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Amac: Bu calismanin amaci, Ricinus communis ekstresinin insan dis eti fibroblastlarinda (iDEF) hiicre

canliligi iizerindeki potansiyel etkilerini degerlendirmektir.

Gere¢ ve Yontemler: Ricinus communis tohumlarindan ultrasonik yontem ve metanol cozicusu

kullanilarak ekstre elde edildi. Hazirlanan ekstre 5 ug/ml, 10 pg/ml ve 15 pg/ml olacak sekilde tg¢ farkl
Corresponding Author konsantrasyonlara seyreltildi. iDEF hiicrelerine 24 saat siireyle Ricinus communis ekstreleri uygulandi.
Omer Birkan Agrali (=) Canlilik degerlendirmesi icin 3-(4,5-dimetiltiyazol-2-il)-2-5-difeniltetrazolyum bromiir (MTT) analizi
omer.agrali@marmara.edu. tr uygulandi. Verilerin istatistiksel analizleri SPSS paket program kullanilarak degerlendirildi. Istatistiksel

anlamlilik p<0.05 olarak kabul edildi.

Bulgular: Ricinus communis’in uygulandigi tim konsantrasyonlarda kontrol grubuna kiyasla istatistiksel

olarak anlamli fark tespit edilmedi.

Sonuc: Bu bulgular, Ricinus communis ekstresinin iDEF hiicrelerinde zararli etkiler yaratmadigin,

ancak hiicre canliigi tizerinde belirgin bir olumlu etki potansiyeline sahip olmadigin gostermektedir.

Dolayisiyla, Ricinus communis ekstresinin yara iyilesmesi Uzerindeki potansiyel etkilerini daha kapsamli

sekilde degerlendirebilmek icin ek arastirmalar gerekmektedir.

Anahtar Kelimeler: Ricinus communis, fibroblastlar, hiicre canliligi.
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GIRIS

Periodonsiyum, dislerin etrafinda yer alan ve disleri
destekleyen dis eti, periodontal ligament, sement ve
alveol kemiginden meydana gelen fonksiyonel bir yapi
olarak tanimlanir (Nanci & Bosshardt, 2006). Temel
rolu dis, sinirler ve kan damarlarin fiziksel hasarlardan
korumaktir (Tomokiyo ve ark., 2019). Periodonsiyumda
olusan yaralanma ve enfeksiyonlar nedeniyle ortaya ¢ikan
periodontal hastaliklarin yayginligi, kaybolan dokularin
iyilesme siirecinde yer alan faktorler ve hiicreler lizerinde
onemli bir ilgi uyandirmaktadir (Nanci & Bosshardt, 2006).

Dis eti, histolojik olarak epitel ve altindaki bag dokusundan
meydana gelir. Bu iki yapi, gingivitis ve periodontitisin
gelisiminde ortaya ¢ikan ilk yanitlarin diizenlenmesinden
sorumludur (Bartold ve ark., 2000). Epitelyal bolge,
enfeksiyonlara karsi fiziksel bir koruma saglamanin yam
sira, epitel hiicreleri araciligiyla konak savunmasinda da
etkin bir rol oynar (Dale, 2002). Dis etinde insizyonel bir
yaralanma sonrasi epitel hiicreleri altta kalan bag dokusu
yuizeyini ortmek Uzere goc¢ eder (Bartold ve ark., 2000).
Lamina propria olarak bilinen dis eti bag dokusu, kolajen
lifleri (%60 civarinda hacimsel oran), fibroblastlar (%5
civarinda hacimsel oran), damarlar, sinirler ve matriks
(%35 civarinda hacimsel oran) tarafindan olusturulur
(Fiorellini ve ark., 2019). Fibroblastlar, mezenkimal
kokenli hiicreler olup, dis eti bag dokularinin gelisimi
ve yenilenmesinde kritik bir islev Ustlenir (Bartold
ve ark., 2000). Fibroblastlar, bag dokusu matriksinin
(proteoglikanlar ve glikoproteinler) ve liflerinin (kolajen,
retikller, oksitalan ve elastik lifler) uretiminde rol oynar
(Lindhe ve ark., 2008). Fibroblastlarin temel islevi, bag
dokusunun hiicre dis1 matrisinin bilesenlerini sentezlemek
ve korumaktir. Bu ozellik, tum fibroblast tipleri icin genel
bir tutarliiga sahiptir; sentezlenen matris proteinlerinin
turleri ve miktarlar, koken aldiklar1 dokuya ve hiicrelerin
dokulardaki yerel islevlerine bagli olarak farklilik gosterir
(Bartold ve ark., 2000). Genel olarak, yara iyilesmesi
asamalar1 farkli dokularda benzer sireclerden gecer.
Ancak agiz icindeki 6zel kosullar ve fibroblast fenotipleri
dikkate alindiginda, dis eti fibroblastlari agiz ici yaralarin
iyilesmesinde daha hizli bir iyilesme saglamak ve skar
olusumunu engellemek konusunda onemli bir rol oynar
(Ahangar ve ark., 2020). Fibroblastlar bulunduklan
matristeki degisikliklere ve alinan mesajlara duyarldir.
Yaralanma ve enflamasyon sonrasinda, dis eti bag
dokusunun matris iskelesi bozulur ve fibroblastlar yara
bolgesine goc ederek bolunir ve yeni matris Uretir. Dis
eti bag dokusunda iyilesme, enflamatuvar hiicreler,
fibroblastlar ve yeni sentezlenen matrisin karmasik bir
etkilesimini icerir (Bartold ve ark., 2000).

