Ara§tlrma EU Dighek Fak Derg 2018; 39_2: 105-110

Yeni Bir Hemostatik Ajan Olan Mecsina Hemostopper® ‘Iin
Farklh Testlerle Sitotoksisitesinin Degerlendirilip, Gingival

Fibroblast Proliferasyonuna Etkisinin Aragtirilmasi
Analyses of Effect of New Hemostatic Agent Mecsina Hemostopper® on
Gingival Fibroblast Proliferation and Evaluation of Cytotoxicity by Different

Tests.
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GIRIS ve AMAC: Saglik alaninda hali hazirda aktif olarak kullanilan anti-hemorajik ajanlar farkli etki
mekanizmalari kullanarak kanamayi 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 tzerine etkileri arastiriimigtir.
YONTEM ve GERECLER: Calisma igin insan gingival fibroblast 6éliimsiiz hiicre hatlari ticari olarak satin
alindi. Her flaska her bir farkli doz grubu igin 5000 hiicre olacak sekilde 9 gruba (Mecsina Hemostopper
1/1, Mecsina Hemostopper 1/2, Mecsina Hemostopper 1/10, Mecsina Hemostopper 1/50, Mecsina
Hemostopper 1/100, Mecsina Hemostopper 1/200, Mecsina Hemostopper 1/500, distile su uygulanan
negative ve higbir sey uygulanmayan kontrol ) hicreler dagitildi. 24 saat inkiibasyondan sonra her bir grup
icin XTT analiz yontemi ile sitotoksisite degerleri 6lgtimustir.

BULGULAR: Mecsina Hemostopper'in fibroblast hiicresine olan etkilerinin doz gruplari arasinda anlaml
fark gorilmustur (p<0,03). %100 ve %50’ lik konsantrasyonlarda en fazla 6lum goérulmisken en fazla
canlilik orani %10’ luk ilag uygulamasinda gorilmdastir. % 10' luk konsantrasyonun; %2, %1, %0,5 ve
%0,2' lik konsantrasyondaki gruplar arasinda énemli dlgide fark bulunmustur (p<0,001). %2, %1, %0,5 ve
%0,2' lik konsantrasyonlarindaki ila¢ uygulamalarinda gruplar arasinda anlamh fark bulunamamistir
(p>0,05).

TARTISMA ve SONUGC: Bu calismada, yeni nesil kanama durdurucu olan mecsina hemostopper gingival
fibroblast hicre hatlarinda farkli konsantrasyonlarda farkli derecede sitotoksik degerleri oldugu
saptanmigtir.

Anahtar Kelimeler: Mecsina Hemostopper, fibroblast, XTT, hemostatik ajan, kanama durducu

ABSTRACT

INTRODUCTION: 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 gingival fibroblast 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, 1/2, 1/10, 1/50, 1/100, 1/200, 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 on fibroblast cells
between the dose groups (p <0,03). The highest rate of survival was seen with 10% drug administration
while the highest rate of mortality was seen at 100% and 50% concentrations. There was significant
difference between the 2%, 1%, 0,5% and 0,2% concentration groups and 10% concentration (p <0,001).
There was no statistically significant difference between the groups in drug administrations at the
concentrations of 2%, 1%, 0,5% and 0,2% (p> 0,05).

DISCUSSION AND CONCLUSION: This study showed that Mecsina Hemostopper has different cytotoxic
levels at different concentrations in the gingival fibroblast cell lines.
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GIRIS
Tip ve dis hekimliginin bir¢ok dalinda gerceklestirilen
tedaviler sonrasi veya sirasinda, yapilan islemin

biiyiikliigiinden bagimsiz olarak kanama komplikasyonu
gelisebilir. Kanama egilimi olan hastalarda sok ve 6liimle
sonuclanabilecek  ciddi  kanamalar  olabilmektedir.
Kanama yatkinlig1 toplumda 6nemli yer edinmis sistemik
rahatsizliklardandir.?

Saglik alaninda hali hazirda aktif olarak kullanilan anti-
hemorajik ajanlar farkli etki mekanizmalar1 kullanarak
kanamay1 engelleyebilir.“Mecsina Hemostopper®”’(MH),
Glycyrrhizaglabra 0z0, Alpiniaofficinarum,
Thymusserpyllum, syzygiumaromaticum,
Hypericumperforatum, vitisvinifera, Urticaangustifolia,

Menthaarvensis  gibi  bitkisel ~ 6zIi  ajanlardan
yapilmaktadir.
MH’in  uygulandigr bolgede o&zellikle fibrinojene

baglanarak protein ag1 olusturdugu ve bu aga eritrositlerin
ruloformasyonu seklinde siralandigi, yapilan elektron
mikroskop deneylerinde kanitlanmistir. Bu sayede
hemostaza etkisi gdzlemlenebilmistir.?

