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Metformin’in Insan Gingival Fibroblastlari
Uzerindeki Sitotoksisitesinin In Vitro
Degerlendirilmesi

In Vitro Evaluation of the Cytotoxicity of Metformin
on Human Gingival Fibroblasts

0z
Amag: Bu calismanin amaci; antiapoptotik, antienflamatuar ve antioksidan etkileri olan, osteoblastik hicre
farklilasmas1 ve mineralizasyon nodiilii olusumunu indiikleyen metformin adli ilacin Primer Insan Gingival

Fibroblast (HGF) hiicreleri lizerindeki doz bagimli etkisinin in-vitro olarak incelenmesidir. Bu calisma daha ileri
calismalara ve olasi insan kullanimlarina 1sik olmasi adina planlanmistir

Yontemler: HGF hiicreleri besiyerlerine eklenen 11 farkli metformin dozu ile 24 saat kultire edilmistir. Her
metformin dozu icin 3 farkli kuyucuk kullamlmistir. Bu degerler MTT testi ile 6lciilmiistiir.

Bulgular: Metformin diizeyleri ile fibroblast canliligi ve liremesi arasinda ters bir oranti oldugu soylenebilir. Ayrica,
metformin diizeylerinin 2 mM ve altindaki degerleri icin fibroblast lciimleri hemen hemen ayni kalmaktadir.
Metforminin 2’den biiyiik degerleri icin fibroblast canliligi ve tiremesinin onemli derecede azaldig1 goriilmektedir.

Sonug: Faz 2 tedavi ihtiyacini azaltacak, iyilesme periyodunu kisaltacak ve antibakteriyel etki saglayacak etkili
bir lokal ajan bulunmasi icin yapilan calismalar siirekli giincelligini korumaktadir. Rejenerasyona pozitif katki
saglama ihtimali olan metforminin uygulanacag bélgedeki onciil hiicrelerden olan fibroblastlara etkisinin doz
bagimli degisiminin 2 mM konsantrasyonuna kadar anlamli bir etki yapmadigi ancak 2 mM’den daha yogun
konsantrasyonlarda sitotoksisite olusturdugu calismamizda gosterilmistir.

Anahtar Kelimeler: Fibroblast, metformin, sitotoksisite

ABSTRACT

Objective: The aim of this study is to investigate the dose-dependent effect of metformin on Primary Human
Gingival Fibroblast (HGF) cells in vitro, which has antiapoptotic, antienflamatuar and antioxidant effects, can
promote osteoblastic differantitation and mineralization nodules. This study designed to be a precursor for
further and possible human studies.

Methods: HGF cells were cultured for 24 hours with 11 different metformin dose added to the medium. 3
different applications were made for each metformin dose. These values were measured with the MTT test.

Results: in our research, it is shown that there is an inverse relationship between metformin levels and fi-
broblast viability and reproduction. Fibroblast vitality measurements didn't show any significant difference
on metformin levels, below 2 mM. Fibroblast viability and proliferation appear to be significantly reduced for
metformin values of 3 mM and greater than 3 mM.

Conclusion: Studies to find an effective local agent that reduces the need for The Phase 2 treatment, shorten the
recovery period and provide an antibacterial effect are constantly up to date. It has been shown in our study that
the dose-dependent change of the effect of metformin, which is likely to contribute positively to regeneration,
of fibroblasts, which are the precursor cells in the area where it will be applied, does not have a significant effect
up to a concentration of 2 mM, but creates cytotoxicity at concentrations of 3 mM and more dense than 3 mM.

Keywords: metformin, cytotoxicity, fibroblast

GIRIiS

Periodontal hastaliklar mikrobiyal dental plak ile ya da giinimiizdeki giincel tanimlamasiyla dental bi-
yofilm ile konak yanit1 arasindaki etkilesimler sonucu olusur. Periodontal hastaliklar, diseti iltihab1 gibi
nispeten iyilesebilir formdan, kronik ve agresif periodontitis formlarina kadar cesitlilik gosterir. Tim bu
hastaliklar sadece dis yapisini tehdit etmekle kalmaz, ayn1 zamanda genel sagligi da tehdit edebilir.” Bu
asamalarda gerekli tedaviler yapilmazsa, onemli doku hasarlar sonrasi; etkilenen disler likse olabilir ve
hatta ilgili disler kaybedilebilir.? Periodontal hastaliklarin tedavisinde oncelikli olarak: birincil etiyolojik
faktor olan dental biyofilmin eliminasyonu hedeflenmektedir. Gingivitis tedavisinde, plagin eliminasyo-
nu ve distas1 temizligi ile iyilesme gerceklesirken, Periodontitis tedavisinde tek basina dis tas1 temiz-
ligi, kok ylizeyi kazimasi ve diizlestirilmesi yetmeyebilir ve ileri cerrahi yontemler uygulanmasi gerekli
olabilir.
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Periodontal yara iyilesmesi; biyolojinin dogal akisina uymasina
ragmen viicudumuzun neredeyse en kompleks iyilesmelerinden-
dir.3 Bes veya daha fazla dokunun hticrelerinin (epitel, diseti ve pe-
riodontal ligament bag dokusu, kemik, sement) avaskiiler, devital
kok yiizeyi dokusu ile yeni baglanti kurmasi istenir. Ayrica perio-
dontal yara iyilesmesi daima bakteriyal yiikiin oldugu bir ortamda
gerceklesmektedir.

