir siiregtir [24]. Ozellikle
yurGtilen periodontal tedavi prosesinde kok sement
dokusunun yeniden modellenmesi, yara iyilesmesi ve
rejeneratif tedavinin niteligini belirlemesi agisindan kri-
tiktir [25]. Disin kok kisminin formasyonu sirasinda se-
mentoblast hicreleri tarafindan sentezlenen semen-
tum dokusu, mineralize avaskdler bir dokudur [26,27].
Sementum dokusu, fiziksel ve biyokimyasal ozellikleri
bakimindan kemik doku ile benzerlik géstermektedir
[26]. Dental folikil icerisinde ektomezenkim orijinli
olan sementoblast hicreleri, kollajen sentezi, osteo-
kalsin ve bonesialoprotein ekspresyonu ile periodontal
dokularin idamesi/rejenerasyonu ve periodonsiyumun
homeostazi bakimindan énemlidir [28,29]. Daha 6nce-
ki arastirmamizda farkli konsantrasyonlarda (0, 10,
102, 103, 104, 10, 10°%, 1, 2.5, 5, 10 mM) N maruzi-
yetinin sementoblast (OCCM-30) hicrelerinin prolife-
rasyon, migrasyon ve mineralize doku iliskili genlerin
mRNA ekspresyon duzeyleri Uzerindeki etkisini de-
gerlendirilmistir. Arastirma sonucu, N uygulamasinin
sementoblast hiicrelerinin proliferasyon, migrasyon ve
mineralize doku belirtecleri gen ekspresyon duzeyle-
rini negatif etkiledigini ve bu fonksiyon kaybinin yeni
sement dokusu olusumu ic¢in olumsuz olabilecegini
gO6stermistir [30].

Bu calismada, sementoblast hicrelerinin, farkli
konsantrasyonlarda (10, 102, 103, 104, 105, 10°
mM) N maruziyeti ile surekli sigara kullanan bir bireyin
tikirik ve kan seviyelerindeki N miktari Gzerinden
in vitro kosullarda deney modeli olusturulmustur.
Olusturulan bu deney modeli Gzerine 10 ng/mL BA
uygulanarak sementoblast hucrelerinin  canhligi,
hicrelerinin yara alanina migrasyon potansiyelleri
ile mineralize doku iligkili gen [Bonesialoprotein
(BSP), Osteopontin (OPN), Osteocalcin (OCN),
Alkaline phosphatase (ALP), Osteoprotegerin (OPG),
Runt Related Transcription Factor 2 (Runx2), tip |
kollajen (COL-I)] mRNA ekspresyonlari lizerine etkisi
belirlenmistir.

2. Malzemeler ve Yontemler (Materials and Methods)
2.1. Sementoblast Hiicreleri (Cementoblast Cells)

Deneylerde kullanilan 18. pasaj fare sementoblast
(OCCM-30) hiicreleri 100 mm?lik 2 adet hiicre kltlri
kabi icerisinde %10 fetal sigir serumu (FBS) igeren
hicre kultari vasati (Dulbecco’s Modified Minimal
Essential Medium (DMEM)) ile ¢ozllerek %5 CO,li
inkUbatdre yerlestirildi. Ertesi gin inverted hicre
kalturd mikroskobu altinda incelenen hicrelerin kabin
tabanina yapistiklari ve mitoz bélinmeyle sayilarini
artirmaya basladiklari gézlendi. Giin asirn hicrelerin
ortamlari %10 FBS iceren DMEM ile degistirilerek
yeterli saylya ulagmalari beklendi. Yeterli sayiya ulasan
ve morfolojik olarak saglikli gériinen OCCM-30’lar
tripsin enzimiyle kabin tabanindan ve birbirlerinden
ayrilmalari saglanarak 4 adet 100 mm?lik hiicre kiltiri
kabina pasajlandi. Sementoblastlar, prolifere olup
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kabin tabanini tamamen kaplamasiyla deneylerde
kullanima hazir hale geldiler [31].

2.2. Borik Asit Deney Konsantrasyonlarinin
Hazirlanmasi (Preparation of Boric Acid Experiment
Concentrations)

Borik asit (H,BO,, Merck, Darmstadt, Germany) stok
sollsyonu (10.000 pg/mL) distile su ile hazirlandiktan
sonra biyoguvenlik kabini icerisinde 0,20 pm'lik
filtreden gecirilerek steril hale getirildi. Sonrasinda
bu stok soliisyondan seri dilisyonlarla 1000 pg/mL,
100 pg/mL, 10 pug/mL ve ideal stok konsantrasyon
olan 1 yg/mL’ye ulasildi. Daha 6nceki deneylerimizde
osteoblast (MC3T3-E1) hicrelerinin mineralize-doku
iliskili gen ekspresyon dizeylerini artiran 10 ng/mL
etkin dozu [5] her deney uygulamasi éncesinde olmak
sartiyla 1 pyg/mL borik asit konsantrasyonundan %5
FBS iceren DMEM igerisinde galisma konsantrasyonu
olarak hazirlandi.