Eski caglardan bu yana, tibbi bitkiler insan sagligini
korumak icin yeni ilaclar sunmustur. Bitkiler, cesitli
biyolojik aktivitelere sahip olup aktif fitokimyasal
bilesikler bakimindan zengindir. Bu nedenle, bitkilerin
potansiyel terapotik ajanlar olarak givenilirligi,
toksisitesi, kullanilacak uygun miktarlar ve etkinliklerinin
arastirilmas1 buyuk onem tasir (Nemudzivhadi & Masoko,
2014). Ricinus communis, Euphorbiaceae familyasina ait
bir bitki olup, ozellikle Afrika, Hindistan ve Orta Amerika

gibi tropikal ve subtropikal bolgelerde yaygin olarak
yetismektedir. Aym zamanda, sicak iklimlerde hint yagi
uretimi icin de onemli bir tanim Urlnudur (AL Khafaji ve
ark., 2022). R. communis, fitokimyasal acidan kapsamli
bir sekilde incelenmis olup, risin, kuersetin, rutin, vanillik
asit, epikatesin, katesin, alkaloidler, flavonoidler, taninler,
steroller, terpenler, kaempferol ve gallik asit gibi belirgin
bilesenler icerdigi tespit edilmistir (Bigi ve ark., 2004;
Elkousy ve ark., 2021; Ghnimi ve ark., 2014; Singh ve ark.,
2009; Singh ve ark., 2013). Geleneksel tipta 4000 yildan
uzun bir siiredir cesitli saglik sorunlarinin tedavisinde
kullamlan bir terapotik ajan olarak deger gérmektedir.
(Scarpa & Guerci, 1982). R. communis’in, antifungal ve
antimikrobiyal etkinliklerinin yam sira antienflamatuvar
ozellikleri ve serbest radikal temizleme yetenekleri,
yara iyilesmesini tesvik etme ve kemik rejenerasyonunu
destekleme gibi 6nemli farmakolojik aktiviteler gosterdigi
bildirilmektedir (llavarasan ve ark., 2006; Naz & Bano,
2012; Scarpa & Guerci, 1982; Suurbaar ve ark., 2017;
Ziaei ve ark., 2016). R. communis’in farkli dokularda
iyilesme uzerine etkileri arastinlmis ve bu bitkinin
hiicrelerde proliferasyonu artirdigi, sitotoksik ozellik
gostermedigi ve biyouyumlu oldugu belirlenmistir (AL
Khafaji ve ark., 2022; Camargo ve ark., 2009; Mohammed
& Albozachri, 2020; Silva ve ark., 2016). R. communis’in
sert doku iyilesmesine etkisini arastiran calismalarda,
kemik defektlerinde osteojenik potansiyeli arttirdigi ve
iyilesmede olumlu ozellikler gosterdigi bildirilmistir (de
Morais ve ark., 2021; Laureano Filho ve ark., 2007; Leite
& Ramalho, 2008).