Fibroblast ve osteoblastlar oral ve maksillofasiyal
bolgede, diger viicut bdlgelerinde oldugu gibi yara
iyilesmesinde biiyiik dnem tasimaktadirlar.® Fibroblastlar
kollojen, elastin, glikozaminoglikanlar, proteoglikanlar ve
¢ok yonlii yapistirict  glikoproteinleri  sentezler.
Fibroblastlar bag dokularinda en fazla bulunan hiicrelerdir
ve yara anjiogenezisi ile es zamanhi olarak, yara
matriksinde yerleserek, cogalip hiicre dis1 matriks
bilesenlerini sentezlerler ve kontrakte olabilen, fibroblast
fenotipi miyofibroblastlara doniisiirler.*

Bu calismanin amaci, T.C. Saglik Bakanligi Ilag ve
Eczacilik  Genel Midiirliigii tarafindan  eksternal
kanamalarin kontroliinde kullanilmak {izere ara iiriin
olarak  ruhsatlandirilmis  farkli  konsantrasyonlarda
hazirlanan MH’in olusturdugu sitotoksisite diizeylerinin
belirlenmesi ve daha 6nce arastirilmamig olan fibroblast
proliferasyonuna etkisinin arastirtlmasidir.

GEREC VE YONTEM

Hucre Kultard

Bu calismada; Insan Gingival Fibroblast hiicre hatti
(Gingival Fibroblasts Cell line 2620-GFB, Sciencell)
ATCC (American Type Culture Collection)’den ticari
olarak satin alindi. %10 fetal dana serumu (12483012,
Invitrogen, Carlsbad, CA, USA) iceren Dulbecco's
modified eagle's Medium (DMEM)/Ham's F-12)
besiyerinde %95 nem ve %5 karbondioksitli etiivde
37°C’de inkibe edilerek gogaltildi. 25 cm?’lik flasklarda
¢ogaltilan hiicreler, hiicre kiiltlir kaplarim1 kapladiklar

zaman %0,05 tripsin/EDTA (25200056, Invitrogen,
Carlsbad, CA, USA) cozeltisi ile flask yizeyinden
kaldirildi. Pasajlama sirasinda yeni pasajda 1:2 hiicre
olacak sekilde hiicre aktarimi yapildi. Kiiltiir besiyeri
pasajdan sonra her iki giinde bir degistirildi. Daha sonra
Dimetilsilfoksit Dimethylsulfoxide (DMSO, sc-358801
Santa Cruz Biotechnology, California, USA) ile
dondurma protokolii uygulanarak stok olacak sekilde
saklandi.  (%0,05Tripan  Blue (Sigma—Aldrich,
Schnelldoff, Germany)) boyasi ile boyandiktan sonra
hiicre sayim cihazi (Celeromics, Grenoble, France) ile
canli Olii hiicre miktar1 tespit edildi. Yeterli hiicre
sayisina ulagtiktan sonra, her flaska her bir ilag igin
5000 hiicre olacak sekilde 3 gruba (ilag, distile su
uygulanan negatif, higbir sey uygulanmayan kontrol )
hiicreler dagitilda.

Hucre Proliferasyon Deneyi

Bu test i¢in 96’lik plaga 10.000 hiicre ekilmistir. 24 saat
inklibasyondan sonra; distile su uygulanan negatif grup,

hicbir sey uygulanmayan kontrol grubu, MH 1:1
konsantrasyon, MH 1:2 konsantrasyon, MH 1:10
konsantrasyon, MH 1:50 konsantrasyon, MHZ1:100

konsantrasyon, MH1:200 konsantrasyon ve MH 1:500
konsantrasyon gruplarina konsantrasyon oranlarina
uygun olacak dozlarda ila¢ uygulanarak hiicrelerde
uygun doz bulunmaya c¢aligilmigtir.

In Vitro Sitotoksisite Deneyleri

MH uygulamasi yapilan hiicreler ve ortam plakalara
kiiltiirlendi. Deneyler sirasinda olugturdugumuz gruplari
iceren 6 kuyulu kiltir kaplarinda 5-10 milyon hiicre
iiremesi takip edildi. Hedef rakama ulasildiginda (24-48
saat) caligma baslatildi. Hiicreler 96 kuyulu hiicre kiiltiir
kaplaria 5000/kuyu olacak sekilde aktarildi. 48 saat
inkiibatérde hiicrelerin yapismast beklendi. XTT
soliisyonu ile aktivasyon solusyonu karistirildi. 25 pl
aktivasyon soliisyonu ile 5 mililitre XTT ajanim
karistirnpp XTT’nin aktiflesmesi saglandi. Aktif olan
XTT ‘den 50 pl alinip 100 pl kiltir medium igeren
hiicre ile kapli kuyulara eklendi. Hiicreler 24 saat
inkibatorde bekletildi. 24. Saatin sonunda 450
nanomete (nm) dalga boyunda analiz edildi ve gruplar
arasinda doz farkliligina bagh olarak olusacak sitotoksik
etki arastirildi.

