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oz
Amac: Bu in vitro arastirmada, insan periodontal ligament fibroblast (iPDLF) hiicrelerine farkli
konsantrasyonlarda indigo naturalis (IN) uygulanarak hiicrelerin canliik diizeylerinin arastirilmasi
hedeflenmistir.
Gerec ve Yontemler: Calismamiz dahilinde indigo naturalis DMSO ile coziilerek 5 pg/ml, 10 pg/ml
. ve 15 pg/ml olacak sekilde li¢ farkli konsantrasyon hazirlandi. Hiicre canliigimi degerlendirmek
Corresponding Author amaciyla, 96 kuyucuklu plakalara her konsantrasyon icin 4 defa tekrarlanacak sekilde hiicrelerin ekimi
Omer Birkan Agrali (=) gerceklestirildi. Hiicrelere 24 saat siireyle indigo Naturalis uygulandi. Canliik degerlendirmesi icin
omer.agrali@marmara.edu. tr 3-(4,5-dimetiltiyazol-2-il)-2-5-difeniltetrazolyum bromiir (MTT) deney protokolii izlendi. Verilerin
istatistiksel analizleri SPSS paket programi kullamlarak degerlendirildi. Istatistiksel anlamlilik p<0.05
olarak kabul edildi.
Bulgular: IN uygulamasimin kontrol grubuna kiyasla test gruplarinda anlamli degisiklik olmadigi
gorilirken 15 pg/ml ve 5 pg/ml konsantrasyon arasinda anlamli fark tespit edilmistir.
Sonuc: Bu calismamin sinirlan icerisinde saglanan bulgular, IN’nin iPDLF hiicrelerinin canliigi
lizerine farkli konsantrasyonlarda benzer etki gdsterdigini ortaya koymaktadir. IN’nin daha farkli
konsantrasyonlarda hazirlanarak ve daha uzun siire araliklarinda takip edilerek arastirildigi calismalara
gereksinim vardir.
Anahtar Kelimeler: indigo naturalis, periodontal ligament fibroblast1, hiicre canliigi
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GIRIS

Periodonsiyum, dislerin etrafinda bulunan ve dislere
destek olan bir yapidir. Bu yapi; diseti, sement, periodontal
ligament ve alveol kemiginden olusur. Periodonsiyum esas
olarak dislerin fonksiyonu esnasinda gorev alarak disleri
agizda tutmaya yardimci olur (Newman ve ark., 2011).
Periodontal hastaliklar, periodonsiyumun tahrip olmasina
neden olan iltihabi ve ilerleyici hastaliklardir (Tonetti
ve ark., 2018). Periodontal hastaliklarin tedavisinde ise
hedef, hastaligin ilerlemesini durdurmak ve kaybedilmis
dokular yerine koymaktir (Graziani ve ark., 2017).
ideal periodontal tedavi tahrip olmus periodonsiyumun
rejenerasyonunu kapsamalidir.

Hiicreler, periodonsiyumun rejenerasyonunda sinyal
molekiilleri ve tasiy1 iskelet yapilarla birlikte gorev
alan esas bilesenlerdir (Taba ve ark., 2015). Periodontal
ligamentin periodontal dokularin rejenerasyonunda
onemli rol oynayan oncilil hiicreleri icerdigi bilinmektedir
(Melcher, 1976). Periodontal ligamentin temel hicresi
olan fibroblastlarin ise esas gorevi kolajen yapim ve yikim
metabolizmasidir (Benatti ve ark., 2007). Hasar meydana
geldiginde aktifleserek cogalir ve yara bolgesine goc
ederler, ekstraseluler matriks sentezi yapimina katilarak
tamir asamasinda etkin rol oynarlar (Narayanan ve Page,
1983, Melcher, 1976).

