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Amag: Tip ve dis hekimliginin bir¢ok dalinda kanama komplikasyonu, gerceklestirilen tedaviler sonrasi veya sirasinda, yapilan
islemin biiyiikliigiinden bagimsiz olarak gelisebilir. Iyi ve etkin bir cerrahi operasyon icin, operasyon sirasinda ve sonrasinda
hemostazin saglanmasi en 6nemli cerrahi gereksinimlerin basinda gelmektedir Saghk alaninda aktif olarak kullanilan anti-
hemorajik ajanlar farkli etki mekanizmalar1 kullanarak kanamay: engelleyebilir. Bu ¢alismada yeni nesil bir anti-hemorajik ajan
olan “Mecsina Hemostopper®”in etki mekanizmasinin, XTT (2,3-Bis(2-metoksi4-nitro-5-sulfofenil)-2H-tetrazolyum) sitotoksisite
analiz metodu ile fibroblast hiicre proliferasyonu iizerine etkileri arastirilmistir.

Yontemler: Calisma i¢in insan 3T3-E1 osteoblast (non transformed human preosteoblastic cellline) 6liimstiz hiicre hatlar ticari
olarak satin alindi. Her flaska her bir farkli doz grubu i¢in 5000 hiicre olacak sekilde 9 gruba (mecsina 1/1, mecsina 1/2, mecsina
1/10, mecsina 1/50, mecsina 1/100, mecsina 1/200, mecsina 1/500, distile su uygulanan negative ve hi¢bir sey uygulanmayan
kontrol ) hiicreler dagitildi. 24 saat inkiibasyondan sonra her bir grup i¢cin XTT analiz yontemi ile sitotoksisite degerleri
olctilmiistiir.

Bulgular: Mecsina Hemostopper kanama durdurucu ajanin osteoblast hiicrelerinde farkli dozlarda ki ilag uygulama gruplari
arasinda anlaml fark goériildii (p<0,001). En fazla 6liim orani %100 ve %50 'lik ila¢ uygulamalarinda goriilmiisken en fazla canlilik
orani %1’ lik grupta goriilmiistiir. %10' luk konsantrasyonun ; %2, %1, %0,5, %0,2' lik konsantrasyondaki gruplar arasinda
istatistiksel olarak anlaml 6l¢iide fark bulunmustur (p<0,001).

Sonug: Bu ¢alismada, yeni nesil kanama durdurucu olan mecsina hemostopper gingival fibroblast hiicre hatlarinda; farkl
konsantrasyonlarda farkli derecede sitotoksik degerleri oldugu saptanmistir.

Anahtar Kelimeler: Mecsina Hemostopper, osteoblast, XTT, hemostatik ajan, kanama durducu.
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Investigation of the Effect of a New Hemostatic Agent Field Messina Hemostopper® on
Proliferation of Calvarial Osteoblasts and Evaluation of Cytotoxicity by Different Tests

Abstract

Objective: Hemorrhagic complications may develop in many branches of medicine and dentistry after or during the
treatment independently of the extent of the procedure performed. The maintenance of homeostasis per- and post-
operatively is one of the most important surgical requirements for a good and effective surgical operation. Anti-
hemorrhagic agents actively used in the field of health may prevent hemorrhage by using different mechanisms of
action. In this study, the effects of the mechanism of action of "Mecsina Hemostopper®", a new generation anti-
hemorrhagic agent, on fibroblast cell proliferation was investigated by using XTT (2,3-Bis-(2-Methoxy-4-nitro-5-
sulfophenyl)-2H-tetrazolium) cytotoxicity assay.

Methods: The immortalized human 3T3-E1 osteoblast (non-transformed human preosteoblastic cell line) cell lines
were commercially purchased for the study. The cells, 5000 cells per flask for each different dose group, were
distributed into the 9 groups (mecsina 1/1, mecsina 1/2, mecsina 1/10, mecsina 1/50, mecsina 1/100, mecsina
1/200, mecsina 1/500, distilled water-administered negative and control without any administration). After the
incubation for 24 hours, the cytotoxicity values were measured by XTT analysis technique for each group.

