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OZET

SICANLARDA HIZLI UST CENE GENiSLETMESI
SONRASI VASKULER EPIiTELYAL BUYUME
FAKTORUNUN NANO TASIYICILARLA
UYGULANMASI ILE UST CENE SUTURAL
BOLGESINDE OLUSAN DEGISIKLIKLERIN
INCELENMESI

Calismanin amaci, deneysel iist cene genisletmesi sonrasinda altin nano
tastyicilar ile uygulanan vaskiiler epitelyal biiylime faktoriiniin sicanlarin iist ¢ene
sutural bolgesinde kemik remodelingine etkisinin  histomorfometrik  olarak

incelenmesidir.

Calismada, 14 haftalik, 2509 agirliginda 5 grup, toplam 30 adet Wistar cinsi
sicanin st ¢eneleri, 0,014 in¢ ¢apinda paslanmaz ¢elik telden hazirlanmis heliksli
genigletme aygit1 kullanilarak transversal olarak genisletilmistir. Genisletme isleminin
5. giiniinde laboratuvar sartlarinda hazirlanmis altin nano-parcaciklar (AuNP) ve
vaskiiler epitelyal biiyiime faktoriinden (VEGF) olusan kimyasal yapidaki soliisyon
sicanlarin st keser disleri arasindan baslayarak palatinal sub-mukozal alana enjekte
edilmistir. Calismada 5 grup vardrr ve bu gruplarin hepsinde {ist ¢cene genisletmesi
yapilmistir. Bu 5 grupta, enjeksiyonu yapilan kimyasallar farklidir, bu kimyasallar;
serum  fizyolojik, AuNP, VEGF, AuNP ile VEGF’nin karistmi ve
AuNP+Oligoniikleotid+VEGF dir. Enjeksiyonu takip eden 10. giinde sicanlar sakrifiye
edilmiglerdir. Deneyin sonunda, sicanlarin {ist c¢eneleri diseke edilmis ve
histomorfometrik inceleme i¢in histolojik kesitler hazirlanmistir. Boyanan kesitler,
Stereoinvestigator 7.0.5 programi kullanilarak analiz edilmistir. Hacim &lgtimleri igin
Leica C Plan X10 objektif (NA = 0,22) kullanilmistir.



Yapilan ¢aligmada, izotonik serum fizyolojik enjekte edilmis kontrol grubu ile
AuUNP, VEGF, AuNP+VEGF ve AuNP+Oligoniikleotid+VEGF enjekte edilmis deney
gruplart yumusak doku, kemik dokusu ve total kemik hacmi agisindan
karsilastirilmistir. Gruplarin homojenitesini degerlendirmek i¢in Levene testi yapilmistir
(p=0,216, p<0,05). Homojen dagilim gosteren gruplarin karsilastirilmasinda ANOVA

testi ve gruplar arasi ikili karsilagtirmalar icin de Tukey testi kullanilmistir.

Calismanin histolojik degerlendirmesinde VEGF ve AuNP+VEGF gruplari
arasinda Ol¢iilen yumusak dokular1 ve kemik dokusunu iceren total hacim
incelendiginde, VEGF grubunda 6lgiilen total hacim miktart AuNP+VEGF grubunda
gozlenen total hacimden istatistiksel olarak anlamli derecede fazla bulunmustur
(p<0,05, p=0,028). AuNP ve VEGF gruplar1 arasinda, yumusak dokular1 ve kemik
dokusunu igeren total hacim ve tek basma yumusak doku hacmi karsilastirmasinda,
VEGF grubunda olgiilen total hacim ve yumusak doku hacmi, AuNP grubunda
gbzlenen total hacim ve yumusak doku hacmi miktarmmdan istatistiksel olarak anlamli
derecede  fazladir  (p<0,05, p=0,046), (p<0,05, p=0,046). VEGF ve
AuNP+Oligoniikleotid+VEGF gruplar1 arasinda, olglilen yumusak doku hacimleri
acisindan karsilastirma yapildiginda VEGF grubunda, AuNP+Oligoniikleotid+VEGF
grubuna gore yumusak doku hacminin istatistiksel olarak anlamli derecede fazla oldugu

goriilmektedir (p<0,05, p=0,046).

Calismada elde edilen sonuglar, VEGF’nin kemik gelisimini arttirdigini; ancak
bu tezde anlatilan yontem ile AuNP’larin VEGF’in hiicre igine tasmmasinda
kullanilmasmin kemik gelisimini arttirmadigini ve VEGF’in yumusak doku gelisiminde

onemli role sahip oldugunu gostermistir.

Anahtar kelimeler: Altin nano pargacik, vaskiiler epitelyal biliyiime faktord,

histomorfometri, sigan, {ist gene genisletmesi, kemik remodelingi



SUMMARY

EVALUATION OF CHANGES AT MAXILLARY
SUTURAL REGION IN RATS CAUSED BY VEGF
APPLIED WITH NANO PARTICLE CARRIERS
FOLLOWING RAPID MAXILLARY EXPANSION

The aim of the study was to evaluate the bone remodelling effects of vascular
epithelial growth factor (VEGF) applied through gold nano-particle (AuNP) carriers at
the maxillary sutural region of rats after experimental maxillary expansion by

histomorphometric analysis.

In this study, a total of 30 Wistar rats that were 14 week old, 250 g weight were
divided in 5 groups. Their maxillas were expanded transversally by expansion appliance
with helixes that were bended from 0.014 inch diameter stainless steel arch wire.
Chemical solution with gold nano particles and vascular endothelial growth factor was
prepared in laboratuary conditions and at the 5th day of expansion they were injected
between central teeth to the palatinal submucosal region of rats. In the experiment there
are 5 groups to which palatal expansion done. In this 5 groups, different chemical
solutions as isotonic saline, AuNP, VEGF, AuNP-VEGF mixture and
AuNP+Oligonucleotide+VEGF were injected. 10 days after injection rats were
sacrificed. At the end of the experiment, maxillas of rats were dissected and histological
sections were prepared for histomorphometric evaluation. Stained sections were
analysed using Sterioinvestigator 7.0.5 program. For volumetric measurements Leica C
Plan X10 objektive (NA = 0.22) was used.

In the study, soft tissue, hard tissue and total volumes were evaluated in groups
to which isotonic saline (control), AuNP, VEGF, AuNP+VEGF and



AuNP+Oligonucleotide+VEGF were injected. Homogenity of variances were examined
with Levene test (p= 0.216, p<0.05). Homogeneous distributed groups were compared
with ANOVA test and Tukey test was used for paired comparisons.

In the histological evaluation of the study when total bone volume that includes
soft and hard tissue volumes was considered, a statistically significant increase was seen
in VEGF group compared to AuNP+VEGF group (p<0.05, p=0.028). Likewise, a
similar statistically significant increase was recorded when soft tissue volume and total
volume were considered, again in VEGF group when it was compared to AuNP group
(p<0.05, p=0.046), (p<0.05, p=0.046). When soft tissue volume was considered, a
statistically significant increase was seen in VEGF group compared to
AuNP+Oligonucleotide+VEGF group (p<0.05, p=0.046).

Results of the study revealed that even though VEGF accelerates bone
remodelling, the use of AuNPs for VEGF transfer into the cell with the method of this
study, do not increase bone remodelling. It was also found that VEGF had an important

role in soft tissue development.

Key Words: Gold nano particles, vascular epithelial growth factor, histomorphometry,

rat, maxillary expansion, bone remodelling
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1. GIRIS ve AMAC

Agi1z i¢i yapilardan biri olan damak, birbirlerine palatal siitur ile temas eden
palatal kemiklerden olusmaktadir. Bazen palatal kemikler biiylime gelisim siirecinde alt
ceneye gore daha dar kalip kapanis sorunlarina neden olabilmektedir. Palatal darliga
bagl kapanis sorunlari, ¢ogu zaman gelisim donemindeki hastalar {ist ¢enelerinin
ortopedik apareylerle genisletilmesi ile diizeltilmektedir (1). Bu islemle birlikte arka
dislerin bulundugu iki kemik pargasi birbirlerinden uzaklasirken suturda aktif kemik

yapimi1 baglamaktadir (2).

Hizli {ist c¢ene genisletmesinin  kalict  ortopedik etki olusturdugu
diistiniilmektedir. Ancak retansiyon periyodu sonrasinda bu ortopedik etki, kemigin
metabolizmasi, olusacak streslerin yonii, suturda olusan kemigin kalitesi ve bu kemigin
olusma hiz1 gibi bir¢ok faktdrlere bagl olarak niiks egilimi gosterir ki, bu geri doniis %
90 oranlarinda olabilmektedir (1, 3). Bu nedenle genisletilmis tist ¢enenin kisa siirede
niiksiinii; yani palatal kemiklerin birbirine yaklasmasini engellemek amaciyla uzun siire
retansiyon saglamak gerekmektedir (4). Ancak genisletme amagli uygulanan yiiksek
kuvvetlerin uzun retansiyon siireleri boyunca uygulanmaya devam etmeleri istenmeyen

dis hareketlerine sebep olmaktadir (5).

Giliniimiizde yapilan arastirmalar ile nanomateryaller bilimin bir¢cok alaninda
kullanilan materyaller haline gelmektedir. Altin nano-pargaciklarin (AuNP) bu alanlarda
kullanimina olanak saglayan toksik olmama ozelligi disinda, optik ve elektronik
ozellikleri, yiiksek stabiliteleri ve biyolojik uyumluluklar, kolay ylizey
islevsellestirilebilmesi gibi Ozellikleri bu nano-boyutlu pargaciklara artan bir ilgi

saglamigtir (6).

Bu ¢alismada ayrica, AuNP’lerin yiizeyi bir ucu tiyol igeren bir aract molekiile
baglanmis 20-baz uzunlugunda bir oligoniikleotit ile kaplanmig ve pozitif yiizey yiikiine

sahip VEGF proteinin, negatif yiizey yiiklii Oligo-AuNP’larin yiizeyine fiziksel olarak



tutunmalar1 saglanmistir. Altin nano pargaciklarin islevsellestirilmesi, tiyol (-SH) grubu
tastyan herhangi bir organik veya biyolojik kokenli bir molekiil ile olabilmektedir;
c¢linkii altin tiyol grubu ile ¢ok iyi bag yapma 6zelligine sahiptir. Tiyol grubu olan bir
molekiil dogrudan AuNP’lere baglanabilmektedir (7).

Bu aragtirmanin amaci, polianyonik tek sarmalli DNA (oligoniikleotid) ile
kimyasal olarak kaplanmig altin nano-parcaciklara (AUNP) Vaskiiler Epitelyal Biiylime
Faktorii’ntin (VEGF) elektrostatik olarak baglanmasi ile elde edilen kimyasal yapinin,
AuNP’lerin, AuNP+VEGF karisiminin, VEGF’nin ve serum fizyolojigin (kontrol) iist
cenesi genisletilmis Wistar cinsi siganlarin palatinal mukozasinin altina enjeksiyonunun,
maksiller sutural bolgede neden oldugu hiicresel degisikliklerin histomorfometrik olarak
incelenmesidir. Kemik remodelingini hizlandirmak amaciyla yapilan ¢alismalarda
VEGF kullanilmistir (8- 10) . Bu proteinin bag dokusunun yapim-yikim dongiisiinde
etkili oldugu goriilmistiir. Bu ¢alismada ortaya atilan hipoteze gére VEGF proteininin
hizli iist ¢cene genisletmesi (RME) sonrasi lokal yeni kemik olusum hizini, yeni olugan
damarlar vasitasiyla artabilecegi ve gerekli retansiyon siiresini kisaltilabilecegi
diistiniilmektedir. Bu proteinlerin hiicre igerisine alinmalarinin zor olmasi nedeniyle in-
Vivo c¢alismalarda sitotoksik olmadigi gézlenmis bir nano-materyal olan AuNP’ler
VEGF proteininin hiicre icerisine alinmasinda tasiyici olup, hiicre igerisine almmasini
kolaylastirmalar1 sayesinde VEGF’nin etkisini arttirilabilecegi  diistiniilmektedir.
Arastirma sonucunda elde edilecek verilerin bu konuya iliskin ileriki dénemlerde

yapilacak klinik ¢alismalara 151k tutacag: diisiiniilmektedir.



2. GENEL BILGILER

2.1. Maksiller Darhk

Maksiller yetersizlik dar palatal kaide ile karakterizedir. Posterior ¢apraz
kapanig, list molar dislerin bukko-palatinal konumlarina gore tanimlanmaktadir ve
unilateral ve bilateral olarak ikiye ayrilmaktadir. Ust molar dislerin bukkal
tiiberkiillerinin normalden daha palatinalde olmasi; dolayisiyla alt molar dislerle
iliskilerinin ideal olmamasi posterior ¢apraz kapanis olarak tanimlanmaktadir. Posterior
capraz kapanigsin olusum nedeni dental ya da iskeletsel kaynakli olabilmektedir.
Posterior ¢apraz kapanis, palatal genisligin yeterli olmasi halinde dahi dental bozukluk

sebebi ile goriilebilmektedir (11).

Digsel posterior c¢apraz kapanig, dis kavislerinde darlik olmaksizin dislerin
sadece palatinale egilmesiyle karakterizedir. Bu, tek bir dis olabilecegi gibi bir dis
grubunu da kapsayabilmektedir. Dissel posterior ¢capraz kapanis ¢ogu kez lokal faktorler
nedeniyle ortaya ¢ikmaktadir (12).

Iskeletsel posterior capraz kapanista ise, maksilla ve mandibula arasmdaki
transversal yon uyumsuzlugunun nedeni ¢ogunlukla maksillanin ¢ift veya tek tarafli
olarak daralmasidir. Maksillada apikal kemik Kkaidesi yetersizdir. Posterior g¢apraz
kapanis, maksillanin normal gelisip mandibulanin asir1 gelismesiyle de ortaya

cikabilmektedir (12- 14).

2.1.1. Maksilla Biiyiime ve Gelisimi

Biiyiime ve gelisim 6zellikle genetik faktorlere bagl olarak gergeklesir. Genetik

faktorlerin disinda ¢evresel faktorler, beslenme, fiziksel aktivite ve c¢esitli hastaliklar da



etkilidir. Bu faktorlerden ayr1 olarak kraniyo-fasiyal gelisimin nasil gerceklestigiyle

ilgili ii¢ temel teori vardir. Bu teoriler sirasiyla;

I iskelet biiyiime gelisimine kemik biiyiime mekanizmasi karar verir.
ii. Iskelet biiyiime gelisimine kikirdak i¢ mekanizmalari karar verir.
iii. Iskelet biiyiime gelisimine kemik yapinm i¢inde bulundugu yumusak
doku matriksi karar verir; dolayisiyla kemiksel ve kikirdaksal mekanizmalar

ikincil etkili faktorlerdir.

Teoriler arasindaki temel fark; genetik ekspresyon bdlgesinin farkliligidir.
Biiylime merkezleri, genetik kontrol altinda cevresel uyarilardan bagimsiz biiylime
bolgeleridir. Biiylime yerleri ise biiyiimenin gergeklestigi bdlgelerdir. Biiylime

merkezleri ayn1 zamanda birer biiylime yeridirler; ancak tersi dogru degildir (12).

Periosteal dokular ve suturlar, kraniyo-fasiyal gelisimin esas belirleyici biiyiime

merkezleri degildir; ¢iinkii:

I. Sutural alandaki doku bagka bir bolgeye transplante edildigi
zaman doku biiyiimeye devam etmemektedir.

ii. Kraniyal veya fasiyal kemikler suturlarda gerilme olacak sekilde
birbirinden uzaklastirilirlarsa sutural bolgede yeni kemik olusumu
gozlemlenir. Ayn1 zamanda sutural bélgede sikisma gerceklesirse de yeni

kemik olusumu engellenmektedir.

Uzun kemiklerin epifizyal plaklari, kraniyal kaidedeki sfeno-oksipital
sinkondrozisteki kikirdak, nazal septal kikirdak bagka bir bolgeye transplante edildigi
zaman biiylimeye devam etmektedirler. Buna karsilik mandibular kondil kikirdag: ise
transplante edildigi zaman ¢ok az biiylime gdstermektedir; dolayistyla bliylime merkezi
olarak kabul edilmez. Erken donemde nazal septal kikirdagin cerrahi olarak ¢ikarilmasi

ise orta yiliz gelisimini olumsuz yonde etkileyebilmektedir (12).



Moss’un 1960’11 yillarda tanimladigr “Fonksiyonel Matriks Teorisi”,
kraniyofasiyal bolge iskelet yapisinin ¢evre yumusak dokularin etkisi altinda
fonksiyonel ihtiyaglara ve norotrofik etkilere uygun olarak gelistigini savunmaktadir.
Fonksiyonel Matriks Teorisi’ne gore maksilla ve mandibulanin biiyiime-gelisimi,
fonksiyonel ihtiyaglara bagli olarak gelisen nazal ve oral kavitelerin kontrolii altindadir;
ancak fonksiyonel ihtiyaglarin dokulara biiylime uyarisini nasil ilettigine aciklik
getirilmemektedir. Ayrica maksillanin ¢evre yumusak dokularnin ve nazal septal
kikirdagm biiylime gelisiminin, maksillanin asag1 ve One translasyonunu ne kadar

etkiledigi bilinmemektedir (12).

Nazo-maksiller bolgenin biiylimesi, maksillaya One translasyon saglayan
kraniyal kaide biiylimesinin sagladig1 pasif yer degistirme ve maksiller yapmin ve
burnun aktif biiylimesi ile gerceklesir (15). Maksilla zarsal kemiklesme ile 6zellikle
postnatal donemde gelisim gosterir. Kikirdak replasmani olmadigi igin maksillay1
kraniyal kaideye ve kraniuma baglayan suturlarda kemik apozisyonu ve ylizey
remodelingi olur. Kraniyal kaidedeki ve sutural bolgedeki biiylimeye bagli olarak
maksilla 6ne ve asagiya yer degistirir. Alt1 yasina kadar kraniyal kaidenin uzunlugunun
artmast maksillanin ileri yonde yer degistirmesine sebep olur. Yedi yasindan sonra
kraniyal kaidenin biiyiimesi durur; dolayisiyla sutural gelisim, maksillanin 6ne yer
degistirmesini saglayan tek mekanizmadir (12). Maksillanin pasif yer degistirmesi
Ozellikle siit dentisyon doneminde goriiliir ve noral biliylimenin 7 yas civarinda
tamamlanmasiyla maksillanin pasif yer degistirme miktar1 azalwr. 7-15 yas arasinda
goriilen maksillanin ileri yer degistirmesinin sadece ligte biri pasif yer degistirme
sonucunda gerceklesir; kalan tigte ikilik biiylime ise ¢evresel yumusak dokularin etkisi
altinda maksiller suturlarda goriilen aktif biiylimedir (15). Mid-palatal suturlar ayni
geniglikte kalirken suturlarm her iki tarafinda kemik apozisyonu olur; boylelikle
maksilla genisler. Maksillanin oral kaviteye bakan kismi1 maksilla ile birlikte asagi ve
ileri hareket ederken maksillanin nazal kaviteye bakan kisminda kemik rezorbsiyonu

gergeklesir; boylelikle damak kubbesi 6ne ve asagiya hareket gerceklestirir (12).

Maksillanin biiyiimesi, sirasiyla genislik, uzunluk ve yiikseklik 6lgimlerinde

tamamlanir. Dental ark perimetresi dahil maksiller genislik artigi, ergenlik biiylime



atitlimindan Once tamamlanmaktadir; dolayisi ile maksilla, ergenlik biiylime
donemindeki degisimlerden az etkilenir. Maksiller uzunluk ve yiikseklik artig1 puberte
doneminde de devam etmektedir. Kizlarda, ilk menstiirasyondan 2-3 sene sonrasi

doneme kadar maksilla 6ne ve asagiya biiyiimeye devam etmektedir (15).

Bu bilgilere paralel olarak Bjork ve Skieller’in (16), yaptiklar1 implant
calismasmna gore, median suturdaki biiylimenin erigkin doneme kadar siirdiigi
goriilmiistiir. 10-11 yasindan eriskin yasa kadar posterior implantlar arasi1 mesafe
artiginin, anterior implantlar arasi mesafe artisindan yaklasik 3 kat fazla oldugunu,
sonu¢ olarak; iist ¢enenin her iki yarisinin transversal yonde rotasyona ugradigini
belirtmiglerdir. Sutural bliylimenin tamamlanmasi ise ortalama olarak 17 yasina denk

gelmektedir.

Benzer sekilde Melsen (17), insan otopsilerinde yapmis oldugu calismada,
suturun morfolojik olarak li¢ donemde gelistigini, midpalatal suturun baslangicta kisa ve
Y seklinde, ikinci donemde daha dalgali ve tiglincii donemde interdijitasyonun, kirik
olusturmadan suturu ayiramayacak kadar siki oldugunu rapor etmistir. 13-15 yasa kadar
sert damak boyutundaki artisin transvers suturdaki biiylimeye ve damagin arka
kenarindaki apozisyona bagli oldugunu, bu dénemden sonra suturdaki biiylimenin

tamamlandigini, apozisyonun ise birkag¢ yil daha devam ettigini belirtmistir.

Bu bilgiler 1s1¢1nda, yapilan epidemiyolojik ¢alismalarda, 6-11 yas arasinda yan
capraz kapanis goriilme sikligi, 12-17 yas arasinda goriilme sikligindan daha az
bulunmaktadir (12). Yan ¢apraz kapanisg goriilme sikligi toplumsal farkliliklara bagli
olarak degismektedir (18).

2.1.2. Maksiller Darhigin Goriilme Sikhgi

Adolesan donemdeki Danimarka’li ¢ocuklarda yapilan epidemiyolojik

calismalarda kizlarda (%14) erkeklere (%9,4) oranla daha fazla yan g¢apraz kapanis



goriilmiistiir (19). 5-17 yas araliginda 4724 Kolombiyali ¢ocuk hastanin incelendigi
epidemiyolojik calismada ¢ocuklarin %20’sinde 2mm’den fazla orta hat kaymas ile

beraber tek tarafli yan ¢apraz kapanis oldugu tespit edilmistir (20).

Stit dislenme doneminde yan capraz kapanis goriilme sikligi degisik
calismalarda farkli (%8-12) bulunmaktadir (21, 22). Yan ¢apraz kapanis goriilme sikligi
stit dislenme doneminde daimi dislenme donemine gore daha fazla goriilmektedir (%8,

%7,2) (21).

2.1.3. Maksiller Darhgin Etyolojisi

Maksiller darlik etyolojisinde agizsolunumu, siit dislerinin retansiyonu,
caprasiklik, siit dislerinde goriilen prematiir kontaklar, dudak damak yariklari, parmak
emme ve dis/dental ark boyu uyumsuzluklar: etkilidir (21).

Moyers (23), ortodontik anomalilerin etyolojisini 7 kategoride incelemektedir:

1. Kalitim

2. Kaynagi bilinmeyen gelisimsel defektler
3. Travma

4. Fiziksel ajanlar

5. Aliskanliklar

6. Hastaliklar

7. Koti beslenme

Maksiller darligt olan hastalarda nazal obstriikksiyon ile siklikla
karsilagilmaktadir; erken donemde yapilan ortodontik tedaviler ile nazal solunuma
gecilebilmektedir ve nazal obstriiksiyon problemi diizelebilmektedir (24). Erken donem
ortodontik tedavi gormemis ve adenoid yiiz tipi gelismis hastalarda, nazal enflamasyon
veya kronik nazal obstriiksiyon sonucu goriilebilen yiliksek nazal direngten dolay1 agiz

solunumu goriilmektedir. Bu durumda mandibulanin saat yoniinde rotasyonu, dilin



mandibulada konumlanmasina ve dolayisiyla derin ve V seklinde dar maksilla, daralmis
maksiller dental ark, kisa ve zayif list dudak, zayif agiz ¢cevresi kaslar1 sebep olmaktadir
ve tiim bunlarin sonucunda agiz agik bir postiir ortaya ¢ikmaktadir (12), (25). Nazal
tikanikligin maksillaya olan etkisini incelemek i¢in deneysel nazal tikaniklik yaratilan

Rhesus maymunlarinda, maksiller darlik olustugu gézlenmektedir (26).

Nazal tikanikhigin disinda, maksiller iskeletsel yapidaki darhigin bir baska
kaynagi olarak da kraniyosinostozdan bahsedilebilir. Sinostoz, suturlarin erken
donemde kapanmasi olarak tanimlanmaktadir. Kraniyal sinostoza daha sik rastlanirken,
yiiz kemiklerindeki suturlarin erken kapanmasi daha nadir izlenen bir durumdur.
Kokich’in (27) de belirttigi gibi zigomatiko-temporal sutur en ge¢ kapanan suturlardan

biridir ve bdylece biiylime doneminde oldukga etkilidir.

Fonksiyonel matriks teorisine gore, biiylime fonksiyonel ihtiyaglara cevaben
meydana gelmektedir. Yumusak dokular biiyiimekte ve bu biiylimeye kemik ve
kikirdaklar cevap vermektedir (28). Orofasiyal bolgenin dogru fonksiyon gdérmesi
(solunum, ¢igneme ve yutkunma fonksiyonlar1 gibi), ¢ene kemiklerinin dogru

biiyiimesine ve gelismesine neden olmaktadir (29, 30).

Kalitim veya uzun siireli emzik / biberon emme ve patolojik agiz solunumu gibi
etkenler sonucu gelisen maksiller darlik, erken tedavi edilmezse TME rahatsizliklarina
ve yiizde asimetri gelisimine neden olmaktadir (31). Maksiller darlik sonucu ¢apraz
kapanis tarafinda artan kassal aktivite, kraniyofasiyal biiylimeyi etkilemekte ve asimetri
gelisimine ve normal yiiz estetiginden sapmalara yol agmaktadir (32). Parmak emme,

stit dislenme doneminde tinilateral gapraz kapanisa neden olabilmektedir (33).

Chierici ve ark. (34) maymunlarin sert damaginda ortalama 3 mm genisliginde
yariklar olusturmuslardir. Yumusak damagin ve burun tabant mukozasmin saglam
birakildigr caligmalarinda, normal bir yapmnin sonradan olusan anormal c¢evresel
kosullara cevabimi incelemislerdir. Maksilladaki, burun kavitesindeki ve dislerin

konumlarindaki degisimler ile birlikte capraz kapanis gergeklestigini izlemislerdir.



2.1.4. Maksiller Darhik Tedavisinin Tarihgesi

Emerson C. Angell’in 1860 yilinda yayinlanan makalesinde, arastirici
kiiglikazilar arasma uyguladigi ¢ift yonli bir vida sayesinde midpalatal suturun
acilabilecegini One stirmiistiir. Angell, apareyini bir tarafta 1. ve 2. kii¢iikk azilardan,
diger tarafta ise yalnizca 2. kiiciik azidan destek alacak sekilde, 14 yasinda bir kiz
cocuguna uygulamistir. Hastaya vidayi giinde iki kez ¢cevirmesini sdylemistir. Angell, 2
haftalik genisletme sonrasi list ¢genenin ¢ok fazla genisledigini, list kesiciler arasinda
olusan araligin maksiller kemiklerin birbirinden ayrildigina isaret ettigini ve daha 6nce
capraz kapanista olan sol yan kesicinin tamamiyla one geldigini rapor etmistir. O
tarihlerde x-1sin1 daha bulunmadigindan bu goriisii oldukga elestirilmis ve kuskuyla

karsilanmustir (35).

Bu fikir daha sonra Farrar (1888), Goddard (1893), G.V. Black (1893) ve
Monson (1898) tarafindan da ele alinmasina ragmen, sonraki elli yilda fazla popiilerlik
kazanmamustir. Bliylime ve gelisimde, fonksiyonel kavramin kabul gérmesi bu durumda

etkili olmustur (35).

Brown (1903) iist ¢ene genisletmesi ile nazal septumun ve nazal pasajlarin
etkilendigini belirtmesine ragmen, teknik yetersizliklerden dolayr bu gorisiini
radyolojik olarak destekleyememistir. Landsberger (1910) de bukkal dislere uygulanan
lateral kuvvetler sonucu midpalatal suturdaki a¢ilimi ilk kez okliizal radyografide
gostermeyi basarmustir. 1911°den 1929’a kadar cesitli aragtirmacilar bu teknigi
kullanmalarma ragmen hizli iist ¢ene genisletmesi 1961 yilina kadar fazla popiilerlik

kazanmamustir (36).