2.3. Nikotin Deney  Konsantrasyonlarinin
Hazirlanmasi (Preparation of Nicotine Experiment
Concentrations)

Literatirde yer alan arastirma sonuglari, sigara igen
bireylerin  tukurikteki nikotin  konsantrasyonunu
1-9 mM [32] ve kan degerlerini ise 0,06-1,2 mM
[33] konsantrasyon olarak belirtmistir. Daha 6nceki
calismamizda sementoblast hiicrelerine 10-', 102, 10
3,10%,10%,10%,1, 2,5, 5 ve 10 mM nikotin uygulamasi
sonrasinda 1 mM Uzerindeki konsantrasyonlarda (1,
2,5, 5, 10 mM) hiicre proliferasyonu, mineralizasyonu
ve mineralize doku belirtegleri gen ekspresyonlarinda
onemli seviyelerde azalmaya sebep oldugu tespit
edildi [30]. Bu calismada sementoblast hicrelerine 1
mM’dan daha diisik olan 10, 105, 104, 103, 102, 10"
mM nikotin konsantrasyonlari kullanildi. Bu amagla
ticari olarak satin alinan nikotin (Merck, Darmstadt,
Germany) solisyonundan %5 FBS iceren DMEM
kullanilarak her bir deney uygulamasi 6ncesinde
hazirlanmak kaydiyla 106, 105, 104, 103, 102, 10" mM
N konsantrasyonlari elde edildi.

2.4. Hiicre Canlilik Deneyi (Cell Viability Assay)

Borik asit ve farkli konsantrasyonlarda N uygula-
masinin, sementoblast hdcrelerinin canhhidr Gzerin-
deki etkisi hicrelerin tetrazolium tuzunu, formazan
boyasina donuUstlrebilmesine dayali olarak yapilan
3-(4,5-Dimethylthiazol-2-yl)-2,5-Diphenyltetrazolium
Bromide (MTT) analizi ile 24 ve 72. saatlerde deger-
lendirildi. Hucreler 96 kuyulu htcre kultart kaplari ice-
risine 2x10* hiicre/cm? olacak sekilde inkiibe edildik-
ten 24 saat sonra her bir kuyu tzerine 10!, 102, 103,
10+, 105, 10® mM konsantrasyonda N ve 10 ng/mL
konsantrasyonda BA %5 FBS iceren DMEM igerisin-
de ayni anda uygulandi (n=8). Bu islemi takip eden
24. saatte sementoblast hiicrelerinin canhliginin tespit
edebilmek i¢in hicre kiltirl kabinin kuyularindaki 10-
1,102, 103, 104, 105, 10® mM konsantrasyonda N ve
10 ng/mL konsantrasyonda BA iceren %5 FBS igeren

DMEM aspire edilip hiicrelerin fosfat tampon ¢ozeltisi
(PBS) ile yikanmasi sonrasinda her bir kuyuya hazir-
lanan MTT solusyonundan 200 uL (0,55 mg/mL MTT)
eklendi. Devaminda hicre kiltir kabi aliminyum fol-
yoya sarilarak sonraki 2 saat icin tekrar inklbatore
yerlestirildi. 96 kuyulu hicre kiltir kabinin 2 saatlik
MTT inkibasyonundan sonra, MTT igeren kdltir or-
tami ¢ikarilarak her bir kuyu 200 yL PBS ile yikanip
bu islem iki kez tekrar edildi. Devaminda kuyulardan
PBS’in uzaklastiriimasinin ardindan petri kabi kurula-
narak, her bir kuyuya 200 pL dimetil sulfoksit eklenip
¢6ziinen formazon’in analizi igin kultir kabi 30 dakika
oda sicakliginda galkalanip ve absorbansi 450 nm’de
spektrofotometrede okundu. Hazirlanmis olan ikinci
96 kuyulu deney kabi inkiibatérde bekletilerek dene-
yin 2. zaman periyodu olan 72. saatin sonunda da ayni
islemler uygulanarak tekrarlandi.

2.5. Hiicre Migrasyonu: Yara lyilesmesi Modeli (Cell
Migration: A Wound Healing Model)

Hucre migrasyonu: yara iyilesmesi deneyi, 60 mm’lik
hidcre kultira kaplarinda yapildi. Her bir petri kabi
icerisine 5x104 sementoblast hicresi 4 mL %10
FBS iceren DMEM igerisinde eklenip 24 saat inkiibe
edildi. Hiicre yogunlugu %90 Uzerine ulastiktan sonra
1000 pL steril pipet ucu kullanilarak vertikal yara
alani olusturuldu. Her bir petri kabinda baslangigta
olugturulan yara alani tersmikroskop altinda
fotograflanip deneyin baglangi¢ saati (0. saat) olarak
kabul edildi. Daha sonra sementoblast htcrelerine
sadece 107, 102, 10, 10* mM N konsantrasyonlari,
sadece BA konsantrasyonu (10 ng/mL), N ve BA
konsantrasyonlarini birlikte (BA+10-!, BA+102, BA+10-
3, BA+10*) iceren %5 FBS igeren DMEM uygulamalari
yapllip ters mikroskop altinda 0, 2, 4, 6 ve 24. saatlerde
fotograflari gekildi.

2.6. nRNA Ekspresyon Deneyleri (mnRNA Expression
Assays)

2.6.1. Sementoblast hiicrelerinden RNA izolasyonu
(RNA i1solation from cementoblast cells)

Sementoblasthticrelerinin, sadece N konsantrasyonlari
(10", 102, 103, 10* mM), sadece BA (10 ng/mL)
ile BA ve N konsantrasyonlarinin birlikte (BA+10,
BA+102, BA+10%, BA+10*“ N) uygulamasi sonrasinda
mineralize doku belirtegleri (BSP, OPN, OCN, ALP,
OPG, Runx2, COLI) mRNA ekspresyon dizeylerini
belirlemek icin deneyin 3, 6 ve 9. glnlerinde total RNA
izolasyonlari gergeklestirildi. Bu amagla tasarlanan
deney modeli kullanilarak sementoblast hcreleri
25.000/cm? olacak sekilde 60 mm’lik hicre kiltir
kaplarina dagitiip %10 FBS iceren DMEM ile 24
saat inkube edildi. Devaminda hucreler sadece N
konsantrasyonlari (10", 102, 103, 104 mM), sadece
BA (10 ng/mL), BA ve N konsantrasyonlarinin birlikte
(BA+10", BA+102, BA+103, BA+10* N) iceren %5
FBS iceren DMEM ile muamele edilip deneyin 3, 6 ve
9. gunlerinde total RNA izolasyonu yapildi. Bu deney
kapsaminda RNA izolasyonlari i¢in hicreler Gzerindeki
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Tablo 1. mRNA ekspresyonlari incelenen primerler (Primers analysed for mMRNA expression).