Bu in vitro calismanin amaci, farkli konsantrasyonlardaki
R. communis’in insan dis eti fibroblastlarinin (iDEF) hiicre
canlilik lizerindeki etkilerini degerlendirmektir.

GEREC VE YONTEMLER

Ricinus Communis Ekstresinin Hazirlanmasi

Bu calismada, R. communis tohumlar lokal bir marketten
temin edildi. Tohumlar, distile su ile yikandiktan sonra
kurutuldu ve 80 mm gozenek acikligindan gecebilecek
sekilde ogitildi. Elde edilen ogiitiilmiis tohumlarin
20 grami, sonikasyon ekstraksiyon yontemiyle 100
ml metanolde c¢ozindu. Sonikasyon islemi, 30 dakika
boyunca ultrasonik uygulama (42 kHz, 135 W; Branson
ultrasonic corporation, Danbury, Connecticut, ABD) ile
gerceklestirildi. Ekstraksiyon sonrasi rotary evaporator
(Strike 300, Steroglass, Perugia, italya) kullanilarak
metanol buharlastinldi ve konsantre ekstraktlar -
4°C’de saklandi. Ana stok cozeltisi ile 5, 10 ve 15 pg/ml
konsantrasyonlarinda cozeltiler hazirlandi ve bu ¢ozeltiler
0,22 pm sinnga filtresi kullanilarak filtre edildi.

Hiicre Kiiltiiri
iDEF hicreleri (Katalog No: T4102, ABMGOOD, Vancouver,
Kanada) ticari olarak temin edildi. Hucreler Yuksek

D-Glukoz iceren Dulbeco’s Modified Eagles Medium
(Katolog No: 41966-029, GibcoTM, Thermo Fisher
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Scientific, Waltham, Massachusetts, ABD) icerisine %10
fetal s1gir serumu (Katolog No: SV30180.03, HyCloneTM,
Thermo Fisher Scientific, Waltham, Massachusetts,
ABD), %1 penisilin/streptomisin, %1 L-glutamin, 100 yl
askorbik asit, 5 yg/ml insulin (NovoRapid® FlexPen®
Novo Nordisk, Bagsvaerd, Danimarka) ve 20 yl fibroblast
biiyiime suplementi kiiltiir ortaminda cogaltildi. Hiicreler
uretici tarafindan saglanan talimatlara uygun olarak
muhafaza edildi ve kiltiir ortaminda cogaltildi. Hiicreler
kiltlr siselerinde yaklasik %80 ulastiginda 96 kuyucuklu
plakalara, her kuyuda 2 mL besiyeri ile 1,5x10° hiicre
yogunlugunda ekildi ve 24 saat boyunca 37°C’de inkiibe
edildi. inkiibasyon sonrasi, besiyeri uzaklastinldi ve
hicrelere 5, 10, ve 15 pg/ml konsantrasyonlarinda R.
communis ekstresi veya kontrol grubu icin besiyeri ilave
edilerek 24 saat bekletildi.

Hiicre Canliligi Analizi

iDEF hiicrelerinde canlilik 3-(4,5-dimetiltiazol2 - il)-2,5-
difeniltetrazolyum bromiir (MTT) testi ile degerlendirildi.
inkiibasyonu tamamlanan hiicreler, her kuyucuga 5 mg/mL
konsantrasyonunda MTT soluisyonu eklenerek 3 saat stireyle
inkuibe edildi. Bu asamada, hiicreler Gizerindeki besiyerleri
uzaklastinldr ve her kuyucuga 100 pL dimetil siilfoksit
eklendi. MTT ile olusan formazan kristallerinin cozulmesi
icin 10 dakika boyunca 37°C’de CO, inkiibatériinde inkiibe
edildi. Olusan rengin absorbans degeri (AD), Perkin Elmer
EnSpire 2300 Multilabel Reader (Waltham, Massachusetts,
ABD) kullanilarak 590 nm dalga boyunda mikroplak
okuyuculu spektrofotometre ile olciildii. Orneklerin

canlilik degeri hesaplamasinda asagida belirtilen formiil
kullanld.