Derichsweiler, genisletme Oncesi ve sonrasi aldigi frontal radyografilerle,

genisletme sonucu iki maksiler kemigin birbirinden ayrildigini gostermistir (36).



Graber, 1940 yilinda hizli maksiller genisletme aygitin1 dudak-damak yarikli

hastalarm tedavisinde kullanmaya baglamistir (5).

Haas, 1961°de kendi adin1 verdigi sabit, doku destekli apareyini tanitmistr.
Aygtt, st 1. biiylik azilar ve st 1. kiiglik azilardan olusan 4 bant, her bandin bukkal ve
lingual yiizeylerine lehimlenmis kalin tellerden olugsmaktadir. Lingual teller palatinale
dogru uzanip, akrilik plak i¢ine gdmiilmiis, genisletme vidasinin lateral kenarlar1 akrilik
icinde yer alacak sekilde vida damagm orta hatt1 boyunca yerlestirilmistir. Arastirici,
aygitin akrilik plagi sebebiyle, dislerde daha az devrilmeye neden oldugunu ve bdylece
kuvvetin yalnizca disler iizerine degil, apareyin kapladigi yumusak ve sert dokulara da

yayildigini, maksillada gévdesel hareket meydana geldigini ileri stirmiistiir (14, 37).

Ricketts, 1960°ta, tist daimi 1. biiylik azilar1 bantlayarak ve bu bantlara 1 mm’lik
yuvarlak ¢elik telden hazirlanmis, 4 heliksli, W seklinde tel lehimleyerek Quad-helix
adim1 verdigi aygitla iist ¢eneyi genisletmistir. Bu aygitin hafif, devaml kuvvetler
ilettigi ve ozellikle siit ve karma dentisyonlarda uygulandiginda iskeletsel etkilerinin
oldugu belirtilmistir. Aygit ile 6n bdlgede arka bolgeye gore daha fazla hareket elde
edilebildiginden, dudak-damak yarikli hastalarda avantajli oldugu bildirilmistir (38, 39).

Wertz (40), yaptigi calismada, nazal stenozu olan hastalarda maksiller
genigletmenin nazal hava akismi artirdigini  bulmustur. 1970’lerde yaptiklari
caligmalarla Wertz (41), Melsen (17), Persson ve Thilander (42), iskeletsel

matiirasyonla efektif sutural agilimin iliskisini sorgulamiglardir.

Biederman ve Chem, maksiller genisletme ile smif III vakalarin tedavilerini
anlatan bir calisma yayinlamislar ve Haas apareyinde oldugu gibi akrilik bir kaide

tasimayan, bu a¢idan daha hijyenik olan Hyrax aygitin1 tanitmuglardir (43, 44).

Subtelny (45), dik yoniin artmis oldugu vakalarda isirma plagi eklenmis hizli

genisletme aygiti ile dis kronlarimin daha iyi kavrandigini, biiyiik az1 dislerinde daha az
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devrilme oldugunu ve bu apareyin, dis kokleri vasitasiyla daha fazla kuvveti

nazomaksiller komplekse ilettigini bildirmistir.

Timms (46), st santral disler disinda tiim dislerin okliizal yiizeylerini orten iki

ayr1 krom kobalt plak ve bir vidadan olusan “Cap Splint” apareyini tanitmustir.

Howe (47), akrilik, yapistirilabilir palatal genisletme aygit1 olarak isimlendirdigi

aparey ile tedavi ettigi bir vakay1 sunmustur.

Arnett (48), maksiller arkta genisleme saglamak amaciyla, ‘‘Nikel titanyum
genigletme aygit’’n1 gelistirmistir. Arastirici, bu aygitin anterior ve posterior bolgede
transversal yonde esit palatal genisletme sagladigmi, ayn1 zamanda hem hasta acisindan
kolay tolere edilebildigini, hem de hekim agisindan uygulama kolaylhigi sagladigini
bildirmistir.

Darendeliler ve ark. (49), 250-500 g’lik devamli kuvvet uygulayan samarium
kobalt miknatislar ile maksiller genisletme yapmuslardir. Arastiricilar, hafif ama

devamli kuvvetler ile daha kalici sonuglar elde edilebilecegini bildirmislerdir.

Toroglu ve ark. (50), gergek tek tarafli maksiller darlik vakalarinda uyguladiklar1
AMEX aygit1 ile dislerde ¢apraz kapanis olan tarafta genisleme kaydettiklerini ve bu

aygitin tek tarafli arka capraz kapanislarin tedavisinde etkili oldugunu belirtmislerdir.

2.1.5. Maksiller Genisletme Tedavisinin Zamanlamasi

Izard, kurukafalar iizerinde sutur yapisi ile ilgili ¢alismistir. Midpalatal suturun
16 yas civarinda kapanmaya basladigin1 ve 25 yas civari ossifiye oldugunu bildirmistir.

Bu nedenle genisletmenin 7-12 yaslar1 arasinda baslamasi gerektigini belirtmistir (51).
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Hasta yasinm artmasi ve iskeletsel genisletmeye direncin artis1 arasinda direkt
bir iligki oldugu ve bunun da en erken 12-13 yaslarinda goriilen maksiller

artikulasyonlardaki mekanik kilitlenmelerle baglantili oldugu bulunmustur (52- 54).

Insan otopsi materyali iizerinde yapilan calismalarda, palatal suturun juvenil
donemde kapanabildigi; ancak bunun daha ge¢ de gerceklesebilecegi belirtilmistir.
Suturun 15 yasindaki bir kiz cocugunda kapanabildigi; buna ragmen 27 yasindaki bir
kadinda hala kapanmayabilecegi gosterilmistir. Erigkin bireylerde kuvvet uygulanarak
suturda ac¢ilma saglanabilecegi, 25 yasmma kadar hizli iist ¢ene genisletmesi’nin
denenebilecegi; ¢iinkii bu yasa kadar midpalatal suturun %35 ihtimalle kapanmadigi
bildirilmistr. Bireysel degisikliklerin ve cinsiyetin bu yas smirmmin degismesinde rol

oynayabilecegi vurgulanmistir (42).

Da Silva ve ark. (18), maksiller darligin, siit dislenme doénemi de dahil
olabildigince erken donemde diizeltilmesi gerektigini savunmaktadirlar. Buna neden
olarak, maksillanin yliz kemikleriyle olan baglantisinin yasla birlikte daha rijit hale
gelmesi, erken donem genisletmede hareketin daha kolay elde edilmesi ve hastalarin

agridan daha az sikayet etmelerini gdstermektedirler.

McNamara (55), gen¢ hastalarda hizli iist ¢ene genisletmesinin daha etkili
oldugunu, genisletmenin daha kolay gerceklestigini ve sonuglarin tahmin edilebilir
oldugunu belirtmistir. Bunun nedeninin de gen¢ bireylerdeki sutur yapist oldugunu

bildirmistir.

Hizli iist ¢ene genisletmesinin siit, karisik ve siirekli dislenme doénemindeki
etkilerinin karsilastirildigi ¢calismada erken yaslarda olusan ortopedik etkinin beklenenin
altinda kaldigini, tedavinin erken karigik dislenme donemine kadar bekletilmesinin daha

iyi bir alternatif olabilecegini savunulmaktadir (56).
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2.1.6. Maksiller Darhigin Tedavisi

Hizli iist ¢ene genisletmesi (RME) 1960’11 yillardan beri kullanilmaktadir.
RME, iist ¢cene darligi, capraz kapanis veya dental caprasiklik olgularinda dental ark

perimetresinin genisletilmesinde kullanilmaktadir (57).

Hayvanlarda yapilan histolojik ¢alismalarda RME nin sutural alanda ve sutural
bolgedeki olgunlasmamis kemik dokusunda hiicresel aktiviteyi arttirdigi goriilmiistiir
(58). Yapilan sintigrafik ¢alismalarda RME’nin maksiller, zigomatik, sfenoid, nazal

kemiklerde ve midpalatal suturda metabolik aktiviteyi arttirdigi bulunmustur (59).

9-10 yaslarina kadar uygulanacak yavas veya hizli list ¢gene genisletme aygitlari
mid-palatal suturda benzer etkiler gosterek intermolar mesafenin artmasma ve sutural
acilmaya neden olabilmektedir (60). 15 yasma kadar sutural agilmanin gergeklesme

orani neredeyse %100°diir (61).

Dental arkin genisletilmesinde ¢esitli metodlar vardir. Iskeletsel etki elde
edebilmek i¢in uygulanan kuvvetin etkisinin direk olarak palatal sutura olmasi

gerekmektedir. Ergenlik 6ncesi ¢ocuklarda palatal genisletme i¢in ii¢ uygulama vardir:

1. Orta hattinda kalin yay1 olan pargali hareketli plak
2. W-ark veya Quad-Heliks tasarimi olan lingual ark
3. Bantli veya simante edilebilen Hyrax vidal, dislere sabit, palatal

genisletme aygit1

Hareketli plaklar ve lingual arklar yavas genisletme saglamaktadirlar. Sabit
genisletme aygitlar1 ise hizli (rapid - giinde 0,5mm veya daha fazla genisletme), kismi
hizli (semi-rapid - giinde 0,25mm genisletme) ya da yavas (slow - haftada 1mm

genisletme) genisletme saglayacak sekilde aktive edilebilirler (62).
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15-18 yaglarina kadar maksiller genislik artis1 devam edebilmektedir. Artan yas
ile beraber midpalatal suturda sik1 baglantilar olusur; dolayisiyla yas kiigiildiik¢e palatal
genisleme daha diisiik kuvvetlerle saglanabilmektedir. (62).

Erken karigik dislenme doneminde her ii¢ genisletme aygit1 da hem iskeletsel
hem de dental degisiklikler olusturur. Ancak hareketli aygitin aktivasyonu yavas oldugu
icin tedavi ¢ok uzun stirmektedir. Haftada Imm genisleme saglayan ve dislere yaklasik
2 Ibs kuvvet uygulayan yavas genisletme aygitlarmin gergeklestirdigi genisleme
radyografilerle veya orta hat diastemasiyla takip edilemez; ¢iinkii yeni kemik yapim hizi
ile genigsleme hiz1 birbirine ¢ok yakindir. Erken siit dislenme veya siit dislenme
donemindeki hastalarda aktif lingual ark ile yavas genisletme tedavisi onerilmektedir.
Gec karigik dislenme doneminde midpalatal suturda genisletme saglamak i¢in yiiksek
kuvvetler uygulamak gerekmektedir; dolayisiyla bu donemde miimkiin olan en fazla
sayida disten destek alinir. Hizli {ist ¢ene genisletmesinde 0,5mm’lik vida aktivasyonu
ile 10-20 Ibs aras1 kuvvet disler vasitasiyla palatinal sutura iletilmis olur. Midpalatal
sutur kemik spikulalarinda mikro-kiriklar meydana gelir. Geg¢ karisik dislenme
doneminde hizli iist ¢cene genisletmesi ile elde edilen inter-kanin ark mesafesi artigi

yavas genisletme ile elde edilen artistan daha fazla bulunmustur (62).

Ergenlik doneminde, ancak fazla kuvvet uygulayabilen vidali apareyler yardimi
ile bolgesel kenetlenmesi gerceklesmis suturda mikro kiriklar olusturarak genisleme
saglanabilmektedir (60). Ergenlik sonrasi yasin artmasiyla beraber sutural bolgede
gerceklesen kenetlenme artacagi icin sutural genisletme saglanamayabilmektedir. Bu
durumda cerrahi destekli palatal genisletme uygulanmaktadir (60). Ergenlik doneminde

mid-palatal sutur genisletmesi ti¢ farkli sekilde gerceklestirilebilmektedir:

1. Maksiller posterior dislere yerlestirilen vidali aparey yardimi ile giinde
0,5-1 mm genisletmenin saglandig1 hizli genisletme
2. Maksiller posterior dislere yerlestirilen vidali aparey yardimi ile haftada

1 mm genisletmenin saglandig1 yavas genisletme
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3. Kemikten destek alan implant veya kemik vidalar1 araciligryla yapilan ve

kuvvetin direk kemige iletildigi implant destekli genisletme

Ust ¢ene genisletmesinin amaci1 genislemenin iskeletsel olarak ger¢eklesmesidir.
Hizli Gist ¢ene genisletmesi sonras1t mid-palatal suturda olusturulan bosluga doku sivilari
ve kanmn dolmasi beklenir. Sutural bolgede bu yeni kemik dokusunun olusumu ¢ ay1
bulmaktadir. Genigletme apareyi c¢ikartildiktan sonra iskeletsel niiks bir miktar
goriilmektedir; ancak ayni zamanda digler de hareket etmektedir. Dolayisiyla gecen
zaman zarfinda genisletmenin iskeletsel sonucu azalip dental degisiklikler artmaktadir
(60).

Yavas st gene genisletmesinin hizli genisletmeden farki; mid-palatal sutur
dokularinin genisletme hizina uyum saglayabilmesi, sutural alanda kanamanin az
olmasi, orta hat diastemanin hi¢ olusmamas1 ve fizyolojik cevabin daha fazla olmasidir.

Iskeletsel ve dental degisiklikler agisindan bakildiginda sonuglar benzer bulunmustur.

Implant destekli iist ¢ene genisletmesinde, genislemenin tamamma yakini

iskeletsel degisiklikler ile elde edilmektedir (60).

Iskeletsel maksiller darlikta dar damak kubbesi goriiliir ve midpalatal suturun
transversal olarak genisletilmesi ile tedavi edilir. Transversal genisletme, posterior
capraz kapanis1 diizeltir, maksillay1 6ne alir, dental ark perimetresini arttirir ve daimi dis

germlerinin yerini degistirir (62).

Thourne ve Hugo (1960), hizli iist ¢ene genisletmesi ile maksiller apikal

kaidede, nazal kavite genisliklerinde ve nazal havayolunda Onemli artiglar
bildirmislerdir (63).

Isaacson’un Minne Expander aygit1, daimi 1. biiyiikaz1 bantlar1 arasina yerlesmis

kuvvetli bir zemberekten olusmaktadir. Zemberegin sikistirilmas: ve apareyin
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aktivasyonu vida somunu ¢evrilerek saglanmaktadwr. Dar maksiler arklara
adaptasyonunun saglanabilmesi icin tiip, zemberek veya cubuk kisaltilabilmektedir.
Icinde zemberek bulunan vidalar ve Minne Expander eger pasif hale getirilmezlerse

genisletme fazi bittikten sonra bile kuvvet iletmeye devam ederler (13).

Harberson ve Myers (64), siit ve karigik dislenme doneminde ‘W’ apareyi
kullanarak posterior bolgede ¢apraz kapanigin diizelmesi sirasinda midpalatal suturda

radyografik olarak a¢ilma meydana geldigini bildirmislerdir.

2.1.7. Hizh Ust Cene Genisletmesinin Kraniyofasiyal Yapilar, Cevre Yapilar ve

Disler Uzerine Etkileri, Olusan Kuvvetler ve Dagilhimlar

Hizli st ¢ene genisletmesi, dislere ve alveol yapilara uygulanan kuvvetlerin,
ortodontik dis hareketi i¢in gerekli olan kuvvet smirlarim1 agmasi ile meydana
gelmektedir. Uygulanan ortopedik kuvvet sonucunda midpalatal sutur agilmaktadir.
Aparey periodontal ligamente baski yapmakta, alveolar yapilar1 ve destek disleri bir
miktar egmektedir (37). Bu sutural agilma sirasinda maksiller pargalar hem horizontal
hem de frontal diizlemde rotasyonlarla birlikte hem asagi hem de One yer
degistirmektedir. Yatay diizlemde maksillanin hareketi, okliizal radyografilerle kolayca
tespit edilebilmektedir. Maksiller parcalar tabani fasiyal yapilarin direncinin daha az
oldugu anteriorda olan, radyolusent {icgen bir saha olusturacak sekilde midpalatal sutur

boyunca birbirinden ayrilmaktadir (14, 37, 41, 65, 66).

Okliizal filmler incelendiginde suturdaki ag¢ilmanin, palatin kemiklerin

horizontal plaklarina kadar uzandigi gézlenmistir (41).

Frontalden bakildiginda, maksiller suturun, superoinferior yonde de paralel
agilmadig1 gozlenmektedir. A¢ilma, tabani agiz tavaninda, rotasyon merkezi frontonazal

suturda olacak sekilde piramidal bir yapida olugmaktadir.
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Ekstrom ve ark. (65), yavas genisletme ile midpalatal suturun agilmasini takiben
birinci ay i¢inde mineral yogunlugunun suturda hizla arttigmni, komsu kemiklerde hizla
azaldigin1 ve li¢ ay icinde mineral yogunlugunun ilk seviyesine donmiis olacagini

bulmuslardir.

Cogu hizli iist ¢cene genisletmesi yonteminde kuvvet bir vida araciligi ile elde
edilmektedir. Vidanin her acilmasi ile laterale dogru bir ayrilma ve hareket
gozlenmektedir. Ayni miktarlardaki aktivasyonlar, gerek farkli hastalarda gerekse ayni

hastada, tedavinin farkli sathalarinda, degisen oranlarda kuvvet olusturmaktadir (67).

Newton’un {igiincii yasasina gore, vidayr c¢evirmek i¢in harcadigimiz kuvvet
Olciisiinde etkilenen yapilarda da direng olusacaktir. Bu olusan diren¢ hastanin yasina,
maksillanin suturlarindaki, 6zellikle de midpalatal, maksillo-zigomatik, maksillopalatin
ve sfenopalatin suturlardaki kemik yogunluguna ve ossifikasyon derecesine ve tedavinin

sathalarma baghdir (67).

Sutur agilirken ve agildiktan sonra olusan direng seviyesinde belirgin bir fark
bulunamamaktadir. Arastiricilar genisletmeye asil direncin, midpalatal suturdan degil,
maksillanin  diger artikiilasyonlarindan kaynaklandigin1  belirtmiglerdir. Kemik
segmentlerinde relaps1 onlemek i¢in aparey agizdan ¢ikarilmadan once tiim kuvvetler

elimine edilmelidir (52).

Yiiz iskeleti genisletmeye diren¢ gostermektedir ve tedavi sirasinda 16,6-34,8
Ibs (7,5-16 kg) arasinda degisen kuvvetler, 6 haftalik retansiyon periyodunda kademeli
olarak kaybolmaktadir (68).

Quad-helix ve W zemberegi gibi yavas genisletme apareyleri, birka¢ ons ve 2
Ibs aras1 (28 g-1 kg) kuvvet uygulamaktadir. Bu apareylerin siit ve karisik dislenme

doéneminde suturu ayirici etkileri vardir (69, 70).
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Hicks (54), 2 1bs’lik kuvvetler uygulayarak haftada 0,4-1,1 mm’lik genisletme
hiziyla iist ark genisliginde tedavi boyunca 3,8-8,7 mm’ye kadar artiglar elde etmis ve
10-11 yas hastalarinda ark genisligi artismin % 24-30’unun, 14-15 yaslarinda da

%16’sm1n sutural agilmadan kaynaklandigini belirtmistir.

Midpalatal suturda daha az travma olusturan yavas genisletme ile hem daha iyi
biyolojik bir uyum olustugunu hem de sutural stabilitenin daha iyi oldugu belirtilmistir.
Yavas genisletme ile destek dislerde daha az devrilme olmaktadir ve genisletilen
segmentlerde rezidiiel yiikler daha az birikmektedir (52, 71, 72). Sutural biitiinliigiin
korunmas1 ve dokularda daha az kuvvet birikmesi nedeniyle klinisyenler yavas
genisletme ile relapsin daha az olacagmi diisiinmiislerdir (52, 71, 72). Yavas genisletme
ile ayrilmis maksiller segmentlerin {i¢ ay ya da daha kisa siire retansiyonu ile sutural

rejenerasyon ve stabilizasyonu saglanmaktadir (65, 69, 70, 71).

Rhesus maymunlarinda hizli ist g¢ene genisletmesinin lambdoid, parietal,
midsagital suturlarda ve sfenooksipital sinkondrosiste disoryantasyona neden oldugu
bildirilmistir. (58).

Sutural agilmaya esas direng, midpalatal suturdan degil, sfenoid ve zigomatik
kemiklerden kaynaklanmaktadir. Maksillanin posteriorunda yer alan sfenoid kemigin
pterygoid plaklari, bilateral konumlanmalarina ragmen, aralarinda laterale yer
degistirmelerine izin verecek bir sutur yoktur. Palatin kemiklerin piramidal prosesleri,
pterygoid plaklarla birbirine baglanmaktadir. Sfenoid kemigin pterygoid plaklarmimn bu
kisitlayic1 etkisi, palatin kemiklerin sagital diizlemde kayabilmesini onemli 6lgiide

azaltmaktadir (41).

Iskeletsel yapilar rijit yapilarindan dolay: genisletme Kuvvetlerine ani bir direng
gostermektedirler. Bir diger onemli faktor de iskeletsel yapilar1 saran yumusak doku
kompleksidir. Cigneme kaslari, yiiz kaslar1 ve fasya kismen elastik yapidadir ve

genisletme kuvvetleri uygulandiginda gerilebirler; ancak gerilmis kaslarn,
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ligamentlerin ve fasyanin bu yeni ¢evreye ne denli uyum sagladiklari ileri arastirmalar

gerektirmektedir (13).

Haas, Hyrax, Minne-expander, Quad-helix ve hareketli genisletme aygitlarinin
olusturduklar1 kuvvetlerin, 3 boyutlu fotoelastik kafatasi modeli lizerinde 6lgiimlerinde
Haas, Hyrax ve hareketli vidali apareylerle en fazla ortopedik kuvvetin olustugu, Minne
aygitinin en az kuvveti olusturdugu ama bu kuvvetin bile ortopedik etkisinin oldugu,
Quad-helix apareyinin ise ortopedik kuvvetten ziyade ortodontik kuvvetler olusturdugu
bildirilmistir. Haas, Hyrax, Minne-expander aygitlariyla olusan kuvvetlerin sert
damagin 6n kisminda odaklandigi, uygulamanin baslangi¢ etkilerinin santral kesiciler
arasindaki alanda goriildigii ve insiziv foramene dogru yayildigi gézlemlenmistir.
Aktivasyonlarla beraber stres intermaksiller sutur boyunca palatin kemiklerin birlestigi
yere dogru yayilmaktadir. Kuvvetler bu bolgeden =zigomatik kemige dogru
yayilmaktadir ve Ozellikle zigomatikomaksiller ve zigomatikotemporal suturlar
etkilenmektedir. Kuvvetler daha sonra orbitanin medial duvari, nazal ve lakrimal
kemiklerin birlestigi bolgelere ve sfenoid kemigin pterygoid plaklarma yayilmaktadir
(73).

Hizli Gist ¢ene genisletmesinin kraniyofasiyal yapilara biyomekanik etkisi, sonlu
eleman analizi (FEM) ile incelendiginde maksillanin 10mm genisletilmesi ile en yiiksek
stres seviyesinin sfenoid kemigin pterygoid ¢ikintisinin kafa kaidesine yakin olan iist
kisminda olustugu goézlenmistir. Ayrica zigomatik kemik, orbitanin dis duvari, nazal
kavite dis duvar1 ve maksillanin biiyiikaz1 ve kanin bdlgelerinde de yiiksek streslerin
olustugu saptanmustir. Bulgulara dayanarak, genisletmeye direncin midpalatal suturdan
ziyade cevre iskelet yapilardan, 6zellikle de sfenoid kemigin pterygoid laminalarindan
kaynaklandigi savunulmaktadir (74). Bununla birlikte maksilla ayrilmaya basladiginda
zigomatik proseslerin genisletmeye bir miktar direng gosterdikleri; fakat sutur
sisteminin genisletilen yapilarin yer degistirmesine izin verdigi belirtilmistir. Ayrica,
basin¢g uygulandiginda pterygoid plaklarin smirli miktarda egildigi ve egilmeye
direncin, plaklarin ¢ok daha rijit olan kraniyal tabana yakm kisminda belirgin olarak

arttig1 rapor edilmistir (74).
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2.1.8. Maksiller Darhk Tedavisi Sonrasi1 Retansiyon ve Stabilite

Hizli st ¢ene genisletmesi uygulanan olgularda destek alinan doku (37) ve
retansiyon siiresi (75), hastanin yasi (76), retansiyon metodu (69) ve gevre yumusak
dokular (37, 41, 68, 75, 77, 78) yapilan genisletmenin niiksii {izerinde etkilidir.
Genigletme amaciyla ne kadar kemik destegi kullanilirsa o kadar stabilite artmaktadir;
ayni sekilde ne kadar dis destegi kullanilirsa da tedavi sonrasi niikks o kadar fazla
goriilmektedir (37). Hizli {ist ¢ene genisletmesi sonrasi retansiyon siireci uzun tutuldugu
takdirde yapilan genisletmenin stabil kaldigi gorilmiistiir (75). Eriskin hastalarda
palatal genisletme ile kazanilan artisin gogu kaybedilmektedir; aksine geng hastalarda
niikks daha az goriilmektedir (76). Niiksiin daha az goriilebilmesi i¢in retansiyon
aygitlarindan faydalanilir. Hicks’e gore retansiyon yapilmazsa, relaps %45 oraninda,
sabit retansiyonla %10-23 arasi ve hareketli apareylerle %22-25 arasinda olmaktadir
(69). Haas tipi genisletme apareyi uyguladiktan sonra aliman uzun donem kayitlariyla,
hizl1 {ist ¢cene genisletmesi ve onu takip eden edgewise uygulamasi sonucu onuncu yilda
dahi maksiller genislik, maksiler kesici apeks mesafesi ve maksiller biyiikazi
genisliginin stabil kaldig: bildirilmistir (79). Mew (80), genisletme miktarma gore 1,5-4
yil arasinda pekistirme uygulanmasi gerektigini belirtmistir. 2 aylik retansiyon dénemi
sonunda maksiller kaidede elde edilen genisletmenin 3,75 mm’den 3 mm’ye, nazal
kavitede 2,5 mm’den 2 mm’ye diistiigli; dentisyondaki degisimin daha az oldugu ve
inter-kanin genislik artismnin 8 mm’den 7,5 mm’ye diistiigii bildirilmistir (81). Thorne,
nazal genislikte ortalama 1,7 mm artis saptamis; 2 aydan az retansiyonda kalanlarda
relaps gozlenirken, 2 aylik retansiyon sonucu vakalarin stabil kaldiklarmi belirtmistir

(63).

Stabilizasyon bitiminde dokulardaki rezidiiel kuvvetler, alveolar prosesler
tizerinde rebound olusturmaktadirlar (37). Bu yiizden daralmig dental arklarin asiri
diizeltimi bukkal segmentlerin diklesmesini kompanse edecektir (41, 75). Maksiller
genisletmede kolapsa neden olan kuvvetlerin yaklasik 6 hafta devam ettigi belirtilmistir
(68). Halazonetis ve ark. (77), hizli iist ¢ene genisletmesi Oncesi ve sonrasi bukkal
kaslarm {ist 1. biiylikazi bdlgesinde uyguladigi basincin degisip degismedigini

incelemigler ve 3-4 aylik pekistirme periyodu sonrasi dahi niiks olabilecegini
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bildirmislerdir. Kiigiikkeles ve Ceylanoglu (78), hizli list gene genisletmesi sonrasi
retansiyon doneminde dudak, yanak ve dil basinglarint degerlendirdikleri
calismalarinda, hizli {ist ¢ene genigletmesi sonrasi bukkal tarafta tist 1. biiyiikkaz1 ve
kesici digler bolgesinde basingta belirgin bir artis goriildiiglinii, retansiyon doneminde
basincin azalmaya basladigini tespit etmislerdir. Retansiyonun 3. ayinda ise genisletme
oncesi degerlere benzer sonuglar bulmuslardir. Genisletme ile birlikte iist 1. biiylikaz1 ve
kesicilerin palatinal tarafinda dil basinci azalirken, genisletme sonrasi normal degerlere
doniis saptanmistir. Sonuglara gore, retansiyonun 3. ayinda yanak ve dudaklarin dental
arkin yeni pozisyonuna adaptasyonu daha kolay olurken, dilin adaptasyonu daha uzun

surmektedir.