Istatistiksel analizler

Muamele edilmis hiicrelerin ve muamele edilmemis
hiicrelerin  optik  yogunlugunun (OD) degerlerini
karsilastirmak icin GraphPad Prism Siriim 6.01'1
(GraphPad Software, Inc., CA, ABD) kullanarak verileri
analiz etmek icin tek kuyruklu T-testi kullanildi.
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Istatistiksel 5nem p <0.05 olarak bildirildi. Biitiin degerler

bunlar Microsoft Excel Ver. 3.2013 kullanilarak

ortalama + standart sapma (SD) olarak rapor edildi ve  hesaplandi.
FibroblastCell Line (Standart Grafigi)
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Grafik 1: Fibroblast hlicre hatti standart grafigi
BULGULAR konsantrasyonlarda istatistiksel olarak en fazla 6lim

MHH fibroblast hiicre proliferasyonuna doza bagimh
etkisi analiz edildi. (Grafik 1) MH%100, %50, %10, %2,
% 1, %0,05, %0,02' lik konsantrasyonlardaki hicre
canlilik oranlar1 24 saat sonunda tespit edildi. MH bu
konsantrasyonlardaki  inhibisyonu  optik  dansite
degerlerine gore kontrol grubuyla kiyaslandi.(Grafik 2)

MH uygulanmis olan fibroblast hiicrelerinde farkli doz
gruplarinda gruplar arasinda anlamli farklar goriilmiistiir
(p<0,03). MH farkli konsantrasyonlarda fibroblast
hiicrelerine etkileri gorilmistir. %100 ve %50’ lik

goriilmiistiir. % 10' luk konsantrasyonun ; %2, %1, %0,5
ve 9%0,2" lik konsantrasyondaki gruplar
istatistiksel olarak anlamli 6l¢lide fark bulunmustur
(p<0,001). En diisiikk canlilik diizeyi %100' liikk grupta
gozlemlenmistir. %2, %1, %0,5 ve %0,2" lik
konsantrasyonlarindaki gruplarimiz arasinda istatistiksel
olarak anlamli fark bulunamamistir (p>0,05). En yiiksek
canlilik diizeyi %10' luk grupta gézlemlenmistir.(Grafik
3)
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Grafik 2: Kontrol fibroblast hiicrelerinin ve farkli dozlarda mecsina hemostopper uygulamasi yapilimis
fibroblast hiicrelerinin optik dansite degerlerinin gésterimi
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TARTISMA

Dis hekimligi uygulama prosediirlerinde  birgok
biyomalzeme kullanilmistir. Tim biyomalzemelerin
biyouyumluluk oranlarinin sitotoksisitesinin

degerlendirilmesi klinik uygulamalar i¢in gerekli bir
adimdir. In vitro sitotoksisite testleri insan dokusunun
homologu olan hiicreler ile gergeklestirilmelidir.’ Ayrica
bu testlerin basit, tekrar edilebilir, diisiik maliyetli ve
uygulamanin  yapilacagt dokunun temel Dbiyolojik
ozelliklerini degerlendirmede uygun olmasi
gerekmektedir. Dis pulpast (damar sinir paketi bulunan
kisim) temelde fibroblast ve odontoblasttan olusan bir bag

dokusu olup, ¢evresel sartlar uygun oldugunda reperatif
dentin Uretmektedir.® Kanamanmin etkili bir sekilde
kontrolu tedavinin prognozunu iyilestirmek i¢in hayati
derecede 6nem arz etmektedir.” Bu amacla cerrahi
uygulama esnasinda ve sonrasinda kanamayi kontrol
etmek igin bazi anti hemorajik ajanlarin kullanilmasi
gerekmektedir.® Calismamizda bu amag dogrultusunda
MHkanama durducu ajanin sitotoksisite ag¢isindan
cerrahi  uygulamalar sirasinda veya sonrasinda
kullanima uygunlugunu farkli dozlarda ve bu dozlar1 da
kendileri arasinda degerlendirmeye calistik.
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Grafik 3: Kontrol fibroblast hiicrelerinin ve farkli dozlarda mecsina hemostopper uygulamasi yapilimis
fibroblast hiicrelerinin hiicre canlilik oranlarinin % degisimleri