% Canlilik = {(6rnek AD590 - Blank AD590) / (Kontrol AD590-
Blank AD590)} x 100

istatistiksel Analiz

Bu calismada elde edilen veriler, Statistical Package for
Social Sciences (SPSS) 25.0 yazilimi ile analiz edilmistir.
Surekli degiskenler icin aciklayic1 istatistikler ortalama
+ standart sapma, medyan, minimum ve maksimum
degerler olarak sunulmustur. Verilerin normal dagilima
uygunlugu Shapiro-Wilk testi ile kontrol edildi. Normal
dagilima uymayan ikiden fazla grubun karsilastirilmasinda
Kruskal-Wallis testi, ikili karsilastirmalar icin ise Mann-
Whitney U testi kullanildi. Sonuclar, Bonferroni diizeltmeli
Mann Whitney-U testi dizeltmesi ile degerlendirilmis ve
istatistiksel anlamlilik p<0.05 olarak kabul edildi.

BULGULAR

Canlilik analizi sonuclari ve gruplar arasi karsilastirmalarin
p degerleri, yizde canliik degerleriyle birlikte Tablo
1’de sunulmustur. R. communis ekstresinin uc¢ farkl
konsantrasyonu iDEF hiicrelerine uygulandi ve test
gruplarinda kontrol grubuna kiyasla anlamli bir fark
gozlemlenmedi. Ancak, yapilan ikili karsilastirmalar
sonucunda, 5 pg/ml konsantrasyonunun 15 pg/ml
konsantrasyonuna gore hiicre canliligini anlamli sekilde
artirdigr (p=0.03) tespit edildi.

Tablo 1. iDEF hiicre canlilik analizi ve gruplar arasi karsilastirmali p degerleri

ikili Karsilastirmalar

Ort + SS (Min - Max) Pa-c Pa-d Pb-c Pb-d Pc-d
Kontrola 100.00+0.00 (100.00—100.00) 100
5 pg/mlb 174.16217.105 (161.76-199.29) 167.81
10 pg/mlc 76.99:17.06 (66.09—102.42) 69.72 | 0:005 0.434 ] 1 1 | 0.05 [ 0.03 1
15 pg/mid 74.16229.27 (40.67—102.42) 76.69

*Kruskal Wallis testi, #Bonferroni diizeltmeli Mann Whitney-U testi, Deney Tekrar Sayisi: 4, Ort: Aritmetik ortalama, SS: Standart Sapma, p<0.05

TARTISMA

Yara iyilesmesi ve rejeneratif tip birbiriyle yakindan
iliskilidir. ideal vyara iyilesmesinde amac dokunun
yenilenmesi yoluyla onarim surecidir. Fibroblastlar yara
kontraksiyonunda ve hiicre disi matris bilesenlerinin
birikiminde ve yeniden sekillenmesinde kilit rol oynayarak
iyilesme asamasinda kritik oneme sahiptir (DesJardins-
Park ve ark., 2018). Agiz disindaki bolgelerde goriilen
yara iyilesme surecleri, periodontal tedavi sonras
meydana gelen iyilesme ile benzerdir (Clark, 1988).
Yara iyilesmesinde, dokunun dogal fonksiyonunu yeniden
kazanarak yenilenmesini saglayan ve iyilesmeyi hizlandiran
etkili tedaviler simirlidir (DesJardins-Park ve ark., 2018).
Bu calismanin amaci, R. communis’in periodontal yara
iyilesmesinde olumlu etkisi olabilecegi hipoteziyle iDEF
hiicrelerindeki canlilik etkisini incelemektir.

Yapilan calismalar, R. communis bitkisinin bilesenlerindeki
cesitliligin, bitkinin biyolojik etkinliginde farkliliklar
sagladigim gostermistir. (Ribeiro ve ark., 2016). R.
communis’in farkli kisimlarindaki fenolik bilesikler ve
yag asitleri ile antioksidan aktivitelerini karsilastirilmis
ve tohumlarin yiiksek icerik ve etkinlige sahip oldugu
gosterilmistir (Abbas ve ark., 2018; Ghnimi ve ark.,
2014). Bitkinin icerdigi vanillik asit ve katesin bilesenleri,
yara iyilesmesi acisindan onemli ozellikler tasimaktadir.
Vanillik asit, antioksidan ve antienflamatuvar ozelliklere
sahipken, katesin bilesigi ise antienflamatuvar,
antioksidan, antidiyabetik ve antikarsinojenik ozellikler
gostermektedir (Osorio-Paz ve ark., 2023; Sutherland ve
ark., 2006). Calismamizda, R. communis tohumlarindan
elde edilen ekstrenin biyolojik olarak aktif bilesenleri
ve bu bilesenlerin ekstraksiyon sirecinde ne derece
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korundugu konusunda yeterli bir analiz yapilmamistir.
Ekstraksiyon isleminin, oOzellikle kimyasal bilesiklerin
stabilitesine ve verimliligine nasil etki ettigi hakkinda
detayli incelemelere gerek duyulmaktadir.