Krebs (82), sabit retansiyon sirasinda, dental ark genisligi korunsa da
infrazigomatik bolgede bulunan implantlar arasi mesafenin 3 aylik retansiyon periyodu
boyunca ortalama %10-15 arasi1 azaldigin1 belirtmistir. Hareketli apareylerle yapilan
retansiyon sirasinda da relapsin devam ettigini, ortalama 15 ay sonra, infrazigomatik

maksiller genislik artisinin yaklasik %70’inin korundugunu bildirmistir.

Yetersiz retansiyon periyodu, iskeletsel relapsla sonuglanacagindan hizh
genigletilmis maksiller suturlarin yeniden organizasyonu ve stabilizasyonu i¢in 3-6 aylik
retansiyon periyodlar1 6nerilmektedir (41, 63, 65, 71, 83). Baz1 arastirmacilar da daha
uzun pekistirme siireleri onermektedirler (75, 84). Ankraj dislerin kok yiizeylerinde
goriilen iatrojenik rezorbsiyon prosesi genisletme sonras1 9 aya kadar devam etmekte ve

rezidiiel yiiklerin uzun dénem etkinliklerini gostermektedir (85).

Chang, McNamara ve Herberger (86), hizli iist ¢ene genisletmesinin uzun
donem Yyan etkilerini inceledikleri ¢aligmalarinda, 25 hasta tizerinde uyguladiklar1 hizli
iist ¢ene genisletmesi tedavisinden 6 yil sonra olusan degisiklikleri incelemisler ve Haas
tipi aparey ile yiiksek mandibular diizlem agisina sahip hastalarda bile bu uzun siire
sonunda kapanigin agilmadigini ortaya koymuslardir. Uzun donemde Haas tip
genisleticinin yliziin vertikal ve On-arka yon boyutlarini etkilemedigi bildirilmistir.

Sarnas ve ark. (87), hizli iist ¢cene genisletmesi tedavisinin etkilerini 12 yasindaki bir
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cocugun maksillasma yerlestirdikleri ii¢ implanti, rontgen stereometri ydntemi
kullanarak, 10 yil boyunca incelemisler ve hizli {ist ¢ene genisletmesi sonras1 maksiler
rotasyon kadar maksiller translasyon hareketinde de asir1 niiks oldugunu belirtmislerdir.
Benzer sekilde RME’nin agik kapanis, mandibulanin posterior rotasyonu gibi
istenmeyen etkilerinin uzun donemde geri doniisiimlii oldugu; bu nedenle hizli iist ¢ene
genisletmesi sonrasi biiylime gelisim veya ortodontik tedavinin etkileriyle, hizli iist ¢cene
genisletmesinden kaynaklanan tiim vertikal degisikliklerin kompanse olacagi

belirtilmistir (88).

Linder-Aronson ve Lindgren (24), hizli Gist ¢ene genisletmesinin iskeletsel ve
digsel etkilerini 13 olguda pekistirme sonrast 5 yillik siiregte incelemisler ve hizli iist
cene genisletmesinin overbite’r azalttigi, overjet’i arttirdigi yoniindeki genel goriisiin
aksine hizli {ist ¢ene genisletmesinin istenmeyen yan etkilerinin bulunmadigini
belirtmiglerdir. Arastiricilar, 5 yillik periyod sonunda ANB acisinda c¢ok kiiclik bir

artisin oldugunu saptamislardir.

Wertz (41), yaptig1 niiks ¢aligmasi ile genisletme igin optimal yasm 13-15
yaslar1 oncesi oldugunu, daha gec¢ yaslarda da genisletme saglanabilecegini ancak
sonuglarin tahmin edilebilir ve stabil olmayacagini bildirmistir. Haas (75), siit ve karisik

dislenme donemlerinde yapilan genisletmenin daha stabil olacagini belirtmistir.

Benzer sekilde Bishara (13), RME. i¢in optimal yasin 13-15 yas oldugunu daha
yetiskin hastalarda genisletme miimkiin olsa bile sonuc¢larin tahmin edilemeyecegini ve

uzun déonemde relapslarin goriilebilecegini belirtmektedir.

Tim bu bulgularin sonucunda arastirmacilar tarafindan genisletme sonrasi
aparey agizdan ¢ikarilmadan dnce ii¢ aylik retansiyon dénemi tavsiye edilmektedir. Ug
aylik pekistirme sonrasi sokiilen apareyi takiben kalin ve genis ark teli ile retansiyona
devam edilir. Sutural genisleme bolgesinde yeni kemik olusumu beklenmeden sadece
dislerden destek alan retansiyon apareyleri uygulanirsa sutural bolgenin geri kapanmasi

engellenemez (62).
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2.2. Deneysel Ortodontik Kuvvet ve Deney Hayvani Olarak Sican Kullanilmasi

Tip biliminin gelisiminden bu yana, insan yapisinin anlasilabilmesi i¢in, basta
anatomi ve fizyoloji ¢alismalar1 olmak iizere, tibbin bir¢ok alaninda hayvanlar model

olarak kullanilmstir (89).

Ortodonti alaninda yapilan hayvan calismalarinda, sican, kopek, kedi ve
maymun gibi bir¢ok hayvan tiirii kullanilmig, yapilan calismalarla ortodontik kuvvete
verilen biyolojik yanit daha iyi anlasilmaya ¢alisilmistir (90). Bu ¢alismalar ile ilgili
onemli kaygilardan biri, elde edilen bulgularin insanlara uyarlanip uyarlanamayacagi
olmustur (91). Yapilan deneysel ¢alismalarda 1 sigan yasam giiniiniin 30 insan giiniine

denk geldigi belirtilmistir (92).

Yapilan ¢aligmalarin ¢ogunda deney hayvani olarak sican kullanilmaktadir. Bu
nedenle sicanlarm ve insanlarin alveol kemikleri ve periodontal ligamentleri (PDL)

arasindaki morfolojik ve fizyolojik farkliliklar dikkate alinmalidir.

Sicanlarin alveol kemikleri daha yogun olup osteon igermez. Osteoid doku
miktar1 ise insanlara oranla daha azdir (93). Yapilan histolojik ¢alismalarda, destek
dokularda ve periodontal fibrillerin diizeninde de farkliliklar oldugu goriilmiistiir (94),

(95). Siganlarin normal PDL genisligi yaklasik olarak 0,12-0,15 mm’dir (96).

Sicanlarm azi1 digleri ise insanlarinkine oranla, yaklagik 50 kat kii¢iiktiir. Bu fark,

uygulanacak ortodontik kuvvetin biiyiikliigiiniin belirlenmesinde olduk¢a Onemlidir

(91).

Sicanlarda kok gelisimi sirasindaki doku gelisimi ve ortodontik uygulamalar
sirasindaki doku yaniti daha hizhi gergeklesmekle birlikte, temel mekanizmalari

insaninkine benzerlik gostermektedir (97, 98).
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2.3. Kemik Dokusu

Kemik, kollojen yap1 icerisinde yer alan kalsiyum ve fosfat kristallerinden
olusan damarlanma ve sinirce zengin 6zel bir bag dokusudur. Kemik dokusunun temel
gorevleri; sekil ve rijidite saglamak, diger dokulara ve hayati organlara destek olmak,

bu organlar1 korumak ve viicuda hareket yetenegi saglamaktir (99).

2.3.1. Kemik Hiicreleri

Kemik hiicreleri, kemik dokunun kendi igerisinde ya da kemik iliginin
mezenkimal kok hiicreden (MSC) =zengin stromasinda bulunmaktadir (100).
Friedenstein (101), farkli genlerin, aktivasyon zincirini baglatan farkli molekiiler
sinyallere cevaben, kok hiicreden kaynak alarak olusan, 5 hiicre tipi bildirmistir. Bunlar;
fibroblast, osteoblast, kondroblast, adiposit ve myoblasttir. Belirttigimiz bes hiicre

tipinden osteoblastlar1 daha detayli inceleyecek olursak;

Osteoblast

Yaklasik 20-30 pum biyiikligiinde, ¢ok yiizli formdaki osteoblastlar (100),
kemik iliginin mezenkimal kok hiicrelerinden, endostiyum, periost ve perivaskiiler
perisitlerden kaynak alir (102). Osteoblastlarn matrikse dogru uzanan sitoplazmik

uzantilari, osteosit agiyla ve komsu osteoblastlarla iletisim kurmalarini saglar (100).

Osteoblastik aktivite, bu hiicrelerin ylizeylerinde reseptdrleri bulunan cesitli
biiylime faktorleri tarafindan otokrin ve parakrin olarak diizenlenir. Osteoblastlarin
ylizeylerinde ayrica paratiroid hormonu, tiroid hormonu (103), biiyiime hormonu (104),

instilin (105), progesteron (106) ve prolaktin (107) reseptorleri de bulunmaktadir.

Osteoblastlar organik matriks sentezler ve agiga ¢ikardiklar1 alkalin fosfataz

enzimi (ALP), mineralizasyonun gerceklesmesine izin verir (100).
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Insanda 1 ila 10 haftalik omre sahip olan osteoblastlar, apopitoz yoluyla yok
olarak, kemik yiizeyini Orten hiicrelere veya osteositlere doniisebilmektedir (108).
Osteoblastlardan endosteal yilizeyde bulunanlar, kemigin yeniden sekillenmesinde

aktivasyonunda 6nemli rol oynar. (100).

Osteosit

Osteoblastlar kendi sentezledikleri matriksin kalsifiye olmasiyla osteositlere
doniisiir (99). Osteoblastlara oranla daha az aktivite gosteren bu hiicreler, kemik yapmin

korunmasinda temel rol oynar (109, 110).

Eriskin iskeletinin kemik hiicrelerinin % 90-95’inden fazlasini olusturan
osteositler, canliliklarini yillar boyunca korur (111). Geng osteositler osteoblastlarin
bir¢cok 6zelligine sahip olmakla birlikte, bu hiicrelerin hacimleri ve protein sentezleme
kapasiteleri daha azdir. Kalsifiye dokunun derinlerinde yer alan daha yash osteositlerin

hacimleri ise ¢ok daha kiigiiktiir ve sitoplazmalarinda glikojen birikmistir (112).

Her biri matriks ile cevrili olan osteositler, kendi aralarinda ve diger kemik
hiicreleriyle kemik yikimmin uyarilmasinda rol oynadigi diistiniilen (113), (110)

dentritik uzantilarinm olusturdugu ag yoluyla iletisim kurar (112).

Osteositlerin, kemik yapismin ve kiitlesinin korunmasindan sorumlu, mekanik
uyaranlara hassas hiicreler oldugu konusunda da bir fikir birligi olusmustur (114, 115).
Bu hiicrelerin kemik dokudaki gerilime cevap verdikleri ve osteoklastlar1 ihtiyag

alanlarma cekerek yeniden sekillenme olaymin hizini arttirdiklar1 diisiiniilmektedir

(116).
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Osteoklast

Kemik iligindeki hematopoetik kok hiicrelerden kaynak alan osteoklastlar (104),
kemik yikimindan sorumlu kemik hiicreleridir (100).

Yaklasik 100 pm biiylikligiinde, ¢ok ¢ekirdekli hiicreler olan osteoklastlar
(100), eriskin iskeletindeki tiim kemik hiicrelerinin %1’den az bir kismini meydana
getirir. Her bir mm® kemikte yaklasik 2-3 tane osteoklast bulunmaktadir. Osteoklastlarin
sayilart aktif kemik yenilenmesinin arttigi bolgelerde artar (117). Bu hiicrelerin yasam

stireleri giinlerle ifade edilecek kadar kisadir (111).

Osteoklast hiicreleri hareketli, ¢ok ¢ekirdekli, lizozomal enzimler igeren
hiicrelerdir (118). Bu hiicreler ayrica mitokondri ve serbest ribozomdan zengindir ve

yaygin bir golgi kompleksi icerir (119).

Bu hiicrelerin membranlar1 6nemli iki 0&zellige sahiptir: Rezorpsiyonun
gergeklestigi tirtikli kenar ve matrikse baglanmayi saglayan integrinlerin bulundugu
mikrofilamentten zengin diiz alan (100). Tirtikh yiizeyler, hidroklorik asit ve proteolitik
enzimin salgilanacagi hiicre zarinin yiizey alanmi arttrmaktadir (120). Osteoklastlar,
rezorbe edilecek alana hareket ederek, tirtikli kenarlartyla mineralize doku yiizeyine
tutunur ve bu alanin kenarlarmi integrinler ile 6rter (100). Tirtikli kenarlarin baglandig:

yiizeylerde, osteoklastlarin enzimatik etkinligi ile gukurcuklar olusur (117).

Osteoklastik aktivite lokal olarak etki gdsteren sitokinler ve sistemik hormonlar
tarafindan kontrol edilmektedir (112). Kalsitonin (121), androjen (122), tiroid hormonu
(123), insiilin (124) ve interlokin (IL)-1 (125) i¢in osteoklastik reseptorler

tanimlanmustir.
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2.3.2 Kemik Gelisimi

Intramembranéz (Zarsal) Kemiklesme

Kafatasindaki frontal, parietal, oksipital ve temporal kemikler ve klavikula
intramembrandz kemiklesme gostermektedir. Fibroz bag dokusunda mezenkimal
hiicreler osteoblastlara farklilasip kemiklesme merkezi olusturmaktadirlar. Kemiklesme
merkezindeki osteoblastlar kemik matriks (osteoid) salgilamaktadir. Salgilanan osteoid,
birkag giin icerisinde mineralize olmaya baslar. Mineralize olan osteoid icerisinde kalan
osteoblastlar osteositlere doniismektedir. Kan damarlarinin etrafin1 saran osteoid,
stingerimsi kemigin olusmasini saglamaktadir. Damarlardan zengin mezenkimal doku,

stingerimsi kemigin dis yiizeyinde periostun olusmasinda etkilidir (126).

Endokondral (Kikirdaksal) Kemiklesme

Endokondral kemiklesmede hiyalin kikirdak kemik yapimi igin iskelet gorevi
gormektedir. Hiyalin kikirdagin kemik dokuya doniisebilmesi i¢in oncelikle kikirdagin
yikiminin gerc¢eklesmesi gerekmektedir. Kemiklesme birincil kemiklesme merkezinde
baslamaktadir. Hiyalin kikirdagi saran perikondriuma damarlarin infiltre olmasi
sonucunda perikondriumun altindaki mezenkimal hiicrelere gelen besin miktar
artmaktadir ve mezenkimal hiicreler osteoblastlara farklilasmaktadir. Hiyalin kikirdagin
yikimi sonucunda olusan kavitede kemiklesme meydana gelmektedir. Kikirdagin
icindeki kavitelerde kemiklesmenin gerceklesmesi sonrasinda epifizlerde ikincil
kemiklesme merkezleri olusmaktadir. Birincil ve ikincil kemiklesme alanlar1 arasinda
epifizyal kikirdak plagi kalmaktadir. Diafiz uzarken ve medullar kavite de olugsmaktadir.
Kikirdak biiyiidiikce kemik kalsifiye olmaktadir ve medullar kaviteye bakan epifizyal
yiizeylerde kemik spikiilalar1 olusmaktadir. Tkincil kemiklesmenin baslamasmdan sonra
epifiz kemiklesmektedir. Sonucta hiyalin kikirdak sadece epifizyal yiizeylerde (artikiiler
kikirdak) ve diafiz-epifiz birlesimindeki epifizyal plaklarda kalmaktadir (126).
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2.3.3. Kemik Remodelingi

Dinamik bir doku olan kemikte, siirekli olarak belirli bir denge igerisinde
rezorpsiyon ve formasyon olaylar1 gergeklesir (127). Eski kemigin devamli olarak yeni
kemikle yer degistirdigi remodeling islemi, ilk kez 1990 senesinde Frost (128)

tarafindan tanimlanmustir.

Kemik remodelingi, iskeletsel dokunun tamir ve yenilenme ihtiyacna cevap
veren, hayat boyu devam eden dongiisel bir siiregtir (129). Mikroskopik diizeyde kemik
remodelingi, kortikal ve trabekiiler kemik yiizeylerinde “Kemik Cok Hiicreli Birimi”

(Basic Multicelluler Units) adi verilen kiigiik alanlarda gergeklesir (127).

Kemik remodelingi, mekanik kuvvetler karsisinda kemigin seklini degistirmek
yoluyla devamliligin saglanmasi1 ve eski organik kemik matriksinin yenilenerek

dayanikliliginin devamli kilinmasi sebebiyle fizyolojik 6nem tagimaktadir (130).

Rezorpsiyon siireci, osteoblastlarin yiizeyindeki Niiclear Faktor Kappa-B Ligant
Reseptor Aktivatorii (RANKL) sitokininin, osteoklastlar tizerindeki Niiklear Faktor k B
Reseptor Aktivatorii (RANK) reseptoriine baglanmasi ile osteoblastlarin olgunlasmasi
sayesinde aktive olur (131, 132). Osteoklast hiicreleri yaklasik 10-14 giinliik bir siire¢
(99) boyunca, kemigi rezorbe ederek 0,2-1 mm c¢apinda ve birkag milimetre
uzunlugunda tiineller agar. Daha sonra, osteoklastlarin ortadan kalkmasiyla, tiinelleri
dolduran osteoblastlar yeni kemik olusturmaya baslar. Boylece, ancak 6-9 aylik (99)

uzun bir slirede tamamlanacak olan formasyon siireci baglar.

Remodeling rezorpsiyon donemi ile baslar. Bu donemde ilk olarak kismen
farklilasmig tek cekirdekli preosteoklastlar, cok cekirdekli osteoklastlara doniismek
iizere kemik ylizeyine go¢ ederler. Rezorpsiyonun tamamlanmasini takiben kemik
yiizeyinde tek g¢ekirdekli hiicreler goriinlir. Bu hiicreler osteoblastlarin gd¢ etmesi ve
farklilagmalar1 i¢in sinyal olustururken, kemik ylizeyini osteoblastlar tarafindan

gerceklestirilecek olan yeni kemik yapimina hazirlarlar. Rezorbe olan alanlar tamamen

28



yeni kemik ile doldurulduktan sonra kemik yiizeyi lining hiicreleri ile kaplanir. Yeni bir

remodeling islemi baslayana kadar dinlenme donemi s6z konusudur (112).

Rezorpsiyon daima formasyondan dnce gergeklestigi ve geng bireylerde rezorbe
olan kemik miktar1 ile yeni olusan kemik miktar1 benzer oldugu i¢in remodeling normal
sartlar altinda, bir denge icerisinde gerceklesir (133). Rezorpsiyon ve formasyon
arasindaki bu denge, birbiriyle de iliskili olan genetik, mekanik, vaskiiler, hormonal,

lokal ve beslenmeyle ilgili faktorlere baglidir (127).

2.3.4. Kemik Dokusunun Ozellikleri

Histolojik agidan incelendiginde, kemigin, yiikksek seviyede bir damarlanma ve
innervasyona sahip, mineralize bir bag dokusu oldugu goriilmektedir (100). Kemik
dokunun temel fonksiyonlari, form ve rijidite saglamak, diger dokulara destek olmak,
bu dokular1 korumak ve hareket yetenegi saglamaktir (99). Kemik dokusu, mineral
metabolizmasinda da kalsiyum ve fosfat deposu olarak gorev yaparak onemli bir rol

oynar (112, 134).

Kemik kiitlesinin yaklasik % 65°ini mineral i¢cerik olusturur. Bu igerigi olusturan
kalsiyum, fosfat ve karbonat kiigiik hidroksiapatit kristallerini meydana getirir.
Ca1p(PO4)s(OH), seklinde formiillendirilen bu kristal yapilar, yaklasik 400
A°uzunlugunda, 10-30 A° kalinhiginda ve 100 A° genisliginde uzun yassi plaklar
seklindedir. Kemigin mineral kisminda, daha az oranda olmakla birlikte, magnezyum,

sodyum, potasyum, manganez ve floriir de bulunmaktadir.

Kemik kiitlesinin yaklasik ti¢te birini organik matriks olusturur (100). Bu oran
yeni olusan kemikte daha yliksek olabilmektedir (130). Organik matriks temel olarak
proteinlerden olusmaktadir (100). Kalsiyum ve fosfor i¢in potansiyel bir rezervuar
olmasmim diginda ekstraseliiler matriks, yapisindaki proteinler sayesinde hiicresel
farklilagmada ve kemik dokunun biitiinliigiiniin ve fonksiyonlarmin diizenlenmesinde

rol oynar (135). Kemik dokusunun icerdigi protein yapmin % 90’1 kollajenlerden

29



olugsmaktadir. Bu yapmin % 95’inden fazlast Tip I kollajen, % 5’ten azi ise Tip V
kollajendir. Bunlarin disinda kemigin organik matriksinde, Sharpey lifleri ile iligkili
olarak az miktarda Tip Il kollajen ve mekanik stres altinda olusan Tip XII kollajen de

saptanmustir (100).

Organik matriksin diger kismini ise kollajen olmayan proteinler olugturmaktadir.
Bunlar; proteoglikanlar, karboksiglutamik asit igeren proteinler, glikoproteinler,

plazmadan kaynaklanan proteinler ve biiyiime faktorleridir (100).

Olgun kemigin histolojik olarak iki tipi vardir: kortikal (kompakt) ve trabekiiler
(stingerimsi) kemik. Kortikal kemik, viicuttaki toplam kemigin % 75’ini, trabekiiler

kemik ise % 25’ini olusturmaktadir (99).

Kortikal ve trabekiiler kemigin anatomik dagilimini, gerilme ve sikisma
direngleri belirler. Sikismaya direng gosteren trabekiiler kemik, bu 6zelligi nedeniyle

vertebrada ¢ogunlukta olan kemik tipidir (99).

Kemigin gerilme ve sikisma direncini belirleyen faktorlerden biri, kortikal ve
trabekiiler kemigin dagilimidir (99). Kemik dokusunun kollajen fibriler igerigi ve
minerallerden olusan kristal yapisi da gerilme ve sikisma direncinin olusmasinda
etkilidir. Kemik, sikismaya kars1 oldukga gliclii bir yanit verirken, gerilmeye de buna
yakin bir direng gosterir (130). Mekanik gerilim, osteoblastik aktiviteyi ve VEGF gibi
pro-anjiyogenik faktorleri uyarir; dolayisiyla kemik olusumunda 6nemli role sahiptir

(136).

Kemik Dokusu Yapim-Yikim Dongiisii

Sert ve mineralize bir yap1 olarak tanimlanan kemik doku, % 2,5 oraninda
esneyebilir, bu sirada olusan sikisma ve gerilme bolgeleri, formasyon ve rezorpsiyon

olugsmasina neden olur (134).
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Yogun ve diizenli bir yap1 gosteren kortikal kemik, uzun kemiklerin gévdesinde
ve diiz kemiklerin ylizeyinde bulunur. Kortikal kemik, “Havers sistemi” olarak
adlandirilan merkezi kanallarin etrafinda, icice ge¢mis kemik matriks lamellerinden
olusur. Bu lameller {lizerinde, “lakiina” adi verilen kiigiik bosluklar vardir. Bu
bosluklarmn igerisinde “osteosit” adli kemik hiicreleri bulunur (99). Kortikal kemigin
beslenmesi lenf ve kan damarlari, sinir ve bag dokusu iceren Havers kanallar1 yoluyla
gerceklesmektedir (137). Trabekiiler kemige oranla daha yavas bir yapim-yikim
dongiisii (turnover) hizina sahip olan kortikal kemik, temel olarak destek ve koruma
gorevi yaparken, ciddi ve uzun siireli mineral yetersizliklerinde de metabolik cevaba

fayda saglar (112).

Trabekiiler kemik yumusak, diizensiz ve daha elastik bir yap1 gostermektedir.
Uzun kemiklerin u¢ kisimlarinda, diiz kemiklerin i¢ kisimlarinda ve vertebrada bulunan
bu kemik tipi, birbiriyle baglantilar1 olan trabekiillerden olusur. Stres ¢izgileri boyunca
uzanan trabekiillerin devamliligi, kemigin giiclinii yiiksek oranda arttirir (99).
Trabekiiler kemikte beslenme, kortikal kemikten farkli olarak, ekstraseliiler sividan
difiizyon yoluyla gerceklesir. Metabolik olarak daha aktif olan trabekiiler kemigin yillik
yenilenme hiz1 % 20, kortikal kemigin y1llik yenilenme hiz1 % 4’tiir (137). Akut mineral

yetersizliklerinde ihtiyacin karsilanmasinda ilk gorevi trabekiiler kemik yapar (112).

2.3.5. Hizh Ust Cene Genisletmesi ile Olusan Histolojik Degisimler

Suturlar dinamik yapiya sahip olup mekanik uyaranlara da yanit verirler.
Suturlara uygulanan kuvvetler her zaman anabolik hiicresel aktiviteye neden
olmamaktadir; kuvvetin siddetine ve polaritesine bagl olarak katabolik hiicresel aktivite
de gozlemlenebilmektedir. Gerilim kuvvetleri genellikle sutural kemik gelisimini

arttirirken, baski kuvvetleri hiicre Oliimlerine ve sutural rezorpsiyona neden

olabilmektedir (138).

Suturlara uygulanan mekanik stres, sutural bag dokusuda bulunan hiicrelerin

plazma membraninda fiziksel degisikliklere neden olmaktadir ve bag dokusu
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hiicrelerinin hiicre membran1 gegirgenliklerinde artig goriilmektedir. Hiicre i¢i kalsiyum

(Ca™) seviyeleri artmaktadir ve hiicresel aktivite baglamaktadir (139).

Resus maymunlarinda midpalatal suturu inceleyen Cleall ve ark. (140), kuvvet
uygulanmasi ile suturun agildigini ve olusan boslugun disorganize fibroz bag dokusu ile
doldugunu; fakat daha sonra hizli bir sekilde kemikleserek suturun normal gériinimiinii

kazandigmi bildirmislerdir.

Gardner ve Kronman, maymunlari, maksiller genisletme sonrasi ultraviyole 1s1k
altinda incelemisler ve midpalatal suturla birlikte maksillanin infratemporal bolgesinde,
sfenoidin biiylik kanatlarinda, zigomatik arkta, pterygoid plaklarda ve hamular

proseslerde kemik apozisyonu tespit etmislerdir (58).

Hizli genisletilmis bir sutural dokunun histolojik resminde serbest¢e yiizen
kemik parcalari, ¢ok sayida mikro-kiriklar, kist seklinde olusumlari, enflamasyon
yapisinda ve yiiksek derecede damarlanmis disorganize bag dokusu ve olgunlagsmamis
kemik dokusuyla birlikte hizli distrofik ossifikasyon gézlenmektedir. Her ne kadar
sutural bag dokusu elemanlar1 suturun rejenerasyonunu saglayacak sekilde
proliferasyona ugrasalar da, genisletilmis yapilar1 tekrar daraltici rezidiiel kuvvetler tam
olarak dagilmadan stabil bir maksiller kompleks elde edilememektedir. Midpalatal
suturdaki sert dokularin yeniden organizasyonu aktif genisletmenin hemen sonrasinda

baglamaktadir (17, 65, 71, 140, 141).

Starnbach ve Cleall (141), 1964’te hizli genisletme sonrasi periodontal
dokularda olusan degisiklikleri maymunlar iizerinde histolojik olarak incelemisler ve
periodontal liflerde diizensizlikle beraber basing tarafindaki alveolar kemikte
rezorbsiyon tespit etmiglerdir. En fazla hiicresel aktiviteye de nazal suturda

rastlamiglardir.

Geng yaslarda artmis iskeletsel cevabin biiylimekte olan suturda hiicresel

aktivitenin ¢ok fazla olmasindan kaynaklandig1 bildirilmistir (54).
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Kanekawa ve Shimizu (55), maksiller parcalarin birbirinden ayrilmasiyla yeni
kemik olusumunun bagladigini; ancak kemik olusum hizinin yasla birlikte azaldigini
bildirmiglerdir. Pubertal biliylime atilimi sonrasinda da genigletme yapilabilecegini,
ancak genisletmenin kolay olmayacagini, kaliciliginin garanti edilemeyecegini ve yeni

kemik rejenerasyonu i¢in uzun siire beklemek gerektigini ortaya koymuslardir.

