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OZET Amac: Crithmum maritimum L. (C. maritimum L.) antimikro-
biyal, antioksidan ve rejeneratif 6zellikleri olan halofit bir bitkidir. Bu
in vitro ¢alismada amacimiz, bir antioksidan olarak C. maritimum
L.’nin, insan periodontal ligament fibroblast hiicrelerine proliferatif et-
kisini degerlendirmektir. Gere¢ ve Yontemler: Periodontal ligament
fibroblast hiicreleri 96 kuyulu plakalara ekildi. Calisma gruplari, 4, 5,
6,7,8,10,20,50, 100 pg/mL C. maritimum L. konsantrasyonlarina 24,
48 ve 72 saat maruz birakildi. C. maritimum L. uygulamasindan sonra,
hiicre  proliferasyonunu  degerlendirmek i¢in XTT analizi
gerceklestirildi. Analiz i¢in kuyulardaki medyum aspire edildi, 100 pL
taze medyum ve 50 uLL XTT reaksiyon soliisyonu eklendi. 4 saat sonra
tiim kuyularin absorbansi 450 nm ve 630 nm’de ELISA okuyucuda
okundu ve bu degerler arasindaki fark hesaplanarak net absorbans
degerleri belirlendi. Proliferasyon ortalamalarini hesaplamak i¢in test
gruplarinin absorbans degerlerinin yiizdesi kontrol grubunun yiizdesi
ile karsilastirildi. Kontrol grubu ile diger gruplar arasindaki
karsilastirmalar Mann-Whitney-U testi ile yapildi ve p<0,05 anlamli
olarak kabul edildi. Bulgular: Yirmi dort saat sonra 20 ve 50 pg/mL C.
maritimum L. konsantrasyonlar1 uygulanan gruplar ile 48 saat sonunda
5,6, 10, 20 pg/mL C. maritimum L. uygulanan gruplarin hiicre prolif-
erasyonu kontrol grubundaki hiicrelere gore istatistiksel olarak anlamli
bir sekilde artt1 (p<0,05). Sonug: Bu sonuglar, C. maritimum L.’nin pe-
riodontal dokularin rejenerasyonunda rol oynayan periodontal ligament
fibroblast hiicrelerinin proliferasyonunu artirmasindan dolay1 peri-
odontal sagligin korunmasi amaciyla kullanilabilecegini gostermistir.

Anahtar Kelimeler: Antioksidanlar; peryodontal bag;
primer hiicre kiiltiirii

ABSTRACT Objective: Crithmum maritimum L. (C. maritimum L.)
is a halophyte plant with antimicrobial, antioxidant and regenerative
properties. The aim of this in vitro study was to evaluate the prolif-
eration effects of C. maritimum L. as an antioxidant on human peri-
odontal ligament fibroblast cells. Material and Methods: Periodontal
ligament fibroblast cells were seeded in 96-well plates. The study
groups were exposed to various concentrations of C. maritimum L., as
4,5,6,7,8,10,20,50 and 100 pg/mL for 24, 48 and 72 hours. After
treatments, the XTT assay was performed to evaluate cell prolifera-
tion. To analysis, the medium in the wells was aspirated, 100 pL fresh
medium and 50 pL XTT reaction solution were added. After 4 hours,
the absorbance of all wells was read at 450 nm and 630 nm with
ELISA and the net absorbance values were determined by calculating
the difference between these values. The percentage of the absorbance
values of the test groups was compared with the percentage of the
control group to calculate the average of proliferation. Mann-Whit-
ney-U test was used in comparison between control and other groups
and p<0.05 was considered significant. Results: After 24 and 48
hours, cell proliferation of groups treated with 20, 50 ug/mL and 5, 6,
10 and 20 pg/mL C. maritimum L. concentrations respectively were
increased statistically significant compared to the control cells
(p<0.05). Conclusion: These results indicated that C. maritimum L.
could be used to ensure the periodontal healing due to increasing the
proliferation of periodontal ligament fibroblast cells that play a role
in the regeneration of periodontal tissues.

Keywords: Antioxidants; periodontal ligament; primary cell culture

Correspondence: Alper KIZILDAG
Pamukkale Universitesi Dis Hekimligi Fakiiltesi, Periodontoloji ABD, Denizli, TURKIYE/TURKEY
E-mail: alperkizildag@hotmail.com

Peer review under responsibility of Turkiye Klinikleri Journal of Dental Sciences.

Received: 04 Feb 2019

Received in revised form: 06 May 2019

Accepted: 09 May 2019 Available online: 16 May 2019

2146-8966 / Copyright © 2020 by Tiirkiye Klinikleri. This is an open
access article under the CC BY-NC-ND license (http://creativecommons.org/licenses/by-nc-nd/4.0/).