R. communis’in iDEF hicrelerindeki canliiga etkisini
degerlendirmek amaciyla MTT testi uygulanmistir.
Bu test, suda c¢ozinebilen sar renkli MTT’nin, canli
hiicrelerdeki mitokondriyal enzim aktivitesinin etkisiyle
coziinmeyen mor formazon bilesigine doniismesini temel
alan bir kolorimetrik testtir (Kumar ve ark., 2018). MTT
analizi, hizli sonuclar saglayan bir testtir ve elde edilen
renk degisikligi, oda sicakliginda birkag saat boyunca sabit
kalir. Sonuclar gorsel olarak belirgin oldugundan, bu test
hizli bir sekilde niteliksel bilgi sunabilir (Mosmann, 1983).
MTT canlilik test gliniimuzde en yaygin kullanilan canliik
degerlendirme yontemlerinden biri olarak yer alir ve altin
standart olarak kabul edilir (Kuete ve ark., 2017; Kumar
ve ark., 2018). Calismamizda Abbas ve arkadaslarinin
calismasi baz alinarak R. communis 5, 10, ve 15 pg/ml
konsantrasyonlan canlilik analizinde kullanildi.

Literatirde in vitro calismalarda canlilk etkisinin
degerlendirildigi siireler calisma planina gore farklilik
gostermektedir. iDEF hiicrelerinde canlilik aktivitesi,
cesitli calismalarda 24 saat ile 7 giin arasinda degisen
siirelerde degerlendirilmistir (Ozen ve ark., 2005; Talebi
Ardakaniveark., 2018; Verma ve ark., 2018). Calismamizda
canlilik aktivitesi Alavi ve ark. calismasinda planladigi gibi
24 saat sire inkiibasyon saglanarak degerlendirildi (Alavi
ve ark., 2022).

R. communis’in yara iyilesmesine etkisini Madin-Darby
Kopek Bobregi hiicre hattinda degerlendiren bir calisma,
iyilesmeyi anlamli sekilde olumlu yonde etkiledigini
gostermistir (AL Khafaji ve ark., 2022). Tavsanlarda
yara olusturularak R. communis yapragindan elde
edilen ekstrenin yara iyilesmesine etkisinin arastinldig
calismada, histolojik incelemelerde tedavi grubunda
daha az enflamatuvar yanit olustugu, kolajen liflerin
organizasyonu ve gerilim giclinin aym zamanda
iyilesmenin daha iyi oldugu gozlemlenmistir (Mohammed
& Albozachri, 2020). Camargo ve ark. (2009), R.
communis’ten Uretilen pulpa kuafaj materyalinin
sitotoksik etkilerinin bulunmadigin1 ve kontrol grubuna
gore hucre sayisinda artis gozlemleyerek proliferasyonu
tesvik edebilecegini bildirmistir (Camargo ve ark., 2009).
Silva ve ark. (2016), R. communis icerikli kok kanal patinin
etkilerini inceleyerek, bu materyalin sitotoksik olmadigini
ve biyouyumlu oldugunu gostermistir (Silva ve ark., 2016).
Bir calismada, tavsan kafatasinda olusturulan defektlerde
R. communis’ten iretilen poliliretanin biyouyumlu oldugu
gozlemlenmis ve histolojik degerlendirmelerde iyilesme
tizerinde olumlu etkiler gosterdigi bulunmustur (Leite &
Ramalho, 2008). Bu calismalarin aksine arastirmamizda
R. communis’in canlilik acisindan anlamli bir fark
yaratmadig1 gozlemlense de ekstrenin iDEF hiicrelerinde
sitotoksik etkisi de bulunmamaktadir. Literatirde R.
communis’in canlilik lizerinde doza bagimli olumsuz etki
gosterebilecegini belirten bir calismada R. communis
ekstresinin deri fibroblastlarindaki canliik etkisinin
100 ile 500 pg/ml arasinda degisen konsantrasyonlarda