Konak modiilasyon tedavisi (KMT); konak-bakteri etkilesiminin ko-
nak tarafin1 desteklemek anlamina gelir. Aslinda amac tedaviden
cok daha onemli olan konagin cevabini regiile etmektir. KMT’nin
hedefi organizmanin hastaliga verdigi cevabi indiikleyerek, enf-
lamatuar cevab1 dizenlemek, anti-enflamatuar ve pro-enflama-
tuar dengesini saglamaktir. Sonug olarak KMT ile konak cevabn,
konagin tiim fonksiyonlarim diizenleyerek, destekleyecek sekilde
diizenlenir. Bu amacla, farkli ajanlar lokal veya sistemik olarak kul-
lanmlabilir.

Diseti bag dokusundaki baskin hiicresel eleman fibroblasttir. Lif
demetleri arasinda cok sayida fibroblast bulunur. Fibroblastlar
mezenkimal kdkenlidir ve diseti bag dokusunun gelisimi, bakimi
ve onariminda onemli bir rol oynarlar. Periodontal hastalik, perio-
dontal destek dokularinin yikimi ile karakterize edilir ve IGF hiicre-
leri doku homeostazinin korunmasinda ve periodontal dokularin
yeniden sekillenmesinde 6nemli bir rol oynar.*iGF hiicreleri, sito-
kin ve kemokin uretimini modiile ederek bakteri tehdidine yanit
verebilir ve periodontitis hastalarinda inflamatuar ve kemik don-
giislinu diizenleyen yollarda kritik oneme sahiptir.®

Periodontal hastaliklar, sistemik hastaliklar ile de iliskilidir. Dia-
betli hastalarin diabetli olmayan hastalara gore kronik periodon-
tal hastaliklara yakalanma prevelansi daha yiiksektir.® Metformin,
tip 2 diyabetli hastalarin tedavisinin ilk sirasindadir. Bu ilacin yan
etkileri sinirlidir. Metforminin, karaciger hiicrelerinden glikoz tre-
timini azaltmada (glukoneogenez), insulin direncini azaltmada,
aclik plazma insulin diizeyini dusurmede ve periferik kan glikozu-
nun adenozin monofosfat ile aktive olan aktive edici protein kinaz
(AMPK) tarafindan emilimini aktive etmede etkili oldugu gosteril-
mistir’ AMPK, enerji dengesini diizenlemede onemli bir faktordur
ve aktivasyonu, AMP’nin ATP’ye oranini artirarak saglar. Bu enzim
farkli hastaliklarda cesitli roller oynar.®® Metformin antiinflama-
tuar ve antioksidan etkisini; instlin duzeyini artirip, kan sekerini
dusurerek, inflamasyona karisan molekulleri duzenleyerek infla-
matuar surecleri baskilamak gibi farkli mekanizmalarla gercekles-
tirmektedir.'"2

Oksidatif stres, viicudun antioksidan savunmasi ile hiicrelerin li-
pid tabakasinin peroksidasyonuna neden olan serbest radikal tre-
timi arasindaki uyumsuzluk olarak tanimlanabilir. Serbest radikal-
ler stiperoksit, hidroksil, lipid peroksit ve nitrik oksit radikalleri gibi
degisik kimyasal yapilara sahiptir. ™