31


http://https://creativecommons.org/licenses/by-nc-nd/4.0/
http://orcid.org/0000-0002-1630-3140
http://orcid.org/0000-0002-5862-7792
http://orcid.org/0000-0002-6456-4054
http://orcid.org/0000-0001-7838-1454

Alper KIZILDAG ve ark.

Turkiye Klinikleri J Dental Sci. 2020;26(1):31-5

is kok ylizeyi ve alveoler kemik arasinda lo-
D kalize olan periodontal ligament (PDL) disleri

destekleyen benzersiz bir bag dokusudur.'
PDL, sementoblast ve osteoblast gibi hiicrelere farkli-
lagabilen mezenkimal kok hiicreleri ve progenitor hiic-
releri barindirir.> PDL, periodontal dokularin devamlili-
ginin saglanmasinda rol oynarken ayn1 zamanda kemi-
gin tamir ve yeniden yapilanma ile doku rejenerasyo-
nunda da gorev alir. Bu nedenle periodontitisin yikici
etkisini Onleyebilmek icin periodontal dokularin reje-
nerasyonunun saglanmasi oldukc¢a 6nem tagimaktadir.

Son yillarda antioksidanlarin periodontal dokular
ile iligkisini inceleyen ¢aligmalar yapilmaktadir. Bu ¢a-
lismalar, antioksidan tedavisinin periodontal saghig ge-
ligtirici etkisinin oldugunu gostermistir.® Crithmum
Maritimum L. (C. maritimum L.) deniz rezenesi olarak
da bilinir ve sahil kayaliklarinda, bazen de tuzlu kum-
larda yetigen fakiiltatif halofittir. Bu bitki C vitamini,
iyot, karotenoid ve fenolik bakiminda zengin oldugun-
dan dolay1 geleneksel yontemlerde tedavi amagh kul-
lanilmaktadir.* C. maritimum L. cgesitli bakteriler
tizerinde ¢ok giiclii bir antimikrobiyal etkiye sahiptir ve
ayn1 zamanda antioksidan &zelligi bulunmaktadir.>® in
vitro bir ¢alismada, epidermal hiicrelerin proliferasyo-
nunu ve farklilasmasini artirdig gosterilmistir.”

PDL, periodontal dokularin rejenerasyonunda
rol oynamakla birlikte, ayn1 zamanda kemik “remo-
deling”inde de 6nemli bir gorevi vardir. Bu nedenle
PDL hiicrelerinin proliferasyonunun artirilmasi pe-
riodontitis sonucu yikima ugramis dokularin rejene-
C.
maritimum L. ise proliferatif ve antioksidan 6zellik-

rasyonu i¢in olduk¢a Onem tagimaktadir.
lerinden dolay1 PDL hiicrelerinin proliferasyon ora-
nini artirabilir ve boylece periodontal dokularin
rejenerasyonunu ve periodontal yara iyilesmesini hiz-
landirabilir. Ancak C. maritimum L.’nin PDL {izerine
etkisini inceleyen herhangi bir ¢aligma bulunmamak-
tadir. Bu nedenle bu ¢alismanin amaci, in vitro olarak
C. maritimum L.’nin farkli slire ve konsantrasyon-
larda insan PDL fibroblast hiicreleri lizerine prolife-
ratif etkisinin degerlendirilmesidir.

I GEREC VE YONTEMLER

Calismada kullanilan PDL fibroblast hiicreleri Selguk
Universitesi leri Teknoloji Arastirma ve Uygulama
Merkezinden temin edilmistir. Hiicreler, %10 serum
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ve 100 IU/mL penisilin, 100 ng/mL streptomisin ige-
ren Dulbecco’s Modified Eagle’s Medium (Biological
Industries, Kibbutz Beit-Haemek, Israil) i¢erisinde in-
kiibatérde %5 CO, ve 37°C’de inkiibe edilmistir.
Deney icin yeterli sayiya ulagincaya kadar insan PDL
fibroblast hiicreleri %80 konfluente ulaginca pasajlan-
mustir. Deneyde 96 kuyulu plakalarin ilk kuyusu bos
birakilmis ve sadece 100 pL medyum igermistir. Diger
kuyularin her birine 2x10*hiicre ekilmis, 100 pL med-
yum eklenmis ve 24 saat inkiibe edilmistir. Caligsma-
mizda kullanilan bitki ekstrakti, C. maritimum L.
bitkisinden clevenger ekstraksiyon diizenegi ile hidro-
distilasyon yontemi kullamlarak elde edilmistir. C. ma-
ritimum L. ekstrakti elde edildikten sonra, caligma
gruplar 4, 5, 6,7, 8, 10, 20, 50, 100 pg/mL C. mariti-
mum L. konsantrasyonlarina 24, 48 ve 72 saat maruz
birakilmigtir. Bu siirelerin sonunda hiicre proliferas-
yonunu degerlendirmek i¢in ticari kit ile XTT analizi
(Biological Industries, Kibbutz Beit-Haemek, Israil)
gerceklestirilmistir. Yontem, suda ¢oziinen, renksiz
veya agik sar1 renkte bir tetrazolyum tuzu olan XTT yi
(2, 3-bis-[2-methoxy-4-nitro-5-sulfophenyl]-2H-tetra-
zolium-5-carboxanilide salt), metabolik olarak aktif
olan hiicrelerin, parlak turuncu formazan bilesenlerine
indirgemeleri prensibine dayanmaktadir. Formazan-
dan kaynaklanan turuncu rengin yogunlugu metabolik
olarak aktif hiicrelerin sayisi ile orantilidir.