doz artisiyla birlikte hiicre canliiginin  azaldig
tespit edilmistir (Nemudzivhadi & Masoko, 2014).
Arastirmamizda 5 pg/ml konsantrasyon ekstre uygulanan
grubun 15 pg/ml konsantrasyon gibi daha yiiksek doza
gore canlilik etkisindeki gorulen anlaml farklar literatir
ile uyumlu bulunmustur. Bu durum calismanin daha farkl
konsantrasyon araliklarinda yapildiginda farkli sonuclar
eldeedilebileceginidiisiindiirmektedir. Literatiirde bilgimiz
dahilinde R. communis’in iDEF hucrelerine uygulanarak
canlilik etkisinin incelendigi bir calisma bulunmamaktadir.
Literatirde, R. communis tohumlarindan elde edilen
hint yagimin aviilse olmus dislerin saklanmasi icin bir
soliisyon olarak kullanilabilirligini arastiran bir calismada,
periodontal ligament hiicreleri uzerinde canlilik testi
gerceklestirilmistir. Bu calisma sonucunda, hint yaginin
diger test gruplarina gore hiicre canliigim daha disiik
seviyede etkiledigi gozlemlenmistir (Nabavizadeh ve ark.,
2018). Bu sonuclar caismamizla paralellik gostermekte
olup iDEF hicrelerinde R. communis ekstresinin farkli
dozlan kullanilarak ve daha uzun gozlem siresinin
planlandigi ileri calismalara ihtiyac duyulmaktadir.

Bu calismanin bazi limitasyonlan bulunmaktadir. ilk
olarak, sonikasyon sirasinda sicaklik olcimu yapilmamis
ve sicaklik kontrolii saglanmamisti, bu da ortam
sicakligimin  ekstraksiyon verimliligi ve bilesiklerin
stabilitesine etkisini degerlendirmeyi engellemistir.
Gelecekteki calismalarda sicaklik kontrolii saglanarak
bu etki incelenmelidir. Ayrica, ekstrelerdeki metanol
kalintilar1 analiz edilmemistir. Metanol kalintis1 analizi,
ekstrelerin giivenilirligini degerlendirmek icin onemlidir.
Kullanilan R. communis tohumlar yerel bir marketten
temin edilmistir ve kontaminasyon analizi yapilmamistir.
Bu materyalin kontaminasyon riski acisindan test edilmesi
gerekmektedir. Bitkisel materyalin kimyasal bilesimi ve
saflig1 da analiz edilmemistir. Bu analizler, ekstrelerin
biyolojik etkinligini daha dogru degerlendirmek icin
gelecekte yapilmalidir. Son olarak, bu calismada yalnizca
hiicre canliig1 lizerinden etki degerlendirilmistir. Yara
iyilesmesinin tam etkisini gormek icin hiicre dist matriks
birikimi, fibroblast proliferasyonu ve inflamasyon gibi
diger parametreler de g6z oniinde bulundurulmalidir.

SONUC

Bu calismanmin sinirlan dahilinde elde edilen bulgular R.
communis ekstresimin iDEF hiicrelerinin proliferasyonu
Uzerine anlamli  bir fark yaratmadigim ortaya
koymaktadir. Bununla birlikte, ekstrenin iDEF hiicrelerinin
canliigr lizerine olumsuz etkisinin bulunmadig1 gorildi.
Arastirmamiz, R. communis’in iDEF hicreleri Uzerindeki
etkisinin incelendigi ilk calisma olma 6zelligini
tasimaktadir. R. communis ekstresinin iDEF hucrelerinde
gozlemlenen etkilerinin ve potansiyel mekanizmalarinin
daha ayrintili bir sekilde anlasilabilmesi ile yara iyilesmesi
uzerindeki etkilerinin aydinlatilabilmesi icin daha genis
kapsamli arastirmalara ihtiyac vardir.
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Cikar Catismalar1 Beyan

Bu calisma hazirlanirken; veri toplanmasi, sonuclarin

yorumlanmasi

ve makalenin vyazilmasi asamalarinda

herhangi bir cikar catismasi alan1 bulunmamaktadir.
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