Results: There was a significant difference in the effects of Mecsina Hemostopper antihemorrhagic agent on fibroblast
cells between different dose groups (p <0.001). The highest rate of survival was seen in the 1% group while the
highest rate of mortality was seen with 100% and 50% drug administrations. There was a significant difference
between the 2%, 1%, 0.5% and 0.2% concentration groups of 10% concentration (p <0.001).

Result: It has been found in this study that the mecsina hemostopper, a new generation antihemorragic agent,
produced different cytotoxic levels at different concentrations in the gingival fibroblast cell lines

Keywords: Mecsina Hemostopper, osteoblast, XTT, hemostatic agent, bleeding stopper

GIRIiS Glycyrrhizaglabra  6zii,  Alpiniaofficinarum,
Oral bolge hastaliklar1 ve cerrahisi dis ¢ekimi, Thymlllsserpyllum, syzygiumal'"o'mallti.cum,
sert ve yumusak dokulardaki lezyonlarin Hypericumperforatum, vitisvinifera,

eksizyonu, agiz ve vyiiz bélgesinde olusan Urticaangustifolia, Menthaarvensis gibi bitkisel
travmatik olgular sonucu meydana gelen 0zli ajanlardan  yapilmaktadir. “Mecsina
kiriklarin  tedavisi ya da preprotetik ve Hemostopper®” ortaminda bir protein agi
ortognatik cerrahi islemler gibi bircok alami oOlusturarak vital eritrosit agregasyonunu
kapsamaktadir. Tiim cerrahi uygulamalar opere ~saglar. ~ Uygulandigr  bdlgede  ozellikle
edilmis bolgede degisik derecelerde fibrinojene baglanarak protein ag1 olusturdugu
kanamalara sebep  olmaktadir.  Cerrahi Ve bu aga eritrositler ruloformasyonu seklinde
uygulamanin iyi olmasi i¢in operasyon siralandigl,  yapilan  elektron  mikroskop
sirasinda ve sonrasinda etkili bir hemostazin ~ deneylerinde  kanitlanmugtir.  Bu  sayede
saglanmas ihtiyaci hayati derecede énem arz hemostaza etkisi gozlemlenebilmistir?.

etmektedir. Bu nedenle bir¢ok kanama Qgteoblastlar, kemik yapimindan baslica
durdurucu ajan operasyonlar sirasinda ve gorumlu genc kemik hiicre tipi olarak
sonrasinda yaygin bir sekilde  tapimlanirlar. Organik ekstraseliiler matriksin
kullaniimaktadir™. komponentlerini sentezlerler ve matriksin

Saghk alaninda hali hazirda aktif olarak m"ineralizasyonl_mu kontrol (?derler. Bu
kullanilan anti-hemorajik ajanlar farkh etki hiicreler, fonksiyonel olarak kemik olusum ve
mekanizmalari kullanarak kanamayr Tremodelingi icin gerekli olan proteinleri (basta
engelleyebilir.  “Mecsina  Hemostopper®”, tp I kollajen ve diger non-kollajen6z) ve
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proteoglikanlar salgilayan hiicrelerdir3.
Osteoblastlar 6zellikle kemik ytizeylerinde, yan
ya-na, tek Kkath epiteli andiracak sekilde
bulunurlar% Bu minvalde disiiniildiigii zaman,
kullandigimiz ~ biitin  hemostatik  ajanlar
operasyon sirasinda ag¢iga c¢ikan kemik
yuzeylerine ve ¢evre dokulara temas etmekte
ve canli dokuya uygulanan bu tiir maddelerin
doku tuizerine olan etkilerinin bilimsel olarak
arastirilmasi gerekmektedir.

Bu calismanin amaci, T.C. Saghk Bakanhg ilag
ve Eczaclik Genel Midirligli tarafindan
eksternal kanamalarin kontroliinde
kullanilmak  lizere ara  {rin  olarak

”r

ruhsatlandirilmis “Mecsina Hemostopper®"”’1n

sitotoksisite  testinin ve daha  Once
arastirilmamis olan osteoblast
proliferasyonuna etkisinin hiicre kiltiri

ortaminda XTT sitotoksisite analiz yontemi ile
arastirilmasidir.