Her canli organizmanin  hiicresel faaliyetlerinin
duzenlenmesinde gorevli olan c¢esitli sinyal yollan
bulunmaktadir. Bunlardan biri olan Wnt sinyal yolu
(WSY), embriyo gelisimi sirasinda ve eriskin dokularin
devamliliginin saglanmasinda cok 6nemli role sahiptir. Wnt
sinyal iletimi, eriskin donemde rejenerasyon kapasitesi
olan hucrelerin adezyonunu ve gen transkripsiyonunu
saglar (Tanir ve Demirezen, 2009). Doku hasarina verilen
erken cevap olarak WSY aktive edilir ve bu aktivasyon tim
dokularda hucresel tamirin gerceklesmesi icin gereklidir
(Neves ve ark., 2017).

Whntsinyaliletimibirkac farkli yol ile meydana gelmektedir.
Wnt sinyalleri arasinda en onemli olan1 kanonik olarak
da gecen B-katenin baglantili olan yolaktir (Kikuchi ve
ark., 2011). Bu yolakta Wnt ligandinin hlicre ylizeyindeki
reseptorlere baglanmasi ile hiicre ici sinyalizasyon
baslatilir. Bu baglanmanin gerceklesmedigi, sinyalin inaktif
oldugu durumda glikojen sentaz kinaz 3 (GSK-3) enzimi
hiicre icindeki B-katenin molekiluniin fosforillenerek
parcalanmasina yol acar. Wnt ligandlarinin varliginda ise
GSK-3 aktivitesi inhibe edilerek B-katenin’in cekirdege
girmesine izin verilir ve hedef genlerin ekspresyonunu
duzenlemek iizere transkripsiyon faktorleriyle etkilesime
girer (Minear ve ark., 2010; Whyte ve ark., 2012).

Wnt/B-katenin sinyal yolunun dis gelisiminde en onemli
sistemlerden biri oldugu bilinmektedir (Liu ve Millar,
2010). Wnt aktivasyonunun kemik dokunun osteoblastlar
tarafindan yapiminm sagladigi ve Wnt inhibisyonunun
kemik yogunlugundaki azalma ile iliskili oldugu calismalar
tarafindan gozlenmistir (Bonewald ve Johnson, 2008; Hsu
ve Kiel, 2012). Yapilan bir in vivo calisma, yeni sement
olusumunun Wnt/B-katenin sinyal yolunun diizenlenmesi
ile saglanabilecegini gostermistir (Han ve ark., 2015).

Wnt/p-katenin, sinyal yolaginin kemik morfogenetik
protein 2 ile iliskili olarak osteoblastik aktivasyonu
diizenledigi bulunmustur (Zhang ve ark., 2013). Wnt/B-
katenin sinyali, fibroblastlarda proliferasyonu kontrol
ederek transkripsiyon faktorleri ve sinyal proteinlerini
kodlayan genleri etkilemektedir (Cheon ve ark., 2002;
Cheon ve ark., 2004; Klapholz-Brown ve ark., 2007).
insan periodontal ligament hiicreleri Wnt aktivasyonu
saglayacak ortamda bulunduklarinda kemik ve sement
yapimi ile ilgili gen ve protein ekspresyonunun arttigi
gozlenmistir (Han ve ark., 2015).

indigo naturalis (iN), Baphicacavthus cusia, Polygonum
tinctorium, Isatis indigotica ve indigofera tinctoria
gibi indigo tasiyan bitkilerin yapraklarindan elde edilen
bir Cin bitkisel ilacidir. Geleneksel Cin doktorlari iN’yi
ates dusurucu olarak, kan detoksifiye etmek amach
ve ekimozlarn ¢ozmek icin kullanmislardir (Sun ve ark.,
2020). Ayrica IN’nin farmakolojik etkileri de incelenmistir.
Modern arastirmalar, IN-nin antienflamatuar, antioksidan,
antibakteriyel, bagisiklik diizenleyici ve baska aktiviteleri
oldugunu bulmustur (Gaitanis ve ark., 2018; Naganuma,
2019; Yu ve ark., 2021). Bu ozellikleri sayesinde IN; sedef
hastaligi, losemi, ilseratif kolit gibi hastaliklann tedavi
etmek amaciyla klinik calismalarda kullanilmaktadir (Qi-
Yue ve ark., 2020). iN’nin icerdigi indirubin tiirevlerinin
GSK-3 sentezini inhibe ederek WSY’yi aktive ettigi
gorulmustir (Leclerc ve ark., 2001).