Primerler Forward (5’-3’) Reverse (3’-5’)

BSP GAGACGGCGATAGTTCC AGTGCCGCTAACTCAA

OPN TTTACAGCCTGCACCC CTAGCAGTGACGGTCT

OCN TGAACAGACTCCGGCG GATACCGTAGATGCGTTTG
ALP ATTGCCCTGAAACTCCAAAACC CCTCTGGTGGCATCTCGTTATC
OPG CCGTTTTATCCTCTCTACACT  TCAGAAAGGAAATGCAACACA
RunX2 CTTCATTCGCCTCACAAAC GTCACTGCGCTGAAGA

COLI GCAACATTGGATTCCCTGGACC GTTCACCCTTTTCTCCCTTGCC
GAPDH TGCACCACCAACTGCTTAG GATGCAGGGATGATGTTCTG

sadece N konsantrasyonlari (10, 102, 103, 104 mM),
sadece BA (10 ng/mL), BA ve N konsantrasyonlarinin
birlikte (BA+10", BA+102, BA+10®, BA+10* N) igeren
%5 FBS iceren DMEM aspire edilip hiicreler PBS ile
yikanmasi sonrasinda kullanilan RNA izolasyon kitinin
(In vitrogen, Camarillo, CA) bilesenlerinden EZ-RNA A
solisyonu 500 pL olarak ilave edilip hiicre zarlarinin
parcalanip nikleik asitlerin aciga c¢ikmasi saglandi.
Bu islem sonrasinda hicre lizatlari toplanarak
Uzerine izolasyon kitinin diger bileseni olan EZ-RNA B
solusyonundan 500 L ilave edilip hiicre-lizat karigimi
4°C 12.000 rpm’de 15 dakika santrifiij edildi. Boylece
tipler icerisindeki  karisimin  protein-DNA-RNA
fazlarina ayrilmasi saglanip RNA fazi baska bir tlipe
aktarilip Uzerine 500 pL izopropanol ilavesi yapildi.
Devaminda Orneklerin yeniden 4°C 12.000 rpm’de
15 dakika santrifij edilmesiyle RNA peletleri elde
edilip RT-PCR deneyleri yapilincaya kadar -80°C'de
saklandi.

2.6.2. RNA 6rneklerinin absorbanslarinin élgiilmesi
(Measuring the absorbance of RNA samples)

Elde edilen total RNA 6rnekleri muhafaza edildikleri
-80°C’den cikarildiktan sonra 4°C 12000 rpm’de 15
dakika santrifuj edilip dipteki RNA peletleri hareket
ettirimeden  etanol  (EtOH)-dietil  pirokarbonat
(DEPC)-distile su(dH,O) karigimi pipetor ile toplandi.
Orneklerin agzi agik birakilarak iglerindeki alkol
karisimin  tamamen u¢masi saglandi. Sonrasinda
RNA peletlerinin bulundugu tupler kapaklari agik
olarak 65°C’de 5 dakika Isitma islemine tabi tutuldu.
Bu iglemin ardindan RNA peletleri 25 yL DEPC dH,O
karisiminda ¢ozulerek isitici blok cihazinda 5 dakika
istyla muamele edildi ve DEPC-dH,O’da homojenize
edilen RNA o6rneklerinin 1 yL’'si spektrofotometrede
260 nm’de okunarak her bir gruptan elde edilen total
RNA miktarlari ve saflik oranlari belirlendi.

2.6.3. Tamamlayici DNA sentezi (Complementary
DNA (cDNA) synthesis)

Tamamlayict DNA sentezi, cDNA sentez Kkitinin
(RevertAid First Strand c¢DNA Synthesis Kit,
Thermo Scientific, USA) protokoliine uygun olarak
gerceklestirildi. RNA o6rneklerinin  her birinden,
icerisinde 1 pg RNA bulunacak miktar, 1 pl 20XRT
Enzym Mix, 10 pl 2XRT Buffer Solution ve dH,O
eklenerek reaksiyon hacmi 20 pl'ye tamamlandi.

Ornekler, Polymerase chain reaction (PCR) cihazinda
37°C'de 60 dakika, 95°C’de 50 dakika ve 4°C'de
inklbe edilip, islem sonunda elde edilen cDNAllar
RT-PCR deneylerinde kullanilacaklari zamana kadar
-20°C’de muhafaza edildi.

2.6.4. RT-PCR deneyleri (RT-PCR experiments)

Sementoblast hiicrelerinin sadece N konsantrasyonlari
(107,102, 103, 10* mM), sadece BA (10 ng/mL) ile BA
ve N konsantrasyonlarinin birlikte (BA+10", BA+107,
BA+103, BA+10“N) uygulamasi sonrasinda mineralize
doku belirtegleri (BSP, OPN, OCN, ALP, OPG, Runx2,
COLI) genlerinin ifade duzeyleri RT-PCR ile belirlendi
(Tablo 1). Normalizasyon amaci ile GAPDH kontrol
geni kullanildi. mRNA ekspresyonlari Maxima SYBR
Green/ROX gPCR Master Mix (Maxima SYBR
Green gPCR Master Mix (2X), Thermo Scientific) ile
calisildi. Mineralize doku belirtecleri olan BSP, OCN,
ALP, COL-l, RunX2 ve GAPDH igin BIORAD-CFX
Connect cihazi ile 94/180; 94/45, 55/45, 95/54, 55/30
ve 95/30 °C)/sn, amplifikasyon protokoll kullanilarak
35-40 siklus araliginda dongu gergeklestirildi. Bununla
birlikte OPG ve GAPDH icinse 94/180; 94/45, 57/45;
95/60, 55/30 ve 95/30 °C)/sn amplifikasyon protokolU
BIORAD-CFX Connect cihazi ile 35-40 déngu olarak
yapildi.

