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Amag: Bu calismanin amaci, farkh resveratrol konsantrasyonlarinin gingival fibroblast canliligi Gzerindeki etkisini MTT
(3-[4,5-dimetiltiyazol-2-yl]-2,5-difeniltetrazolyum bromdir) yontemiyle belirlemektir.

Yontem: Calismamizda, fibroblast kilturlerinin kurulmasinda sigcanlarin mandibular 1.molar dislerinin bukkalinden alinan diseti
dokulart kullanildi. Dokular mekanik olarak pargalanarak kultir kaplarina aktarildi. Hiicreler, DMEM besi ortami igerisinde kulttire
edildi. Resveratroliin hiicre proliferasyonu Gizerindeki etkisinin belirlenmesi igin 4. pasaj kulturler kullanildi. Hiicre proliferasyonu,
3-[4,5-dimetiltiyazol-2-yl]-2,5-difeniltetrazolyum bromur (MTT) yontemiyle %2 diltisyonile 0,78-400uM konsantrasyon araliginda
ve 48, 72 ve96 saat inklibasyon surelerinin ardindan incelendi. Sonuglarin istatistiksel degerlendirmesinde tek yonli ANOVA
testinin Tukey ikili karsilastirma ydntemi kullanildi. Hicrelerin %50 canlilik gosterdigi inhibisyon konsantrasyonlari (IC50)
logaritmik canhlik egrilerinden hesaplandi.

Bulgular: 0,78-25uM konsantrasyon ve 72 ile 96 saat inklibasyon siresi araliginda fibroblast canliliginin %85’in Gizerinde; 48
saat sonra ise %90’in Gzerinde oldugu saptandi. Uygulanan ¢éztclnin hicre canlilidi Gzerinde herhangi bir etkisinin olmadigi
belirlendi. IC50 degerleri 48, 72 ve 96 saatler igin sirasiyla 120,1+5,7 uM; 85,2+6,4 uM; 105,9+7,1 uM olarak belirlendi.

Sonug: Bu doz belirleme calismasinin sinirlari dahilinde, 0,78-25uM resveratrol konsantrasyonunun fibroblast canlihigi
Uizerinde olumsuz etkisi olmadigi sylenebilir.

Anahtar kelimeler: MTT yontemi; sigan gingival fibroblast; resveratrol.

ABSTRACT

Objectives: The aim of this study was to investigate the effect of different concentrations of resveratrol on gingival fibroblast
viability with (3-[4,5-dimethylthiazol-2-yl]-2,5-diphenyltetrazolium bromide assay.

Methods: In our study rat buccal gingival tissues from the area surrounding the mandibular first molar were used for establishment
of fibroblast cultures. Rat gingival tissues were mechanically disrupted, and cultured in DMEM supplemented with 15% fetal
bovine serum, 2 mM L- glutamine, and penicillin (100 IU/mL)/streptomycin (100 ug/mL). The 3-[4,5-dimethyilthiazol-2-yl]-2,5-
diphenyltetrazolium bromide (MTT) assay and forth passage cultures were used for evaluating the effects of resveratrol on
fibroblast viability in a concentration range of 0,78-400uM after 48, 72 and 96 hours of incubation. Inhibitory concentration 50
(IC50) values were calculated from the logarithmic trend lines of the proliferation versus concentration graphs.

Results: MTT assay showed that viability of gingival fibroblast cells were over 86% and 90% after 72-96 hours and 48 hours
respectively in a 0.78-25uM concentration range of resveratrol. IC50 were 120,1+5,7 uM; 85,2+6,4 uM; 105,9+7,1 uM for 48,
72, 96 hours, respectively.

Conclusion: Within the limitations, it can be concluded that 0.78-25uM concentration range of resveratrol doesn’t have negative
effect on fibroblast viability.
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GIRIS

Periodontitis,  disetinde  kanama, periodontal
cep olusumu, disleri destekleyen dokularm yikimi
ile karakterize ve toplumda yaygin olarak gdzlenen
enflamatuvar bir hastaliktir. Dental biyofilm igerisinde
bulunan patojenler konak immiin sistemi uyararak disi
destekleyen dokularin yikimi ve sonugta dis kaybina
sebep olabilir.!