Bu bilgiler dogrultusunda iceriginde GSK-3 sentezini
inhibe ederek WSY aktivasyonu saglayan molekiller
iceren IN’nin periodontal rejenerasyon acisindan olumlu
etkileri olabilecegi diisiincesi ortaya ¢cikmistir. Bu nedenle
bu in vitro calismanin amaci, farkli konsantrasyonlarda
indigo naturalis’e maruz birakilan insan periodontal
ligament fibroblastlarimin  (IPDLF) canlilik diizeylerini
degerlendirmektir.

GEREG VE YONTEMLER

indigo Naturalis Ekstresinin Hazirlanmasi

Hiicre Kkiiltiri deneylerinde IN gibi suda céziinmeyen
dogal bilesikleri ¢ozmek icin dimetil siilfoksit (DMSO)
siklikla tercih edilir. DMSO, bircok organik bilesigi iyi
derecede cozebilen ve hicrelere minimal toksisite
gosteren bir coziiciidir. Bu nedenle, IN’yi cézmek icin
DMSO kullanildi ve hicre ortaminda % 0,1 maksimum
toksik sinir konsantrasyonu gecmeyecek sekilde hiicrelere
uygulandi. IN tozu, standardize edilmis bir tedarikciden
temin edildi. 100 mg/mL konsantrasyonunda cozelti elde
etmek amaciyla dimetil sulfoksit (DMSO) icinde cozuldu.
Elde edilen cozelti sterilizasyon amaciyla 0.22 pm siringa
filtresi kullanilarak filtreden gecirildikten sonra - 20’C’de
sakland.

Hiicre Kiiltiiri
Deneyler, ticari olarak satin alinan iPDLF (CC-7049, LONZA,

Basel, isvicre) hiicre hatlar kullamlarak yapildi. iIPDLF
hicreleri, 37 °C sicaklikta; % 1 penisilin/streptomisin, %
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1 L-glutamin (CAS No: 56-85-9), % 0,1 amfoterisin B (CAS
No: 1397-89-3) ve % 10 fetal sigir serumu (CAS No: 9014-
81-7, GibcoTM, Thermo Fisher Scientific, ABD) eklenmis
Dulbecco’s Modified Eagle Medium (Biochrom AG, Berlin,
Almanya) icerisinde kultur edilerek retici firmanin
talimatlan izlenerek cogaltildi. IPDLF hiicrelerini iceren
flasklar % 70-80 yogunluga ulastiktan sonra hiicreler, her
kuyuda 2 mL besiyeri iceren, kuyu basina hiicre yogunlugu
1,5x105 hiicre olacak sekilde 96 kuyucuklu plakalara ekildi
ve kuyulara tutunabilmeleri i¢in 24 saat stireyle 37 °C1sida
inkiibasyonda bekletildi. inkiibasyon sonrasi ortamdaki
besiyeri elimine edildi. Hucreleri iceren kuyulara 5, 10
ve 15 pg/ml konsantrasyonunda indigo naturalis veya 2
mL besiyeri (kontrol grubu) ilave edilerek 24 saat siireyle
beklendi. Daha sonra hiicre canliigin1 6lcmek amaciyla
MTT testi uygulama asamasina gecildi.

MTT Testi

IPDLF hiicrelerinde hiicre canliig1 3-(4,5-dimetiltiazol2-
il)-2,5-difeniltetrazolyum bromir (MTT) (Glentham
Life Sciences, ingiltere) testi uygulanarak arastirildi.
Kuyucuklar fosfat tampon cozeltisi (Wisent, Kanada)
kullanilarak yikandi, her kuyucuga 132 pyL MTT boyama
solusyonu eklenerek 37 °C sicaklikta inkiibasyon 3 saat
icin beklendi. Her bir kuyucukta bulunan hiicre ortam
uzaklastirilarak 200 pL DMSO (CAS No: 67-68-5) eklendi ve
boylece MTT formazonu aciga cikarildi. 10 dk beklendikten
sonra, kuyucuklardan alinan 200 pL ortam, 96 kuyucuklu
plakalara transfer edildi ve optik dansite (OD) bir plaka
okuyucu (Perkin Elmer Enspire multimode, Boston,
ABD) yardimiyla 570 nm’de okundu. Okuyucuda izlenen
absorbans degerleri kullanilarak asagida verilen formiil
yardimiyla canlilik (%) degerleri hesaplandi.