2.4. Kemik Yapim-Yikimim Etkileyen Faktorler

Kemik yapim-yikiminda rol alan biiyltime fakterleri; Epidermal Biiylime Faktorii
(EGF), Dontstiiriicti Biiytime Faktorii-o (TGF-q), Vaskiiler Epitelyal Biiyiime Faktori
(VEGF), Trombosit Kaynakli Biiyiime Faktorii (PDGF), Fibroblast Biiyiime Faktorii-1
(FGF-1), Fibroblast Biiyiime Faktorii-2 (FGF-2), Donistiiriicti Biiytime Faktorii-s (TGF-
s), Keratinosit Biiylime Faktorii (KGF) ve Hepatosit Biiylime Faktorii (HGF) ve bu
faktorlerin kaynaklar1 ve etki alanlar1 Tablo 2.1.’de gosterilmistir (142- 149)
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Tablo 2.1: Biiyiime Faktorleri

Biiylime Faktorii

Kaynak

Etki

Epidermal Biiyiime Faktorii (EGF)

Aktif Makrofajlar
Tiikriik Bezleri

Grantilasyon Dokusu
Olusumu

Keratinosit Migrasyonu
Keratinosit ve Fibroblast

e  Keratinositler Mitojen
Kemotaktik Sitokin
Doniistiiriicii Bliyiime Faktorii-g (TGF-q) e  Aktif Makrofajlar Ekspresyonu
Antimikrobiyal Peptid
e  Keratinositler Ekspresyonu

T-Lenfositler

Hepatosit ve Epitelyal
Hiicre Proliferasyonu

Vaskiiler Epitelyal Biiyliime Faktorii (VEGF)

Mezenkimal
Hiicreler

Osteablastlar

Damarsal Gegirgenlik
Endotelyal Hiicre
Proliferasyonu

Trombosit Kaynakli Biiyiime Faktorii (PDGF)

Trombositler

Makrofajlar
Endotelyal
Hiicreler
Diiz Kas
Hiicreleri

Keratinositler

Yara Remodelingi

Anjiyogenez
Fibroblast, Endotelyal
Hiicre,

Diiz Kas Hiicreleri
Proliferasyonu
Graniilosit, Makrofaj ve
Fibroblast Aktivasyonu
Graniilosit, Makrofaj,
Fibroblast,

Diiz Kas Hiicresi
Kemotaksisi

Fibroblast Biiyiime Faktoriil (FGF-1)
Fibroblast Biiyiime Faktori2 (FGF-2)

Makrofajlar
Mast Hiicreleri

T-Lenfositler
Endotelyal
Hiicreler

Fibroblastlar

Yara Kontraksiyonu
Anjiyogenez

Keratinosit Migrasyonu
Fibroblast ve Keratinosit
Proliferasyonu

Fibroblast Kemotaksisi

Doniistiiriicti Bliyiime Faktorii- (TGF-g)

Trombositler
T-Lenfositler

Makrofajlar
Endotelyal
Hiicreler

Keratinositler
Diiz Kas
Hiicreleri

Fibroblastlar

Anjiyogenez
Fibroplazi

Keratinosit Proliferasyonu
Matriks Metalloproteinaz
Uretimi Inhibisyonu
Graniilosit, Makrofaj,
Fibroblast,

Diiz Kas Hiicresi ve
Lenfosit Kemotaksisi

Keratinosit Biiylime Faktorii (KGF)

Keratinositler

Keratinosit
Proliferasyonu,
Migrasyonu ve
Farklilasmasi

Hepatosit Bityiime Faktorii (HGF)

Mezenkimal
Hiicreler

Epitelyal ve Endotelyal
Hiicre Prolliferasyonu

Hepatosit Motilitesi
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2.4.1. Vaskiiler Epitelyal Biiyiime Faktorii (VEGF)

Vaskiiler Epitelyal Biiylime Faktorii, glinimiize kadar kesfedilmis en 6nemli
anjiyogenik biliylime faktoriidiir. VEGF’in kesfiyle beraber anjiyogenik arastirmalar hiz
kazanmistir. VEGF, inflamatuar, endotelyal, néronal hiicreler iizerinde ¢esitli etkiler
olusturabildigi gibi retinopatilerden kansere kadar ¢esitli hastaliklarin patogenezinde de
etkisi vardir. VEGF’nin normal ve patolojik anjiyogenezde etkileri oldugu
disiiniilmektedir. VEGF, damarsal gelisim ve morfogenezi, damarsal tonus ve
gecirgenligi, inflamatuar ve endotelyal hiicrelerin kemotaksisi iizerinde etkilidir. VEGF
fonksiyonu miktari, etki ettigi hiicrelere ve hiicre dis1 mikro-¢evre kosullarina bagh

olarak dokunun ihtiyacina gore degismektedir (150).

VEGF’nin yukarida bahsedilen etkileri sebebi ile giinlimiizde tip alaninda
ilaglarin igeriginde yer almaktadir (Tablo 2.2) (151).

Tablo 2.2: VEGF’nin Tip Alaninda Kullanimi

Hastahk Kullanmlan ila¢ Muhtemel Klinik Faydasi
Sedef Hastalig VEGFA Inhibitorleri Anjiyogenezi ve Inflamasyonu Azaltir
Okiiler Hastaliklar VEGF Trap Anjiyogenezi Baskilar
Romatoid Artirit VEGF Inhibitérleri Fibroz Dokularda Anjiyogenezi Azaltir
Tiimdr Anjiyogenezi | VEGF Inhibitorleri Tiumor Anjiyogenezini Engeller
VEGF-A
Cozillebilen VEGF Reseptorleri | Lenfanjiyogenez
(VEGF Trap)
Ven Grefti VEGF-D Ven Grefti Uygulama Basarisini Arttirir
Lenfodem VEGF-C ve VEGF-D Lenfanjiyogenez
. VEGF-A, VEGF-C,
Kemik Iyilegsmesi VEGEF-D, PIGF Anjiyogenez ve Lenfanjiyogenez
. VEGF-A, VEGF-C,
Yara lyilegmesi VEGF-D, PIGF Anjiyogenez ve Lenfanjiyogenez

Koroner Arter

Hastaliklar1 VEGF-A, VEGF-D ve PIGF Anjiyogenez
Periferal Atardamar
Hastaliklar1 VEGF-A, VEGF-D ve PIGF Anjiyogenez
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VEGF ve benzeri

anjiyogenik biiyiime faktorleri dokuya wuygulanan

biyomateryallerin kanlanmasini arttirmaktadirlar (152); ancak VEGF’nin anjiyogenik

aktivitesi doza baglh olarak degismektedir (153, 154). VEGF’nin dozuna bagl olarak

damarlanma diizeni degismektedir. Yapilan ¢alismalarda goriilmiistiir ki VEGF 120’nin

iki katma ¢ikartilmasi, hiper-vaskiilerizasyona, dilate, diizensiz (155- 157) ve islevsiz

damarlanmaya neden olmaktadir (152).

VEGF, sistein biiytime faktorii ailesinin glikoprotein yapilt bir iiyesidir ve ¢esitli
hiicreler tarafindan salgilanir. VEGF-A, VEGF-B, VEGF-C, VEGF-D, VEGF-E, PIGF-1
ve PIGF-2, VEGF’in bilinen izoformlaridir. VEGF-A’nin 121, 145, 165, 183, 189, 206

amino asitli 6 farkli izoformu vardir (158). VEGF izoformlarinin fonksiyonlar1 Tablo

2.3.’de gosterilmistir (159).

Tablo 2.3: Biiyiime Faktorlerinin Fonksiyonlari

VEGF Izoformlari Fonksiyon
VEGF-A e Anjiyogenez
e Endotelyal hiicrelerin migrasyonunu arttirir
¢ Endotelyal hiicrelerin ¢ogalmasini arttirir
e Metan mono-oksijenaz aktivitesini arttirir
e qvp3 aktivitesini arttirr
e Damar ¢eperi olusumu
e Fenestrasyon olusturma
e Graniilositler ve makrofajlar i¢in kemotaktik
e Vazodilasyon (dolayl1 yoldan)
VEGF-B e Embriyonik miyokardiyal anjiyogenez
VEGF-C e Lenfanjiyogenez
VEGF-D e Brongsiollerin etrafindaki lenfatik damarlanma gelisimi
PIGF e Vaskiilarizasyon
e Inflamasyon, kanser, iskemi ve yara iyilesmesinde
anjiyogenez
Hipoksi durumunda VEGF-A’nin hypoxia-inducible factor-/a (HTF-1a)

araciligi ile mRNA ekspresyonu artmaktadir. HTF-la hipoksik durumun bir

medyatoriidiir. Ayn1 zamanda biiylime faktorleri, inflamatuar sitokinler ve hormonlar da

VEGF-A’nin mRNA ekspresyonunu uyarmaktadir (159).
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PIGF, ilk olarak plasentada kesfedilmis bir VEGF ailesi iiyesidir; ancak kalpte
ve akcigerlerde de bulundugu bilinmektedir. PIGF-1, PIGF-2, PIGF-3 ve PIGF-4
PIGF’nin 4 izoformudur. PIGF-1 ve PIGF-3 heparin ile baglanamaz iken PIGF-2 ve
PIGF-4 heparin ile baglanabilmektedir. PIGF, hem kendi basina hem de diger VEGF’ler
ile birlikte anjiyogenezi arttirmaktadir. Yapilan caligmalarda peri-vaskiiler dokularda
PIGF-2’nin fazla iretilmesinin VEGF-A165 ve VEGF-A121 miktarmi arttirmakta
oldugu ve anjiyogenezi arttirdigi gosterilmistir. PIGF’ nin monositler lizerinde gii¢lii
kemotaktik etkisi bulunmaktadir ve dokularda makrofajlarin biritkmesine neden
olmaktadir; dokuda artan makrofa; miktar1 ile birlikte iiretilen VEGF-A miktar1 da
artmaktadir (159).

Hipoksi, VEGF-A’da oldugu gibi VEGF-B’nin artisina neden olmamaktadir.
VEGF-B167 ve VEGF-B186, VEGF-B’nin insanda eksprese edilen 2 izoformudur.
VEGF-B167, iskelet kaslarinda, miyokartta ve kahverengi yag dokusunda
bulunmaktadir. VEGF-B, VEGFR-1 ve Nrp-1 reseptorlerine baglanabilmektedir; fakat
VEGF-A ile birlikte ayni reseptore baglanarak heterodimer de olusturabilmektedir.
VEGF-B’nin viicuttaki gorevi tam olarak bilinmemektedir; ancak inflamatuar

anjiyogenezde zayif etkisi oldugu diistiniilmektedir (159).

VEGF-C eriskinlerde kalpte, plazentada, yumurtaliklarda ve tiroid bezinde
uretilmektedir. VEGF-C, temel lenf-anjiyogenez biiyiime faktoridir ve lenf-
anjiyogenetik etkisini VEGFR-3 reseptorii aracihigiyla gerceklestirir. Ancak VEGF-C,
kan damarlarinin gegirgenligini arttirma gorevini VEGFR-2 reseptorii araciligiyla

yapmaktadir (Tablo 2.3.) (159).

VEGF-D salgilanan bir glikoproteindir ve yapisal olarak %48 oraninda VEGF-
C’ye benzemektedir. VEGF-D, damar endotelinde, kalpte, iskelet kaslarinda,
akcigerlerde ve bagirsakta iiretilmektedir. Insan VEGF-D’si VEGFR-2 ve VEGFR-3
reseptorlerine baglanirken fare VEGF-D’si sadece VEGFR-3’e baglanmaktadir. VEGF-

D’nin anjiyogenik gorevleri vardir; ayni zamanda patolojik durumlara tepki olarak
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lenfatik damarlarm biiylimesine, timor anjiyogenezine ve lenf-anjiyogenezinde gérevli

oldugu diistiniilmektedir (159).

VEGF-E ilk olarak parapoxvirus'in (Orf Viriisii) genomunda kesfedilmistir.
VEGF-E, VEGFR-2 ve Nrp-1 reseptorlerine 6zel baglanmaktadir. VEGF-E, epitelyal
mitogenezde ve damarsal gegirgenlik artisinda gorevlidir. VEGF-E gen ekspresyonu,

giiclii anjiyogenik etki olusturmaktadir (159).

VEGF-F, yilan zehirinde kesfedilmistir. VEGF-F, VEGF-A165’in etkisini bloke
etmektedir (159).

VEGEF’nin vazodilatif etkisi vazo-aktif protein histaminden 50.000 kat fazladir;
dolayisiyla VEGF’e ilk baslarda “vascular permeability factor” (PDF) denmistir.
VEGF ve reseptorleri embriyonegez doneminde damarlarin etrafinda tretilmektedir.
Postnatal donemde VEGF mRNA’s1 diizeyi azalmaktadir. VEGF iiretiminin postnatal
olarak durmasi durumunda ise yeni damarlanmanin engellenmesi sebebi ile kemik
gelisimi engellenir. Insanlarda VEGF geni, altici kromozomun kisa kolu iizerinde yer
alir ve 7 intron tarafindan birbirinden ayrilan 8 eksondan olusur. Ayn1 gen farkli VEGF

izoformlarini olusturabilmektedir (150).

VEGF’nin Biyokimyasal Ozellikleri

VEGF’nin hiicre membranindaki reseptorii ile baglanmasi, VEGF reseptdriiniin
dimerlesmesine ve fosforilizasyonuna neden olmaktadir. Fosforilizasyon, VEGF ile
aktive olan reseptoriin hiicre igerisine alinmasinda 6nemlidir (160). Reseptor-VEGF

etkilesimi ve VEGF reseptoriiniin hiicre i¢i dongiisii Resim 2.1.’de gosterilmektedir.

Reseptor inhibitorii SU5416, reseptoriin hiicre i¢ine endositoz yolu ile alinmasimni
engelleyebilmektedir. VEGF uyaran ile aktive olan reseptoriin endositozu clathrin’e

baglidir ve reseptdriin hiicre i¢ine alinmasi bircok sekilde gerceklesebilmektedir ve
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buna “clathrin’e bagh endositoz” denilmektedir. VEGF aktivasyonu sonucunda geg
endozomlarda reseptor miktar1 artmaktadir. VEGF aktivasyonu sonucunda hiicre iginde
reseptor geri-doniisiimii hizlanmaktadir; ancak VEGF uyaris1 miktar1 endositoz oranini
arttirmamaktadir Uyarilmamis VEGF reseptorleri de, endotelyal hiicre membranindan
hiicre igine sabit bir hizla girmektedir (~0,14 dk™) ve hiicre memranindaki reseptérlerin
yarist 10 dakika igerisinde hiicre igerisine girebilmektedir. Reseptdrlerin bu kadar hizli
hiicre igerisine alinabilmesi, hizli bir geri-doniisiim sistemi ile dengelenmektedir.
Lizozom igerisinde ayristirilmasi ile sadece %30-40 oraninda reseptor kaybi
gerceklesmektedir ve reseptorlerin lizozomlar igerisindeki yarilanma omrii 30 dk olarak
bildirilmistir. Reseptoriin VEGF ile iliskisinden yaklagik 30 dk sonra reseptor/Src
vezikiilleri olugsmaktadir ve geri, hiicre membranina hareket etmektedirler; dolayisiyla
vezikiillerin hiicre membranina donmesi ile hiicre membraninda pro-anjiyonik
uyaranlara asir1 hassas reseptor/Src bolgeleri goriilmektedir. VE-cadherin endotelyal
hiicre membraninda VEGF reseptorii ile baglanmaktadir ve reseptdriin hiicre igine
almmasmi engellemektedir. VEGF ile uyarilmamis endotelyal hiicre ylizeyinde iki
farkli reseptor havuzu olusmaktadir: VE-cadherin ile baglanmis sabit reseptér havuzu
ve sabit hizla geri-doniisiim dongiisii igerisinde olan reseptor havuzu. Sabit hizla geri-
dontistim dongiisii icerisindeki VEGF reseptorlerinin hareketleri VEGF’ten bagimsizdir

(160).

Reseptor Havuzu

va

v
V) N
;\. ‘/é - !
N ' SRC+

Endozom ‘ ‘

Geg¢ Endozom

Lizozom

Resim 2.1: Reseptor-VEGF etkilesimi ve VEGF reseptoriiniin hiicre i¢i dongiisii
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Hiicre yiizeyinde siklikla wvaskiiler epitelyal biliylime faktorii reseptorii-2
(VEGFR-2) goriilmektedir ve VEGFR-2, VEGF-A ile homodimer olusturmaktadir.
VEGF-A, vaskiiler epitelyal biiytime faktorii reseptorii-1 (VEGFR-1) ile de heterodimer
olusturabilmektedir; ancak VEGFR-1’in VEGFR-2’ye gore daha diisiik sinyal giicii
vardir. VEGFR-1’in de VEGF’e olan afinitesi daha yiiksektir. VEGFR-1’in VEGFR-2
yerine VEGF ile baglanmasi anjiyogenik aktivitede azalmaya neden olabilmektedir.
Golgi cisimciginde yiiksek miktarda VEGFR-1 oldugu gosterilmistir. Hiicrenin VEGF
ile uyarilmasi sonucunda ilk Once hiicre membranindaki VEGFR-2, VEGF ile
birlesmektedir ve hiicre igerisine girmektedir. Daha sonra golgi cisimcigindeki VEGFR-
1 reseptorleri hiicre membranina giderek ortamdaki VEGF ile baglanmaktadirlar ve geri
hiicre igine girmektedirler; ancak bu dongiiniin gerceklesebilmesi ig¢in Ca™”

gerekmektedir (160).

VEGF’nin cilt altina enjeksiyonu, mikro vaskiiler hiper permeabiliteye;
dolayisiyla damardan plazma fibrinojeninin ¢ikmasma bagli piht1 ve 6dem olugmasina

neden olmaktadir (161).

VEGEF ailesi biiyliime faktorlerinin olusturdugu biyolojik yanit, her bir biiyiime
faktoriiniin mindr yapisal farkliliklar1 ve reseptor baglanma karakteristigi ile ilgilidir.
VEGEF ailesi biiylime faktorleri 3 tirozin-kinaz reseptoriiniin aktivasyonu yolu ile islev
gosterirler. Tirozin-kinaz reseptorleri (RTK), genellikle endotelyal hiicreler tarafindan

tiretilirler (162). Tirozin-kinaz reseptorleri:

i.  Flt-1 (VEGFR-1)
ii. Flk-1 (VEGFR-2 veya KDR)
iii.  Flt-4 (VEGFR-3)

VEGFR-1’in biyolojik rolii tam olarak anlagilamamistir; ancak anjiyogenezin
negatif diizenleyicisi oldugu ve monosit kemotaksisi ile ilgili oldugu diisiiniilmektedir

(159).
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VEGF-A, VEGFR-1’i ve VEGFR-2’yi aktive eder. VEGF-B ve PIGF, sadece
VEGFR-1’i aktive ederler. VEGF-C ve VEGF-D, VEGFR-2’yi ve VEGFR-3’ii aktive
ederler (162). VEGFR-1 ve VEGFR-2, vaskiiler endotelyal hiicreler tarafindan
uretilirler (163).

Eriskinlerde KDR (kinase insert domain receptor) ve VEGFR-3 kan ve lenf
damarlar1 {izerinde bulunan en 6nemli VEGF reseptoriidiir (159) ve endotelyal hiicre
migrasyonunda, anjiyogenezde ve damar gecirgenliginin arttirilmasinda gorev alir.

VEGFR-3, lenfatik damarlanmada; dolayisiyla tiimor hiicrelerinin metastazinda etkilidir
(162).

Flt-1 (Fms benzeri tirozin kinaz, VEGFR-1), kesfedilen ilk VEGF reseptoriidiir.
VEGFR-1, PIGF ve VEGF-B’nin reseptoriidiir ve vaskiiler endotelyal hiicrelerde ve
bazi1 vaskiiler olmayan hiicrelerde (hematopoetik kok hiicreler, makrofajlar ve
monositler) tretilir (164- 166). VEGFR-1 ve VEGFR-2 embriyonik gelisimde gorev
alirlar (162). Embriyonik donemde tiiretiminin aksamasi durumunda kan damarlarmin
organize olamamasina sebep olur ve damar fonksiyon yetersizligine bagli uterusta
bebek Olimii gergeklesir (164- 166). VEGFR-1, makrofaj ve monosit migrasyonunda,
artik VEGF-A’nin sekestrasyonunda (162) ve vazodilasyonda gorev alir (159).

VEGFR-1 tirozin kinaz varhiginda PIGF, makrofajlara ve monositlere etki
ederek inflamatuar sitokinlerin ve kimokinlerin (tiimér nekroz faktor-a, interlokinl-g,
monosit kemotaktik protein-1) ftretimini saglar (167); bu sebeple VEGFR-1’in

inflamasyonda 6nemli rol aldig1 diisiiniilmektedir (150).

Norofilin-1 (Np-1) ve Heparan siilfat proteoglikanlar (HSPG) izoformlara 6zel
reseptorlerdir. Np-1, 165 amino-asidi bulunan VEGF-165’e 6zel reseptordiir (168). Np-
I’in fazla salimmi dilate kapiller ve kan damarlarinin olugmasimna; az salmimi ise
yetersiz damarlanmaya ve embriyo 6liimlerine neden olmaktadir (169, 170). Hiicrelerde
Np-1’in VEGF-165’e baglanmasi sonucu belirgin bir degisiklik goriilmemektedir (171,
173); ancak ortamda VEGFR-2’nin varliginda Np-1’in biyoaktivitesi ve VEGFR-2,
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VEGF-165 arasindaki baglanma artmaktadir (168, 174). VEGF-165 iizerinde Np-1 ve
VEGFR-2 i¢in baglant1 yerleri belirlidir; dolayisiyla VEGF-165"in her iki reseptore de
ayni anda baglanarak etki gosterdigi diistiniilmektedir (175, 176). VEGF izoformlarinin
baglandiklar1 reseptorler ve dokularda olusturduklar: etkiler Tablo 2.4.’te gosterilmistir

(159, 177).

Tablo 2.4: VEGF ve Reseptorlerinin Kaynagi ve Etkileri

VEGF - Etki ..
Reseptorii Kaynagi Yeri Etkisi
e Vaskiiler VEGEA o Mgkrofaj ve monosit
Endotelyal migrasyonu
Hiicreler e Artik VEGF-A’nin
VEGFR- ) ﬁ;r;aetlc;foetm ok o ;Ei}tkc)eljitr:(;lsgli?]n\lje kimokinlerin
1 (Fit-1) e Monositler ve VEGFB {iretimi
Makrofajlar infl
e Osteoklastlar * Inflamasyon
PIGF e Plazental Damarsal Gelisim
VEGER- ngEé : inc.l.otelyal hiicre migrasyonu
2 (Flk-1, e Osteoklastlar npyogengz o
KD R) VEGED e Damar gec;lrgenhgmm
arttirilmasi
e Tiikriik Bezi VEGFC e Lenfatik damarlanma
VEGFR- Tiimorii Hiicreleri
3 (Flt-4) e Miyoepitelyal VEGFD e Tiumor hiicrelerinin metastazi
Hiicreler
e Osteoklastlar ° K_apiller ve damarlarin
Norofilin-| e  Osteoblastlar VEGFA dilatasyonu
1 (Np-1) e Hipertrofik o Kemik rejenerasyonu
Kondrositler

Morfogenlerin iki ailesi olan anjiyopoetinler (Ang) ve VEGF-A, kan damari
gelisiminde direk etkilidirler. VEGF ve reseptorii notrofilinl, kemik rejenerasyonunda
gorev alirlar. VEGF-A ve reseptorii notrofilinl’den baska VEGF-B, C ve D ve ilgili
reseptorleri de maksiller genisletme bolgesinde bulunurlar; ancak diisiik miktardadirlar

(178). Angl, yeni damarlarmn olusumunu saglayan VEGF ailesinden farkli olarak damar
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biitiinliglinii korur. Ang2 ise Angl’in antagonistidir ve VEGF ile birlikte ti¢li damar

remodelingi ve olusumunda goérev alirlar (178).

2.4.2 Kemik Metabolizmasinda VEGF’nin Yeri

Iskelet dokusunun bilesenlerinin progenitérleri olan kemik iligi kok hiicreleri,
damarlar  vasitasiyla tasinirlar; dolayisiyla  osteogenezin  olusabilmesi i¢in
vaskiilarizasyona ihtiya¢ vardir (8). Damarlanmanin yetersiz gelismesi oksijen, besin ve
bliylime faktorlerinin 1ilgili alana gerektigi kadar ulastirilamamasma ve kemik
olusumunda yetersizlige neden olmaktadir. Osteoblastlar hipoksi durumuna yanit olarak
VEGF iretirler. VEGF 164 ve VEGF 188’in eksikliginde damarlanma yetersiz
gelismektedir (179, 180). VEGF, osteoklastlarin olusumunda, migrasyonunda, rezorptif
etkilerinde ve yasayabilmelerinde etkilidir (181- 183). Osteoklastlar da Flt-1, FIk-1 ve
Np-1 gibi VEGF reseptorlerini iiretirler (182, 184).

Inflamasyon ve hipoksi neoplastik olmayan anjiyogenezin temel uyaranlaridir
(149). Hipoksi, kirik iyilesmesinde anjiyogenetik dongiiniin gii¢lii bir uyaranidir (178).
Yapilan calismalarda hipoksinin, Hipoksiye Bagli Transkripsiyon Faktorlerini (HIFs)
(hypoxia-inducible transcription factors) uyardigr ve HIF’lerin de VEGF, nitrik oksit
sentetaz (NOS) (nitric oxide synthase), PDGF, Ang2 gibi anjiyogenik faktorlerin
sentezlenmesini sagladigi belirtilmistir. Hipoksi, anjiyogenez disinda damarsal yapim-
yikim dongiisiinde etkilidir (149). Ayn1 zamanda epifizyal kikirdaklar belirli bir biiyiime
gosterdiklerinde hipoksi gerceklesmekte ve hipoksi, olgunlasmamis kondrositlerde
VEGF ekspresyonunu tetiklemektedir. Coziinebilen VEGF izoformlari perikondriyuma
diffiize olmakta ve epifizyal damar ag1 olusturarak sekonder kemiklesmeyi
uyarmaktadirlar (185).

Kemik kiriklari, lokal damarlarda yirtilmaya, kirik alaninda kanamaya ve
hematom olusumuna neden olmaktadirlar. Boylelikle non-spesifik kemik iyilesmesi
stireci baslamaktadir. Kirik bolgesine sirasiyla inflamatuar hiicreler ve MSCs gibi

progenitor hiicreler gelmektedir. Bu hiicrelerden sitokinler, anjiyogenez regiilatorleri ve
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VEGF, FGF, PDGF ve TGF-B benzeri biiylime faktorleri salinmaktadir (186). VEGF,
kirikk bdlgesine primer insan osteoblastlarmin kemotaksisini saglar ve hiicre
proliferasyonunu %70’¢ kadar arttirmaktadir (9). VEGF, osteoblastik hiicrelerin
diferansiyasyonunu ve migrasyonunu etkiler (10). In-vitro ortamda VEGF,
osteoklastlarin formasyon, hayatta kalma ve yikic1 aktivitelerini arttirabilmektedir; ayni
zamanda gelismekte olan uzun kemiklerde osteoklastlar i¢in bir kemoatraktan olarak
gorev yapabilmektedir (181- 183).

Ayrica distraksiyon osteogenezinde (D.O.) en fazla intramembrandz
kemiklesme, aktif genisletme doneminde goriiliir. D.O.’da kemik kirik iyilesmesinden
farkl1 olarak intramembrandz kemiklesme gerceklesir. Kemik dokusundaki optimal
anjiyogenik yanit distraksiyon miktari ile iligkilidir. D.O.’da ¢evre dokularda kan akimi
artar, dokularda anjiyogenik yanit olusur ve kapiller damar prekiirsor hiicreleri, fibroz
kemik bosluguna gelir (178). Mekanik stabilite, kemik iyilesmesinin erken inflamatuar
fazinda onemlidir. Kirik pargalarin orta derecede hareketi, vaskiiler yanit1 tetikler ve
gelismis kemik rejenerasyonu saglar. Asirt kompresyon, makaslama ve torsiyon

kuvvetleri kan damarlarini sikistirr ve iyilesmeyi siirecini bozar (186).