Reaktif oksijen tiirleri (Ros), mitokondriyal elektron transfer zin-
cirinde uretilir. Bakteriyel enfeksiyon ve Lipopolisakkarit (LPS)
ile uyan gibi bu iltihaplanma siirecleri sirasinda bu oksidanlarin
Uretimi artar. Calismalar, metformin uygulamasinin, kompleks |
elektron transfer kompleks zincirini dogrudan inhibe ederek ser-
best oksijen radikallerinin tretimini durdurdugunu ortaya koy-
mustur.'">Kompleks | zincirinin inhibisyonu, ATP uretimini azaltir
ve AMPK’nin aktivasyonu icin ana uyarici olan ADP / ATP ve AMP
/ ATP oramini artirir. Bu kompleks, ROS araciligiyla IL-1p Uretimi-
nin indiiklenmesinde rol oynar. Kompleks I’i bloke ederek met-
formin, LPS tarafindan indiiklenen IL-1p uretimini inhibe eder ve
IL-10 Uretimini arttinr.'* Metforminin, antioksidan etkilerini NAD
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(P) H / PKC oksidaz yollarini inhibe ederek gerceklestirdigini de
ortaya cikmistir.”” Doza bagli metformin ayrica karaciger peroksit
hidrojen seviyesini de dusiiriir.'® Mineralokortikoid reseptorlerini
ve NOX,’U uyaran aldosteron, kardiyak fibroblastlarda H,0, ureti-
mini arttinir, ardindan sitoplazmik adaptor TRAF3IP2’nin ekspres-
yonunu indukler. Bu kosullarda metformin, antioksidan etkisiyle
oksidatif reaksiyonlar inhibe eder. Metformin bu etkisini; hidrok-
sil radikallerinin dogrudan yakalanmasi, H,0;’nin ana ayristiricisi
olan katalaz gibi antioksidan enzimlerin aktive edilmesi, NOX4'ten
transkripsiyonu azaltmak gibi yollarla gosterebilir.'*2!

Metformin’in preosteoblastik hiicreler olan MC3T3-E1 hiicreleri
Ustiinde osteoblastik diferansiyasyonu, eNOS ve iNOS’u, BMP-2
seviyesini, AMPK aktivasyonunu arttirdigi gosterilmistir.?22* Met-
formin insan kaynakli pluripotent kok hiicre kaynakli mezenkimal
kok hiicreler tstuinde ise osteoblastik diferansiyasyonu arttirmis-
tir. 2

Calismamizin temel amaci; antiinflamatuar, antioksidan ve oste-
ojenik ozellikleriyle lokal periodontal tedavide de etkili olabilecegi
dusunilen metforminin, bolgenin dominant hucrelerinden olan
iGF hiicreleri tizerindeki doz bagimli etkisini degerlendirmek ve
analiz etmektir.

GEREC VE YONTEMLER

Bu Calisma icin etik kurul onay1 Gazi Universitesi Dis Hekimligi
Fakiltesi Klinik Arastirmalar Etik Kurulu’ndan (Tarih: 21 Kasim
2019, Say1 : 2019-23/3) alinmstar.

Hiicre Hatti ve Uretimi

Metformin’in IGF hiicreleri (ATCC, PCS-201-018™) hiicreleri iize-
rindeki doz bagimli sitotoksisitesinin belirlenmesi icin planlanan
calismamizda, donmus olarak laboratuvara ulasan hiicreler, ATC-
C’nin onerileri dogrultusunda 37°C’de 90 saniye su banyosunda
inkiibe edilerek eritildikten sonra, 10 ml besi yerine transfer edildi.
Transfer edilen hiicreler 12° (xg) hizla, 10 dakika santrifiij (Beck-
man&Coulter, ABD) edilerek yikandi. Hiicreler 37 °C de, %90 ok-
sijen (02), %5 karbondioksit (CO;) varliginda uygun inkiibatorde
(Sanyo, Japonya) inkiibe edilerek cogaltildi. Her 3 giin sonunda
kiltlr besi yeri degistirilerek tazelendi. Metformin uygulamasi
icin 4. Pasaj (jenerasyon) hiicreleri kullanildr.