Cerrahi uygulamalarda kanamay1 kontrol altina almak
icin uygulanan en bilindik yéntem steril bir pamuklu
pelet yardimi ile yara yiizeyine mekanik basing
uygulamaktir. Alternatif olarak ise hidrojen peroksit,
epinefrin, klorheksidin, ferrik sllfat veya sodyum
hipoklorit ihtiva eden pamuklu pelet ile yara bélgesine
mekanik basing olusturmaktir. Bunlarin i¢inden sodyum
hipoklorit uygulamasmin cerrahi olarak basarili oldugu
ve hemostatik bir ajan olarak kullanilmasi sirasinda
biyouyumluluk gosterdigi rapor edilmistir.® Ancak bazi
hiicre kiiltiirii calismalarinda sodyum hipokloritin diisiik
dozlarda bile ciddi sitotoksik etki  gosterdigi
belirtilmistir.’® Benzer bir sekilde yapilan ¢alismalarda
ferrik siilfat soliisyonunun da sitotoksik oldugu ve
dokuda nekroza neden oldugu gosterilmistir.’* Bunlara
ilaveten klorheksidin diglukonatin biyouyumluluk orani
halen tam olarak belirlenememistir.’> Tum bu sentetik
materyallerin  etkileri  diistiniildigiinde, ideal bir
hemostatik ajanin sitotoksisiteden arindirilmis olmasi,
hemostaz saglandiktan sonra kullanimina ihtiyag
kalmayan bu ajanin ortamdan kaldirilmasi ve

postoperatif uygulamalar sonrasinda da doku igin
herhangi bir tehlike olusturmamasi igin daha dogal bir
hemostatik ajan kullanilmasi gerekmektedir. Bu nedenle
calismamiz i¢in MH’in muhteviyati bizim i¢in yeterli
derecede 6nemli bir kriter olmakta  ve
biyouyumlulugunun tespiti ve sitotoksik etkisinin
belirlenmesi klinik uygulamalar icin hayati bir dnem
olugturmaktadir.

Dis hekimliginde en sik kullanilan hemostatik ajanlardan
biri demirli siilfattir. Kan proteinlerinin agliitinasyonu,
kanin ferrik ve siilfatiyonlariyla reaksiyonundan
kaynaklanmaktadir.’ Bu ferrik iyon-protein kompleksi,
kesilen damar sizdirmaz hale getirmekte ve hemostaz
Uretmektedir. Bu sayede yara bdlgesinde iltihaplanma ve
i¢ rezorpsiyon olasiligmni en aza indirmektedir.* Yapilan
calismalarda Urtica Dioica bitkisinde bulunan ve kirmizi
kemik hiicrelerine baglanarak onlar1 bir araya getiren

fitohemaglutininlerden olan lektin proteini, hiicre
ylzeyine baglanmakta ve agliitinasyona neden
olmaktadir.®® MH’nin igeriginde de Urtica Dioica
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bitkisinin kullanilmasi bize benzer mekanizmanin MH
i¢in de gegerli oldugunu diistindiirmektedir.

Menezes ve ark.* baz  hemostatik ajanlarin
sitotoksisitesini karsilastirdiklar1 bir calismada, demir
stilfatin, mineral trioksit agregat ve kalsiyum hidroksitten
sirastyla 332 ve 32 kat daha toksik oldugunu
bulmuslardir. Calismamizda MH’ m insan
fibroblastlarinda ki sitotoksisitesi XTT analizi ile
degerlendirilmistir. MH fibroblast hiicrelerinde yiiksek
konsantrasyonlarda (%50° lik konsantrasyon) ciddi
toksik etki gostermigken diisiik doz (%10 ve % 1°lik
konsantrasyonlar) uygulamalarinda sitotoksik etkisine
rastlanilmamigtir. MH uygulamalarindan hiicre canlilik
orani en yiksek seviyede olan disik doz
konsantrasyonlarda yapilmis uygulamalar oldugu tespit
edilmistir ( 6zellikle % 10° luk MH uygulamasi yapilmis
konsantrasyon).

SONUC

XTT analizi yapilan MH yiksek konsantrasyonlarda
sitotoksik etki gostermisken diigilk dozlarda sitotoksik
etkisinin olmadig1 tespit edilmistir. Bununla birlikte
MH’1n preklinik ve postoperatif
uygulamalarinda yanlis sonuglardan kagmmak igin,
kullanilan  konsantrasyon ve kalma sureci
sonucunda olusabilecek etkiyi hesaplayabilmek ve doz
kontroliiniin saglanmasi ve takibi gerekmektedir. MH’in
klinik uygulamalardaki kullaniminda uygun doz
miktarinin belirlenebilmesi i¢in daha fazla deneysel
caligmanin yapilmasi gerektigini diiglinmekteyiz.

Cikar Catismas1 Beyami: Yazarlar c¢ikar catigmasi
olmadigini bildirmisglerdir.

Finansal Destek: Bu g¢alisma, Gaziosmanpasa
Universitesi Bilimsel Arastirma Projeleri Koordinasyon
Birimince Desteklenmistir. Proje Numarasi: 2013/103
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