Oksidatif stres, viicutta antioksidan savunma
sisteminin  elimine edemeyecegi diizeyde aciga
cikan reaktif oksijen {riinleri “reactive oxygen

species” (ROS) nedeniyle gelisen ve hiicresel oliim,
disfonksiyon ve yaralanmaya yol acabilen yaygin
goriilen bir mekanizmadir.? Oksidatif stres, kanser, artrit,
yaslanma, otoimmiin bozukluklar, kardiyovaskiiler ve
norodejeneratif hastaliklar gibi kronik ve dejeneratif
pek cok hastaligin gelisiminde rol oynar. Antioksidanlar,
serbest radikallerin sebep oldugu oksidasyonu dnleyen,
serbest radikalleri yakalama ve stabilize etme yetenegine
sahip maddelerdir.’> Periodontitisin  baslamasi  ve
ilerlemesinden sorumlu olan bakteriler polimorfoniikleer
hiicrelerin (PMNler) say1 ve aktivitesinin artmasina
sebep olan interlokin-1, tiimor nekroz faktor-o gibi
sitokin salimint tetikler. PMNler periodontal patojenlere
cevap olarak yikic1 ROS,** proteinaz ve diger faktorleri
salgilarlar.%” Periodontal hastaliklar ROS tiretimi kemik
ve bag dokusu yikimi ve matriks metalloproteinaz
(MMP) aktivitesi artisi ile konak dengesinin bozulmasina
neden olur. Oksidatif stresin periodontitis gibi kronik
enflamatuvar hastaliklarin  gelisiminde anahtar rol
oynadigt kanitlandigindan, son yillarda periodontal
hastaliklarin tedavisinde antioksidanlarin kullanimi ile
ilgili caligsmalara olan ilgi artmigtir.>5"!

Yiksek antioksidan 6zelliklere sahip olan Resveratrol
(3,4’ ,5-trihydroksi- stilben), ilk olarak 1930lu yilllarda
kesfedilen polifenolik bir bilesiktir. Isminin ilk boliimii
olan “res” bu bilesigin resorsinol tiirevi (benzen-1,3-
diol) oldugunu gosterirken; “veratrol” bolimiini ise
resveratroliin ilk kez koklerinde bulundugu bir bitki
olan Veratrum grandiflorum bitkisinden almaktadir.'>!?
Resveratrol elma, yaban mersini, dut, yer fistig1, antep
fistig1, erik, ahududu gibi bir¢ok bitkide bulunmaktadir.
Ayrica, Japonya, Cin ve Kore gibi Dogu Asya iilkelerinin
dogalbitkisel ortiisiinde yaygin olarak bulunan Polygonum
cuspinatum isimli bitkinin kok ve rizomlarinda da yiiksek
konsantrasyonda bulunmaktadir. Avrupa’da ise en 6nemli
resveratrol kaynagi beyaz tiziim gesitleri ve beyaz saraba
kiyasla yaklasik 3-10 kat resveratrol igeren siyah iiziim
cesitleri ve kirmizi saraptir.'3

Resveratrol antioksidan, osteojenik, antienflamatuvar,
analjezik, antitimor gibi genis bir aktiviteye sahiptir.
Sahip oldugu bu 0zelliklerle son yillarda yapilan
calismalarda resveratroliin kardiyovaskiiler hastaliklar,
ndrolojik bozukluklar, diyabet, hipertansiyon, romatoid
artrit, alzheimer hastaligi, kanser, obezite gibi ¢esitli
patolojileri onleyebilecegi bildirilmistir. Resveratroliin
ayricakemik homeostazi ve iskeletsel kas atrofisi lizerinde
de olumlu etkileri vardir.'*??> Siganlarda olusturulan
deneysel periodontitis modelinde resveratroliin olusan
kemik yikimini azalttigi, sitokinlerin lokal seviyesini
diizenledigi bildirilmistir.* Ayn1 zamanda resveratroliin
sigan kalvaryasinda olusturulan kemik defektlerinin
iyilesmesini ve sigan tibiasina yerlestirilen implantlarin
biyomekanik retansiyonunu arttirdigi  bildirilmistir.>*
Sicanlarda deneysel periodontitis modeli olusturulmus
diger ¢aligmalarda resveratroliin sigara dumanina maruz
kalan sicanlardaki periodontitise bagli olusan kemik
yikimini inhibe ettigi bildirilmistir. 2>