MTT Testi

Giiniimiizde en fazla kullamlan hiicre canliigi, proliferasyon ve
sitotoksisite tespit yontemlerinin basinda 3-(4,5-dimethylthi-
azol-2-yl)-2,5-diphenyltetrazolium bromide (MTT) testi gelmek-
tedir. MTT testinde Hiicre canliigi spektrofotometrik olarak be-
lirlenir ve uygulama yapilmayan hiicrelerin canliigi %100 kabul
edilerek, uygulama yapilan hiicrelerin canliigi bu hiicrelere gére
ylzde (%) olarak belirlenir.?? Calismamizda Literatir bilgilerine
dayanilarak genis bir doz araligi secildi.” Hazirlanan 33 kiiltiir ye-
rine sirasiyla O, 0.12, 0.25, 0.5, 1, 2, 3, 6.25, 12.5, 25, 50 milimolar
(mM) metformin dozu eklendi, her doz icin 3 farkli tekrar yapilds,
24 saat kultiir ortaminda bekletilmesinin ardindan metforminin
in vitro sartlarda IGF hiicrelerine toksik olan ve olmayan dozlarinin
saptanmasi icin MTT testi kullamldi. MTT testi kolorimetrik meka-
nizmaya dayali, ticari bir MTT kiti (Elabscience, ABD) kullanilarak
gerceklestirildi. Buna gére, 5x103/0.2 ml IGF hiicresi, kiiltiir besi
yeri icinde duz tabanli 96-kuyulu hiicre kulturu plaklarinin kuyula-
rina yerlestirildi. Hiicreler 37 °C de, %90 oksijen (O, ), %5 karbondi-
oksit (COz) varliginda uygun hiicre kiltiirii inkiibatoriinde (Sanyo,
Japonya) 24 saat inkube edildi. Calismamizda 24 saat sonrasinda
hiicre kultirlerine MTT maddesi ilave edildikten sonra, hiicreler 4
(dort) saat inkiibe edildi. Bu sure sonunda reaksiyonu durdurma
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cozeltisi ilave edildi. Kolorimetrik MTT reaksiyonu 570/620 nm
de bir plaka okuyucu (Synergy, Biotek, USA) kullanilarak okundu.
Absorbans (optik dansite = OD) cinsinden kaydedilen degerler ile
goreceli hiicre canliigl hesaplandi. Goreceli hiicre canlilig, [(Met-
formin dozu uygulanan hiicre OD degeri / Kontrol, metformin
uygulanmayan hiicre OD degeri) x 100] formiili kullanilarak he-
saplandi.

istatistiksel Analiz

istatisksel analizler IBM SPSS versiyon 28.0 (IBM Statistical Pac-
kage for Social Sciences Corp., Armonk, NY, ABD) kullanilarak ya-
pilmistir. Metformin diizeyleri ile fibroblast liremesi ve canliligina
iliskin baz1 betimsel istatistik degerleri hesaplanmistir. Bu iki de-
gisken arasindaki iliski Spearman-in rho korelasyon katsayisi kul-
lanilarak tahmin edilmistir. Fibroblast tiremesi ve canliliginin met-
formin diizeylerine gore gosterdigi degisimin istatistiksel analizi
tek faktorlu sabit etki varyans analizi kullanilarak incelenmistir.
Varyans analizi testi sonucunda fibroblast tireme ve canliiginin
metformin diizeyleri bakimindan degisimi istatistiksel olarak
anlamli bulunmustur. Bunun sonucu olarak hangi metformin du-
zeyleri arasinda fibroblast iiretim ve canlilig1 ortalamalarinin farkli
oldugu sorusu post-hoc pair-wise testleri kullanilarak arastiril-
mistir. Metformin diizeylerindeki fibroblast {ireme ve canliiginin
kontrol grubuna gore, goreceli ylizdelik degerleri hesaplanmistir.
Tum istatistiksel bulgularin anlamliik degerlendirmeleri P < .05
icin anlamli kabul edilmistir.

BULGULAR

Birisi metformin diizeyi 0.0 mM olan kontrol grubu olmak Lizere,
belirlenen 11 metformin diizeyinde, birbirinden bagimsiz 3 kuyu-
cuktan fibroblast tiremesi ve canliligina iliskin gézlemler alinmis-
tir. Her metformin diizeyinde alinan gozlemler ve bu gozlemlere
iliskin betimsel istatistikler Tablo 1’de verilmektedir. Tablo 1 ve
Sekil 1’den goriildiigu gibi; metformin diizeyleri ile fibroblast iire-
mesi ve canliligi arasinda ters yonlii ve kuvvetli bir iliski vardir (or-
neklem korelasyon katsayisi r = -0.811’dir ve P =.000). Metformin
diizeyi 2 mM ve altinda ise fibroblast liremesi ve canliigi artarken,
metformin duzeyi 3 ve 3 mM’dan daha buyudiikge fibroblast can-
lilig1 ve liremesi oldukca izl azalmaktadr.

Fibroblast liremesi ve canliliginin metformin diizeylerine gore
gosterdigi degisimin istatistiksel analizi tek faktor varyans analizi

kullanmlarak incelenmis ve analiz yapilmadan once gézlem deger-
lerinin normal dagilima uygunlugu ve her diizeydeki varyanslarin
homojen oldugu test edilmistir. Normallik varsayimi icin yapilan
Shapiro-Wilk test sonuglar incelendiginde, 11 grubun her birisi
icin “p degerlerinin > .05” oldugu gozlemlenmis normallik varsayi-
minin saglandig saptanmistir. 11 grup icin varyanslarin homojen-
ligi varsayimi da Levene test sonucuna gore anlamli bulunmustur
(P =.162 > .05) . Bu sonuclara gore varyans analizi gerceklestiril-
mis ve ANOVA tablosu, Tablo 2’de verilmistir.