[(OD ornek - OD hiicresiz)/ (0D kontrol - OD hiicresiz)] x 100

istatistiksel Analizler

Verilerin istatiksel olarak degerlendirilmesinde SPSS
paket programi kullamlmistir (SPSS Inc., Chicago, IL,
ABD). Degiskenlerin dagiiminin normal olup olmadig
kontrol edilirken Kolmogorov Smirnov testi kullanildi. Bu
degerlendirmenin neticesinde calismadan edinilen sayisal
degiskenlerin normal dagiim gostermedigi tespit edildi.
Gruplar arasinda coklu karsilastirma yapilirken Kruskal-
Wallis testi, anlamli farklibk tespit edilmesi durumunda
iki grubu kiyaslamak amaciyla Bonferroni diizeltmeli
Mann-Whitney U testi kullamldi. istatistiksel anlamlilik
kosulu icin p degeri <0,05 olarak degerlendirildi.

BULGULAR

Farkli konsantrasyonlarda IN iceren cozeltilerin 24 saat
sireyle uygulanmast durumunda IPDLF hiicrelerinin
canlibk sonuclart Tablo 1’de verilmistir. Tablo 2’de ise
gruplar arasi karsilastirmada elde edilen p degerleri
verilmistir. IN uygulamasimin kontrol grubuna kiyasla
hicbir konsantrasyonda hiicre canliligina etki etmedigi
gorulirken 15 pg/ml ve 5 pg/ml konsantrasyon arasinda
anlamli fark tespit edilmistir. 5 pg/ml konsantrasyonunda

IN uygulamasinin, 15 pg/ml konsantrasyonunda IN
uygulamasina gore canlilik acisindan daha olumlu etki
gosterdigi gozlenmistir.

Tablo 1. IPDLF hiicre canlilik sonuclar

Ort + SS Medyan (Min - Max)
Kontrol? 100,00 + 0,00 100,00 (100,00 - 100,00)
5 pg/ml° 122,98 + 8,82 124,67 (110,76 - 131,81)
10 pg/mlc 92,34 + 22,22 93,47 (64,90 - 117,53)
15 pg/ml¢ 35,58 + 7,69 35,20 (26,56 - 45,36)
p 0,006 |

*Kruskal Wallis testi, SS: Standart Sapma, p<0,05

Tablo 2. Karsilastirmali p degerleri

Pa-b pa-c pad Pb-c Pb-d pe-d
0,512 1,000 0,435 0,599 0,003 0,369
#Bonferroni diizeltmeli Mann Whitney-U testi

TARTISMA

WSY’nin  canlilardaki  hiicre  farklilasmasi,  hiicre
proliferasyonu ve hiicre gociinde etkinligiyle birlikte doku
yapim ve onarim metabolizmasinda cok onemli bir role
sahip oldugu bilinmektedir (Neves ve ark., 2017; Tamr
ve Demirezen, 2009; Whyte ve ark., 2012). Bu nedenle
glincel calismalar WSY aktivasyonu yoluyla rejenerasyonu
hedeflemektedir. WSY aktivasyonu saglayan yollardan biri
GSK-3 inhibisyonudur (Neves ve ark., 2017). iIN’nin icerdigi
maddelerden biri olan Indirubinin GSK-3 inhibisyonu
yaptig1 bilinmektedir (Leclerc ve ark., 2001). Bu calisma
iN’nin  periodontal rejenerasyondaki olasi etkinligini
degerlendirmek amaciyla yapilan ve IPDLF hiicrelerinin
canliigim degerlendiren ilk calismadir. Calismamiz iN’nin
iPDLF hiicrelerinin canlilig1 iizerine olumlu etkisi olacag
hipotezi dusunulerek planlanmstir.