Resveratroliin insan meme adenokarsinoma (MDA-
MB 231), insan servikal kanser (HeLa), Cin hamster
akciger fibroblast (V79), 3T3-L1 hiicreleri iizerindeki
sitotoksik etkilerinin  degerledirildigi  ¢alismalarda
resveratroliin konsatrasyona bagimli olarak sitotoksik
etkiye neden oldugu bildirilmistir. 27*Antioksidan,
osteojenik, antienflamatuvar, analjezik, antitimér etkileri
oldugu bilinen resveratroliin baz1 konsantrasyonlarinin

gingival fibroblastlarin canliligt {izerine olumsuz
etkisi olabilecegi hipotezinden yola g¢ikilarak bu
calismada resveratroliin  gingival fibroblastlar i¢in

zararl1 olmayan uygun konsantrasyon araligimin MTT
(3-[4,5-dimetiltiyazol-2-yl]-2,5-difeniltetrazolyum
bromiir) yontemiyle belirlenmesi amaglanmuistir.

GEREC VE YONTEM
Hiicre Kiiltiirii

Bu calismada, fibroblast kiiltiirlerinin kurulmasi
amactyla Baskent Universitesi Deney Hayvanlari
Arastirma ve Uygulama Merkezince ¢esitli nedenlerle
sakrifiye edilen ve kullanilmayacak olan 250 -350 gr
agirligindaki sicanlardan alinan dis eti dokulari tizerinde
yapitlmistir. Deneysel ¢alisma protokolii  Baskent
Universitesi Hayvan Deneyleri Etik Kurulu tarafindan
onaylanmistir (DDA14/01).

Mandibular 1. molar dislerin bukkal kismindan
alman dis eti dokulart izotonik fosfat tamponu (PBS,
pH 7,4) igerisinde mekanik olarak pargalanarak hiicreler
kiiltiir kaplarina aktarildi.?® Gingival fibroblast hiicreler,
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%15 fotal dana serumu, 2 mM L-glutamin ve penisilin
(100 TU/mL)/streptomisin (100 pg/mL) iceren DMEM
icerisinde, 37°C, %95 nem ve %5 CO,’li etiivde kiiltiire
edildi. Kiiltiire edilen hiicreler morfolojik olarak
degerlendirildi.”

Hiicre Proliferason Calismalar:

Resveratroliin - (R5010-500MG, Sigma- Aldrich,
Sao Paulo, Brazil) hiicre proliferasyonu iizerindeki
etkisi 4. pasajdaki kiltlirler kullanilarak MTT
(3-[4,5-dimetiltiyazol-2-yl]-2,5-difeniltetrazolyum
bromiir) yontemiyle yapildi. 10 mg resveratrol, 1 mL
dimetil siilfoksit (DMSO) igerisinde direkt olarak
¢oziildii ve elde edilen 50 mM stok soliisyon karanlikta
4°C’da saklandi. Her inkiibasyon saati tekrari bir 96
kuyucuklu kiiltiir kabinda (Greiner, Avusturya) yapildi.
96 kuyucuklu kiiltiir kaplar1 8 kuyucuktan olusan 12
siitundan 1 siitun bos besi ortam1 ve 1 siitun resveratrol
eklenmeyen kontrol hiicre grubu olacak bicimde
diizenlendi. Geri kalan 8 kuyucuktan olusan 10 siitun, 400
UM resveratroldan baslayarak yatay olarak 1/2 oraninda
seri olarak seyreltildi. Boylelikle, 10. diliisyonda 0,78
UM resveratrol elde edildi. Her kuyucuk toplam 150 pL.
besi ortam1 igermekteydi. Bu nedenle, besi ortami kontrol
grubuna ait kuyucuklara 150 pL besi ortami ve kontrol
hiicre grubuna ait kuyucuklara 100 pL besi ortami eklendi.
400 puM resveratrol konsantrasyonunun elde edilmesi
icin her siituna 200 puLL 600 uM resveratrol (50 mM stok
soliisyondan hazirlanan) iceren besi ortami eklendi. Diger
kuyucuklarin tiimiine 100 pL besi ortami eklendi. 600 uM
resveratrol igeren 100 pL besi ortami bir sonraki stitunun
kuyucuklarina aktarilarak yatay olarak 1/2 oraninda seri
olarak seyreltildi. Hiicreler 10* hiicre/kuyucuk olarak,
50 puL besi ortami igerisinde kontrol kuyucuklar: harig
tiim kuyucuklara eklendi. Bu, toplam kuyucuk hacminin
150 uL olmasina, tiim konsantrasyonlarm 2/3 oraninda
seyreltilmesine ve resveratrol konsantrasyonlarinin
0,78 - 400 pM araliginda calisilmasina neden oldu. 96
kuyucuklu kiiltiir kaplari, 48, 72 ve 96 saat 37°C’da,
%95 nem ve %5 CO,’li etiivde inkiibe edildi. Inkiibasyon
stirelerinin sonunda her bir kuyucuga 20 pL MTT (5mg/
mL) soliisyonu eklendi. Hiicreler 4 saat boyunca MTT
ile etlivde inkiibe edildikten sonra her bir kuyucuga
100 pL, %10 (w/v) SDS soliisyonu eklendi. Formazan
kristallerinin ¢6ziiniir hale gelebilmesi i¢in 16 saat
etiivde inkiibasyon gergeklestirildi. Inkiibasyon siiresi
sonunda spektrofotometrik mikro kiiltiir kab1 okuyucu
(Euroimmun, Amerika) ile 540nm dalga boyundaki
absorbans degeri 6l¢iildii.