Analiz sonuglarina goére, P = .000 < .05 oldugundan “fibroblastla-
rin Uremesi ve canliigi bakimindan gruplar arasinda fark yoktur”
seklinde ifade edilen yokluk hipotezi reddedilir. Metformin diize-
yinin, fibroblastlarin iremesi ve canlilig1 lizerine etkisi istatistiksel
olarak anlamli bulunmustur. Metformin dizeylerinde fibroblast
treme ve canliligr ortalamalan arasindaki farkliiklarinin belirlen-
mesi icin post-hoc pair-wise ikili karsilastirmalari Benferroni ve
Tukey yontemleri kullanilarak yapilmistir. Test sonuclarina gore;
kontrol grubu ile 2 ve 2 mM’un altindaki metformin diizeyleri icin
fibroblast tiremesi ve canliligi ortalamalar1 arasinda anlamli bir
fark yoktur (P > .05)", 6te yandan kontrol grubu ile 3 ve 3mM’{in
tzerindeki bitin metformin duzeylerinden olusan gruplar arasin-
da fibroblast canliligi agisindan anlamli farkliik vardir (P < .05) 2.

045 050 055 0.60

0.40
-
LR

0.35

Fibroblast Gremesi ve caniimgt
°

0.30

0.25
-

000 300 625 12,50 25.00 50.00
Metformin duzeyleri (mM)

Sekil 1.
Deneyde dikkate alinan metformin diizeylerinde gézlenen IGF iremesi
ve canliligi.

Tablo 1. Farkli metformin diizeyleri igin 3 kez optik yogunlukla dlgiilen iGF degerleri ve bu 6lgiimlere iliskin betimsel istatistikler

OD verileri

Tekrarl Tekrar2 Tekrar3 min max aralik medyan ortalama St.sapma

Metformin 50 0,258 0,260 0,263 0,258 0,263 0,005 0,260 0,260 0,0025
Diizeyleri (mM) 25 0,315 0,295 0,285 0,285 0,315 0,030 0,295 0,298 0,0153
12,5 0,370 0,347 0,324 0,324 0,370 0,046 0,347 0,347 0,0230

6,25 0,401 0,387 0,358 0,358 0,401 0,043 0,387 0,382 0,0219

3 0,394 0,419 0,389 0,389 0,419 0,030 0,394 0,401 0,0161

2 0,541 0,562 0,594 0,541 0,594 0,053 0,562 0,566 0,0267

1 0,559 0,574 0,588 0,559 0,588 0,029 0,574 0,573 0,0145

0,5 0,566 0,573 0,583 0,566 0,583 0,017 0,573 0,574 0,0085

0,25 0,572 0,580 0,576 0,572 0,580 0,008 0,576 0,576 0,0040

0,12 0,575 0,587 0,580 0,575 0,587 0,012 0,580 0,581 0,0060

0 0,588 0,568 0,581 0,568 0,588 0,020 0,581 0,579 0,0101

1

iki test istatistigi de aym sonuglari vermektedir.

Metformin diizeylerine iliskin 6rnek capinin kiiciik olmasi nedeniyle parametrik olmayan tek yonlii varyans analizi yontemi olan Kruskal-Wallis varyans analiziyle de farkli diizeylerdeki metformin
uygulanan 11 gruba iliskin fibroblast iremesi ve canlilig ortalamalan arasinda farklar test edilmistir. P = .03 < .05 oldugu icin Kruskal-Wallis varyans analizi sonucunda da fibroblast tremesi ve can-
Liliginin metformin gruplarina gore gosterdigi degisiklik istatistiksel olarak anlamlidir. Metformin diizeylerinde ortalama fibroblast tremesi ve canliliginin farkliliklarimin belirlenmesi igin parametrik
olmayan Mann-Whitney U testi ile de ikili karsilastirmalar yapilmis ve parametrik yontemle ayni sonuclar elde edilmistir.

CurrRes Dent Sci 2023 33(2): 73-781doi: 10.5152/CRDS.2023.2270115
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Tablo 2. Tek faktor varyans analizi anova tablosu

ANOVA Tablosu

Kareler Toplami Serbestlik derecesi Ortalama Kare F P
Gruplar Arasi 0.501 10 0.050 207.372 .000
Gruplar i¢i 0.005 22 0.000
Toplam 0.507 32

Tablo 3. Metforminin IGF hiicreleri canlilig1 {izerine etkilerinin géreceli yiizdelik degerleri