Bir VEGF 164 reseptorii olan Np-1 (168) osteoblastlarda (184) ve hipertrofik
kondrositlerde iretilir (187). Kemik gelisiminde VEGF 164 ve VEGF 188
izoformlarinin eksikligi, hipertrofik kondrositlerin, osteoblastlarin, endotelyal hiicrelerin
ve osteoklastlarm  normal diferansiyasyonlarmi  ve  dilizenli  aktivitelerini
engellemektedir. Hipertrofik kondrositler VEGF eksprese ederler (10). VEGF 164 ve
VEGF 188’in inaktif olmasi durumunda uzun kemiklerde anjiyogenez yetersiz
gerceklesir; dolayisiyla trabekiiler kemik hacmi azalir ve biiylime plaginda hipertrofik
kondrosit alami goriiliir, biiylime plagi morfogenezi bozulur. VEGF izoformlar:

endokondral kemiklesmede de 6nemli rol alir (10).
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2.5. Altin Nano Parcaciklar

Giliniimiizde bir¢ok nanoteknoloji tirtinii nano malzeme vardir. Ancak belirli
boyut ve sekillerdeki formlarmmin toksik olmayan soy metal olmasi (188), asidik
ortamlardan etkilenmemeleri (189), oksidasyona ugramamalar1 (190), yiizey
kimyalarmin kolaylikla degistirilebilmeleri ve kolayca sentezlenebilmeleri (191),
ilaglarm tasmmasinda, kontrollii salimmlarinda, etkinliklerini ve spesifitelerini
arttrmada kullanilabilmeleri (188) sebebi ile altin nano-parcaciklar (AuNP) diger
nanopargaciklardan farklidir. AuNPlarin kanser hiicrelerini 61diirme yontemlerinden biri
olan fototermal terapide (192, 193), gen aktariminda ve hiicresel arastirmalar i¢in nano-
probe hazirlanmasi gibi uygulamalarda kullanimimin giivenli oldugu diistiniilmektedir.
Biyo-medikal uygulamalarda ¢ubuk ve kiire sekilli AuNP’ler siklikla
kullanilmaktadirlar. Biitiin bu sebeplerden 6tiirii tipta kullanimlar1 yaygin olarak

arastirilmaktadir (191).

Antikorlar, ilaglar, ligantlar, DNA, organik boyalar, proteinler, peptitler, anti-
kanser ajanlar, terapotik etkili biyomolekiiller ~AuNP’lere kimyasal olarak
baglanabilmektedirler (194). AuNP’larin yiizey O6zellikleri degistirilerek VEGF gibi
biyo-molekiillerin  in-vivo farmako-kinetikleri ve dolasimda kalma siireleri
gelistirilebilir (195).

2.5.1. Altin Nano Parcaciklarin Tarihgesi

Altin tuzlarmm tipta kullanimi eski c¢aglara dayanir ve krizo-terapi olarak
adlandirilir. Eski Misir’da, Cin’de ve Hindistan’da altin, cilt ilserlerinin, frenginin,
kizamigin ve gicek hastaliginin tedavisinde kullanilmistir (196). Ayrica AuNP’ler eski
¢aglarda camin renklendirilmesinde kullanilmistir.  AuNP’lerin, i¢inde bulundugu
slispansiyona rengini veren yapilar oldugu, 1850 yilinda Michael Faraday tarafindan
farkedilene kadar bilimsel olarak ele alinmamistir. AuNP’lerin siispansiyonunda,
AuNP’lerin visne renginde 151k sagilimlarina neden oldugu farkedilmistir. 20. Yiizyilin

basinda AuNP’lerin bulundugu kolloidal siispansiyonun rengi Gustav Mie, Maxwell’in
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elektromanyetik  teorisi  kullanilarak yiizey plazmonlariyla iliskilendirilmistir.
AuNP’lerin plazmonik 6zelligi, goriinir bolge 1518mim etkilesmesiyle nanopargacik
yiizeyinde olusan manyetik alan1 ve absorb edilmeyip sagilan 15181 ifade eder ve bu
ozelligin kesfedilmesiyle birlikte bir¢ok alanda kullanimlar1 arastirilmaya baslanmistir

(191).

2.5.2. Altin Nano Parcaciklarin Sentezlenmesi

Altin iyonlarmmin indirgenmesinin gerceklestirildigi cesitli AuNP sentez
yontemleri vardir. Kullanilan indirgeme ajanina gore sentezlenen AuNP’larin sekilleri,
boyutlar1 ve yiizey Ozellikleri degismektedir. Sodyum sitratin sudaki ¢6zeltisi
kullanilarak 10-150 nm boyut araliginda uniform altin nano parcaciklar elde
edilebilmektedir (197- 199). Uygulamalarda AuNP’lar1 optimize etmek igin sentez
sonrast yiizey modifikasyonlar1 yapilmaktadir (191).

Turkevich metodu kullanilarak birka¢ nm’den birkag 100 nm boyutunda
AuNP’lar altin/sitrat oran1 degistirilerek elde edilebilir (200). Biiyiik pargaciklar elde
etmek daha az sodyum sitrat kullanmak gerekmektedir. 1,5-5 nm boyutunda AuNP’lar

elde edebilmek i¢in ise Faraday’in ¢ift faz sistemi kullanilmaktadir (201, 202).

2.5.3. Altin Nano Parcaciklarin Spektroskopisi

AuNP’larin ylizey plazmon rezonansma bagli, goriiniir 1s1kta ve infrared 15181
bandina yakin bolgede genis optik sogurma/sagilma gosterdigi bilinmektedir (203).
AuNP’lar ve hiicre organelleri farkli 151k spektrumlarinda farkli renkler vermektedirler.
Tek basina 50 nm boyutundaki AuNP sar1 renkte goriiniirken dielektrik kiire mavi
goriilmektedir (203). AuNP’larin boyutlar1 kiigiildiik¢e yaptiklari sagilim miktar1 da
azalmaktadir. 30 nm boyutundan kii¢iik AuNP’larin sagilimlar1 mikron boyutundaki
vezikiillerin sagilimlarindan diisiik kalmaktadir; dolayisiyla AuNP’larin hiicre i¢inde

tespitleri giiclesmektedir (203).
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Zetasizer Nano Cihazi

Zetasizer (veya Dynamic Light Scattering, DLS) cihazi, sivi ortam igerisindeki
pargacigm pargacik boyutunu, Zeta potansiyelini ve molekiiler agirhigini 6lgmede
kullanilan cihazdir. Zetasizer Nano ZS cihazi 632,8nm dalga boyunda, He-Ne, 4,0mW,
kirmiz1 lazer 15181 kullanarak 6lgiimlerini yapmaktadir (204).

Siispansiyon igerisindeki parcaciklar “Brownian Hareketi” yasasinda acgiklandigi
gibi, boyutlarina bagl olarak farkli hizlarda hareket ederler; kiigiik pargaciklar hizl
hareket ederken, biiylik parcaciklar yavas hareket ederler. Ayni parcacigin iki farkh
fotografi ¢ekilecek olursa ve ne kadar hizli hareket ettigi hesaplanirsa pargacigin boyutu
ile ilgili fikir edinilebilmektedir. Pargaciklarn hareket hizlar1 ile boyutlari arasindaki
iliski Resim 2.2.”de gosterilmistir (204).

Hizlh Hareket Eden Kii¢iik Parcaciklar

SRRRanaununeeeuennnunnnnnnnnnnnRNROIRRLERRRRRRARARAREIIN]Y 1

Zarnan > 10 100 1000
Boyut nm

Yavas Hareket Eden Biiyiik Parcaciklar

BRRRRRRRRRRRRRRRRRRRRRIRRRRRRRRRRRRRRBRORRRRRABRARARRRRNNNIONTS
r o

. 4 4
RN nnnnnnnnnssssnsssssnm

10 100 1000

Zaman —¥% Boyut nm

Resim 2.2: Pargaciklarin hareket hizlar1 ile boyutlar1 arasindaki iliski (Resim 204 no’lu

kaynaktan uyarlanmistir)

Analiz edilecek negatif yiiklii bir molekiil veya parcacik, deney tiibiine eklendigi
zaman siispansiyon igerisindeki pozitif yiiklii iyonlar molekiiliin etrafinda birikerek bir
tabaka olusturmakta ve molekiil ile birlikte hareket etmeye baslamaktadirlar. Bu

sebeple, Zetasizer cihazinin yaptig1 Ol¢lim sonucunda bulunan molekiil capmna
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“Hidrodinamik ¢ap” denilmektedir. Soliisyondaki parcaciklarin polariteleri ve

hidrodinamik ¢aplar1 arasindaki iligki Resim 2.3.’te gosterilmistir (204).

Negatif Yiikli Molekiil

Pozitif yiiklii iyonlar o
molekiile sikica — A QO
baglaniyorlar

Hareketli iyon tabakas1

Resim 2.3: Soliisyondaki pargaciklarin polariteleri ve hidrodinamik caplar1 arasindaki

iligki (Resim 204 no’lu kaynaktan uyarlanmistir)

Zetasizer cihazi kullanilarak molekiillerin hidrodinamik c¢aplarinin 6lgtimii,
“Dinamik 151k sagilmas1” yontemi; diger bir adiyla “Foton korelasyon spektroskopisi”
kullanilarak hesaplanmaktadir. Molekiillerin boyutu, soliisyon igerisindeki molekiillere
gonderilen lazer 15181mnin molekiilden sagilarak yansimasinin siddeti degerlendirilerek
hesaplanmaktadir. Bir molekiil ne kadar kii¢iik ise gonderilen lazer 15181 her yone
sacilma gostermektedir; ancak kiiciik molekiillerin yaptig1 lazer 15181 sagilim siddeti,
yiizey alanlarma bagl olarak biiyiik molekiillerden daha diisiiktiir. Molekiillere carpip
sagilan lazer 151g3min siddeti dedektor tarafindan okunmaktadir. Soliisyona gonderilen
lazer 15181n1n parcaciklara carparak sacilmasi ve dedektor tarafindan algilanmasi Resim
2.4.’te gosterilmistir (204). Dinamik Isik Sagilimi yontemi ile elde edilen sagilan lazer

15121 siddetinden molekiillerin ¢ap1 ve hacmi ile ilgili bilgiler edinilmektedir (204).
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Lazer Isi&

Dedektdr

Isigin ¢ogu sagilmadan
yoluna devam eder

ISP

Lazer Isigimin Molekiile Carpmasi. Sagilmasi ve Dedektore Diismesi

Ortalama Isik
Sidddeti

Resim 2.4: Soliisyona gonderilen lazer 1s1gmin pargaciklara garparak sagilmasi ve

dedektor tarafindan algilanmasi (Resim 204 no’lu kaynaktan uyarlanmistir)

Soliisyon icerisindeki molekiillerin boyutlar1 ile “Brownian Hareketi” yasasina

gbre molekiil hizlar1 arasindaki iliski “Stokes-Einstein Denklemi’nde tarif edilmistir.

Dinamik Isik Sa¢ilmasi Yonteminde molekiillerin hidrodinamik ¢aplarinin hesabi

Stokes-Einstein Denklemi kullanilarak yapilmaktadir. Hidrodinamik c¢ap hesabi ve

Stokes-Einstein Denklemi Resim 2.5.’te gosterilmistir (204).

Hidrodinamik Cap Hesabi ve Stokes-Einstein Denklemi:

Dy;  Hidrodinamik Cap
k : Boltzmann Sabiti

n: Solvent Viskositesi
T - Mutlak Sicakhik
D : Difiizyon Katsayisi

_kT _ kT

f  3mmD

f: Pargacik Siirtiinme Katsayisi

Resim 2.5: Hidrodinamik ¢ap hesabi ve Stokes-Einstein Denklemi (Resim 204 no’lu

kaynaktan uyarlanmigtir)
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Uzerinde iyonlar bulunan molekiiliin soliisyon ile arasinda elektriksel bir
potansiyel olugsmaktadir; bu olusan potansiyele “Zeta Potansiyeli” denilmektedir. Bir
molekiiliin zeta potansiyelini bilmek bize soliisyon icerisindeki molekiillerin birbirine
yapisip yapigsmayacagiyla ve soliisyon igerisinde kararli kalip kalmayacag: ile ilgili bilgi
vermektedir. Soliisyon igerisindeki molekiillerin ayni elektriksel yiik ve yiiksek
zetapotansiyeli degerlerinin olmasi molekiillerin birbirlerinden uzaklasmasina neden
olmaktadir. Soliisyon i¢erisinde +30mV’tan daha pozitif ya da -30mV’tan daha negatif
zetapotansiyele sahip molekiiller kararli kabul edilmektedirler. Diisiik zetapotansiyele
sahip molekiiller birbirlerine yapismaktadirlar. Zetapotansiyeli etkileyen en onemli
faktor soliisyonun pH degeridir. Belirli bir pH degerinde soliisyondaki molekiillerin
zetapotansiyellerinin sifir oldugu noktaya “Izoelektrik Nokta” denilmektedir ve bu,
molekiillerin en az stabil oldugu durumdur. Zetapotansiyeli ile pH arasindaki iligki ve
Izoelektrik Nokta Resim 2.6.’da gosterilmistir (204).

60 =
40 =}

20 -

220 =

Zela Potansiyel (mV)

Tzoelektrik
-40 = Nokta

-60 44

pH

Resim 2.6: Zetapotansiyeli ile pH arasindaki iliski ve izoelektrik Nokta (Resim 204

no’lu kaynaktan uyarlanmaistir.)

Zetasizer cihazi, molekiiliin elektro-foretik hareketini tespit edip “Henry
Denklemi’ni  kullanarak molekiiliin  zetapotansiyelinin  hesabin1  yapmaktadir.
Molekiillerin  elektroforetik  hizlari, Lazer Dopler Velositemetre kullanilarak

Ol¢lilmektedir. Henry Denklemi Resim 2.7.’de gosterilmistir (204).
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Henry Denklemi:

Z I Zeta Potansiyel
UE‘ . Elektroforetik Hareket

€ : Dielektrik Sabit
T : Viskosite
f ( K‘I) + Henry Fonksiyonu

Resim 2.7: Henry Denklemi (Resim 204 no’lu kaynaktan uyarlanmistir.)

2.5.4. Altin Nano Parcaciklarin Hiicre icine Alinmasi

AuNP’larin medikal uygulamasinin yapilabilmesi i¢in hiicreye girisinin ve
cikisinin 1yi anlasilmasi gerekmektedir. AuNP’larin her biri hiicre ylizeyindeki bir
reseptore baglanarak endositoz yolu ile hiicre igerisine alinmaktadir ve AuNP’larm
hiicre icerisine endositoz yolu ile alinmalarinda AuNP’larmn hiicre membranindaki
konsantrasyonlar1 degil hiicre membranindaki reseptorlerin sayis1 ve reseptorlerin geri

dontisiimleri belirleyici faktorlerdir (205).

Serum proteinlerinin  AuNP’larmm  ylizeyine non-spesifik baglanmasi ile
AuNP’larm hiicre igine alindig1 diisiiniilmektedir (206). indirgen kimyasallar, hiicrelerin
AuNP’lar1 hiicre i¢ine almalarini etkilerler; ¢iinkii AuNP’larin yilizey 6zellikleri hiicre
icine alimmalarinda 6nemlidir (191). AuNP’larin elektriksel yiiklerine bagli olarak hiicre

icine alimmalarinda farkliliklar goriilmektedir (207).

AuNP’larin  yiizey  Ozellikleri, elektriksel  potansiyelleri,  sekilleri,
konsantrasyonu, boyutlar1 ve indirgenmesinde kullanilan kimyasal madde, hiicre igine
alinmalarinda etkilidir (191).
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Yapilan hiicre i¢ine alinim ¢aligmalarinda AuNP’larin hiicrede en ¢cok 300-500
nm boyutundaki vezikiillerin igine alindigi gosterilmistir (203). 40 nm ¢apindan kii¢iik
AuNP’lar tek baglarmna hiicre igine alinabilmeleri icin gerekli serbest enerjiye sahip
degildirler; dolayisiyla bir yumak olusturup hiicre igine girebilmektedirler. Ancak 80
nm ¢apindan daha biiyliik AuNP’lar ise hiicre igerisine nadiren girebilmektedirler (208).
Boyutu kiigiik olan AuNP’ler biiyiik olanlara gore hiicre igine, hiicre membranindaki
porlar araciligiyla daha kolay girdikleri diisiiniilse de ylizey modifikasyonu yapilmamis
AuNP’larm endositoz yoluyla hiicrelere alindigi éngoriilmektedir (207). Ilgili alanda
bulunan AuNP konsantrasyonu, AuNP’larin hiicre i¢ine alinmasinda pozitif yonde iliski
gosterir (209). AuNP’larin sekli de hiicre i¢ine alinmalarinda etkilidir; 6rnegin gubuk
seklindeki AuNP’larin kiiresel AuNP’lara gore hiicre i¢ine daha zor alindig:
bilinmektedir (191). Yapilan transmisyon elektron mikroskobu (TEM) ve floresans
mikroskobu ¢alismalar1 endositozun en kolay 40-60 nm boyutundaki AuNP’larda

gerceklesmekte oldugunu gostermistir (210- 212).

Saglikli dokular, sik1 ve siirekli duvarli damar yapilari ile gevrilidir. Damar
duvarlarinda 9-50 nm arasi1 porlar mevcuttur. Ancak 9 nm ¢aph porlar sayica, 50 nm
caph porlara gore 100-1000 kat fazladir (213). Kiigiik molekiiller damarlardan
kolaylikla penetre olabilirken daha biiyiikk yapilar daha yavas penetre olmaktadirlar
(214).

AuNP’larin iizerlerine baglanan ligantlar, hiicre membranindaki reseptorlerle
etkilesime gegerek AuNP’larin sitoplazmaya gegislerini saglamaktadirlar. Bu sebeple
AuNP’larin iizerinde bagli bulunan ligant sayisi dnemlidir. AuNP’lerin hiicre igine
girdikten sonra, niikleus (215- 217), mitokondri (218), golgi cisimcigi ve endoplazmik
retikulum (219) gibi hiicre igi yapilarda birikebildigi bilinmektedir.

Oligoniikleotid

Oligoniikleotidlerin nano partikiiller ile konjugasyonunun kesfiyle beraber

molekiiler diizeyde tani, materyal sentezi ve gen regiilasyonu uygulamalarinin
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gelistirilmesi hizlanmistir (211). Oligoniikleotid kapli AuNP’larin 6karyonik hiicre
plazma membranindaki porlardan hiicre igine girdigi, eksojen DNA’nmn hiicre
kromozomal DNA’sina baglanabildigi ve eksojen DNA’nin hiicre iginde eksprese

olabildigi yapilan ¢alismalarda gosterilmistir (220).

AuNP’lar oligoniikleotidlerle modifiye edildiklerinde ekstra selliiler proteinlerin
DNA-AuNP yapisi ile etkilesime girmesi, DNA-AuNP yapisinin hiicre i¢ine alinmasini
saglar. AuNP’larin hiicre icine almmmasi ile DNA-AuNP konjugasyonu arasinda
dogrusal bir iliski vardir (211). Hidrofilik yiizey ozellikleri, AuNP’larin dolagim

sisteminde daha uzun siire kalmalarini saglar (221).

2.5.5. Altin Nano Parcaciklarin Biyo-giivenilirligi

Metalik altinin  biyogiivenilirligi, 1950’li yillardan beri yapilan in-vivo
caligmalarla kanitlanmistir (222). Ancak 6zel amaglara yonelik hazirlanmis AuNP’ler
belirgin sito-toksisite gosterebilmektedir (221). Bu sorunlara agiklik getirebilmek amact
ile AuNP’lerin insan hiicreleri tizerinde sitotoksisiteleri detayli arastirilmistir ve 250
um’ye kadar boyutu olan parcaciklarin toksik olmadigi, ancak iyonik altinin 25 pm
boyutunda sitotoksik oldugu bulunmustur (223). Yapilan in-vitro ¢alismalar disinda
hayvan modellerinde AuNP’ler kullanilarak yapilmis az sayida toksikolojik caligma
vardir. In-vitro ¢aligmalar dokularin fizyolojik yanit1 hakkinda in-vivo ¢alismalar kadar
anlamli sonuglar veremedigi i¢in hayvan deneylerine ihtiya¢ duyulmaktadir (222).
AuNP’lerin yiizey kaplamalarina, boyutlarina, dozuna, uygulama yoluna ve g¢aligma
sliresine gore yapilmis toksisite ¢alismalarinin 6zeti Tablo 2.5.’te gosterilmistir. Zhang
ve ark. (222), yaptiklari in-vivo ¢alismada 13,5 nm boyutundaki kiiresel AuNP’larin
farelere oral, intra peritonel ve kuyruk veni yolu ile uygulanmasi sonucunda kontrol
grubu ile kiyaslandiginda farelerin agirliklarinda degisiklik bulmamigslardir ve
makroskopik organ, vaskiiler ve davranigsal degisiklikler bildirmemislerdir. Kuyruk
veni yoluyla AuUNP enjeksiyonunun, sirasiyla intra peritonel ve oral AuNP
uygulamalarindan daha az toksik oldugunu bulmuslardir. Farelere uygulanan 550-1100

pg/kg AuNP ise kemik iligindeki hematopoetik kok hiicrelerden kaynagini alan kirmizi
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kan hiicrelerinin sayisinda anlamli derecede azalmaya neden oldugunu bildirmislerdir.

Lasagna-Reeves C. ve ark. (224), farelerde yaptiklari ¢alismada, farelere 320-3200

png/kg/giin AuNP enjeksiyonunun neden oldugu toksisitenin diisiik oldugu bulmuslardir.

Tablo 2.5: Altin Nano Pargaciklarin In-vivo Toksisitesi Ozet Tablosu

Calisma Grubu AuNP Yiizey | AuNP Boyutu Ca}ma AUNP Dozu AUNP Uygulama Muhtemel Toksisite
Kaplamasi (nm) Siiresi Yolu
4,10,28 Kuvvetli
Hillyer yok 7 giin 20000 ug/kg Oral Gastrointestinal
ve 58 emilim
Hainfeld PBS ile 01.Eyl 5 dk 1350 pg/kg Kuyruk Veni | Dalak
tamponlanmis ' '
10,50,100 .
de Jong yok 24 saat | 77-120 pg/kg | Kuyruk Veni | Dalak
ve 250
15,50,100 .
Sonavane yok 24 saat 1000 pg/kg Kuyruk Veni | Dalak
ve 200
. PBS ile .
Kim 20 ve 100 24 saat 1000 pg/kg Kuyruk Veni | Dalak
tamponlanmig
ch K 3,5,8,12,17, 21 wil 8000 Int ional | Dalak
en 0 {in ntraperitona ala
Y 37 ve 50 £ ng/kg/hafta P
Karacigerde akut
4-30 dk., 170-4200 inflamasyon ve
Cho HS-PEG 4,13 ve 100 ~ " Kuyruk Veni | apoptozis. Uzun
1-7 glin ng/kg dénemde
organ hasar1
Semmler-Behnke yok 1.4ve 18 24 saat | 54-530 pg/kg Intratrakeg! Ve | Dalak
Intravenoz
1 giin, 1
Balasubramanian yok 20 hafta, 10 png/kg Intravendz Dalak ve Karaciger
lve2ay
20, 40 Yok ama AuNP
PEG-TA veya 100-4400 .| boyutu
Zhang HS-PEG ve 80 48 saat ng/ke Kuyruk Veni arttikca AuNP'nin
stabilitesi azaliyor
Lipka PEG 5 1-24 saat 570-870 Kuyruk Venive | ry o
ug/kg Intratrakeal
. 40-400 . - .
Lasagna-Reeves yok 12.May 8 glin ng/ke/siin Intraperitonal | Diisiik Toksisite
1 giin, 1, - .
Sadauskas yok 40 g 1400-1600 Kuyruk Veni | Dalak
3ve 6 ay ng/ke
Fent Arap sakizi | 6 1 1590 | 124888V | 5000 oike | Intravensz | Dalak
ve maltoz 7-32 giin
Zhang yok 13.May 14, 28 giin 131‘2/'13;‘00 Kuyruk Veni | Diisiik Toksisite
Intraperitonal | Orta Toksisite
Oral Orta Toksisite

PEG: Poli-etilen-glikol, PBS: Fosfat ile Tamponlanmig Serum

54




AuNP sentezinde kullanilan indirgen kimyasallara, AuNP’larin boyutuna (206),
(225), sekline (226), nano pargacigin konsantrasyonuna ve kaplandigi maddeye (227)
gore AuNP’larm hiicrelere 6zel toksisite yaratabilme 6zelligi mevcuttur (199). Yapilan
calismalarda katyonik AuNP’larin anyonik AuNP’lara gore daha toksik oldugu (221) ve
AuNP’larin polietilen glikol ile kaplanmasinin toksisiteyi azalttigi bulunmustur (227).
Nano g¢ubuklarin hazirlanmasinda kullanilan kimyasallar AuNP’larin sitotoksisitesine
neden olabilmektedir (191).

Biyo-molekiillerin hiicre i¢ine alinmasinda poli-katyonik lipozoma benzeyen
maddeler kullanilir. AuNP’larin yiizey Ozellikleri, peptidler ve oligoniikleotidler
(polianyonik tek sarmalli DNA) gibi biyolojik molekiiller kullamilarak modifiye
edilmektedir (211). Yapilan ¢alismalarda 5-15 nm boyutundaki AuNP’larm 50-100 nm
boyutundaki AuNP’lara gore organlara dagilimlarmin daha fazla oldugu ve o6zellikle
karaciger ve dalakta biriktikleri bulunmustur (228). 13,5 nm boyutunda AuNP’larin
biyo-uyumluluklarinin iyi oldugu bilinmektedir (222).

Yapilan in-vitro ¢alismalarda AuNP’nin hiicreler tizerinde hayati etkilerinin
olmadig1 bilinse de yapilan son ¢aligmalar, AuNP’larin hiicreler ile temas1 sonucunda
otuzdan fazla genin aktive oldugunu gostermistir (229). Kon-fokal mikroskop ile hiicre
icerisindeki AuNP c¢okeltileri incelendiginde, AuNP’larin mitokondrilerin yakinlarinda
konumlandiklar1 goriilmektedir. AuNP’larin hiicre i¢erisinde ¢okelme miktar1 hiicre i¢i
iyonik oOzelliklere gore degisim gostermektedir, dolayisiyla kanser hiicresinde ve

saglikli hiicrede AuNP ¢okelme miktarlar1 farklilik gostermektedir (191).

2.6. Stereolojik Inceleme Yontemi

Stereoloji, bir nesnenin 2 boyutlu mikroskobik goriintiileri {izerinde yapilan
Olctimlerle, nesnenin 3 boyutlu bilgilerine ulasilmas: yontemidir. Stereolojik yontem
kullanilarak tekrarlanabilir, az miktarda degiskenlik gosteren ve gercege yakin sonuglar

elde edilebilmektedir. Stereolojide, ilgilenilen geometrik yapidan istenilen dogru
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sonuglar elde edebilmek i¢in geometrik yapmin uzaydaki boyutuna uygun “probe”
(sonda) secilmelidir (230).

Gorintiilerde ortaya ¢ikan kesit yiizey alanlarinin, hacimlerinin hesaplanmasinda
preparat tablasi1 kontrollii hareket edebilen 6zel olarak dizayn edilmis mikroskoplar, bu
mikroskobun baglandigi bir bilgisaya ve stereolojiye 6zel yazilimlari olan goriintii

analiz sistemleri kullanilabilmektedir.

2.7. Cavalieri Ilkesi ile Hacim Hesaplanmasi

Diizensiz bir sekle sahip nesnelerin hacmini hesaplamaya yarayacak bir
yontem Italyan matematik¢i Bonoventura Cavalieri tarafindan gelistirilmistir. Cavalieri
diizenli bir geometrik sekle sahip olmayan ii¢ boyutlu hacimlerini birbirine paralel

dilimlere ayirarak hesaplanabilecegini ortaya koymustur.