Coziicii  olarak kullanilan DMSO’nun  hiicre
proliferasyonu tizerindeki etkisinin belirlenmesi amaciyla

96 kuyucuklu kiltiir kaplart 8 kuyucuktan olusan bir
stitun bos besi ortami, bir siitun DMSO eklenmeyen
kontrol hiicre grubu ve 1/2 oraninda seyreltilmis DMSO
iceren her biri 8 kuyucuktan olusan siitunlar olarak
diizenlendi. 400 uM resveratrol i¢eren kuyucuklardaki
DMSO hacmi 1,2 pL olup %0,8 (v/v) DMSO miktarina
karsilik gelmekteydi. Bu nedenle, DMSO etkisi %?2 ile
%0,005 (v/v) araliginda ve 48, 72 ve 96 saat inkiibasyon
stirelerinde test edildi.

Bos besi ortammin optik yogunluk degerleri tiim
hiicre ekili kuyucuklarin optik yogunluk okumalarindan
cikartildi. Resveratrol uygulanan hiicrelerin
proliferasyonu kontrol grubu hiicrelere gore yiizde
proliferasyon olarak ifade edildi. Logaritmik canlilik
egrilerinden hiicrelerin %50 canlilik gdsterdigi inhibisyon
konsantrasyonlart (IC,)) hesaplandi. MTT analizleri
iki farkli giinde bes tekrarli olarak gerceklestirildi.
Sonuglar, ortalamatstandart hata (SH) olarak ifade
edilmektedir. MTT analizine ait deney sonuglarinin
istatistiki degerlendirmesi tek yonlii ANOVA testinin
Tukey ikili karsilastirma yontemi ile gerceklestirildi.
Anlamlilik degeri 0,05°ten (p<0,05) kiigiik olan sonuglar
arasindaki fark anlamli olarak kabul edildi. Tim
istatistik analizlerinde SPSS 20 (IBM, Amerika) yazilimi
kullanildu.

BULGULAR

MTT analizi sonucunda, uygulanan diliisyon
araliginda ve 48, 72 ve 96 saat inkiibasyon siirelerinde
¢oziici miktarinin sigan gingival fibroblast canliligi
iizerinde istatistiksel olarak anlamli bir etkisinin olmadig1
belirlendi. Grafik 1’e gore; 0,78-25 puM resveratrol
konsantrasyonu ve 72 ile 96 saat inkiibasyon siiresi
araliginda fibroblast canliligiin %85’in tizerinde oldugu
saptand1. Ayni resveratrol konsantrasyonu araliginda 48
saat sonra fibroblast canlilig1 %90’ iizerindeydi. 50 uM
resveratrol ile 48 saat sonra fibroblast canliligi %85’e
inerken, 72 ve 96 saat sonra hiicre canliliginin sirasiyla,
%72 ve %76 oldugu saptandi.