% Goreceli Canlilik

Metformin Diizeyleri mM Tekrar 1 Tekrar 2 Tekrar 3 Ortalama St Sapma
50 44,56 44,91 45,42 44,96 0,43
25 54,40 50,95 49,22 51,53 2,64
12,5 63,90 59,93 55,96 59,93 3,97
6,25 69,26 66,84 61,83 65,98 3,79
3 68,05 72,37 67,18 69,20 2,78
2 93,44 97,06 102,59 97,70 4,61
1 96,55 99,14 101,55 99,08 2,50
0,5 97,75 98,96 100,69 99,14 1,48
0,25 98,79 100,17 99,48 99,48 0,69
0,12 99,31 101,38 100,17 100,29 1,04
0 101,55 98,10 100,35 100,00 1,75

_ 120,00
D
T 100,00
o
5
>
g 80,00
3
b
8 60,00
£
<
]
£ 40,00
3
o
@ 20,00
Q
(G}
B
= 0,00
0 012 025 05 1 2 3 6 12 25 50
Meformin (mM)
Sekil 2.

Metforminin IGF hdicrelerinin canliligi (izerine etkilerinin géreceli
ylizdelik degerlerine iligkin gubuk grafigi

Bu istatistiksel analizlerin yani sira, Tablo 1’de verilen fibroblast can-
liigina iliskin veriler kullamlarak kontrol grubuna gore, goreceli hiicre
canliigr (hiicre toksisitesi) hesaplanmistir. Kontrol grubunda hiicre
canliigr %100 canlilik olarak alinarak goreceli hiicre canlilik degerleri
elde edilmistir (Tablo 3, Sekil 2). Metformin diizeyi 2 mMve altinda ise
fibroblast liremesi ve canliig1 %100-%97.70 degerleri arasinda degi-
sirken, metformin duizeyi 3 ve 3 mM’dan daha biiyuk ise fibroblast
canliigi ve liremesi %44.96-%69.20 degerleri arasindadir.

Bu sonuclara gore, baslangic dozlar olan 0,12 mM, 0,5 mM, 1 mM
ve 2 mM dozlarda metformin in vitro sartlarda IGF hiicre vitalite-
sine anlamli bir toksik etki gostermemektedir. Bir baska deyisle,
metforminin toksik etkileri, 3 mM doz ve istiinde doza bagimli
olarak artmakta ve test edilen maksimum doz olan 50 mM de en
yliksek seviyeye ulasmaktadir.

TARTISMA

Bircok hasta tarafindan kullanilan birinci basamak bir anti-diyabe-
tik ila¢c olan metforminin, potansiyel osteojenik 6zelliklere sahip
oldugu gosterilmistir.

Kang ve arkadaslar1 tarafindan yapilan calismada metformin ile
Porphyromonas gingivalis Lipopolisakkarit’lerinin (LPS) iGF hiic-

CurrRes Dent Sci 2023 33(2): 73-78doi: 10.5152/CRDS.2023.2270115

releri istiindeki doz bagimli sitotoksik etkisi incelenmistir. Bu ¢a-
lisma plan1 sitokinleri incelemek icin kurulmustur ve sonuc olarak
calismada LPS ve metformin ile kiiltiire edilen IGF hiicrelerinin 2
ve 4 mM metformin uygulamasina toksik 6zellik gosterdigi belir-
tilmistir. Calismamizda periodontal hastalik plan1 olusturmadigi-
mizdan LPS eklentisi yapilmamistir ve sonucta 2 mM metformin
uygulamasinin da toksik ozellik olusturmadigi belirtilmistir, 2 mM
metformin dozunun toksik cikmasina neden olan durumun LPS
ile kiiltuire edilmesi oldugu distiniilmustiir.

Wang ve arkadaslar tarafindan yapilan calismada, klinik olarak
ilgili metformin dozlarinin, indiiklenmis Pluripotent Kok Hucre
kaynakli Mezenkimal Kok Hiicrelerin (iPSC-MSC’ler) osteojenik
farklilasmasin1 ve mineralizasyonunu destekledigini ve metfor-
min’in periodontal dokunun rejeneratif tedavilerinde umut veri-
ci bir ajan oldugunu belirtilmistir. Calisma 0.01 mM ve 0.04 mM
metformin ile yapilmistir.?

Kanazawa ve arkadaslarinin yaptig1 calismada, metforminin os-
teoblastik MC3T3-E1 hicrelerinin farklilasmasinm ve mineralizas-
yonunu indiikledigini ve hiicrelerde eNOS ve BMP-2 ekspresyo-
nunu arttirdigini gosterilmistir. Metformin, AMPK sinyal yolunun
aktivasyonu ve ardindan eNOS ve BMP-2 uretimindeki artis yo-
luyla osteoblastik hucrelerin farklilasmasin1 ve mineralizasyonunu
tesvik etmistir. Metformin dozu calismada 0.005 mM, 0.05 mM
araliginda incelenmistir. Calismada 0.05 mM metformin uygula-
masinin tip 1 kolajen, osteokalsin ve alkalen fosfataz seviyelerini
arttirdigr gosterilmistir.?