Cavalieri yontemi ile dnce hacmi hesaplanacak yap1 dilimlere ayrilir, her dilimin
kesit yiizey alan1 bulunup kesit kalinlig1 ile ¢arpilarak ilgili dilimin hacmi hesaplanir ve
nihayet dilimlerin hacimleri toplanarak ilgilenilen yapmin toplam hacmi elde edilir

(231).
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3.GEREC ve YONTEM

3.1. Gereg

Bu calisma, Yeditepe Universitesi Deney Hayvanlar1 Etik Kurulu tarafindan
onaylanmistir (13 Ocak 2012, Karar No: 235). Calismamizda Kobay A.S.’den (Ankara)
temin edilen, agirhigi 200-250 g. arasinda olan 30 adet 14 haftalik Wistar sicani
kullanilmistir. Deney hayvanlari, her kafeste li¢ veya dort adet sican bulunacak sekilde

onceden numaralandirilmis kafeslere yerlestirilmistir (Resim 3.1).

- .

Resim 3.1: Sicanlarin yerlestirildigi kafesler
Sicanlarin isaretlenmesi i¢in, her kafesteki hayvanlardan birinin kulaklar:

kesilmemis, diger ii¢ hayvandan birinin sag, digerinin sol kulag1 kesilmis, son hayvanin

ise her iki kulagi kesilmistir (Resim 3.2).
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Hayvanlarin Deney Protokoliinden Cikartilma Olgiitleri

Viicut agirligiin %15’ inden fazla kilo kayb1
Davranis bozuklugu
Diizgiin gida ve su alamama

Uyaranlara belirgin derecede azalmis yanit verme

a r Wb PE

Veteriner hekimin uygun gérmesi (insani nedenler).

Resim 3.2: Sigan kulaginin kesilmesi

Tim hayvanlarda bes giin silireyle deneysel iist ¢ene genisletmesi yapilmasi
planlanmustir. Ortodontik dis hareketinin ve iist cene genisletmesinin gerceklestirildigi
30 hayvandan 6 tanesi VEGF, 6 tanesi AuNP, 6 tanesi VEGF ve AuNP karigimi, diger 6
tanesi oligoniikleotid ile konjuge edilmis AuNP ve son 6 tanesi ise kontrol grubunu
olugturmaktadir. 13 nm boyutunda kiiresel AuNP’lar Turkevich Metodu (200) ile
hazirlanarak, oligoniikleotid ile konjuge edilmis ve VEGF ile baglanmistir. Kontrol
grubunda izotonik serum fizyolojik kullanmilmigtir. Caligmada 0,4 mg/ml AuHCly
kullanilmis ve 1ml AuNP, 42ng/ml VEGF ile konjuge olmustur.
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Resim 3.3: Rekombinant Sican VEGF

Calismada asagidaki malzemeler kullanilmistir:

- Ortodontik 0,014 inglik paslanmaz ¢elik tel (American Orthodontics, A.B.D.)
- Steril insulin enjektori 2 cc (Hayat A.S., Tiirkiye)

- Serum Fizyolojik (Eczacibasi-Baxter A.S., Tirkiye)

- Ketasol® (Richter Pharma AG, Wels — Avusturya)

- Rompun® (Bayer, Almanya)

- Doku 6rnegi kaplar1 (Firat Plastik, Tiirkiye)

- Komet elmas frez (Ref: 8392314016, Lemgo, Almanya)

- Dijital Kaliper (Absolute Digimatic, Mitutoyo, A.B.D.)

- 0,45 um por ¢ap1 bulunan filtre (Merck Millipore, A.B.D.)

- Polilysin lam ve lamel (Thermo Scientific, Menzel Glaser, Almanya)

- JEOL-2100 HR-Transmisyon Elektron Mikroskobu 200kV (Jeol, A.B.D.)

- CCD Dijital kamera (Optronics Microfire 1600x1200P, Goleta, CA, USA),

- ATI FireGL goriintii yakalama kart1 (Advance Micro Device, Camberly, UK)

- Bilgisayar kontrollii Ludl X-Y-Z motorize preparat tablasi (Bioprecision, 35

Howtrone, NY, USA),

- Mikrokator (Heidenhein, Traunreut, Germany),

- Leica 4000B 151k mikroskobu (Leica, Wetzlar, Germany)

- Sterio Investigator 7,5 programi (Microbrightfield, Williston, VT, USA
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Calismada kullanilan kimyasallar:

- Altin nano pargacik

- %0.01°lik Tetrachloroaurik(III) asit ¢ozeltisi (Fluka-Sigma Aldrich, A.B.D.)

- %1°1lik Sodyum sitrat ¢ozeltisi (Merck, A.B.D.)

- Seyreltilmis Sodyum hidroksit tampon ¢dzeltisi (Sigma Aldrich, A.B.D.)

- Saf su

- Tiyol modifiye oligoniikleotid (HS-(CH2)¢ TTTTTTTTTTTTTTTTTTTT) (Alpha
DNA, Kanada)

- VEGF-165 (Biosource, A.B.D.)

3.2. Yontem

3.2.1 AuNP’lerin Sentezi ve Karakterizasyonu

Calismada Turkevich ve ark.’nin (198) yontemi kullanilarak 13nm boyutunda
AuNP’lar elde edildi.

0,1 g HAuUCI, (Fluka-Sigma Aldrich, A.B.D.) 250 ml saf H,O igerisinde ¢6ziildii
ve 300°C derecede kaynatildiktan sonra 1000 rpm’de santrfiij edildi. Santrfiij edilen 250
ml distile H,O igerisine 0,285 g sodyum sitrat (3,88 mM) 0,22 nm por ¢aplh filtreler
kullanilarak ilave edildi ve 15 dk kaynatildi. Cozelti 0,45 pm por ¢aph filtreden

suzulda.

100 ml %0.01°lik (agirlik yiizdesi) tetrakloroaurat asidi ¢ozeltisi (Fluka-Sigma
Aldrich, A.B.D.), 5 ml %1’lik (agirlik yiizdesi) sodyum sitrat ¢ozeltisi (Merck, A.B.D.)
ile geri sogutucu altinda kaynatildi. Sitrat iyonlar1 tarafindan altin iyonlar1 5 dakika
icerisinde indirgendi; ancak ¢ozelti toplamda 30 dakika kaynatildi ve oda sicakligina
kadar sogumasi beklendi. Seyreltilmis sodyum hidroksit tampon ¢ozeltisi (Sigma

Aldrich, A.B.D.) kullanilarak sitrat kapli altin nanoparcacik ¢ozeltisinin pH’1 7,4’
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ayarlandi. Yiginlagsmis NP’lar1 uzaklastirmak icin AuNP c¢ozeltisi, 0,45 um por ¢api
bulunan filtrelerden siiziildi. Siiziinti 4°C’de ¢Okelmeden saklanabilmektedir. AuNP
cozeltisi 13500 rpm’de 20 dakika santrifiij edildi ve tist stvi ¢ozelti, AuNP ¢ozeltisinden
uzaklagtirildi; kalan ortalama 13 nm boyutundaki AuNP’lar ultra saf su ile istenilen

konsantrasyonda hazirland1.

Hazirlanan AuNP’lerin transmisyon elektron mikroskobu (TEM) (JEOL-2100
HR-TEM, 200 kV, LaB6 filament, A.B.D.) goriintiileri alindi. AuNP’lerin TEM

goriintiisii Resim 3.4.’te gosterilmektedir.

Resim 3.4: AuNP’lerin TEM goriintiisti. Bar: 50nm

Caligmada kullanilan AuNP’lerin UV/Vis (Spektrometre bilgileri) ve DLS
spektrumlar1 Sekil 3.1. ve 3.2.’de sirasiyla gosterilmistir. Her iki spektrumda 13 nm

capindaki AuNP’lar i¢in oldukga tipiktir.
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Sekil 3.1: AuNP’lerin UV/Vis spektrumu
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Sekil 3.2: Sentezlenen AuNP’lerin hidro-dinamik ¢ap1

3.2.2. AuNP’lerin Yiizeylerinin Oligoniikleotid (ODN) ile islevsellestirilmesi ve

VEGTF Yiiklenmesi

Proteinlerin hiicre icerisine alinimlar1 olduk¢a zordur. Bu nedenle bir tasiyici
araciligiyla hiicre igerisine gonderilebilmeleri gerekmektedir. VEGF molekiillerinin
pozitif ylizey yiikiine sahip olduklari bilinmektedir. Bu nedenle AuNP’lerin yiizeyi
olduk¢a negatif bir yiike sahip olan oligoniikletidler ile kaplanmasi hedeflenmistir.
AuNP-oligoniikleotid olarak hazirlanan yapilarin yilizeyine pozitif ylizey ytikli VEGF

lerin fiziksel olarak yiiklenmeleri hedeflenmistir.
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Hazirlanan AuNP’ler, ylizeylerine oligoniikletid kimyasal olarak baglanmis ve
VEGF yiiklenmis AuNP’ler UV/Vis Spektroskopi ve Dinamik Isik Sa¢ilimi (DLS)
teknikleriyle karakterize edilmistir.

1,5 ml AuNP siispansiyonuna 5 pl tiyol ile modifiye edilmis ODN ilave
edilmistir ve titresim cihazinda 1 gece konjuge olmalar1 beklenmistir. ODN ile modifiye
edilmis olan her 1 ml AuNP siispansiyonunda son VEGF derisimi 42 ng/ml olacak
sekilde hazirlanmistir. Hazirlanan siispansiyon 2 giin boyunca takip edilip yapisinda bir
degisiklik olup olmadigi izlenmistir. Resim 3.5, AuNP-ODN+VEGF yapisinin

hazirlanigint gostermektedir.

Wi L s

HS—ODN +  VEGF + r
AuNP ——» v AN WYY T e AUNP A~AnnAnan

are )
Resim 3.5: 13nm boyutundaki AuNP’lere Oligoniikleotid baglanmasi.

AuNP’ler, yiizeylerine absorbe olmus sitrat iyonlar1 sebebi ile net bir negatif
yiike sahiptir. Oligoniikleotidlerin (ODN) iizerindeki negatif yiiklii fosfat gruplar1
sebebi ile negatif yiikliic AuNP’ler ODN ile islevsellestiginde ikisi birlikte, elektriksel
olarak daha negatif olmaktadirlar. AuNP’larm ODN ile islevsellestirilmesinden ve
VEGEF ile elektro-statik yiikklenmelerinden sonra AuNP’larin zeta-potansiyellerinde ilk

24, 48 ve 72 saatlerde pozitif yonde degisim goriilmektedir.

AuNP’larin ODN ile islevsellestirmesinden sonra hacimsel olarak AuNP’larda
ciddi bir biiylime gozlemlenmezken VEGF nin AuNP+ODN’ye yiiklenmesinden sonra

belirgin hacimsel artis UV/Vis spektrumunda goriilmektedir.
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VEGF, AuNP+ODN’ye yliklendikten sonra AuNP’lerin hidrodinamik ¢aplarinda
artiy gézlemlenmistir. Yapilan DLS analizinde, AuNP+ODN konjugasyonuna VEGF
yiikklemesinin en yiikksek konjugasyon kapasitesinin 1. ve 2. giinlerde oldugu

gorilmiistiir. VEGF’ nin konjugasyon degeri 1. giinden sonra degismemistir.

1 ml AuNP, optimum olarak 42ng/ml VEGF ile konjuge olabilmektedir. Bu,
VEGF konsantrasyon degerinden daha yliksek degerlerde AuNP’nin ylizey yiikiinde ve
hidro-dinamik ¢apinda bir degisiklik olmamaktadir. Bu sebeple her 0,4 mg/ml
HAuCls’e 42 ng/ml VEGF eklenmistir.

Teorik olarak 1 VEGF molekiilii, 38,4 kDa = 15,1 nm boyutundadir. Her bir 13
nm boyutundaki AuNP’nin etrafina bu boyutta ka¢ tane VEGF molekiiliiniin
baglanabilecegi, AuNP’nin yiizey alani 4w+ formiilii kullamilarak hesaplanip VEGF

molekiiliiniin boyutuna bolerek bulunabilmektedir.

4mr?=4x3,14 X 6,5 X 6,5 = 530,66

530,66 /15,1 nm = 35,14 adet VEGF molekiiliiniin her bir AuNP’nin etrafinda
bulunabilecegini diisiinebiliriz. Her 1 ml AuNP siispansiyonunda 2x10** adet nano-

par¢acik bulunmaktadir. Bu hesaba gore teorik olarak her 1 ml siispansiyonda yaklagik
7x10" adet VEGF molekiilii bulunmaktadir.

3.2.3. Oligoniikleotid-AuNP’lerin In-Vitro Sitotoksisitesi

Nanotastyicilarin ilag tagima ve salinimi uygulamalarinda kullanimlari i¢in
toksisitelerinin  belirlenmesi olduk¢a Onemlidir. Bu ¢alismada, WST-1 (hiicre
proliferasyon analizi) kullanilarak, AuNP, AuNP-ODN, AuNP+VEGF (ODN ve
inkiibasyon siiresi olmaksizin), AuNP-ODN+VEGF konjugatlarmin hiicre biiylimesi

uzerine toksik etkileri incelendi.
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Osteoblast hiicreleri 96 kuyucuklu tabakalarda F12 medyum kullanilarak
inkiibatorde kaltive edildi (37°C, %5 CO, ). Hazirlanan AuNP’ler, AuNP-ODN, VEGF,
ortamda ODN olmadan hazirlanan AuNP-VEGF karisimi ve hazirlanan konjugatlar
kuyucuklara eklendi. Bunlarin  bulundugu ortamlarda, hiicrenin  varligini
siirdiirebilmesinin test edilmesi icin WST-1 yapildi. Olusan formazan iirliniiniin

abzorbans1 450 nm’de her bir 6rnek i¢in dlciilerek toksisite degerleri belirlendi.

3.2.4. Hayvan Deneyi

Calisma boyunca herbiri yaklagik 250 gr agirhiginda ve 14 haftalik olan 30 adet
Wistar sican1 polikarbonat kafeslerde 12 saat aydinlik, 12 saat karanlik dongii igerisinde

23+2°C de istedigi kadar su ve yem ile beslenmistir.

Hizh Ust Cene Genisletmesi

Siganlar, 60 mg/kg/im dozunda Ketasol® %10 (Richter Pharma, Avusturya)
(ImlP’sinde 100 mg ketamin hidrokloriir igerir) ve 5 mg/kg/im dozunda Rompun® %2
(Bayer, Almanya) (1ml’sinde 23,32 mg ksilazin igerir) uygulanarak anestezi altina
alinmustir (Resim 3.6a, 3.6b).

Resim 3.6a: Anestezi uygulamasi ~ Resim 3.6b: Sigan mandibulasinin ekartasyonu

Herbir sican tartilmis ve agirhg1 kayit edilmistir. Ust gene genisletmesi saglamak

amaciyla tlim sicanlarin iist kesici dislerine vestibiil-palatinal yonde delikler ince uglu
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yiizeyi elmas kapli frezler (Komet, Lemgo, Almanya) kullanilarak agilmistir (Resim
3.7) ve agilan deliklerden 0,14 in¢ kalinlhiginda telden biikiilmiis heliksli genisletme
apareyleri gegirilerek dislere akiskan kompozit ile sabitlenmislerdir (Resim 3.8).

Resim 3.8: Sicanlarin dislerine heliksli genisletme aygit1 yerlestirilmesi

Siganlarin st genelerinin genisletilmesinin besinci giliniinde siganlar, deneyin
basinda kullanilan dozda anestezik maddeyle ve ayni yontem kullanilarak anestezi
altma almmugtir. Herbir sican tartilmig ve her birinin agirligi kayit edilmistir. Sicanlarin
on kesici dislerinin arasinda agilan mesafe dijital kaliper ile ayn1 gozlemci tarafindan

enjeksiyon Oncesi ve enjeksiyon sonrasi iki kez 6l¢iilmiistiir.
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Enjeksiyon

Sicanlara deney gruplarma gére VEGF, AuNP-VEGF karisimi, AuNP-ODN-
VEGF, Serum Fizyolojik ve AuNP enjeksiyonu yapilmistir. Deney akisi igerisinde
enjeksiyon programi Sekil 3.3’te gosterilmektedir.

Heliksh genisletme Enjeksivon Sakrifikasyon
aygtinm uygulanmast /[\ T
Baslangig 5. Giin 15. Giin
Sutural Genisletme Retansivon

Sekil 3.3: Enjeksiyon programi

Sicanlarin palatinal mukozalarinin altina, enjektoriin ucu iki kesici disin
aralandig1 alveoler mukozadan girecek sekilde 0.2°ser ml enjeksiyon kademeli olarak
yapilmistir ve enjektor palatinal mukozadan ¢ikartilmadan once bes dakika beklenmistir
(Resim 3.9). Enjektor palatinal mukozadan ¢ikartildigi zaman enjektoriin giris yerinden

uygulanan soliisyonun geriye ¢ikmadigi kontrol edilmistir.

Resim 3.9: Palatal mukozal enjeksiyon

Sicanlara uygulanan enjeksiyonun onuncu giiniinde sicanlar tartilmig ve
agrrhiklart kaydedilmistir. Kesici digleri aras1 mesafe dijital kaliper yardimi ile ayni

arastirmaci tarafindan 6l¢iilmiis ve kaydedilmistir.
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Deneyin baslangicindan 15 giin (5 giin iist ¢ene genigletmesi + 10 giin
enjeksiyon sonras1 donem) sonra si¢anlar, yiiksek dozda anestezi uygulanarak sakrifiye
edilmistir. Ardindan yumusak dokular diseke edilmis, hayvanlarin iist ¢eneleri, cerrahi
makas kullanilarak ¢ikartilmistir (Resim 3.10). Dokular, +4 °C’de, %10’luk nétral

formaldehit soliisyonu igeren doku kaplarina alinmstir.

Resim 3.10: Disseke edilmis sigan maksillasi

3.2.5. Histolojik Arastirma

Fiksasyon asamas1 bittikten sonra dokular Morse soliisyonunda (%10 sodyum
sitrat ve %22,5 formik asit) 4 hafta boyunca dekalsifiye edilmistir. Dekalsifikasyon
boyunca, soliisyon haftada 3 kez degistirilmistir. Dekalsifiye olan dokular alkol
serilerinden gegirilerek dehidrate edilmis, bunu takiben de parafine gOmiilmiistiir

(Resim 3.11a, 3.11b).

Resim 3.11a: Parafine gomiilmiis maksilla ~ Resim 3.11b: Kesit alinmig parafin blok
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Bloklar 1/10 sistematik rastgele drnekleme oranima gore seri olarak kesilmistir.
Kesitler dis kuronlarindan kdk ucuna dogru 10um kalinliginda sagital olarak alinmistir.
Alinan kesitler poly L lysin kapli lamlara aktarilmistir. Lamlara alman kesitler

hematoksilen eosin (H.E.) ile boyanarak kapatilmistir (Resim 3.12).

Resim 3.12: Poly L lysin kapli lamlara aktarilmis ve Hematoksilen Eosin ile boyanmis
kesitler

Boyanan kesitler, CCD dijital kamera (Optronics Microfire 1600x1200P, Goleta,
CA, A.B.D.), goriintii kart1 (ATI FireGL Advance Micro Device, Camberly, Ingiltere),
bilgisayar kontrollii motorize tabla, (Bioprecision, Howtrone, NY, A.B.D.), histolojik
mikro-kesici (Heidenhein, Traunreut, Almanya) ve 1sik mikroskobundan (Leica DM
4000B, Wetzlar, Almanya) olusan stereoloji ¢alisma istasyonunda incelenmistir.
Olgiimler yukarida belirtilen mikroskopta Stereoinvestigator 7.5 (Microbrightfield,
Williston, VT, A.B.D.) programi kullanilarak yapilmistir. Hacim 6l¢iimleri i¢in Leica C
Plan X10 objektif (NA= 0.22) kullanilmustir.

Alveol kemiginin hacminin hesaplanmasinda Stereoinvestigator goriintii analiz
programmin Cavalieri sondasindan yararlanilmigtir. “Cavalieri yontemi”, diizenli bir
geometrik sekle sahip olmayan ii¢ boyutlu nesnelerin hacimlerinin birbirine paralel
dilimlere ayrilarak hesaplanmasmna dayanir (230). Bu yontem ile O6nce hacmi
hesaplanacak yapi, dilimlere ayrilir ve her kesitin ylizey alan1 bulunup, kesit kalinlig1 ile
carpilarak ilgili dilimin hacmi hesaplanir. Nihayet dilimlerin hacimleri toplanarak

ilgilenilen yapinin toplam hacmi bulunur. Bu alan igerisindeki tim yumusak ve sert
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dokuyu ilgilendiren hacim “Total Hacim”, sadece sert dokuyu ilgilendiren hacim
“Kemik Hacmi” olarak tanimlanmistir. Noktali alan cetvelinin uzunlugu, yapilan pilot
Olclim denemesi ile saptanmistir ve d=50 pm’dir. Bu olgiiler ile maksimum 6l¢iim
kalitesine ulagilmustir. Noktali alan l¢iim cetvelinin her bir noktas: 2500 pm?. Noktal
alan 6l¢tim cetveli ilgilenilen yapiya rastgele atilmis, keser dislerden itibaren posteriora
dogru molar dislere kadar olan alanin igerisindeki noktalar sayilmigtir. Sayim sonuglari

asagida belirtilen formiildeki yerlerine konularak kemik hacmi tahmin edilmistir:

Hacim aveolar kemik =t x @ / pXXp

t: kesit kalinlig1

a/p: noktali alan 6l¢iim cetvelindeki her bir noktanin gergek alani

Olgiilen her kesitin hacimleri toplanip, drnekleme orani ile carpilarak keser

dislerden molar dislere kadar olan bdlgenin hacmi hesaplanmustir

3.3. istatistiksel Yontem

Calismada elde edilen bulgular degerlendirilirken, istatistiksel analizler igin
Statistical Package for Social Sciences (SPSS Inc., Chicago, IL, ABD) for Windows
17.0 programi kullanilmustir. Istatistik anlamlilik smir degeri p<0,05 olarak alinmustir.
Tim gruplar i¢in her bir parametrenin tanimlayic1 ortalama (average), standart hata

(standart error of mean, SEM) istatistikleri hesaplanmustir.

Gruplardaki n sayist az olmasina ragmen varyanslarin homojenligi Levene Testi
ile  belirlenmistir ~ (p=0,216, p>0,05). Bu durumda niceliksel verilerin
karsilastirilmasinda ikiden fazla grup durumunda, gruplar arasi karsilastirmalarinda Tek
yonli (One way) ANOVA testi ve gruplar arasindaki farkliliga neden olan grubun

belirlenmesinde Tukey ikili karsilagtirma testi kullanilmustir.
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4. BULGULAR

4.1. Fiziko-Kimyasal Bulgular

ODN baglanmasimdan sonra ve VEGF yliklenmesinden sonra AuNP’larin zeta
potansiyelleri Tablo 4.1 ve zetapotansiyeli degisimi Sekil 4.1’de gdsterilmistir.
Goriildigi gibi 13nm boyutunda hazirlanan AuNP’larin Zeta-Potansiyel degerleri -
32,55 mV o&lciiliirken, oligoniikleotid ile konjuge olmalari ile Zeta-Potansiyel degerleri
—-39,95 mV’a diigmiistiir. AUNP-Oligontiikleotid’in 42 ng/ml VEGF ile konjugasyonlar1
sonrasinda olusan yapinimn elektriksel yiikii 24 saat sonra -26,2 mV’a, 48 saat sonra ise
+12,1’e yiikselmistir ve bu durum VEGF’nin AuNP-Oligoniikleotid ile konjuge
oldugunu ifade etmektedir (Tablo 4.1.).

Tablo 4.1. AuNP ve konjugatlarinin Zeta-Potansiyel Degerleri

Modifikasyon Oncesi ve Zeta Potansiyel
Sonrasi1 AuNP (mV)
AuNP -32,55
AuNP-ODN -39,95
AUNP-ODN+VEGF (24 h) -26.2
AuNP-ODN+VEGF (48 h) 12,1

Zeta Potential (mV)

Sekil 4.1: AuNP’lerin ODN ile islevsellestirilmeleri ve VEGF ile yiiklenmeleriyle Zeta

potansiyel degisimi
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Sekil 4.2. ve 4.3’te AuNP’ler, AuNP’lere ODN baglandiktan sonra ve VEGF
yiikklemesi yapildiktan sonraki UV/Vis spektrumlar1 ve DLS spektrumlar1 verilmistir.
UV/Vis spektrumlarindan AuNP’lere ODN baglanmasindan sonra dnemli bir biiyiime
gozlenmezken, VEGF yiiklenmesinden sonra 24 nm boyutuna erisilmektedir. Bununla
beraber DLS spektrumlarindan VEGF eklenmesinden sonra AuNP’larin biyiikligiinde

net bir bilylime gozlenmektedir.

AuNP+ODN, VEGF ile baglandiktan sonra AuNP’lerin hidrodinamik ¢aplar1 24
nm’ye yiikselmistir. Caligmada elde edilen AuNP’lerin en yiiksek yliklenme kapasiteleri
1. ve 2. glinlerde gézlemlenmistir. VEGF’ nin ODN+AuNP ile en yiiksek konjugasyon
kapasitesi 1. giinden sonra de§ismedi ve nano-tasiyicilarin boyutlar1 sabit kalmistir.
AUNP-Oligoniikleotid siispansiyonuna VEGF eklendikten sonra AuNP-ODN+VEGF
konjugasyonunun 24. ve 48. saat doygunlugu Sekil 4.3.’te gOsterilmistir.

0,8 4
0.7 1 === AuNP

=== AuNP-ODN
0,6 4

AuNP-ODN+ VEGF

whance)

0,5 1
04 4

Emilim (Absc

0,3 1
0,2 1
0,1 1

0 T T T T T T T N
400 450 500 550 600 650 700 750 800

Dalga boyu (nm)

Sekil 4.2: AUNP, AuNP-ODN ve AuNP-ODN+VEGEF’nin UV/Vis spektrumlar1
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~—— AUNP-ODN-VEGF (48 s)

10

100

Boyut (d.nm)

1000

Sekil 4.3: AuNP’lerin DLS analizi (A) ve ODN-AuUNP konjugasyonuna VEGF

yiiklemesinin 1. ve 2. giiniiniin stabilitesi (B)

4.2. Biyolojik Bulgular

Ortodontik kuvvet uygulanan ve enjeksiyon yapilan sicanlarin, deney gruplarina

gore deneyin baglangicindaki ve enjeksiyonun uygulandigi giinlerdeki agirliklarinin

ortalamalar1 Tablo 4.2.’de verilmistir. Siganlarm agirliklarinda diisiis goriillmemektedir.

Tablo 4.2. Deney ve kontrol gruplarindaki siganlarin deney siiresince agirliklarinin

degisimi
Baslangi¢ Agirhg | Standart | Enjeksiyon Agirhg | Standart | P
Grup Ad1 | Ortalamasi (gram) | Sapma | Ortalamasi (gram) | Sapma
Kontrol 240,7 + 26,03 225,8 + 16,83 0,075
AUuNP 2395 + 21,66 232,7 + 23,72 {0,058
VEGF 217,2 + 8,08 211,3 +5,5 0,072
AVEGF 2315 + 29,15 208,8 + 26,83 0,116
AOVEGF 246,3 + 36,81 2427 +32,6 |0,345
P<0,05
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AuUNP, VEGF, AuNP+VEGF ve AuNP-ODN+VEGF’ lerin 22 ug/mL AuNP
konsantrasyonunda 24, 48 ve 72 saat osteoblast hiicreleri ile muamele edilmesi ile elde

edilen toksisite degerlendirmesi Sekil 4.4.’te gosterilmistir.