200 uM resveratrol 48 saat sonra hiicre canliginin
%24’e diismesine neden olurken, 72 ve 96 saatlerde
hiicre canliligi sirasiyla, %20 ve %14’di. 400 uM
resveratrol konsantrasyonunda 48-96 saat araliginda
hiicre canliliginin %10’dan diisiik oldugu belirlendi. IC,
degerinin 48 saatte 120,1+5,7 uM oldugu hesaplandi. 72.
ve 96. saatlerdeki IC, degerlerinin ise sirasiyla; 85,2+6,4
uM ve 105,9+7,1 uM oldugu belirlendi. 48 saatteki IC,
degeri, 72 ve 96 saatlerdeki IC, degerlerinden anlamli
olarak yiiksektir (p<0,05). Bu sonug, 72 ve 96 saat sonra
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resveratroliin fibroblastlar iizerindeki sitotoksik etkisinin
arttigini - gostermektedir. 72 ve 96 saatlerdeki IC,,
degerleri arasinda ise anlamli bir fark yoktur.
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Grafik 1. Resveratroliin rat gingival fibroblast canlilig
tizerindeki etkisi.

TARTISMA

Bu caligma resveratroliin gingival fibroblastlarin
canlilign tizerindeki etkisinin en az oldugu dozun
belirlenmesinin amaglandigt in vitro bir arastirmadir.
Bu amagla resveratrolin 0,78-25 puM, 50 uM, 200
uM ve 400 uM konsantrasyonlarinin sican gingival
fibroblast canliligi lizerindeki etkisi MTT analizi ile
degerlendirilmistir. Elde edilen sonuglara gore 0,78-
25 uM resveratrol konsantrasyonunda fibroblast
canlilig1 72 ile 96 saat inkiibasyon siiresinde ve 48 saat
sonrasinda sirastyla %85’in iizerinde ve %90’ 1n iizerinde
bulunmustur. Resveratrol konsantrasyonu 50 uM, 200 uM
ve 400 puM’e ulastiginda ise hiicre canlilik degerlerinin
daha diisiik oranlarda oldugu tespit edilmistir.

Literatiirde resveratroliin farkli hiicreler tizerindeki
sitotoksik etkisinin degerlendirildigi ¢esitli ¢aligmalar
bulunmaktadir. Bu c¢alismalarda farkli resveratrol
konsantrasyon araliklart kullanilmistir.  Literatiirdeki
calismalarda kullanilan resveratrol konsantrasyonu 0,03
uM - 400 uM arahigindadir.?’?%3° Mevcut ¢alismada da
literatiirle uyumlu olarak resveratrol konsantrasyon
araligi 0,78 - 400 uM olarak belirlenmistir.

Resveratroliin gingival hiicreler tizerindeki etkileri ile
ilgili siirh sayida in vitro galisma bulunmaktadir. insan
gingival epitel hiicreler ile yapilan in vitro bir ¢aligmada,
48 saat siireyle 75—-150 uM resveratrola maruz birakilan
S-G fazinda hiicrelerde DNA sentezinin engellendigi
ve hiicre siklusunun tutuklandigi belirlenmistir.>'Bu
calismada test edilen hiicre tipi epitel kokenli olmakla
birlikte elde edilen bulgular galismamiz ile tutarlidir.
Yakin zamanda yapilan bir diger ¢aligmada, insan gingival

fibroblast hiicrelere 25, 50, 100 ve 200 pg/ml (110, 219,
438, 876 pM) konsantrasyonlarinda 24 saat uygulanan
resveratroliin hiicre canliligina herhangi bir etkisinin
olmadigi belirtilmistir. Yapilan ¢alismadaki resveratrol
konsantrasyonlar1 bizim konsantrasyon araligimizda ve
iistlinde olmakla birlikte 24 saatlik uygulama siiresinin
fibroblast hiicre canliliginin etkilenmesi agisindan yeterli
olmadigi kanisindayiz.*?