Cortizo ve arkadaslar, yaptiklan calismada metforminin osteob-
lastik farklilasmay1 alkalin fostataz ve tip 1 kolajen uretimini artti-
rarak etkiledigini gostermislerdir. Ek olarak, metformin ile tedavi
edilen MC3T3E1 osteoblastlarinin uzun sureli kilturlerinde mine-
ralizasyon nodiillerinin olusumunda oldukca fazla bir artis gozlen-
mistir. Metformin ile ilgili yapilan incelemelerde 0.1 mM, 0.5 mM
arasi degerler ile inceleme yapilmistir.2

Hiicre calismalarinda iGF hiicreleri iizerinde metforminin doz ba-
gimli etkisini herhangi baska bir eklenti olmadan 6lgen baska bir
calisma bulunmamaktadir. Kang ve ark. tarafindan yapilan calis-
mada, LPS ve metforminin birlikte sitotoksik dozlar incelenmis-
tir.®



77

Pradeep ve ark. tarafindan yapilan calismada periodontal kok yu-
zey dizlestirmesi tedavisine ek olarak metformin’in %0.5, %1 ve
%1.5°lik jel formulasyonlan lokal olarak uygulanmistir. 45 hastanin
dahil oldugu bu calismada 3 ve 6 aylik klinik parametrelerin (pe-
riodontal cepteki azalma, kanama indeksindeki azalma, atacman
seviyesindeki artis, kemik ici defektlerin radyografik goriintuleri)
degerlendirilmesinde; tedavi sonrasi herhangi bir lokal uygula-
ma yapilmamis kontrol grubuna kiyasla, metformin uygulanmis
gruplarda istatistiksel olarak anlamli farklar gosterilmistir. Met-
formin uygulanan gruplarin; kanama indeksi acisindan 3 ve 6
aylik sonuclan degerlendirildiginde; kontrol grubuna gore istatis-
tiksel olarak cok daha anlamli sonuclar gozlenmistir. Metformin
uygulanan gruplarda periodontal cep derinligi azalmasi ve klinik
atacman seviyesi kazanci kontrol grubundan istatistiksel olarak
anlamli bir farklilik gosterirken, %1 ve %1.5 metformin uygulamasi
yapilan gruplarda bu sonuc istatistiksel olarak cok daha anlam-
1 bulunmustur. Kemik ici defektlerin incelenmesinde ise 6. ayda
metformin gruplan kontrol grubuna kiyasla yine istatistiksel ola-
rak pozitif yonde anlamli sonuclar gosterse de en anlamli sonucu;
%1’lik metformin jel uygulanan grup gostermistir.?”

Pradeep ve ark. tarafindan 2015 yilinda tamamlanan baska bir
calismada ise 136 hastaya oral hijyen egitimi verildikten ve faz 1
tedavileri tamamlandiktan sonra acik flap debridmam (AFD) plan-
lanmistir. 4 gruba ayrilan ve her grupta 34 hasta iceren bu calis-
mada ilk grup AFD, 2. Grup AFD ile Plazmadan Zengin Fibrin (PZF)
uygulamast, 3. gruba AFD ve %1°lik Metformin Jel uygulamasi ve 4.
gruba AFD, PZF ve %1’lik metformin jel uygulamasi planlanmistir.
9 ay suren bu calisma sonucunda 120 hasta kontrollere katilmis-
tir ve kontrol grubuna kiyasla periodontal cep derinligi azalmas,
atacman seviyesi artisi, kemik ici defektlerdeki degisim ve kana-
ma indeksi acisindan degerlendirildiginde; 4. grupta diger 3 gruba
kiyasla anlamli bir farklilik gozlenirken, ilk 3 grupta kendi aralarin-
da anlamli bir farklilk gozlenmemistir.2

Pradeep ve ark. tarafindan yapilan iki calismada; kok yuzey diizles-
tirmesine ek olarak %1 metformin jel lokal olarak uygulanmis ve 6
ve 9 aylik sonuclari klinik parametreler esliginde degerlendirilmis-
tir. Atagman kazanci, periodontal cep derinligi ve kemik ici defekt
derinligi parametrelerinde anlamli sonuclar gosterilmistir.>?