H24h
m48h

180 -
160 -

140 I
120
= 100
80
60

40
20

ik

% Yasayabilirl

Sekil 4.4: AuNP, VEGF, AuNP+VEGF ve AUNP-ODN+VEGF’ lerin 22 pg/mL AuNP
konsantrasyonunda 24, 48 ve 72 saat osteoblast hiicreleri ile muamele edilmesi ile elde

edilen toksisite degerlendirmesi.
Data kontrol degerlerine gore normalize edilmistir ve bu deger %100 hiicre

yasayabilirligi olarak ayarlanmistir. Resimde goriildiigii gibi 72 saat sonunda ODN-

AuNP+VEGF sitotoksisitesinde bir dl¢iide azalma gdzlenmistir.

4.3. Histomorfometrik Bulgular

Ortodontik kuvvetin uygulandig1 sigan {ist birinci biiyilik az1 ile 6n kesici disler
arasinda yer alan Uist cene kemiginin ve yumusak dokusunun ortalama hacmi ve standart

hata pay1 ANOVA analizi bulgular1 Tablo 4.3’te gosterilmistir.
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Tablo 4.3: Ust cene kemiginde farkli gruplarda gozlenen ortalama hacim ve standart

hata pay1 oranlari, ve gruplar arast anlamlilik degerlerinin gosterildigi ANOVA analiz

tablosu

Gruplar Ortalama SH P

Kontrol 11,417 1,802

AuNP 11,581 1,118
Kemik VEGF 15,654 0,724
Hacr?i AUNP-VEGF 10,656 | 1,274 | 0,105
(mm”) AuNP-

Oligoniikleotid- 12,798 1,664

VEGF

Kontrol 5,505 0,886

AuNP 4,317 0,599
Yumusak VEGF 7,649 0,832
Doku Hacmi AUNP-VEGF 4,271 0,878 | 0,026
(mm?®) AUNP-

Oligoniikleotid- 4,314 0,873

VEGF

Kontrol 67,022 2,643

AuNP 72,687 2,822
Kemik/Total VEGF 67,272 2,574
Hacmi Oram AUNP-VEGF 71,661 | 4,115 0,328
Yiizdesi (%) AUNP-

Oligoniikleotid- 74,925 3,512

VEGF

Kontrol 32,978 2,643

AuNP 27,313 2,822
DY“m“Sak VEGF 32,728 | 2,574
oku/Total
Hacim Orami | AUNP-VEGF 28,339 | 4115 | 0,328
Yiizdesi (%) AUNP-

Oligoniikleotid- 25,075 3,512

VEGF

Kontrol 16,922 2,57

AuNP 15,89 1,31
Total Hacim VEGF 23,3 1,15 0,025*
(mm?®) AuNP-VEGF 14,93 1,65

AuNP-

Oligoniikleotid- 17,11 2,2

VEGF

SH: Standart Hata, p<0,05
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Farkli gruplarda gozlenen kemik ve yumusak doku degisimlerinin Tukey

istatistiksel analizi Tablo 4.4’te gosterilmistir.

Tablo 4.4: Ikili gruplarda karsilastirilan kemik ve yumusak doku degisimlerinin Tukey

analizi ile belirlenen p degerleri tablosu

.. | Yumusak | Total
Kemik Yumusak Kemlk DOkls,I Hacim

) Doku Hacmi .

Hacmi Hacmi Oran Hacmi

Oran
Kontrol & AUNP 1,000 0,845 0,722 0,722 0,995
Kontrol & VEGF 0,217 0,378 1,000 1,000 0,136
Kontrol & AuNP+VEGF 0,995 0,847 0,861 0,861 0,946
Kontrol & AuNP+ODN+VEGF 0,951 0,843 0,428 0,428 1,000
AUNP & VEGF 0,210 0,046* 0,721 0,721 |0,046*
AUNP & AuNP+VEGF 0,989 0,996 0,999 0,999 0,996
AUNP & AuNP+ODN+VEGF 0,963 0,988 0,985 0,985 0,988
VEGF & AuNP+VEGF 0,106 0,057 0,866 0,866 |0,028*
VEGF & AuNP+ODN+VEGF 0,541 0,046* 0,412 0,412 0,125

AUNP+VEGF &

AUNP+ODN+VEGE 0,800 1,000 0,950 0,950 0,915

P<0,05

Gruplar aras1 karsilastrma 2’li gruplar halinde incelendiginde elde edilen

bulgular asagidaki gibidir:

Kontrol ve AuNP gruplar1 arasinda Olglilen kemik hacim degerleri benzerlik

gostermektedir. Gruplar arasi istatistiksel olarak anlamli fark gézlenmemistir (p>0,05)

(Sekil 4.5)
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KEMIiK HACMI KARSILASTIRMALI
TABLOSU
30,0 -
25,0
E 20,0 -
- 150
ﬁ 15,0 1
é 10.0 -
5.0 11.4
0.0
Kontrol AuNP
CGRITP

Sekil 4.5: Kontrol ve AuNP gruplari arast kemik hacminin karsilagtirmasi

Kontrol ve VEGF gruplar1 arasinda 6l¢iilen kemik hacim miktar1 incelendiginde,
VEGF grubunda 6lgiilen kemik hacim miktari kontrol grubunda gézlenen kemik hacim
miktarindan daha fazla oldugu goriilmiistiir; ancak istatistiksel olarak gruplar arasi

anlamli farka rastlanmamastir (p>0,05) (Sekil 4.6).

KEMIiK HACMI KARSILASTIRMALI
30,0 - TABLOSU
25,0 -
a0
EEO 0
=150
ﬁ 15,0 T
L=
é 10,0 -
5.0 - 114
0.0
Kontrol
RITP

Sekil 4.6: Kontrol ve VEGF gruplar1 aras1 kemik hacminin karsilastirmasi

Kontrol ve AuNP+VEGF gruplar1 arasinda Olgiilen kemik hacim miktari
incelendiginde, gruplar arasinda Olgiilen kemik hacim degerleri benzerlik
gostermektedir. Gruplar arasi istatistiksel olarak anlamli fark gézlenmemistir (p>0,05)

(Sekil 4.7)
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KEMIK HACMI KARSILASTIRMALI
30,0 TABLOSU
25,0 -
o |
F 20,0 ‘
=150 -
2 15,0 1
L=
= 10,0 -
= 50 - 11,4
0.0
Kontrol AuNP-
VEGF
GRUP

Sekil 4.7: Kontrol ve AUNP+VEGF gruplar1 aras1 kemik hacminin karsilasgtirmasi

Kontrol ve AuNP-Oligoniikleotid+VEGF gruplar1 arasinda 6l¢iilen kemik hacim
miktar1 incelendiginde gruplar1 arasinda oOlciilen kemik hacim degerleri benzerlik

gostermektedir. Ancak gruplar arasi istatistiksel olarak anlamli fark goézlenmemistir

(p>0,05) (Sekil 4.8)

KEMIK HACMI KARSILASTIRMALI
30.0 - TABLOSU
25,0
= i
EEO.O
5‘15.0 1 1
Enedl 114
o 5.0 ;
0.0
Kontrol AUNP-
Oligonitklect
d-VEGF
GRUP

Sekil 4.8: Kontrol ve AuNP-Oligoniikleotid+VEGF gruplar1 arasi kemik hacminin

karsilastirmasi

AuNP ve VEGF gruplari arasinda 6lgiilen kemik hacim miktar1 incelendiginde
VEGF grubunda 6lgiilen kemik hacim miktar1 AuNP grubunda gozlenen kemik hacim
miktarindan daha fazladir. Ancak istatistiksel olarak incelendiginde gruplar arasi

anlamli farka rastlanmamistir (p>0,05) (Sekil 4.9).
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KEMIK HACMI KARSILASTIRMALI
30,0 - TABLOSU
25,0
=
£ 200 -
- 15 -
E 15.0 |
=100 -
= 50 - 11,6
0,0
AuNP
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Sekil 4.9: AuNP ve VEGF gruplar1 aras1 kemik hacminin kargilastirmasi

AUNP ve AUNP+VEGF gruplar1 arasinda oOlclilen kemik hacim degerleri

benzerlik gostermektedir. Gruplar arasi istatistiksel olarak anlaml fark gézlenmemistir

(p>0,05) (Sekil 4.10)

KEMIK HACMI KARSILASTIRMA

30,0 TABLOSU
25,0 -
% |
£ 20,0
- 15 -
‘ﬁl 0 !
L)
2 10,0 -
50 - 11,6
oo AuNP AuNP-

VEGF

GRITP

Sekil 4.10: AuNP ve AuNP+VEGF gruplar1 aras1 kemik hacminin karsilagtirmasi

AuNP ve AuNP-Oligoniikleotid+VEGF gruplar1 arasinda ol¢iilen kemik hacim

degerleri benzerlik gostermektedir. Gruplar arasi istatistiksel olarak anlamli fark

gozlenmemistir (p>0,05) (Sekil 4.11)
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KEMIK HACMI KARSILASTIRMALI
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Sekil 4.11: AuNP ve AUNP-Oligoniikleotid+VEGF gruplar1 arasi kemik hacminin

karsilastirmasi

VEGF ve AUNP+VEGF gruplar1 arasinda oOlglilen kemik hacim miktari
incelendiginde, VEGF grubunda 6lgiilen kemik hacim miktart AuUNP+VEGF grubunda
gbzlenen kemik hacim miktarindan daha fazla oldugu goriilmiistiir; ancak istatistiksel

olarak incelendiginde gruplar arasi anlamli farka rastlanmamistir (p>0,05) (Sekil 4.12)

KEMIK HACMI KARSILASTIRMA

30.0 - TABLOSU

250
ME 20,0 -
T
2 o 15,7
" VEGF AuNP-

VEGF

GRUP

Sekil 4.12: VEGF ve AUNP+VEGF gruplar1 aras1 kemik hacminin karsilastirmasi

VEGF ve AuNP-Oligoniikleotid+VEGF gruplar1 arasinda dlgiilen kemik hacim
miktar1 incelendiginde, VEGF grubunda olgiilen kemik hacim miktar1 AuNP-
Oligoniikleotid-VEGF grubunda gozlenen kemik hacim miktarindan daha fazla oldugu
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goriilmiistiir; ancak istatistiksel olarak gruplar arasi anlamli farka rastlanmamigtir

(p>0,05) (Sekil 4.13).

KEMIK HACMI KARSILASTIRMALI
30,0 TABLOSU
]
£ 20,0 |
E\-, .
(aé 10.0 15.7
=
0.0
: e AulP-
VEGF Oligonitkleoti
d-VEGF
GRUP

Sekil 4.13: VEGF ve AuNP-Oligoniikleotid+VEGF gruplar1 arasi kemik hacminin

Karsilastirmasi

AUNP+VEGF ve AuNP+Oligoniikleotid+VEGF gruplar1 arasinda 6lgiilen kemik
hacim miktar1 incelendiginde, AuNP+VEGF grubunda 6l¢iilen kemik hacim miktari
AuNP+Oligoniikleotid+VEGF grubunda gozlenen kemik hacim miktarmmdan daha az

oldugu goriilmiistiir; ancak istatistiksel olarak gruplar arast anlamli farka

rastlanmamustir (p>0,05) (Sekil 4.14).

KEMIK HACMI KARSILASTIRMALI
30,0 TABLOSU
& 25,0 A
=
g 20,0
=15 -
E 15,0 !
= 10,0 -
T 50 - 10,7
0.0 AuNP- AUNP-
VEGF Oligontilleoti
d-VEGF
GRUP

Sekil 4.14: AuNP+VEGF ve AuUNP-Oligoniikleotid+VEGF gruplar1 arast kemik

hacminin karsilastirmasi
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Kontrol ve AuNP gruplar1 arasinda oOlgiilen total hacim degerleri benzerlik
gostermektedir. Gruplar arasi istatistiksel olarak anlamli fark gbzlenmemistir (p>0,05)

(Sekil 4.15)

TOTAL HACMIN KARSILASTIRMALI

TABLOSU

30,0 -
t‘El:’a.O 1
£20,0 - T
= 15,0 -
=Tl
U 10,0 -
- 16,9
= 5.0

0.0 Kontrol AuNP

GRUP

Sekil 4.15: Kontrol ve AuNP gruplari arasi total hacmin karsilastirmasi

Kontrol ve VEGF gruplar1 arasinda 6lgiilen total hacim miktar1 incelendiginde
VEGF grubunda 6lgiilen total hacim miktar1 kontrol grubunda gozlenen total hacim
miktarindan daha fazladir. Ancak istatistiksel olarak incelendiginde gruplar arasi

anlamli farka rastlanmamustir (p>0,05) (Sekil 4.16).

TOTAL HACIMIN KARSILASTIRMALI
TABLOSU
30,0 +
25,0
20,0
g [
- 15 -
ﬁ 15,0
%100
= 16,9
5.0 A
0.0
Kontrol VEGF
GRUP

Sekil 4.16: Kontrol veVEGF gruplar arasi total hacmin karsilastirmasi
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Kontrol ve AuUNP+VEGF gruplar1 arasinda olgiilen total hacim degerleri

benzerlik gdstermektedir. Gruplar arasi istatistiksel olarak anlamli fark gdzlenmemistir

(p>0,05) (Sekil 4.17)

TOTAL HACMIN KARSILASTIRMALI
TABLOSU
30,0
~ 25,0 - [
=
z 20,0 - T
= 15,0 -
E 10,0 -
- 16,9
= 5.0
0.0
Kontrol AuNP-
VEGF
GRUP

Sekil 4.17: Kontrol ve AUNP+VEGF gruplari arasi total hacmin karsilastirmasi

Kontrol ve AuNP+Oligoniikleotid+VEGF gruplar:1 arasinda 6lgiilen total hacim
degerleri benzerlik gostermektedir. Gruplar arasi istatistiksel olarak anlamli fark

gbzlenmemistir (p>0,05) (Sekil 4.18).

TOTAL HACMIN KARSILASTIRMALI

30.0 - TABLOSU
& 25.0
£, : |
g 20,0 T
E 15,0 -
# 10,0 - 16,9
mos0 -
0.0
Kontrol AUNP-
Oligonitklect
d-VEGF

GRUP

Sekil 4.18: Kontrol ve AuNP+Oligoniikleotid+VEGF gruplar1 arasi total hacmin

karsilagtirmasi
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AuNP ve VEGF gruplar arasinda 6lgiilen total hacim miktar1 incelendiginde
VEGF grubunda Glgiilen total hacim miktar1 AuNP grubunda gdzlenen total hacim
miktarindan daha fazladir. Istatistiksel olarak incelendiginde gruplar aras1 anlamli farka

rastlanmistir (p=0,046) (p<0,05) (Sekil 4.19)

TOTAL HACMIN KARSILASTIRMALI
TABLOSU

30,0 - |
gzs.o :
200 -
L]
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AuNP
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Sekil 4.19: AuNP ve VEGF gruplari arasi total hacmin karsilastirmasi

AUNP ve AUNP+VEGF gruplar1 arasinda 6lgiilen total hacim degerleri benzerlik
gostermektedir. Gruplar arasi istatistiksel olarak anlamli fark gézlenmemistir (p>0,05)

(Sekil 4.20).

TOTAL HACMIN KARSILASTIRMALI
30,0 - TABLOSU

250 -
Ezo.o |

=150 -

$10.0 - 15.9
5,0 -

0,0

AuNP

VEGF

CRITP

Sekil 4.20: AuNP ve AUNP+VEGF gruplar1 arasi total hacmin karsilagtirmasi
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AUNP ve AuNP+Oligoniikleotid+VEGF gruplari arasinda 6lgiilen total hacim

degerleri benzerlik gostermektedir. Gruplar arasi istatistiksel olarak anlamli fark

gozlenmemistir (p>0,05) (Sekil 4.21).

TOTALHACMIN KARSILASTIRMALI
30.0 - TABLOSU

e 25,0
=
g 20,0 I
=150 - T
8100
2
= 5.0 A 15,9

0.0 AP

AuNP Oligonuklecti
d-VEGF
GRUP

Sekil 4.21: AuNP ve AuNP-Oligoniikleotid+VEGF gruplar1 arasi total hacmin

karsilagtirmasi

VEGF ve AuUNP+VEGF gruplar1 arasinda Olgiillen total hacim miktari
incelendiginde VEGF grubunda 6lgiilen total hacim miktar1 AuNP+VEGF grubunda

gbzlenen total hacim miktarindan daha fazladir. Istatistiksel olarak incelendiginde

gruplar aras1 anlamli farka rastlanmistir (p=0,028) (p<0,05) (Sekil 4.22)

TOTALHACMIN KARSILASTIRMALI
TABLOSU
*
30,0 |
gg 25,0 T
£ 20,0 1
= 15,0
= 15,
T 100 - 23,3
-
T 5.0 -
0,0
VEGF AuNP-
VEGF
GRUP

Sekil 4.22: VEGF ve AUNP+VEGF gruplari arasi total hacmin karsilastirmasi
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VEGF ve AuNP-Oligoniikleotid+VEGF gruplar1 arasinda Olgiilen total hacim
miktar1  incelendiginde = VEGF  grubunda  olgiilen total hacim  miktari
AuNP+Oligoniikleotid+VEGF grubunda go6zlenen total hacim miktarindan daha
fazladir; ancak istatistiksel olarak incelendiginde gruplar arast anlamli farka

rastlanmamistir (p>0,05) (Sekil 4.23.).

TOTAL HACMIN KARSILASTIRMALI
TABLOSU
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N
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1
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Oligonitkleotid-
VEGF

GRUP

Sekil 4.23:VEGF ve AuUNP+Oligoniikleotid+VEGF gruplar1 arasi total hacmin

karsilastirmasi

AUNP+VEGF ve AuNP-Oligoniikleotid+VEGF gruplar1 arasinda olgiilen total
hacim miktar1 incelendiginde AuNP-Oligoniikleotid+VEGF grubunda 0&lgiilen total
hacim miktar1t AuNP+VEGF grubunda gézlenen total hacim miktarindan daha fazladir;
ancak istatistiksel olarak incelendiginde gruplar arasi anlamli farka rastlanmamistir

(p>0,05) (Sekil 4.24.)
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Sekil 4.24: AuNP+VEGF ve AuNP+Oligoniikleotid+VEGF gruplar1 arasi total hacmin

karsilastirmasi

Kontrol ve AuNP gruplar1 arasinda 6lgiilen kemik/total hacim oranlar1 benzerlik

gostermektedir. Gruplar arasi istatistiksel olarak anlamh fark gozlenmemistir (p>0,05)

(Sekil 4.25.).
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Sekil 4.25: Kontrol ve AuNP gruplar1 aras1 kemik/total kemik hacminin karsilastirmasi
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Kontrol ve VEGF gruplari arasinda 6lgiilen kemik/total hacim oranlar1 benzerlik
gostermektedir. Gruplar arasi istatistiksel olarak anlamli fark gozlenmemistir (p>0,05)

(Sekil 4.26.).
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Sekil 4.26: Kontrol ve VEGF gruplari aras1 kemik/total kemik hacminin kargilastirmasi

Kontrol ve AUNP+VEGF gruplar1 arasinda 6lglilen kemik/total hacim oranlari
benzerlik gostermektedir. Gruplar arasi istatistiksel olarak anlamli fark gézlenmemistir

(p>0,05) (Sekil 4.27).
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Sekil 4.27: Kontrol ve AuNP+VEGF gruplar1 arasi kemik/total kemik hacminin

karsilagtirmasi
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Kontrol ve AuNP+Oligoniikleotid+VEGF gruplar1 arasinda 6lgiilen kemik/total
hacim orani incelendiginde kontrol grubunda &lgiilen kemik/total hacim orani AuNP-
Oligoniikleotid+VEGF grubunda gozlenen kemik/total hacim oranindan daha azdur.

Ancak istatistiksel olarak incelendiginde gruplar arasi anlamli farka rastlanmamistir
(p>0,05) (Sekil 4.28.).
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Sekil 4.28: Kontrol ve AuNP-Oligoniikleotid+VEGF gruplar1 aras1 kemik/total kemik

hacminin karsilastirmasi

AuNP ve VEGF gruplar1 arasinda oOlgiilen kemik/total kemik hacim orani
incelendiginde AuNP grubunda Olgiilen kemik/total hacim oram1 VEGF grubunda
gozlenen kemik/total hacim oranindan daha fazladir; ancak istatistiksel olarak

incelendiginde gruplar aras1 anlamli farka rastlanmamustir (p>0,05) (Sekil 4.29.).

89



KEMIK/TOTAL HACIM ORANI
KARSILASTIRMA TABLOSU

T

1 72,7

AuNP
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Sekil 4.29: AuNP ve VEGF gruplari aras1 kemik/total kemik hacminin karsilagtirmasi

AUNP ve AUNP+VEGF gruplar1 arasinda ol¢giilen kemik/total hacim oranlari

benzerlik gostermektedir. Gruplar arasi istatistiksel olarak anlamli fark gozlenmemistir

(p>0,05) (Sekil 4.30.).
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Sekil 4.30: AuNP ve

karsilagtirmasi

AuNP+VEGF gruplar1 arast kemik/total kemik hacminin

AUNP ve AuNP+Oligoniikleotid+VEGF gruplar1 arasinda dlgiilen kemik/total

hacim oranlar1 benzerlik gostermektedir. Gruplar arasi istatistiksel olarak anlamli fark

gozlenmemistir (p>0,05) (Sekil 4.31.).

90



80,0
70,0
60,0
50,0
40,0
30,0
20,0
10.0

KEMIK HACMI YUZDESI (%)
=
<

KEMIK/TOTAL HACIM ORANI

KARSILASTIRMATABLOSU
; | ]
| T
7 72,7
AuNP | AuNP-
Oligoniikleotid-
VEGF

GRUP

Sekil 4.31: AuNP ve AuNP-Oligoniikleotid+VEGF gruplar1 arasi1 kemik/total kemik

hacminin karsilastirmasi

VEGF ve AuNP+
benzerlik gostermektedir.

(p>0,05) (Sekil 4.32.).

VEGF gruplar1 arasinda 6lgililen kemik/total hacim oranlari

Gruplar arasi istatistiksel olarak anlamh fark gézlenmemistir

KEMIK HACMI YUZDESI (%)

KEMIK/TOTAL HACIM ORANI
KARSILASTIRMA TABLOSU

VEGF AuNP-
VEGF
GRUP

Sekil 4.32: VEGF ve

karsilagtirmasi

AuNP+VEGF gruplar1 arasi kemik/total kemik hacminin

VEGF ve AuNP+Oligoniikleotid+VEGF gruplar1 arasinda olgiilen kemik/total

hacim orani incelendiginde VEGF grubunda olciilen kemik hacim miktar1 AuNP-
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Oligoniikleotid+VEGF grubunda gézlenen kemik/total hacim oranindan daha fazladir.
Ancak istatistiksel olarak incelendiginde gruplar arasi anlamli farka rastlanmamistir

(p>0,05) (Sekil 4.33.)
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Sekil 4.33: VEGF ve AuNP+Oligoniikleotid+VEGF gruplar1 arasi kemik/total kemik

hacminin karsilastirmasi

AUNP+VEGF ve AuNP+Oligoniikleotid+VEGF gruplar1 arasinda o6lgiilen
kemik/total hacim oranlar1 benzerlik gostermektedir. Buna karsilik gruplar arasi

istatistiksel olarak anlamli fark gozlenmemistir (p>0,05) (Sekil 4.34).
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Sekil 4.34: AuNP+VEGF ve AuNP+Oligoniikleotid+VEGF gruplar: aras1 kemik/total

kemik hacminin karsilagtirmasi
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AuNP ve VEGF gruplart arasinda Olciilen yumusak doku hacmi miktarlart
incelendiginde VEGF grubunda 6lciilen yumusak doku hacmi miktar1t AuNP grubunda
gozlenen yumusak doku hacmi miktarmdan daha fazladir. Istatistiksel olarak

incelendiginde gruplar aras1 anlamli farka rastlanmistir (p=0,046) (p<0,05) (Sekil 4.35.)
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Sekil 4.35: AuNP ve VEGF gruplari1 aras1 yumusak doku hacminin karsilastirmasi

VEGF ve AuNP+Oligoniikleotid-VEGF gruplar1 arasinda 6l¢iilen yumusak doku
hacmi miktarlar1 incelendiginde VEGF grubunda 6lciilen yumusak doku hacmi miktari
AUNP-Oligoniikleotid-VEGF grubunda gozlenen yumusak doku hacmi miktarmdan
daha fazladir. Istatistiksel olarak incelendiginde gruplar aras1 anlamli farka rastlanmistir

(p=0,046) (p<0,05) (Sekil 4.36.)
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Sekil 4.36: VEGF ve AuNP+Oligoniikleotid-VEGF gruplar1 aras1 yumusak doku hacmi

karsilastirmasi
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4.4. Histopatolojik Bulgular

Resim 4.1: Kesici dis bolgesinde, alveolar kemigin, kontrol grubu ile altin nanopartikiil
(AUNP), VEGF, altin nanopartikiil baglanmis VEGF (AVEGF) grubu, oligo + altin
nanopartikiil tarafindan tasman VEGF (AOVEGF) gruplarna gore histolojik
karsilastirilmasi. Histolojik goriintiide kemiklesme bolgeleri (yildiz) ve damarlanma
bolgeleri (ok) ile gosterilmistir. Boyama hematoksilen eozin ile yapilmistir. Bar: 400

pum, resimler x5°1ik biiyiitmededir.
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Resim 4.2: Molar dis bolgesinde, alveolar kemigin, kontrol grubu ile altin nanopartikiil
(AUNP), VEGF, altin nanopartikiil baglanmis VEGF (AVEGF) grubu, oligo + altin
nanopartikiil tarafindan tasman VEGF (AOVEGF) gruplarna gore histolojik
karsilastirilmasi. Histolojik goriintlide damarlanma bolgeleri (ok) ile gosterilmistir.

Boyama hematoksilen eozin ile yapilmistir. Bar: 400 um, resimler x5°lik biiyiitmededir.
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Resim 4.3: Palatal bolgede, alveolar kemigin, kontrol grubu ile altin nanopartikiil
(AUNP), VEGF, altin nanopartikiil baglanmis VEGF (AVEGF) grubu, oligo + altin
nanopartikiil tarafindan tagimman VEGF (AOVEGF) gruplarina gore histolojik
karsilastirilmasi.  Histolojik goriintiide damarlanma bolgeleri (ok) ile gosterilmistir.

Boyama hematoksilen eozin ile yapilmistir. Bar: 400 um, resimler x5’lik bilylitmededir.
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4.4.1. Histopatolojik Degerlendirme

Kesitler mikroskobik olarak, kesici dis bolgesi, molar disler bolgesi ve palatal
bolge olarak 3 bolgeye ayrilarak incelenmistir. Preparatlarin  histopatolojik

degerlendirilmesi yapilirken yeni kemik olusumu ve yeni damar olusumuna bakilmistir.

Kesici dis bolgesi histopatolojik olarak degerlendirildiginde, alveolar kemikteki
yeni matriks olusumu ve kemiklesme, altin nanopartikiil baglanmigs VEGF grubu ile
oligo + altin nanopartikiil tarafindan tasmnan VEGF grubunda arttig1 gézlemlenmistir.
Tek basma altin nanopartikiiliin kemiklesme iizerine etkisi ise kontrol grubuna yakin

oldugu tespit edilmistir.

Molar dis alveolar kemik bolgesi mikroskobik olarak incelendiginde, yeni damar
olusumunda artig, altin nanopartikiil baglanmis VEGF grubu ile oligo + altin
nanopartikiil tarafindan tasinan VEGF grubunda gozlemlenmistir. Tek basina altin
nanopartikiiliin damarlanma {izerine etkisi  ise kontrol grubuna yakm oldugu

saptanmigtir.
Palatal bolgesi histopatolojik olarak degerlendirildiginde, bu bodlgedeki

damarlanma, VEGF grubunda en fazla artmisken, sadece altin nanopartikiil ve tek

basina oligo uygulanan gruplardak ise kontrol grubuna yakin olarak gézlemlenmistir.
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5. TARTISMA

Polianyonik oligoniikleotidler ile kimyasal olarak kaplanmis altin nano
parcaciklara Vaskiiler Epitelyal Biiyiime Faktori'niin (VEGF) elektrostatik olarak
baglanmasinin hiicresel diizeyde meydana getirdigi etki tam olarak bilinmemektedir.
Literatlirde bu amagla yapilmig calismaya rastlanmamaktadir. Bu amagla; ¢alismada
polianyonik oligoniikleotidler ile kimyasal olarak kaplanmig olan altin nano
parcaciklara Vaskiiler Epitelyal Biiyiime Faktoriiniin (VEGF) elektrostatik olarak
baglanmasi ile elde edilen kimyasal yapmin, {ist ¢enesi genisletilmis Wistar cinsi
sicanlarin palatinal mukozasinin altina enjeksiyonunun maksiller sutural bolgede

kemiklesmeyi hizlandirici etkisinin olup olmadig1 incelenmesi hedeflenmistir.