2.7. istatistiksel analiz (Statistical analysis)

Hucre canhhdimnin tespit edilmesi icin yapilan MTT
deney sonugclarinin analizinde giinler/saatler arasinda
farklihk olup olmadigi tek yonli varyans analizi
(ANOVA) ile degerlendirildi. Aritmetik ortalama ve
standart sapmalar alinmigtir. Yapilan degerlendirme
sonucunda ayni gin/saat igerisinde gruplar arasindaki
degisiklik Tukey HSD Testi ile analiz edildi. Real-time
PCR ile elde edilen sonuglarin degerlendirmesinde
karsilastirmali Ct yontemi kullanildi [34-36]. Normalize
edilmis ekspresyon degerleri tek yoénlu varyans
analizi yapilarak karsilastirilacak ve gruplardaki gen
ekspresyonunun GAPDH’e gore artis ya da azalislari
a=0,05 6nem seviyesine gore gosterildi.
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3. Sonuglar ve Tartisma (Results and Discussion)
3.1. Sonuglar (Results)

3.1.1. Hiicre canlilik deney sonucu (Cell viability
experiment result)

Sementoblastlarin farkli konsantrasyonlarda N (10,
102, 103, 104, 105, 105 mM) ve BA (10 ng/mL) uygu-
lanmasi sonrasi hucre canlilik oranlari 24. ve 72. sa-
atlerde MTT deneyi ile belirlenerek aritmetik ortalama
ve standart sapmalari alinmistir. Elde edilen sonuglara
gore; sadece N (10, 102, 10, 10+, 105, 10° mM) uy-
gulanan hicre gruplarinda kontrol grubuna kiyasla 24
ve 72. saatlerde doza bagiml olarak hucre canhhgin-
da istatistiksel olarak anlamli bir azalma tespit edildi
(p<0,01) (Sekil 1). Bununla birlikte sadece BA (10 ng/
mL) uygulanan grubun hem 24 hem de 72. saatte elde
edilen hucre canlilik degerlerinin kontrol grubu ile ayni
oldugu belirlendi (p>0,05). Farkli N (10", 102, 103, 10
4,10%, 10®° mM) konsantrasyonlarinin BA (10 ng/mL)
ile birlikte uygulandigi deney gruplarinda ise hicre
canlihdi kontrol grubuna goére 24 ve 72. saatlerde ista-
tistiksel olarak anlamli dizeyde az olmakla birlikte bu
degerin sadece N uygulanan gruplara goére huicre can-
i@ bakimindan istatistiksel olarak daha fazla oldugu
tespit edildi p<0,05).

3.1.2. Hiicre migrasyonu: yara iyilesmesi modeli
(Cell migration: a wound healing model)

Hucre migrasyonu: yara iyilesmesi deneyi, 60 mm’lik
hicre kultiri kaplarinda yapildi. Her bir petri kabi
icerisine 5x10* sementoblast hiicresi 4 mL %10 FBS
iceren DMEM igerisinde eklenip 24 saat inkliibe edildi.
Hicre yogunlugu %90 Uzerine ulastiktan sonra 1000
uL steril pipet ucu kullanilarak vertikal yara alani olus-
turuldu. Her bir petri kabinda baslangigta olusturulan
yara alani ters mikroskop altinda fotograflanip dene-
yin baslangi¢ saati (0. saat) olarak kabul edildi. Daha
sonra sementoblast hlcrelerine sadece 10, 102, 107,
10“ mM N konsantrasyonlari, sadece BA konsantras-
yonu (10 ng/mL), N ve BA konsantrasyonlarini birlikte
(BA+10", BA+102, BA+103, BA+10*) iceren %5 FBS
iceren DMEM uygulamalari yapilip ters mikroskop
altinda 0, 2, 4, 6 ve 24. saatlerde fotograflari c¢ekildi
(Sekil 2 a,c). Hicrelerin yara alanina migrasyon po-
tansiyelleri ImageJ programi kullanilarak degerlendi-
rilerek aritmetik ortalama ve standart sapmalar alin-
mistir (Sekil 2 b,d). Yara iyilesmesi deneyi sonuglarina
gore tiim N konsantrasyonlari (10, 102, 103, 10 mM)
kontrol grubuna goére tim zaman dilimlerinde (2, 4, 6
ve 24 saat) istatistiksel olarak anlamli seviyede hicre-
lerin migrasyon potansiyellerini azaltti (p<0,05) (Sekil
2 a,b). Bununla birlikte bu azalmanin 10 ve 10* mM
N konsantrasyonlarinda 10" ve 102 mM N konsant-
rasyonlarina gdre kontrol grubuna kiyasla 2, 4 ve 6.
saatlerde istatistiksel olarak daha az oldugu belirlendi
(p<0,05). Devaminda N gruplari arasindaki bu farkli-
lik 24. saatte esitlendi (p<0,05) (Sekil 2 a,b). Sadece
BA (10 ng/mL) uygulanan grup ise sementoblastlarin
migrasyon kapasitesini deneyin 4, 6 ve 24. saatinde