Analiz i¢in kuyulardaki medyum aspire edilmis,
100 pL taze medyum ve 50 pL XTT reaksiyon so-
liisyonu eklenmistir. Yaklasik 4 saat sonra tim ku-
yularin absorbansi 450 nm ve 630 nm’de ELISA
okuyucuda okunmus; 450 nm’deki absorbans dege-
rinden 630 nm’deki absorbans degeri ¢ikarilmis ve
net absorbans degerleri, ekili kuyularn absorbans de-
gerlerinden bos kuyununki ¢ikarilarak hesaplanmis-
tir. Ardindan proliferasyon ortalamasi ise absorbans
degerlerinin yiizdesi kontrol grubunun yiizdesi ile
karsilastirilarak hesaplanmistir. Yapilan deneyin ve
sonuglarin giivenirliligini test etmek agisindan ayni
konsantrasyonlarda deney li¢ kez yapilarak sonuca
varilmistir.

Caligmanin istatistiksel analizleri SPSS 23,0
(SPSS, Chicago, IL, ABD) programi kullanilarak ya-
pilmistir. Kontrol grubu ile diger gruplar arasindaki
karsilagtirmalar Mann-Whitney-U testi ile yapildi ve
p<0,05 anlamli kabul edildi.
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SEKIL 1: Doza bagli periodontal ligament fibroblast hiicrelerinin proliferasyonu.
* Kontrol grubu ile gruplar arasindaki istatistiksel farliliklari ifade eder. MannWhitney U testi uygulandi ve p<0,05 anlamli kabul edildi.

I BULGULAR

Calismamizda C. maritimum L. 24 saat sonunda
diisiik konsantrasyonlarda anlamli bir etki gdsterme-
mis olup, 10 pg/mL, 20 pg/mL ve 50 ug/mL kon-
santrasyonlarda sirasiyla %87, %80 ve %82 oraninda
PDL fibroblast hiicrelerini kontrol grubuna goére an-
lamli olarak artirmistir (p=0,024) (Sekil 1).

Kirk sekiz saat sonunda 5 pg/mL, 6 ug/mL, 10
pg/mL ve 20 pg/mL konsantrasyonlarinda C. mariti-
mum L. nin sirastyla %39, %33, %70 ve %60 oraninda
istatistiksel olarak anlamli bir sekilde PDL fibroblast
hiicrelerinin proliferasyonunu artirdig tespit edilmis-
tir (p=0,03, p=0,045, p=0,04, p=0,024). Bununla bir-
likte 100 pg/mL konsantrasyonda hiicreler {izerine
sitotoksik etki gosterdigi belirlenmistir (Sekil 1).

Yetmis iki saat sonunda ise higbir konsantras-
yonda C. maritimum L. hiicre proliferasyonunu an-
lamli bir sekilde artirmamistir (p>0,05). Aym
zamanda yiiksek konsantrasyonda PDL fibroblast
hiicreleri lizerine sitotoksik etki gdsterdigi tespit edil-
mistir (Sekil 1).