YONTEMLER
Hiicre Kiilttirti

Bu ¢alismada; Fare Kalvarial Osteoblastik hiicre
hatt1 (Mouse calvarial osteoblastic cell line 3T3-
E1-ECCAR; (MC3T3-E1 Subclone 4 (ATCC®
CRL-2593™)) ATCC (American Type Culture
Collection)’den ticari olarak satin alindi. %10
fetal dana serumu (Capricon) iceren DMEM
(Dulbecco's modified eagle's Medium) ve
HAM'’S F12 (Capricon) besiyerinde %95 nem ve
%5 karbondioksitli ortamda 37°C’de inkiibe
edilerek cogaltildi. 25 cm2’lik flasklarda
cogaltilan hiicreler, hicre kiiltiir kaplarini
kapladiklar1 zaman %0.05 tripsin/EDTA
(Capricon) c¢ozeltisi ile flask ylizeyinden
kaldirildi. Pasajlama sirasinda yeni pasajda 1:2
hiicre olacak sekilde hiicre aktarimi yapildi.
Kiltir besiyeri pasajdan sonra her iki giinde bir
degistirildi. Daha sonra DMSO
(Dimetilsiilfoksit) ile dondurma protokolii
uygulanarak stok olacak sekilde saklandi.
Sigma markali Tripan Blue (Product Number:
T6146, CAS Number: 72-57-1) (%0.05) boyasi
ile boyandiktan sonra Celeromics (Micro
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Counter 1100, Grenoble/France) marka hiicre
sayim cihazi ile canl 6li hiicre miktar1 tespit
edildi. Yeterli hiicre sayisina ulastiktan sonra,
her flaska her bir ila¢ icin 5000 hiicre olacak
sekilde 3 gruba (ilag, distile su uygulanan
negative, hicbir sey uygulanmayan kontrol )
hiicreler dagitildi.

Hiicre Proliferasyon Deneyi

Bu test icin 96’lik plaga 10.000 hiicre ekilmistir.
24 saat inklibasyondan sonra 1:1, 1:2, 1:10,
1:50, 1:100, 1:200 ve 1:500 dozlarinda ilag
uygulanarak hiicrelerde uygun doz
bulunmustur.

In vitro sitotoksisite deneyleri

Mecsina Blood Stopper hiicrelerin tedavisinde
kullanildi. Hiicreler ve ortam plakalara
kiltiirlendi. Deneyler sirasinda
olusturdugumuz gruplar1 igeren 6 Kkuyulu
kiltiir kaplarinda 5-10 milyon hiicre liremesini
takip ettik. Hedef rakama ulasildiginda (24-48
saat) calisma baglatildi. Hiicreler 96 kuyulu
hiicre kiltiir kaplarina 5000/kuyu olacak
sekilde aktarildi. 48 saat inkilbatorde
hiicrelerin yapismasi beklendi. XTT soliisyonu
ile aktivasyon solusyonu karistirildi. 25
mikrolitre (ul) aktivasyon soliisyonu ile 5
mililitre (ml) XTT ajanim1 karistirip XTT nin
aktiflesmesi saglandi. Aktif olan XTT ‘den 50 pl
alinip 100 pl kiiltiir medium iceren hiicre ile
kapli kuyulara eklendi. Hicreler 24 saat
inkiibatorde bekletildi. 24. saatin sonunda MRC
UT-6100, Auto Microplate Reader cihazinda
ELISA yontemi ile 450 nanometre (nm) dalga
boyunda Atlas Biyoteknoloji Laboratuarinda
analiz edildi ve gruplar arasinda doz farkliligina
bagli olarak olusacak sitotoksik etki arastirildi.

Istatistiksel Analizler

GraphPad Prism Sirim 6.01'i (GraphPad
Software, Inc.,, La Jolla CA, ABD,
www.graphpad.com) kullanarak verileri analiz
etmek icin tek kuyruklu T-testi kullanildi. T-
testi, muamele edilmis hiicrelerin ve muamele
edilmemis hitcrelerin optik yogunlugunu (OD)
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degerlerini  karsilagtirmak i¢cin  kullamldi.
Istatistiksel énem p <0.05 olarak bildirildi.
Biitiin degerler ortalama # standart sapma (SD)
olarak rapor edildi ve bunlar Microsoft Excel
Ver.3.2013 kullanilarak hesaplandi.