kontrol grubuna gére anlamli seviyede artirdi (p<0,05)
(Sekil 2 ¢,d). Ayrica N konsantrasyonlari ile birlikte BA
uygulanan gruplar (BA+10", BA+102, BA+103, BA+10
4 N) hicrelerin migrasyon sireglerini kontrol grubuna
gore istatistiksel olarak anlamli seviyede 2, 4, 6 ve 24.
saatlerde azaltmis olmalarina ragmen bu etki sadece
N uygulanan gruplara gére daha az olarak tespit edildi
(p<0,05) (Sekil 2 c,d). Bu sonuglar BA'in, sementob-
lastlarin N maruziyeti sonrasinda azalan migrasyonu-
na zaman bagimh olarak pozitif ydonde destekledigini
ortaya koydu.
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Sekil 1. BA'in N ile indiklenen sementoblast hiicre canliligi
Uzerindeki etkisi. Sementoblast hicrelerinin canliligi sadece
N konsantrasyonlari (10", 102, 103, 104, 10®°, 10® mM), sa-
dece BA (10 ng/mL) ile BA ve N konsantrasyonlarinin birlikte
(BA+10" N, BA+102 N, BA+10® N, BA+10“ N, BA+10° N,
BA+10° N) uygulanmasi sonucunda 24 saat sonuglari a).
Sementoblast hicrelerinin canliligi sadece N konsantras-
yonlari (10", 102, 103, 104, 10, 10® mM), sadece BA (10
ng/mL) ile BA ve N konsantrasyonlarinin birlikte (BA+10-
N, BA+102 N, BA+10° N, BA+10* N, BA+10° N, BA+10®
N) uygulanmasi sonucunda 72 saat sonuglari b). *p<0,05,
**p<0,001. (Effect of BA on N-induced cementoblast cell via-
bility. The viability of cementoblast cells only at N concentra-
tions (10, 102, 103, 10#, 105, 10° mM), only BA (10 ng/mL)
with BA and N concentrations together (BA+10" N, BA+107?
N, BA+10° N, BA+10* N, BA+105 N, BA+10° N) results after
24 hours of application a). the viability of cementoblast cells
only at N concentrations (10, 102, 103, 10#, 10, 10 mM),
only BA (10 ng/mL) and N concentrations together (BA+10"
N, BA+102 N, BA+10° N, BA+10“ N, BA+10° N, BA+10° N)
results after 72 hours of application b). *p<0.05, **p<0.001).
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Sekil 2. Sementoblast hiicrelerine N uygulamasi sonrasi migrasyon potansiyelinin BA ile module edilmesi. Sementoblast
hucreleri kontrol (sadece DMEM), sadece N konsantrasyonlari (101, 102, 103, 10* mM), sadece BA (10 ng/mL) ile BAve N
konsantrasyonlarinin birlikte (BA+10" N, BA+102 N, BA+10- N, BA+10* N) uygulanmasi sonucunda migrasyon potansiyel-
leri belirlendi (0, 2, 4, 6, 24 saat) a,c). Yara kapanma oraninin belirlenmesi b,d). *p<0,05; **p<0,01. (Modulation of migration
potential by BA after N treatment of cementoblast cells. Migration potentials were determined (0, 2, 4, 6, 24 h) after treatment
of cementoblast cells with control (DMEM only), N concentrations only (10, 102, 103, 104 mM), BA only (10 ng/mL) and BA

and N concentrations together (BA+10" N, BA+102 N, BA+10 N, BA+10*“ N) a,c). Determination of wound closure rate b,d).
*p<0.05, **p<0.01).
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3.1.3. Borik asit nikotin ile indiiklenen sementob-
lastlarda mineralize dokuyla iliskili belirtegleri dii-
zenler (Boric acid regulates markers associated with
mineralized tissue in nicotine-induced cementoblasts)