I TARTISMA

Periodontitis, dis eti inflamasyonu ve periodontal do-
kularda yikima yol acan kronik inflamatuar bir has-
taliktir.® Periodontitisin tedavisi amaciyla ¢esitli insan
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ve hayvan ¢aligmalar1 yapilmaktadir. Bu ¢aligmalarda
antioksidan 6zelliklere sahip ¢esitli ajanlar kullanila-
rak periodontal iyilesmenin artirilmast hedeflenmis-
tir.>%!° Bununla birlikte PDL hiicreleri, periodontal
rejenerasyon ve tamiri desteklemek i¢in yapilacak ca-
lismalarda uygun bir kaynak olarak 6nerilmistir.!"' Ce-
sitli ajanlar ile PDL’nin proliferasyon kapasitesi
artirtlarak periodontal rejenerasyon hizlandirilabilir.
Chen ve ark. yaptiklari ¢alismada, antioksidan kulla-
niminin insan PDL hiicrelerinde osteojenik farklilag-
may1 artirdigim vurgulamiglardir.'> Ayrica Nizam ve
ark., PDL hiicreleri tizerinde antioksidan kullanimi-
nin PDL fibroblast proliferasyonunu ve biiyiime fak-
ylikselterek yara
hizlandiracagini belirtmislerdir."* Bundan dolayi ¢a-

tor  saliimini iyilesmesini
lismamizda, antioksidan 6zelliklere sahip olan C. ma-
ritimum L. nin farkli doz ve konsantrasyonlarda PDL
fibroblast hiicreleri tizerindeki etkisi degerlendirildi.
Bugiine kadar C. maritimum L.’nin PDL fibroblast
hiicreleri tizerinde proliferatif etkisinin degerlendiril-

digi bir ¢caligmaya literatiirde rastlanilmamaktadir.

C. maritimum L., cevresel etkilere karsi savunma
mekanizmasini giiclendiren bir bitki ¢esididir. C. ma-
ritimum L.’nin tipta ve kozmetikte bir¢ok kullanim
alan1 vardir. Ayrica geleneksel tipta da barindirdigi
C vitamini, yag asitleri, iyot, karotenoidler, mineral-
ler, organik asitler ve fenolikler gibi biyolojik olarak
aktif bilesiklerin zenginligi nedeni ile istah agici,
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tonik, karbonhidrat, idrar soktliriicii olarak veya obe-
zite tedavisinde kullanilmaktadir.'*!> Bununla birlikte
Mekini¢ ve ark. C. maritimum L. nin vazodilator ak-
t i v i -
tesinin yiiksek oldugunu belirtmislerdir.'® Ozcan ve
ark.nin yaptigi calismada, C. Maritimum L.’nin gii¢lii
antioksidan o6zelliklere sahip oldugunu belirtmisler-
dir.® C. maritimum L. nin antioksidan 6zelliginin, ba-
rindirdig1 yiikksek miktarda fenolik bilesiklerinden
kaynaklandigi one siiriilmusgtiir.'”-'® Bunlara ilave ola-
rak, C. maritimum L.’nin baz1 timor hiicrelerine karsi
sitotoksik etki gosterdigi tespit edilmistir.>!"-!”

Ancak dokular tizerindeki rejeneratif ve prolife-
ratif etkisinin degerlendirildigi az sayida ¢alisma bu-
lunmaktadir. Lequeux ve ark. dermal yiizeyde C.
maritimum L. nin etkisini degerlendirmis ve C. mari-
timum L.’nin epidermal hiicrelerin rejenerasyonunu ve
farklilasmasini hizlandirdigini tespit etmislerdir. Boy-
lece epidermal yara iyilesmesinin kontrol grubuna gore
daha hizl olacagini 6ne stirmiiglerdir.” Caligmamizda,
C. maritimum L.’nin 24 saat sonunda 10 pg/mL, 20
ug/mL, 50 ug/mL ve 48 saat sonunda 5 pg/mL, 6
pg/mL, 10 pg/mL, 20 pg/mL konsantrasyonlarinda
PDL fibroblast hiicrelerinin proliferasyonunu artirdig:
goriilmiistiir. Buldugumuz bu sonuglar C. maritimum
L.’nin hiicreler iizerinde proliferatif etkisi olabilece-
gini dogrulamaktadir.'® Ancak 72 saat sonunda her-
hangi bir proliferatif etki gdstermedigi gibi yiiksek
konsantrasyonlarda ise toksik etkiye yol agmistir. Bu
veriler, C. maritimum L.’nin yiiksek doz kullanimla-
rindan sakinilmasi gerektigini gostermektedir.

[l SONUC

Bu caligmanin simirlar igerisinde buldugumuz so-

nuclar, C. maritimum L.’nin PDL fibroblast hiicreleri
proliferasyonunu giiclii bir sekilde artirdigini goster-
mistir. Ancak PDL hiicreleri iizerindeki etkisinin
daha iyi anlagilabilmesi ve yara iyilesmesi lizerine
katkilarinin degerlendirilecegi ilave insan ve hayvan
¢alismalarina ihtiyag vardir.
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Bu ¢alisma sirasinda, yapilan arastirma konusu ile ilgili dogru-
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