iN’nin  IPDLF hiicrelerinin canliik ve proliferasyon
sonuclarini arastirmak amaciyla MTT testi kullamlmistir.
Bu test, proliferasyona ugrayan hiicrelerin enzimlerinin
MTT tuzunu mor renkli kristallere doniistirmesi sayesinde
canliigin  spektrofotometrik olarak olciilmesi esasina
dayanir. MTT yontemi; hizli ve cok tekrar edilebilir
olmakla birlikte giivenilir bir test yontemidir. Hiicre
canlilik testleri arasinda ‘altin standart’ olarak kabul
edilmektedir (Kumar ve ark., 2018; Mosmann, 1983).

Hicre kualturi calismalarinda canlilik  sonuclarinin
arastirilmasi hedeflenen deney uygulama sireleri calisma
planina gore farkliik arz etmektedir. iPDLF hiicrelerinin
aktivitesi ve canliigi ile ilgili calismalarda bu siire kisa
veya uzun donem olmak izere 1 saatten 8 giine kadar
degismektedir (Choe ve ark., 2012; Correia Vde ve ark.,
2006). Calismamizda hiicreler, Heo ve arkadaslan ile
Kook ve arkadaslarinin calismalarinda izledigi gibi 24
saat siireyle muamele edilerek canlilik degerlendirilmesi
yapilmistir (Heo ve ark., 2010; Kook ve ark., 2016).

Lin ve arkadaslarinin yaptiklar bir in vitro calismadaki
IN konsantrasyon degerleri calismamizda secilen doz
konusunda yol gosterici olmustur (Lin ve ark., 2012). Deney
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protokoliimiizde 5, 10 ve 15 pg/ml konsantrasyon degerleri
kullamlmistir. Canlilik deneyinde test gruplarinda kontrol
grubuna gore anlamli degisiklik bulunmamistir. Ancak 5
pg/ml konsantrasyonda indigo naturalis uygulanan gruba
kiyasla 15 pg/ml konsantrasyon IN uygulanan hiicrelerde
canlilik dizeyinde azalma gozlenmistir.

Giincel arastirmalar IN’nin antienflamatuvar, antioksidan
ve onarici etkileri oldugunu diisiindiirmektedir. Literatiirde
rastlanan bir in vitro calismada bulgular; IN’nin, insan
notrofillerinde superoksit (0,) olusumunu ve elastaz
salinimin1 inhibe ederek antienflamatuvar etki ettigini
gostermektedir (Lin ve ark., 2009). Yapilan bir diger
calismada 10 pg/mliN’nin, insan keratinositlerinde ekzojen
reaktif oksijen turevleri (ROS) tarafindan induklenen
hiicre ici ROS olusumu ve bir lipit peroksidasyon urini
olan HNE tarafindan induklenen protein modifikasyonu
tizerinde inhibitor bir etkiye sahip oldugu gézlenmistir (Lin
ve ark., 2012). Yine Lin-Ku Yin ve arkadaslarimin yapmis
oldugu baska bir in vitro calismada IN’nin, claudin-1
ekspresyonunu artirdigi ve insan keratinositlerindeki tight
junction fonksiyonunu onardig1 sonucuna varilmistir (Lin
ve ark., 2013).