Real-time PCR deney sonuglarinin aritmetik ortalama
ve standart sapmalari alinmig ve buna gére BSP
ifadesi sadece N konsantrasyonlari (10", 102, 1073,
10“ mM) uygulanan sementoblast hiicrelerinde doza
ve zamana bagl sekilde kontrol grubuna kiyasla
istatistiksel olarak anlamli sekilde azaldi (p<0,01).
Bununla birlikte sadece BA (10 ng/mL) uygulamasi
sonrasi ise en fazla deneyin 6. gininde olmak Uzere
BSP mRNA ifadesi kontrol grubuna gore istatistiksel
olarak anlamli seviyede artti (p<0,01). Ayrica BA ve
N konsantrasyonlarinin birlikte (BA+10", BA+10?,
BA+10%, BA+10* N) uygulandidi gruplarda ise BSP
ifadesi kontrol grubuna goére dusik olmakla birlikte
sadece N konsantrasyonlarina goére bu disikligin
istatistiksel olarak anlamli seviyede daha az oldugu
tespit edildi (p<0,05) (Sekil 3a). OPN ifadesi de benzer
bir grafik sergilemekle birlikte sadece BA (10 ng/mL)
uygulamasinin zaman bagli olarak kontrol grubuna gére
istatistiksel olarak anlamli seviyede arttigi belirlendi
(p<0,01). Ayni zamanda, BAve N konsantrasyonlarinin
birlikte (BA+10"', BA+102, BA+103, BA+10* N)
uygulanmasinin da hucrelerin OPN ifadelerinin tek
basina ayni N konsantrasyonlarina (10", 102, 1073,
10 mM) gore kontrol grubuna gore istatistiksel olarak
daha az baskiladigini gosterdi (p<0,05) (Sekil 3b).
COL-I mRNA ifadesi sadece N konsantrasyonlari (10
1,102, 103, 10* mM) uygulamasi sonrasinda deneyin
3, 6 ve 9. gunlerinde kontrol grubuna gore istatistiksel
olarak anlamli seviyede azaldi (p<0,01). Sadece BA
(10 ng/mL) uygulamasi ise sementoblastlarin COL-I
ifadesini kontrol grubuna kiyasla istatistiksel olarak
anlamli seviyede zamana bagli olarak artirdi (p<0,01).
Ozellikle BA ve N konsantrasyonlarinin birlikte
(BA+10", BA+102, BA+103, BA+10“ N) uygulandigi
gruplarda, BA'in sadece N maruziyeti sonrasi olusan
COL-I ifade eksikligini kontrol grubuna gore istatistiksel
olarak anlamli seviyede artirdigi bu durumun deneyin
6. glninden itibaren olmak Uzere 9. ginde daha
belirgin oldugu tespit edildi (p<0,01) (Sekil 3c). OCN
mRNA ifadesi de sadece N konsantrasyonlari (10,
102, 103, 10* mM) uygulamasindan zamana ve doza
bagh olarak kontrol grubuna goére istatistiksel olarak
anlamli seviyede azalma ydnunde etkilendi (p<0,01).
Sadece BA (10 ng/mL) uygulamasi hicrelerde
OCN mRNA ifadesini kontrol grubuna gdére anlaml
seviyede artirmakla birlikte deneyin 9. glninde
BA ve N konsantrasyonlarinin birlikte (BA+10",
BA+102, BA+103%, BA+10“* N) uygulamasinin da
sementoblastlarda OCN ifadesini sadece BA ile
ayni seviyede istatistiksel olarak anlamli seviyede
artirdigini gosterdi (p<0,01) (Sekil 3d). ALP mRNA
ifadesi sadece N konsantrasyonlari (10, 102, 10
3, 10 mM) uyarisi sonrasinda kontrol grubuna gore
istatistiksel olarak anlamli seviyede azaldi (p<0,01).
Sadece BA (10 ng/mL) uygulamasinin kontrol grubuna
gore ALP ifadesini istatistiksel olarak anlamli seviyede

artirdigi bununla birlikte BA ve N konsantrasyonlarinin
birlikte (BA+10", BA+102, BA+103, BA+10* N)
hicrelere uygulanmasinin da ayni N konsantrasyonlari
maruziyetine goére ALP ifadesini kontrol grubuna
gore istatistiksel olarak anlamli seviyede daha az
azalttigi belirlendi (p<0,05) (Sekil 3e). OPG ifadesi
ise sadece N konsantrasyonlari (10", 102, 103, 10+
mM) sonrasinda kontrol grubuna gore istatistiksel
olarak anlamh seviyede azalirken (p<0,01), sadece
BA (10 ng/mL) uygulamasi ise kontrol grubuna gore
zamana bagimli sekilde OPG ifadesini istatistiksel
olarak anlamli seviyede artirdi (p<0,01) (Sekil 3f).
Bununla birlikte BA ve N konsantrasyonlarinin birlikte
(BA+10", BA+102, BA+103, BA+10* N) hicrelere
uygulanmasi sonrasinda OPG ifade dlzeyleri deneyin
3 ve 6. glunlerinde sadece BA (10 ng/mL) uygulanan
grupla yakin seviyelere ulagsmakla birlikte deneyin 9.
guinunde BAve N konsantrasyonlarinin birlikte (BA+10-
', BA+102, BA+103, BA+10* N) uygulanmasinin OPG
dlzeyini daha az ifade ettigini gésterdi (p<0,01) (Sekil
3f). RunX2 dizeyi de sadece N konsantrasyonlari (10-
1,102, 103, 10 mM) sonrasinda kontrol grubuna goére
istatistiksel olarak anlamli seviyede azalirken (p<0,01),
bu durum hem sadece BA (10 ng/mL) hem de BA ve
N konsantrasyonlarinin birlikte (BA+10", BA+10?,
BA+103, BA+10“ N) uygulanmasi sonrasinda kontrol
grubuna gore istatistiksel olarak anlamli seviyede artis
olarak tespit edilmistir (p<0,01) (Sekil 3g).