Kurian ve ark tarafindan 2017 yilinda tamamlanan bir calismada
kok yuzey duzlestirmeye ek olarak lokal olarak aloe vera jel ve %1
metformin jel kullamimi incelenmistir. Kok ylzey kazima ve du-
zeltmeye ek olarak herhangi bir uygulama yapilmayan kontrol
grubuna kiyasla aloe vera jel uygulamasi sonrasi, klinik paramet-
relerde anlamli sonuclar gosterilirken, metformin grubunda ise
diger 2 gruba kiyasla da istatistiksel olarak ¢cok daha anlamli so-
nuclar elde edilmistir.3®

Metformin’in insanlarda kok ylizeyi diizlestirmesi (KYD) sonras1 lokal
olarak uygulandigi ilk calismada %1’lik metformin dozunun kanama
indeksi, sondlama derinligi, plak indeksi ve klinik atagman seviyele-
rinde olumlu etkileri gosterilmistir. Sonuc olarak %1’lik metformin
dozunda; placebo, %0.5 metformin ve %1.5 metformin konsantras-
yonlarina gore daha anlamli sonuclar gosterilmistir. Ayrica kemik
ici defektlerde; ozellikle %1’lik metformin konsantrasyonunda daha
anlamli klinik basar gosterilmistir.?” Bu sebeple; konu ile ilgili diger
calismalarda da %1’lik metformin dozu tercih edilmistir.?-3°

Yapilan insan calismalarinda secilen doz araligi periodontoloji
alaninda kamit diizeyinde bir veriye dayanmamaktadir. Daha ileri
calismalar icin hiicre kiiltliri ve hayvan calismalar ile doz aralig
kanit diizeyinde verilerle belirlenmelidir.

Periodontoloji’de kok ylizey dizlestirme tedavisi sonrasi iyiles-
me periyodunun kisalmasi, iyilesmenin daha efektif olmasi ve
cerrahi tedavilere olan ihtiyacin azalmasi icin yapilan calisma-
lar her zaman giincelligini korumaktadir. Genelde konvansiyo-
nel tedaviler sonrasi ozellikle kemik ici ceplerde oldukca sinirli
bir iyilesme gorilurken, periodontal dokularin rejenerasyonu-
na yonelik uygulamalar sonrasi oldukca tatmin edici sonuclar
alinmaktadir. Rejeneratif islemler yapilmadiginda, rezidiiel pe-
riodontal cepler varligin1 tedavi ve oral hijyen aliskanliklarina
ragmen siirdiiriir ve zararli bakteri popiilasyonu hicbir zaman
beklenilen seviyelere diisemez.

Periodontal hastaliklar disetinin enflamasyonu ile baslar ve peri-
odontal destek dokularin yikimi ile ilerler. Enflamasyonun kontrol
altina alinmasi, periodontal hastaliklarin yikici etkilerinin goriil-
memesi icin oldukca kritik bir konudur. Antioksidan etkileri ile pe-
riodontal hastalikta serbest oksijen radikallerinin yani sira, enfla-
matuar bir sitokin olan IL-1p Uretimini inhibe edebilen, osteojenik
ozellikleri ile kemik mineralizasyonunu ve osteoblastik hiicre fark-
lilasmasint uyarabilen metformin; gingival fibroblastlar lizerinde
belirli konsantrasyonlarda toksik etki gostermemistir. Ayrica met-
forminin, gingival fibroblastlarin IL-1B, IL-6 ve TNF-a gibi inflama-
tuar sitokinlerin salgilamasinm da baskiladig gosterilmistir.>

Metformin’in periodontal tedavilerde faz 2 tedavi olan cerrahi te-
davi ihtiyacini azaltmak veya periodontal cerrahi tedavi sonrasi
etkinligi arttirmak icin; lokal olarak kullanimi yapilan calismalarda
gosterilmistir.227-30

Bu sebeplerle metforminin, uygulanacagi bolgedeki baskin hiic-
re olan gingival fibroblastlara etkisinin doza bagimli degisiminin
belirlenmesi ileri calismalar yapilabilmesi icin onemli bir konudur.
Sonuc olarak Metforminin, 2 mM konsantrasyonu seviyesine ka-
dar IGF hiicrelerine sitotoksik bir etki yapmadig1, ancak 3 mM ve
3mM konsantrasyon seviyesinden daha yogun konsantrasyonlar-
da uygulanmasi sonrasi ise ayni hiicrelere bu kez sitotoksik etki
yaptig1 calismamizda gésterilmistir. Metforminin; IGF hiicrelerine
ve hatta bu hucrelerin Alkalen fosfataz (ALP) sentezi yoluyla kemik
hicreleri tUzerine osteojenik etkilerinin tam olarak anlasilabilmesi
icin, deney hayvanlan lizerinde, cok parametreli degerlendirme
metotlariyla, daha ileri calismalara ihtiyac duyulmaktadir.

Etik Komite Onay1: Bu calisma icin etik komite onay1 Gazi Uni-
versitesi’nden alinmistir. (Tarih: 21 Kasim 2019, Sayi: 2019-23/3)
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