BULGULAR

Mecsinanin osteoblast hiicre proliferasyonuna
doza bagimhl etkisi analiz edildi (Grafik 1).
Mecsinanin %100, %50, %10, %2, % 1, %0,05,
%0,02' lik konsantrasyonlardaki hiicre canlilik
oranlari 24 saat sonunda tespit edildi.
Mecsinanin bu konsantrasyonlardaki
inhibisyonu kontrol grubuyla kiyaslandi (Grafik
2).
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Figiir 1: Osteoblast hiicre hatt1 standart grafigi
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Figiir 2: Kontrol osteoblast hiicrelerinin ve farkli dozlarda
mecsina hemostopper uygulamasi yapilmis osteoblast
hiicrelerinin optik dansite degerlerinin gosterimi

Mecsinanin  osteoblast  hiicresine  olan
etkilerinin doz gruplar1 arasinda anlamh fark
goruldi  (p<0,001). %100 ve %50 'lik
konsantrasyonda istatistiksel olarak en fazla

olum gorilmistir. %10' luk konsantrasyonun ;
%2, %1, %0,5, %0,2" lik konsantrasyondaki
gruplar arasinda istatistiksel olarak anlamh
Olclide fark bulunmustur (p<0,001). Hem %2’
lik grubumuz ile %1' lik grubumuz arasinda
hem de %0,5 ve %0,2’ lik grubumuz arasinda
istatistiksel olarak anlamli fark bulunamamistir
(p>0,05). En yiiksek canlilik diizeyi %2 ve %1'

lik gruplarimizda gozlemlenmisgtir.
Hiicrelerdeki canliik oranlarina bakildig:
zaman %2 ve %1’ lik gruplarin ayrn ayr1 %0,5,
%0,2' lik doz konsantrasyonundaki

gruplarimiza gore istatistiksel olarak anlamh
farklilik bulunmustur (p<0,001) (Grafik 3).
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Figiir 3: Kontrol osteoblast hiicrelerinin ve farkli dozlarda
mecsina hemostopper uygulamasi yapilmis osteoblast
hiicrelerinin hiicre canllik oranlarinin % degisimleri

TARTISMA

Operasyon sirasinda ve sonrasinda kanamanin
kontrolli cerrahinin temel prensiplerinden biri
olmaktadir. Ozellikle koagulopati hastalig1 olan
bireylerde bu durum daha da bir 6nem
kazanmaktadir. Dis hekimligi cerrahisinde
halen kullanilmakta olan farkli tipte kanama
durdurucu bir¢cok ajan bulunmaktadir. Dis
hekimligi klinik uygulamalarinda en ¢ok
kullanilan kanama durdurucu ajanlar seliiloz
kaynakli olanlardirl. Yapilan bir calismada
warfarin kullanimi olan ve INR degeri 1-4
arasindaki hastalarin dis ¢ekim bosluklarina
rejenere okside seliiloz kullanilmis ve higbir
hastasinda kanamayi1 kontrol etmek i¢in ikinci
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bir kanama durdurucu kullanimina gerek
duyulmamistir>. Bagska bir calismada ise
warfarin ~ kullanimi1  kesilmeden  yapilan
periodontal tedavi gerceklestirilmis hastalara
kanama durdurucu olarak uygulanan okside
selilozun kanama kontroliinde etkin oldugu
gosterilmistire®. Glinlimiizde kanamanin
kontrolii i¢in yeni bir ¢ok hemostatik ajan
tretilmekte ve kullanilmaktadir. Calismamizda
kullandigimiz mecsina hemostopper da yakin
zamanda literatiire girmis dogal kaynaklan
biinyesinde bulunduran bir kanama durdurucu
materyaldir. Yeni bir madde olmasi nedeniyle
mecsina hemostopper Tlzerinde yapilmis
nitelikli bir ¢alisma bulunmamaktadir. Bu
kapsamda calismamiz literatiirde bir ilk olma
ozelligi tasimaktadir.