3.2. Tartisma (Discussion)

Periodonsiyumun nikotin ile olan direkt temasi sonu-
cunda htcre proliferasyonu, konak cevabi ve immin
sistem etkilenerek periodontal hastalik patogenezine
yatkin hale gelmektedir [37-39]. Disin sement dokusu-
nun ana hicreleri olan sementoblastlar, kdk yapisinin
yeniden sekillenmesi, periodontal rejenerasyon ve
saglikli periodonsiyum igin kritik Sneme sahip olup fiz-
yolojik olarak eksprese ettikleri ALP, BSP, OCN, COL-I,
OPN gibi mineralize doku belirteglerinin N maruziyeti
sonrasinda 6nemli derecede azaldidi bilinmektedir
[30,40,41]. Bununla birlikte BA'in ise osteoblast hiic-
relerinin kemik morfogenetik protein (BMP)-4, BMP-6,
BMP-7 diizeyleri ile BSP, OPN, OCN, COL-I mRNA
ekspresyon seviyelerini dnemli dizeyde artirdigi bdy-
lece kemik yapisinin direnci ve mineral kompozisyo-
nu ile disin mineral igerigi yaninda alveoler kemik yo-
gunlugunun farklilasmasina da olumlu katki sagladigi
belirlendi [3,5,6]. Bu calismada BAin, sementoblast
hicrelerinde N maruziyeti sonrasi biyoaktivite kaybi
Uzerindeki etkisini sementoblast hicrelerinin canhhigi,
migrasyon: yara iyilesmesi, mineralize doku belirtecle-
rinin MRNA ifade duzeyleri Uzerinden degerlendirildi.
MTT analiz sonuglari deneyin her iki zaman periyodun-
da da sadece N konsantrasyonlari (10”1, 102, 103, 104,
10°, 10®* mM) uygulanan gruplarda hiicre canliliginin
kontrol grubuna (sadece DMEM) goére istatistiksel ola-
rak anlaml seviyede azaldidini (p<0,01) bununla bir-
likte sadece BA (10 ng/mL) uygulamasinin ise kontrol
grubu ile benzer hiicre canlilik diizeyi sergiledigini gos-
terdi. Ayrica BA ve N konsantrasyonlarinin (BA+10" N,
BA+102 N, BA+10° N, BA+10* N, BA+10° N, BA+10°
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Sekil 3. BA'in N ile indiklenen sementoblastlarda mineralize dokuyla iliskili gen ekspresyon sonuglari. Sementoblast hiic-
releri sadece N konsantrasyonlari (10, 102, 103, 10* mM), sadece BA (10 ng/mL) ile BA ve N konsantrasyonlarinin birlikte
(BA+10" N, BA+102 N, BA+10° N, BA+10*“ N) uygulanmasi sonucunda 3, 6 ve 9. giin; BSP mRNA ifadesi a). OPN mRNA
ifadesi b). COL-l mRNA ifadesi ¢). OCN mRNA ifadesi d). ALP mRNA ifadesi €). OPG mRNA ifadesi f). RunX2 mRNA ifadesi
9). *p<0,05, **p<0,001. (Mineralised tissue-related gene expression results of BAin N-induced cementoblasts. Cementoblast
cells were treated with N concentrations only (10", 102, 103, 10* mM), BA only (10 ng/mL) and BA and N concentrations
together (BA+10" N, BA+10-2N, BA+10% N, BA+10* N) on day 3, 6 and 9; BSP mRNA expression a). OPN mRNA expressi-
on b). COL-I mRNA expression c), OCN mRNA expression d). ALP mRNA expression €). OPG mRNA expression f). RunX2
mRNA expression g). *p<0.05, **p<0.001).
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N) birlikte uygulanmasinin ise kontrol grubuna (sade-
ce DMEM) goére hiicre canlilik seviyesini sadece N
konsantrasyonlarina gore istatistiksel olarak daha az
azalttigi belirlendi (p<0,05). Daha 6nceki arastirma so-
nucumuz ile 1, 2,5, 5 ve 10 mM N konsantrasyonlari
dramatik dlizeyde hucre proliferasyonunu azalttigini
107, 102, 103, 10*, 10%5 10® mM N konsantrasyon-
larinin ise sementoblast proliferasyonunda anlamli bir
degisiklik olusturmadigini belirlemistik [30]. Simdiki
calismamizda hucre canlihdini MTT yontemiyle daha
onceki calismamizda [30] ise hiicre proliferasyonunu
gercek zamanli hiicre analizort (xCELLigence) ile test
etmistik. Proliferasyonda es zamanli olarak sonugclara
yansiyan stabil durum hiicre canhliginin azalmasi kay-
nakli olabilir. Bununla birlikte literattirde yeralan N’nin
sementoblast hiicrelerine uygulamasinin 1,5 mM’'dan
daha yuksek konsantrasyonlarinin toksik oldugu [28],
insan periodontal ligament hiicrelerine 100 ng/mL tze-
rinde N ilavesi sonrasi hticre proliferasyonunun inhibe
edildigi [42,43], 1 ve 100 mM N’nin ise insan gingival
fibroblastlarinin proliferasyonunu suprese ettigi [32]
yoniinde galisma sonuglari yer almaktadir. Orafasiyal
alandan izole edilen farkli doku orijinli hiicrelerin in vit-
ro sonuglarinda N konsantrasyonuna bagh farkhliklar
olmakla birlikte literattirde yer alan galisma sonuglari-
nin ortak noktasi N periodontal hiicre canlihgi ve proli-
ferasyonunu negatif olarak etkiledigi yoniindedir. Yara
iyilesmesi deneyi sonuglarina gore tim N konsantras-
yonlari (10", 102, 103, 10* mM) kontrol grubuna goére
tim zaman dilimlerinde (2, 4, 6 ve 24 saat) istatistiksel
olarak anlamli seviyede hucrelerin migrasyon potan-
siyellerini azaltti. Sadece BA (10 ng/mL) uygulanan
grup ise sementoblastlarin migrasyon kapasitesini
deneyin 4, 6 ve 24. saatinde kontrol grubuna gdre an-
lamli seviyede artirdi. Ayrica N konsantrasyonlari ile
birlikte BA uygulanan gruplar (BA+10" N, BA+102 N,
BA+10° N, BA+10“ N) hicrelerin migrasyon slireg-
lerini kontrol grubuna gore istatistiksel olarak anlamli
seviyede 2, 4, 6 ve 24. saatlerde azaltmis olmalari-
na ragmen bu etki sadece N uygulanan gruplara gore
daha az olarak tespit edildi. Boylece elde edilen so-
nuglar BA'in, sementoblastlarin N maruziyeti sonrasin-
da azalan migrasyonuna zaman bagiml olarak pozitif
ydnde katki sagladigini gdsterdi. Kaymaz ve ark.’lari
iyilesmesi uzun sure alan tendon yaralanmalarinda,
oral olarak BA uygulamasinin ekstraselller matriks
bilesenlerinin sentezi ile anjiyogenez indiklenmesi
uzerinden tendon hasarini iyilestirmede guvenli ve et-
kili bir tedavi bileseni olabilecegini in vivo rat deney
modelinde gosterdiler [44]. Biyolojik veya kimyasal bir-
¢ok ajan induklemesi sonucunda gelisen periodontal
hastalik etiyolojisinde sik karsilagilan dis kayiplarinin
Onlenebilmesi icin yeni kemik, yeni periodontal liga-
ment ve yeni sement dokusu olusumunu hedefleyen
tedavi yontemleri amaglanmaktadir. Rejeneratif odakl
tedavi yaklagimlarinin ana hedef hicresi periodontal
ligament hicreleri olup bu hicrelerin uygun uyaran-
larla osteoblast veya sementoblast hiicrelerine fark-
lllasmasi yeni kemik ve yeni sement doku olugsumu
icin elzemdir. Ozellikle periodonsiyumda doku yikimi-
na sebep olan ajanin uzun dénem ve kisa donemde