Resveratroliin farkli hiicreler iizerindeki sitotoksik
etkisinin  degerlendirildigi literatiirdeki calismalar
resveratroliin doz ve hiicre bagimli sitotoksik etkisi
olabilecegini gdstermistir. Ornegin, bir calismada
resveratrollin insan meme adenokarsinoma (MDA-MB
231), insan servikal kanser (HeLa) ve Cin hamster akciger
fibroblast (V79) hiicreleri izerindeki sitotoksik etkileri 24
saat inkiibasyon sonrasinda Nétral Kirmizi Alim (NKA)
ve 3-(4,5-dimetiltiyazol-2-il)-2,5-difeniltetrazolyum
bromiir (MTT) yontemleri ile degerlendirilmistir.
Resveratrolin MDA-MB 231 hiicreleri tizerinde 2, 5,
10 ve 25 uM konsantrasyonlarda sitotoksik etkisinin
olmadigi; 50 uM ve iizerindeki konsantrasyonlarda
ise hiicre canliliginin azaldigi bildirilirken test edilen
en yiiksek konsantrasyon olan 400 pM’ de hiicre
canliligr % 55 olarak saptanmistir. HeLa hiicrelerinde
ise resveratrol 2,5 ve 10 pM konsantrasyonlarinda
sitotoksik etki goztermezken; 25 pM’den daha
yiliksek konsantrasyonlarda hiicre canliliginin azaldigi
bildirilmistir. 400 pM konsantrasyonda ise hiicre
canlihginin %57’ye azaldigi tespit edilmistir”’” Bu
arastirmada elde edilen 25 pM’den yiiksek resveratrol
konsantrasyonlarinin hiicre canliligini azalttig1r bulgusu
mevcut ¢aligma sonuglarimizla paralellik gostermektedir.

Chang ve arkadaslarinin ¢alismasinda 0,03 puM
ile 100 uM arasinda degisen konsantrasyonlardaki
resveratroliin  3T3-L1 hicreler tizerindeki sitotoksite,
proliferasyon, adipojenik farklilasma ve lipoliz iizerine
etkileri degerlendirilmistir. Yiiksek dozda (10-100 puM)
resveratroliin hem preadiposit hem de matiir adipositler
tizerinde sitotoksik etkisi oldugu; diisiik konsantrasyonda
ise (1-10 uM) 3T3-L1 hiicrelerinin matiir adipositlere
farklilagma kapasitesini engelledigi bildirilmistir. 2

Resveratroliinoksidatifhasarlailiskilikardiyovaskiiler
hastaliklar, nérolojik bozukluklar, diyabet, romatoid
artrit, alzheimer hastaligi, kanser, obezite gibi ¢ok sayida
hastalik tizerine yararl etkileri oldugu onerilirken,'>!%1°
Ote yandan resveratroliin konsantrasyonu ve hiicre
tipine bagl olarak 6zellikle hiicresel DNA’nin oksidatif
hasarina neden olan gegis metal iyonlart varliginda pro-
oksidan 6zellikler gosterebilecegi de bildirilmistir. ** Bu
nedenle ¢esitli sistemik hastaliklarin tedavisi igin imit
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verici bir ajan olan resveratroliin periodontal hastaliklarin
Onlenmesi veya tedavisi amaciyla da kullanilabilmesi
i¢in gingival fibroblastlar iizerindeki etkisinin bilinmesi
gereklidir.

Bu arastirmada resveratrol konsantrasyonu 200
uM’e ulastiginda 48 saat sonra hiicre canhigmin %24’e
diismesine neden olurken, 72 ve 96 saatlerde hiicre
canliligr sirasiyla, %20 ve %14 olarak bulunmustur.
400 pM resveratrol konsantrasyonunda ise 48-96 saat
araliginda hiicre canhiliginin %10°dan disiik oldugu
belirlendiginden resveratrol antioksidan, osteojenik,
antienflamatuvar, analjezik, antitimor Ozelliklere sahip
olsa da artan konsantrasyonlarinin hiicre metabolizmasi
ile etkilestiginde hiicre Oliimiine neden olabilecegi
géz ardi edilmemelidir. Mevcut veriler 0,78- 25
UM resveratrol konsantrasyonu ile 72 ile 96 saat
inkiibasyon siiresi araliginda fibroblast canliliginin
%85’in lizerinde; 48 saat sonra ise fibroblast canliliginin
%90’1in iizerinde oldugunu gosterse de bu sonuglar
arastirmanin in vitro dizayni goz o6niinde bulundurularak
yorumlanmalidir. /n vivo sartlarda fibroblastlara gecen
resveratrol  konsantrasyonu farkli  olabileceginden
kanda da bu resveratrol konsantrasyonunun optimum
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