Insan viicudunda bulunan kék hiicreler farkli
hiicrelere doniisebilmektedir?. Embriyo
kaynakli kok hiicreler gelisimsel ya da dogum
sonrasi (organ veya doku spesifik ve eriskin
kok hiicreler) kok hiicre olarak ikiye
ayrilmaktadir8. Erigkin kok hiicreler, kemik
iligi, kas, deri, sinir dokus, bagirsak, dis pulpasi,
karaciger, periodontal ligament, alveolara
kemik ve ekstrakte edilmis kalic1 dislerden elde
edilmektedir®. Ayrica organ veya dokuya
spesifik kok hiicre o6zellikleri kok hiicrelerin
davranislarini  etkilemektedirl®. Oral ve
maksillofasiyal bolgedeki pek c¢ok tibbi
uygulamada, kok hiicre arastirmasi hizla
artmaktadirll. Bu nedenle ¢alismamizda kaliteli
ve deney sonuglarimizin giivenilir olmasi i¢in
ticari osteoblast hiicre hatti kullanilmasi tercih
edilmistir.

Mecsina Hemostopper®”, Glycyrrhizaglabra
ozi, Alpiniaofficinarum, Thymusserpyllum,
syzygiumaromaticum, Hypericumperforatum,
vitisvinifera, Urticaangustifolia,

Menthaarvensis gibi bitkisel 6zlii ajanlardan
yapilmaktadir. Bu bitkilerin tiimii endotel, kan
hiicreleri, hiicresel proliferasyon, anjiyogenez,
mediatorler ve vaskiiler dinamikler tizerinde
etki olusturmaktadiri2. Mecsina
Hemostopper’'in etki mekanizmasi,
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kapsiillenmis protein ag1 olusturma yoluyla
eritrosit agregasyonu odak noktalarinin
olusumunu saglamaktir2. Bu etkisini
fibroblastlar  lizerinde gostermekte iken
osteoblast  hiicrelerinde nasil bir etki
mekanizmas1 oldugu heniiz bilinmemektedir.
Calismamizda Mecsina Hemostopper’in
osteoblast hiicre hatt1 ilizerine nasil bir toksik
etki gosterdigi analiz edilmeye ¢alisilmistir.

Kanama kontroliinii saglamak ve postoperatif
donemde kanama insidansini en aza indirmek
icin  eskiden  beri ¢esitli  yontemler
denenmistir!3. Kanama durdurucu ajan olarak
kullanilan maddeler kemik ytizeyleri ile temas
etmektedirler. Bu durumun neden oldugu doku
reaksiyonlari, kullanilan malzemelerin
guvenilirligi acisindan 6nemlidir. Uygulama
sonunda dokularda herhangi bir nekroz alani
ve yabanci cisim reaksiyonlarinin olmamasi
maddenin giivenilirligini gostermektedirl4. Bu
acidan bakildig1 zaman ¢alismamizda mecsina
hemostopper isimli kanama durducu ajanin
sitotoksik etkisini gostermek icin XTT analizi
yapilmistir. Arastirma bulgularimiza gore
disik doz  Kkonsantrasyonlarda yapilan
uygulamada hiicre canlilik oranlar1 en yiiksek
seviyede tespit edilmistir. Ayrica yiksek doz
ilac uygulamalarinda ise hiicre canlilik
oranlarinda ciddi bir azalma goériilmiistir.

Sonug¢ olarak, mecsina hemostopper bir bitki

oziiti olup hemostatik bir ajan olarak
kullanilmistir.  Kesin ~ etki ~ mekanizmasi
bilinmemekteyken ila¢ icerigini olusturan

bitkilerin c¢esitli sekillede hemostatik sistem
tzerinde bir etkisinin oldugunu bilmekteyiz.
Calismamizin  sonuglar1  bize mecsinanin
sitotoksik ve proliferatif etkilerinin ilacin post
ya da pre-operatif olarak uygulanmasinda
klinik olarak bir rahatsizlik dogurmadigini
gostermistir. Ancak calismamiz literattirdeki ilk
calisma olmast nedeniyle ilacin  etki
mekanizmas1  hakkinda daha  kapsaml
calismalar yapilmasi gerekmektedir.
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Cikar Catismas1 Beyani: Yazarlar
catismasi olmadigini bildirmislerdir.
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