olusturdugu hasari ortadan kaldiracak ve yeni doku
olusumunu indikleyecek biyo-uyumlu molekdllerin,
etkinliklerinin ortaya konmasi ve mevcut tedavi planla-
rina katilmasi énemlidir. Dolayisiyla periodonsiyumun
N ile olan direkt temasi sonucunda hicre proliferasyo-
nu, konak cevabi ve immin sistem etkilenerek perio-
dontal hastalik patogenezine yatkin hale gelmektedir
[30]. Sementoblastlar, disin sement dokusunun ana
hicreleri olup kdk yapisinin yeniden sekillenmesi, pe-
riodontal rejenerasyon ve saglikli periodonsiyum icin
kritik Gneme sahiptir [27,45]. Literatirde yer alan daha
onceki arastirma sonuglari, sementoblast hicreleri-
nin mineralize doku belirtegleri arasinda yer alan ALP,
BSP ve OCN eksprese ettigini [40,41] bununla birlikte
N maruziyeti sonrasinda COL, OCN, OPN dizeyle-
rinin periodonsiyumun farkli hiicrelerinde azaldigi ve
arastirma grubumuzun da bir 6nceki galismasinda se-
mentoblast hiicrelerinde de N bagimli mineralize doku
belirteglerinin mMRNA seviyelerinin 6nemli derecede
azaldigi belirlendi [30]. Bununla birlikte daha énceki
arastirma sonuglarimiz, 0,1, 1, 10, 100 ng/mL bor kon-
santrasyonlarinin osteoblast (MC3T3-E1) hiicrelerinin
bone morphogenetic protein (BMP)-4, BMP-6, BMP-7
dizeyleri ile BSP, OPN, OCN, COL-I mRNA ekspres-
yon seviyelerini dnemli derecede artirdigini gosterdi
[5]. Arastirma grubumuzun yapmis oldugu basgka bir
arastirmada, BMP-7 uygulamasi sonrasinda semen-
toblast hucrelerinin COL-I, BSP, OCN seviyelerinin
dramatik dizeyde arttigi belirlendi [46]. Her iki aras-
tirma sonucumuza bakarak borik asit-BMP-7 indUkle-
mesi sonucunda sementoblast fonksiyonuna bagh pe-
riodontal hastalik sonucu gelisen doku kaybinin énine
gecilebilecedi 6ngdrulmastar. Arastirma ekibimizn bir
diger in vivo ¢alismasinda BA igeren diyetle beslenen
tavsanlarin kemik yapisinin direnci ve mineral kom-
pozisyonunun degistigi belirlenirken [3] dis yapisinda
ise mineral kompozisyonu ile alveoler kemik yogunlu-
gunun farklilastigi goérilda [6]. Borik asitin, osteoblast
hacreleri Uzerindeki etkinligini arastirdigimiz baska
bir calisma sonucumuzda da farklilagsma faktort olan
Tuftelin dizeyinin BA uygulamasi ile 6nemli dlizeyde
artis sergiledigi belirlendi [47].

4. Sonuglar (Conclusions)

Elde edilen sonuglar BA'in, N maruziyetine ugramis
sementoblast hlcrelerinin biyoaktivite kaybi Uzerinde
pozitif regllatdr rol oynayabilecegini gostermektedir.
Bununla birlikte N uygulamasinin sementoblast hiic-
relerinin canlihgi, migrasyon temelli yara iyilesmesi
Ozellikle de mineralize doku iligkili genlerin ekspres-
yonunda 6nemli bir etkisi oldugu, N maruziyetinin giin
bazinda artmasiyla birlikte hedef gen ifade paternleri-
nin olumsuz etkilendigi, BA uygulamasinin ise semen-
toblast hlcre fonksiyonlarinin korunmasinda aktif bir
rol alabilece@i sonucuna varilmigtir. Proje kapsaminda
in vivo deney modeli uygulamasinin olmamasi calis-
manin limitasyonu olup bundan sonraki asamalarda
BAin, N maruziyetinin olasi sonuglari Gizerindeki etki-
sinin in vivo deney modeli lizerinde degerlendirmeye
yonelik ilave analizler ve ¢alismalar yapilmasi gerek-
mektedir. Sementoblastlarin N maruziyeti sebebiyle
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karsilastiklari biyoaktivite kaybininin BA uygulamasi
ile hiicre canlligi, yara iyilesmesi ve mineralize doku
belirtecleri agisindan konsantrasyon ve zaman bazli
kiyaslanmasi sonucu elde edilen bulgularin hayvan
modelleri/klinik uygulamalara gegiste kritik bilgiler sag-
layip prevantif terapdtik ajan olarak kullanima ydnelik
aday olabilecegini disinmekteyiz.
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