WSY aktivasyonunun fibroblastlarin etkinliginin artmasim
ve cogalmasint saglayarak cesitli dokularda fibrozis
meydana getirebildigi kanitlanmistir (Somanader ve ark.,
2024). Bu durum miyokard, akciger, bobrek veya deri
dokusunda meydana gelebilmektedir (Griffin ve ark.,
2022; Patel ve ark., 2024; Tian ve ark., 2024; Zhang ve
Lu, 2024). Heo ve arkadaslan IPDLF hiicrelerinde WSY
aktivasyonunu arastirmis ve WNT aktivatoru olan lityum
kloriiriin IPDLF hiicrelerinde transkripsiyon faktorlerinin
uyarilmasiyla birlikte hicrelerin  osteojenik soylara
farklilasmasini sagladigin géstermistir (Heo ve ark., 2010).
Kook ve arkadaslart WSY proteinlerinin IPDLF hiicrelerinin
osteojenik  farklilasmasin1  ve  mineralizasyonunu
uyardigin1 ileri surdikleri bir calismanin ardindan
baska bir calismada ise Hidrojen peroksit (H,0,) aracil
oksidatif stresin, IPDLF hiicrelerinin hayatta kalmasinm
ve osteojenik farklilasmasin1 azalttigini, oysa bu
azalmalarin Wnt vyolunun aktivasyonuyla onlendigini
kamtlamistir (Kook ve ark., 2015; Kook ve ark., 2016).
Han ve arkadaslan calismalarinda WSY aktivasyonunun
insan periodontal ligament hiicrelerinin proliferasyon
ve osteojenik potansiyelinin arttirdigini gozlemlemistir
(Han ve ark., 2012). Daha o6nce IN’nin icerdigi indirubin
turevlerinin GSK-3 sentezinin inhibisyonu yoluyla Wnt
aktivasyonu sagladigr kanitlanmistir (Leclerc ve ark.,
2001). Arastirmamiz iPDLF hiicrelerinde IN uygulumasin
degerlendiren ilk calisma olmakla beraber arastirmamizin
sonucunda yukarda bahsedilen calismalarla iliskili
olmayarak test grubunda kontrol grubuna kiyasla anlamli
artis gozlenmemistir. Ancak bununla birlikte bulgularimiz,
IN’nin doza bagimli etkiler sergiledigini diisiindiirmektedir.
Ozellikle, daha diisiik bir doz olan 5 pg/ml’nin daha
yiiksek bir doz olan 15 pg/ml’ye gore hiicre canliligi
uzerinde daha olumlu etkiler gostermesi, yuksek dozlarin
hiicreler lizerinde toksik etkiler olusturabilecegi olasiligini
akla getirmektedir. Bu durum, IN’in hiicre canliligi
uzerindeki etkilerinin optimizasyonu icin dustk dozlarin
daha avantajli olabilecegini isaret etmektedir. 15 pg/

ml konsantrasyonunda gozlenen olumsuz etkiler, iN-nin
yiiksek dozlarinin hiicre canliigin azaltic1 toksik etkiler
olusturabilecegini gostermektedir. Bu bulgu, literatiirde
IN’nin etkilerini arastiran calismalarla tutarlidir. Bir cok
calisma, IN’nin diisiik dozlarda faydali olabilecegini, ancak
yliksek dozlarda toksik olabilecegini bildirmektedir (Xu ve
ark., 2024, Sun ve ark., 2021). Calismarmzin sonuclarinin
taramali elektron mikroskobu ile desteklenmesinin
ve hicrelerin proliferasyon ve farklilasmasina yonelik
biyolojik belirteclerin degerlendirilmesinin gerekli oldugu
dusunilmektedir.

SONUC

Bu in vitro calismanmin sonucunda 5, 10 ve 15 pg/ml
konsantrasyonlarda IN’nin IPDLF hiicrelerinin canliligina
olumsuz etki gostermedigi 6te yandan canliig arttiric
yonde etki ortaya koymadigi sonucuna varilabilir.
Calismamiz IN’nin periodontal ligament iizerine etkinligini
degerlendiren ilk calisma oldugu icin bu alanda ufuk acsa
da, farkli periodontal hiicreler, genis doz araliklan ve
cesitli protein ekspresyonlarinin arastirilmasini iceren
daha kapsamli calismalara ihtiya¢ duyulmaktadir.

Cikar Catismalar1 Beyan

Bu calisma hazirlanirken; veri toplanmasi, sonuglarin
yorumlanmasi ve makalenin yazilmas1 asamalarinda
herhangi bir ¢ikar catismasi alan1 bulunmamaktadir.
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