Leonardi ve ark. (57), genisletme sonrasi aparey agizdan ¢ikarilmadan ii¢ aylik
retansiyon donemi tavsiye etmektedir. Ug aylik pekistirme sonras1 sokiilen apareyi
takiben kalin ve genis ark teli ile retansiyona devam edilir. Sutural genisleme
bolgesinde yeni kemik olusumu beklenmeden sadece dislerden destek alan retansiyon
apareyleri uygulanirsa sutural bdlgenin geri kapanmasmin engellenemeyecegini
bildirmislerdir. Bu etkiler gozoniinde bulunduruldugunda bu calismada, siganlara
uygulanan hizli list ¢gene genisletmesi sonrasi yapilan AuNP-Oligoniikleotid+VEGF ya
da AuUNP+VEGF enjeksiyonunun sigan sutural bolgesinde kemik gelisimi hizini
arttiracagi1 ve bu sekilde iskeletsel retansiyon ihtiyaci siiresinin azaltilabilecegi

hedeflenmistir.

Calismada damarlanmanin ve dolayli olarak kemik gelisiminin arttirilmasi amaci
ile VEGF kullanilmistir. VEGF’nin, kirik yarasi iyilesme bolgesine uygulanmas: ile
ilgili bolgede damarlarin artacagi ve damarlar vasitasiyla tasman besin maddelerinin,
oksijenin ve biyolojik faktorlerin yara bolgesinin iyilesme hizin1 arttiracagi
diistiniilmistiir. Bianco ve Robey (8), iskelet dokusunun bilesenlerinin progenitorleri
olan kemik iligi kok hiicrelerinin damarlar vasitasiyla tasindigini; dolayisiyla

osteogenezin olusabilmesi i¢in vaskiilarizasyona ihtiya¢ oldugunu ve damarlanmanin az
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olmas1 sonucu oksijen, besin ve biliylime faktorlerinin ilgili alana gerektigi kadar

ulastirilamamasina ve kemik olusumunda yetersizlige neden oldugunu bildirmislerdir.

Glinlimiize kadar yapilmis bir ¢ok ¢alismada AuNP’ler tasiyict olarak
kullanilmistir (188). Yang ve ark. (207), yaptiklar1 ¢alismada, boyutu kiigiik olan
AuNP’lerin, hiicre membranindaki porlar ve kanallar araciligiyla hiicre igine, biiyiik
AuNP’lere gore daha kolay girdiklerini; ancak ylizey modifikasyonu yapilmamis
AuNP’lerin endositoz yoluyla hiicrelere alindigini bildirmislerdir. Chithrani ve Chan
(208), AuNP’lerin boyutlarinin hiicre igerisine almmalarina etkisini, 14-100 nm
boyutundaki AuNP’ler kullanarak incelemislerdir ve sonug¢ olarak hiicre igerisine
endositoz yolu ile en hizli 50 nm boyutundaki AuNP’lerin girdigini bulmuslardir.
Calismamizda VEGEF’leri hiicre igine tasima amaciyla biyo-uyumlulugu bilinen 13 nm
boyutunda AUNP kullanilmistir. Zhang ve ark. (222), yaptiklar1 ¢alismada AuNP’lerin
hiicre i¢ine alinmasi ve hiicre i¢indeki etkilerini arastirmislardir. Caligmalarinin
sonucunda 13,5 nm boyutundaki AuNP’lerin biyo-uyumluluklarinin iyi oldugunu

bildirmislerdir.

AuNP’lere bagli VEGF’nin etkinligini arttirabilmek icin kiiresel AuNP’ler
hazirlanmistir. Sezgin ve ark. (232), AuNP’lerin sekillerinin hiicre igine alinmalarinda
etkili oldugunu; 6rnegin cubuk seklindeki AuNP’lerin kiiresel AuNP’lara gore hiicre
icine daha zor alindigi bildirmislerdir. Tez calismamizin laboratuvar asamasinda,
Turkevich ve ark.’nin (198) yontemi kullanilarak 13nm boyutunda uniform kiiresel
AuNP’lar elde edilmistir. Frens (197), Turkevich ve ark. (198), Ying ve ark. (199), altin
iyonlarinin indirgenmesinin gerceklestirildigi ¢esitli AuNP sentez yontemleri oldugunu
ve kullanilan indirgeme ajanmna gore sentezlenen AuNP’larin sekilleri, boyutlar1 ve
yizey Ozelliklerinin degismekte oldugunu bildirmiglerdir. Bizim kullandigimiz
yontemde, sodyum sitratin sudaki ¢dzeltisi kullanilarak 10-150 nm boyut araliginda

uniform altin nano pargaciklar elde edilebildigini gostermislerdir.

VEGF’nin 13 nm boyutundaki AuNP’lerin iizerine oligoniikleotidler aracilig1 ile
yiklenmesi ile olusan yapinin hiicre igerisine alinmasi hiicre yiizeyindeki VEGF

reseptorleri ile gerceklesmektedir. 13 nm boyutundaki AuNP iizerine 35 adet VEGF
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molekiilii yiikklenmesi ile VEGF’nin hiicre igerisine daha kolay girebilecegi ve ayni
zamanda, istenilen VEGF etkisinin diisiik dozlarla da saglanabilecegi diistiniilmstiir.
Wernike ve ark (152), VEGF ve benzeri anjiyogenik biiylime faktorlerinin dokuya
uygulanan biyomateryallerin kanlanmasini arttirdiklarini; ancak VEGF’nin lokal
uygulamasinda yiliksek konsantrasyonlarin kullanilmasinin malforme ve islevsiz

damarlanmanin gelismesine neden olacagini rapor etmislerdir.

Yaptigimiz tez ¢alismasinda kullanilan AuNP’lerin yiizeyleri oligoniikleotid ile
modifiye edilmis ve bu yapiya da VEGF yiiklenmistir. Bunun sonucunda AuNP’lerin
elektriksel yiiklerinde pozitif yonde artis oldugu Zeta-sizer cihazi ile yapilan 6lgtimlerde
goriilmiistiir. Alkilany ve ark. (233), pozitif yiiklii AuNP’lerin hiicre igerisine negatif
yiiklii AuNP’lere gore daha kolay girebildiklerini bildirmislerdir.

Calismamizda AuNP konsantrasyonunun, optimum konjugasyon
konsantrasyonu olan 42 ng/ml olabilmesi i¢in 0,4 mg/ml AuHCI; kullanilmustir.
Ortamda bulunan nano partikiil konsantrasyonunun, nano partikiillerin hiicre igine
alinmasinda pozitif yonde iligkili olmas1 agisindan 6nem tasimaktadir (209). Farkli nm
boyutlarda AuNP ile calismis olan diger arastirmacilar farkli molekiiller i¢cin farkli
optimal konjugasyonlar1 degerleri bildirmislerdir. Sundaram ve ark (234), kontrollii ilag
salmimi yapmasi amaci ile 15 nm boyutundaki AuNP’leri tek sarmalli DNA (ssDNA)
ile islevsellestirmislerdir. Her bir AuNP’ye 101+8 adet ssDNA, optimal konjugasyon
degerlerinde (0,4 M NaCl ve 4 uM DNA) baglanmistir.

AuNP’lere VEGF yiikleyebilmek amaciyla diger bir grubumuzda da
oligoniikleotid ile modifiye edilmis AuNP’lar kullanilmistir. Rosi ve ark. (220),
yaptiklar1 caligmada oligoniikleotid kaplt AuNP’lerin okaryonik hiicre plazma
membranindaki porlardan hiicre i¢ine girebildigini gostermislerdir. Oligoniikleotid ile
modifiye edilmis AuNP’lerin modifiye edilmemis AuNP’lara goére niikleik asitlere
afinitelerinin daha fazla oldugunu, hiicre igerisinde niikleaz aktivitesinden daha az
etkilendiklerini bildirmislerdir. Oligoniikleotid ile modifiye edilmis AuNP’lerin
konvansiyonel transfektan ajanlarla modifiye olmus AuNP’lara gore daha yiiksek

oranda (%99) hiicre igerisine girdiklerini belirtmiglerdir. AuNP-+Oligoniikleotid
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molekiiliiniin hiicre igerisine girmesine, ortamdaki proteinlerin katki sagladigi

diistiniilmektedir (211).

Yapilan hayvan deneyi ¢alismasinda en kiigiik hayvan modellerinden biri olan
sicanlarin maksiller sutural bolgesindeki kemik yapimi incelenmistir. Stres altindaki
stitur ve kemik degisikliklerinin histolojisi en iyi tavsan ve sican c¢aligmalarinda
goriilmektedir (71). Benzer sekilde, baska arastirmacilar da (2, 235, 236, 237) sutural

bolgedeki kemik rejenerasyon hizini inceledikleri ¢alismalarinda sican kullanmiglardir.

Sutural alandaki kemiklesme hizinin siganlarin yaslarma ve metabolizma
hizlarina bagh farklilik gostermemesi icin biitiin sicanlar 14 haftalik ve benzer
agirliklarda secilmistir. Kanekawa M ve Shimizu N (237), maksiller pargalarin
birbirinden ayrilmasiyla yeni kemik olusumunun basladigini; ancak yasla birlikte
azaldigini bildirmislerdir. 14 haftalik siganlarin yasi insan yasina uyarlandigi zaman 8
yasindaki bliylime-gelisim donemindeki insana denk gelmektedir. Sicanlar sakrifiye
edildikleri zaman 16 haftalik olmaktadirlar; bu da yaklasik 9,5 yasindaki insana denk
gelmektedir. Sicanlarin biiyiime gelisim doneminde olmalari, sutural bolgelerinde aktif
kemik yapim ve yikiminmn oldugunu gostermektedir. Sicanlarda genisletmenin
baslamas1 ile sakrifikasyon arasinda geg¢en silirenin insan yasina kiyaslanmasinda
yaklasik 1,5 insan yasi bekleme siiresi oldugu goriilmektedir. Kvam (97), ve Rygh
(98)’in, yaptiklar1 ¢alismalarda siganlarda kok gelisimi sirasindaki doku gelisimi ve
ortodontik uygulamalar sirasindaki doku yanit1 daha hizli ger¢ceklesmekle birlikte, temel
mekanizmalar1 insaninkine benzerlik gostermektedir. Yapilan deneysel ¢alismalarda 1
sican yasam giliniiniin 30 insan giiniine denk geldigi belirtilmistir (92). Bu nedenlerle,
genel olarak sicanlarin, ortodontik iist ¢ene genisletmesi sonrasi sutural bdlgedeki

kemiklesme takibi ¢alisilmasi i¢in iyi bir model oldugu diisiiniilmektedir.

Hormonal degisiklikleri en diisiik seviyede tutabilmek i¢in erkek sicanlar tercih
edilmistir. Yapilan benzer ¢aligmalarda da erkek siganlar tercih edilmistir (2, 235, 236,
237). Genetik farklhiliklardan kaynaklanabilecek etkileri en aza indirebilmek igin
calismada kullanilan siganlarm hepsi ayni cinsten se¢ilmistir. Fernandes ve ark. (127),

rezorpsiyon ve formasyon arasindaki dengenin birbiriyle de iliskili olan, genetik,
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mekanik, vaskiiler, hormonal, lokal ve beslenmeyle ilgili faktorlere bagh oldugunu

bildirmislerdir.

Caliymada mekanik etki olusturmak amaciyla aktif tek heliksli paslanmaz ¢elik
tel, vaskiiler gelisimi arttirabilmek amaciyla VEGF kullanilmistir. Siganlarin median
palatal suturlarinda genisleme gozlemlememize yetecek kadar kuvvet uygulayan 0,014
ing ¢apinda, tek heliksli paslanmaz ¢elik teller siganlarin iist keser dislerine agilan
deliklerden gegirilerek sabitlenmislerdir. Benzer sekilde, Jiang ve ark. (236), si¢canlarda
yaptiklar1 c¢alismada premaksiller sutur ekspansiyonunu yaklasik 100 g kuvvet
uygulayan 0,016 in¢ c¢apmda paslanmaz celik telden heliksi yaylar kullanarak
yapmislardir ve kemik rejenerasyon hizini arttirmak amact ile de palatinal mukoza
alta GSK-3g enjeksiyonu yapmuslardir. Takahashi ve ark. (235) da RME’nin si¢anlarin
sutural bdlgesinde olusturdugu etkileri inceledikleri calismada 60 g kuvvet uygulayan
yaylar1 siganlarim st keser dislerine uygulamislardir. Sawada ve Shimizu (2), da RME
uygulanmis si¢anlarin sutural bolgesinde TGF-g’nin yeni kemik olusumuna etkisini
farkli dozlarda TGF-; kullanarak incelemislerdir. Chang ve ark. (238), 204-209 g
agirhgmda 6-8 haftalik erkek siganlarin dislerinin arasina uyguladigi agiz i¢i ortodontik
elastiklerle palatal ekspansiyon gergeklestirmistir ve sutural bolgeye insan rekombinant
Endotelyal Hiicre Biiyiime Faktorii (Fibroblast Biiyiime Faktorii-1, rhECGF) enjekte

ederek anjiyogenik yanit1 degerlendirmislerdir.

Yapilan tez calismasinda elde edilen sutural genislemeyi kaybetmemek igin
sicanlarm diglerine takilan heliksli genisletme teli caligmanin sonuna kadar
cikartilmamustir. Ortodontik tedavi sonrasi niiksiin daha az goriilebilmesi i¢in retansiyon
aygitlarindan faydalanilmaktadir. Hicks’e gore retansiyon yapilmazsa, relaps %45
oraninda, sabit retansiyonla %10-23 arasi ve hareketli apareylerle %22-25 arasinda
olmaktadir (69). Midpalatal suturdaki sert dokularin yeniden organizasyonunun aktif
genisletmenin hemen sonrasinda basladig1 bildirilmektedir (17, 65, 71, 140, 141). Her
ne kadar sutural bag dokusu elemanlar1 suturun rejenarasyonunu saglayacak sekilde
proliferasyona ugrasalar da, genisletilmis yapilar1 tekrar daraltic1 rezidiiel kuvvetler tam
olarak dagilmadan stabil bir maksiller kompleks elde edilememektedir. Caligmada

sutural genislemenin gergceklesmesi icin 5 giin beklenmistir; ardindan AuNP, VEGF,
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AUNP+VEGF, AuNP-ODN+VEGF ve Serum enjeksiyonlar1 yapilmistir. Enjeksiyon
sonrast kemiklesmenin gerceklesmesi i¢cin 10 giin beklenmistir. Caligmada sutural
alanda kirik olusturulmasindan sonra toplamda 15 giin beklenmistir, ki bu donem
sicanlarda kirik bolgesinde kemiklesmenin en hizli gergeklestigi donemdir. Li ve ark.
(239), yaptiklar1 ¢alismada 5 haftalilk donemde siganlarda kirik iyilesmesinin
tamamlandig1 gézlemlenmislerdir. En hizli kemik yapimmin ise ilk 3 haftada oldugunu

gostermiglerdir.

Calismada elde edilen AuNP, AuNP-ODN, AuNP+ODN+VEGF kimyasal
yapilarinin, VEGF 165’in ve Serumun iist ¢enesi genisletilmis Wistar cinsi si¢anlarin
sutural bolgesinde neden oldugu hiicresel degisiklikler 3 boyutlu hiicresel sayimlarin ve
Olgtimlerin yapilabildigi modele dayali stereoloji yontemi kullanilarak histomorfometrik
olarak incelenmistir. ilerleyen teknoloji ile birlikte gelistirilen yeni kusak bilgisayar
programlar1 ve mikroskoplar sayesinde yayginlasan stereoloji yontemi, yapilmakta olan
nitel agirlikli ¢alismalara objektif nicel parametreler getirmistir. Caliymada stereoloji
yontemi, temel aldigi tarafsizlik, objektiflik ve dogruluk ilkeleriyle birlikte kantitatif ve
tekrarlanabilir olmas1 nedeni ile tercih edilmistir. Ortodonti alaninda kemik yapim-
yikimini inceleyen ¢alismalarda semi-kantitatif histolojik analiz (2, 235, 236, 240) ve
kantitatif modele dayali stercolojik inceleme yOntemi, alveoler kemik hacmi
degerlendirmesinde  kullanilmustir  (241). Hiicresel diizeyde meydana gelen
degisikliklerin kantitatif incelenmesi i¢in histomorfometri yontemi kullanilmaktadir
(242). 3 boyutlu stereoloji analizi bilgisayar ortaminda olusturulan 3 boyutlu doku
modelinin, ger¢ek dokunun morfolojisini dogru yansitabildigi kadar gecerlidir. Bu
yontemle Olctimlerdeki hata pay: diismekte ve 2 boyutlu histolojik incelemelerde oldugu
gibi hiicrelerin boyutu ve sekli ile ilgili tahminler yiiriitmeye gerek kalmamaktadir. Bu
sebeple bu yonteme “unbiased stereology” de denmektedir (243). Calismada histolojik
kesitler immiino-histo-kimyasal olarak incelenmedigi i¢in osteoblastlarin ve
osteoprogenitOrlerin proliferasyonlari, farklilasmalar: ve migrasyonu ile ilgili detayl bir
bilgiye ulagilamamustir. Jiang ve ark. (236), yaptiklar1 deneysel hayvan c¢aligmasinda
semi-kantitatif  histolojik  degerlendirme ile birlikte immiino-histo-kimyasal

yontemlerden faydalanmiglardir.
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Hayvan deneyi calismasinda, sicanlarin agrliklarinda belirgin bir disiis
gorilmemistir. AUNP, VEGF, AUNP+VEGF ve AuNP-ODN+VEGF’ lerin 22 pg/mL
AuNP konsantrasyonunda 24, 48 ve 72 saat osteoblast hiicreleri ile muamele edilmesi
ile elde edilen toksisite degerlendirmesinde data, kontrol degerlerine gére normalize
edilmistir ve bu deger %100 hiicre yasayabilirligi olarak ayarlanmistir ve 72 saat
sonunda AUNP+ODN+VEGF sitotoksisitesinde bir Ol¢iide azalma gozlenmistir.
Toksisite bulgularimiza benzer sekilde, Zhang ve ark. (222), 13,5 nm boyutundaki
kiiresel AuNP’lerin farelere oral, intra peritonel ve kuyruk veni yolu ile uygulanmasi
sonucunda kontrol grubu ile kiyaslandiginda farelerin agirhiklarinda degisiklik
bulmamistir. 15. Gilinden sonra oral ve peritonel uygulamada ise agirlik diismektedir;

dolayisiyla hafif toksisite diisiiniilebilecegini belirtmistir.

RME sonras1 serum fizyolojik uygulanan kontrol grubunda sutural alanda yeni
kemiklesme alanlar1 olustugu histolojik kesitlerde goriilmektedir; dolayisiyla sicanlarin
ist c¢enelerinde elde edilen transversal genislik artisindan sonra sutural bolgede
gozlemlenen yeni kemiklesme alanlarinin gelismesinde, RME’ nin hiicresel aktiviteyi
arttirmasinin  da etkili olabilecegi disiiniilmektedir. Gardner ve Kronman. (58),
hayvanlarda yaptiklar1 histolojik ¢alismada RME’nin sutural alanda ve sutural
bolgedeki olgunlasmamis kemik dokusunda hiicresel aktiviteyr arttirdigmi
gostermislerdir. Baydas ve ark. (59), yaptiklar1 sintigrafik ¢alismada RME’nin maksiler,
zigomatik, sfenoid, nazal kemiklerde ve midpalatal suturda metabolik aktiviteyi
arttirdigim1 bulmuslardir. Mekanik gerilim, osteoblastik aktiviteyi g-catenin (244) ve
VEGF gibi pro-anjiyogenik faktorleri uyararak arttirmaktadir; dolayisiyla kemik
olusumunda 6nemli role sahiptir (136). Osteositlerin, kemik yapisinin ve kiitlesinin
korunmasindan sorumlu, mekanik uyaranlara hassas hiicreler oldugu konusunda bir fikir
birligi olugsmustur (114, 115). Bu hiicrelerin kemik dokudaki gerilime cevap verdikleri
ve osteoklastlar1 ihtiyag alanlarmna ¢ekerek remodelingi arttirdiklar1 diisiiniilmektedir

(116).

Yumusak doku degerleri incelendiginde tiim gruplarda uygulanan heliksli
genisletme aygitinin yarattigi mekanik uyariya bagh olarak VEGF ve g-catenin (244)
yiikseldigini diigiinebiliriz. Bir ¢ok c¢alismada mekanik uyarilarin lokal VEGF
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seviyelerini arttirdigini belirtilmistir (245). VEGF enjeksiyonu yapilan grubumuzda her
iki etkinin (enjeksiyon+ mekanik) birlesmesi ile istatistiksel olarak diger gruplardan ¢ok
daha yiiksek anjiyogenik etki goriilmiistiir. AuNP igeren gruplarda ise yumusak doku

rejenerasyonunda kontrol grubundan farkli sonuglar goriilmemektedir.

VEGF grubunda istatistiksel olarak anlamli derecede total hacimde artis
goriilmektedir. Sadece kemik hacmi incelendiginde ise anlamli bir artisin
goriilmemektedir. Coziilebilen ve heparine baglanabilen VEGF izoformlarmin (VEGF-
165) birlikte uygulanmasinin islevsel damarlanma miktarini arttirdigi bildirilmistir
(150). Maes ve ark. (10), VEGF’nin, osteoblastik hiicrelerin diferansiyasyonunu ve
migrasyonunu etkiledigini rapor etmislerdir. Ayni zamanda VEGF, osteoklastlarin
olusumunda, migrasyonunda, rezorptif etkilerinde ve yasayabilmelerinde de etkilidir
(181- 183). Osteoklastlar da Flt-1, FIk-1 ve Np-1 VEGF reseptorlerini iiretirler (184),
(182). Bu bilgileri destekleyecek sekilde, VEGF’nin, kirik bolgesinde primer insan
osteoblastlarmin kemotaksisini sagladigi ve hiicre proliferasyonunu arttirdigi birgok
aragtirmaci tarafindan bildirilmistir (9, 245). Mayrwohlfart ve ark.’nin (9), yaptiklari
calismada insan slingerimsi kemiginden osteoblast kiiltiirleri 55-73 yas arasindaki 6
donorden toplanmistir. VEGF-A’nin primer insan osteoblastlar1 {izerindeki kemo-
atraktif ve proliferatif etkileri, insan basit fibroblast biiylime faktorii (b0FGF) ve insan
kemik morfogenik proteini-2 (BMP-2) ile karsilastirilmustir. Elde edilen bilgilere gore
insan osteoblastlart VEGF-A’ya tepki vermektedir ve VEGF nin kemik olusumunda ve
gelisiminde etkisi oldugu goriilmektedir. VEGF-A, hiicre proliferasyonunu % 70
oraninda arttirmustir. Caligmada elde ettigimiz bulgular ise VEGF’nin kemik hiicre
proliferasyonunu %70 oraninda arttrmadigmi gostermektedir. Yara bolgesine enjekte
edilen VEGF’nin etkisi yaninda, enjeksiyonun yarattig1 yaralanmaya cevap olarak
gelisen dokularin biyolojik aktivitesi sonucunda da yara bolgesine VEGF salmimi
gergeklestigi  disiiniilmektedir. Yin-Shan (150), VEGF’nin normal ve patolojik
anjiyogenezde etkileri oldugunu bildirmistir. VEGF’nin, damarsal gelisim ve
morfogenezi, damarsal tonus ve gegirgenligi, inflamatuar ve endotelyal hiicrelerin
kemotaksisi iizerinde etkili oldugunu vurgulamistir. VEGF fonksiyonunun, etki ettigi
hiicrelere ve hiicre dis1 mikro-¢evre kosullarina bagl olarak dokunun ihtiyacina gore

degistigini rapor etmistir.

106



Calismada, AuNP igeren gruplarda goriilen istatistiksel olarak anlamsiz yeni
kemik dokusu olusumunu; laboratuvar ortaminda hazirlanan AuNP’lerin elektriksel
yiiklerinin, dokuya enjekte edilmeleri ile degismis olabilecegi ile iligskilendirilebilir.
Alkilany ve ark. (233), hiicresel ortama giren AuNP’nin serum proteinlerini adzorbe
etmesi ile elektriksel yiiklerinin degistigini bildirmistir. Verma ve ark. (246),
AuNP’lerin yiizey kimyalarinm, hiicre igerisine alinmalarina etkisini incelemislerdir.
AuNP’lerin yiizey kimyalarindaki kiigiik degisikliklerin, AuNP’lerin yilizey elektriksel
yiiklerini degistirdigi gibi hiicre igerisine alinmalarinda da onemli farkliliklara neden

oldugunu bildirmislerdir.

AUNP grubunda VEGF grubuna goére yumusak doku hacminin ve total hacmin
istatistiksel olarak anlamli derecede diisiik ¢ikmasinda sutural bolgeye enjekte edilen
AuNP’lerin sutural bolgede iyilesme dokusunda iiretilen VEGF-165 ve fibroblast
biliylime faktorii (FGF) gibi biiylime faktorlerine baglanarak onlar1 inhibe etmelerinden
kaynaklanmis olabilecegi diisiiniilmektedir. Benzer bir durumun AuNP ile VEGF’in
karistmi  olan deney grubunda da gerceklesmis olabilecegi diisiiniilmektedir.
AuNP+Oligoniikleotid+VEGF grubunda ise AuNP’ler laboratuvar ortaminda zaten
VEGEF ile baglanmis olup elektriksel yiikleri pozitif yonde arttirilmistir; bu yolla hiicre
icerisine gecisleri kolaylastirilmaya ¢alisilmistir. Ancak AuNP+Oligontikleotid+VEGF
grubunun beklenilenden daha az etkili olmasinin nedeninin hiicre igerisine giren
parcaciklardan VEGF’in AuNP yiizeyinden salmiminin beklenenden cok daha yavas
veya miimkiin olmamasi1 olarak disiiniilebilir. Mukherjee ve ark. (247), yaptiklari
calismada heparin ile baglanabilen VEGF-165 ve FGF gibi biliyiime faktorlerinin,
heparin ile baglanmayan VEGF-121 ve endotelyal biiylime faktorii (EGF) gibi biiylime
faktorlerine gore AuNP’lere daha kolay baglanabildiklerini; ancak VEGF-165 ve
FGF’nin etkisini inhibe ettigini gostermislerdir. Bu sebeple AuNP’lerin biiylime
faktorlerinin heparin baglanma yerlerinden baglandiklarimi diistinmektedirler. Yaptiklari

calismada, AuNP’ler toksik bulunmamastir.
Alveolar kemigin histolojik yapist yeni kemik olusumu ve kemik yikimi

arasinda kargilikli etkilesimin oldugu siire¢ sonucu sekillenmektedir. Bu siirecte

osteoblastslar ve osteklastlar rol alir.
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Osteoblastlar yeni matriks olusumu ve matriksin minerallizasyonunu
gerceklestirirken osteoklastlarda bozuk yapilarin uzaklagsmasini ve kemik yikimini
saglar. Kemik yapim siireci osteoblast dnciillerinin Runx?2 ile, osteoblast sayisinin artisgi
Ki67 ile ve metabolik aktivitesinin degerlendirilmesi BMP8 ve kollajen I diizeylerinin

gosterilmesiyle degerlendirilebilir.

Kemik yapim siireci yikim siireci ile beraber goriilmektedir, dolayis1 ile kemik
yikim siirecinde yeni kemik yapimimin baskilanmasi BMP3 ile, osteoklast aktivitesi
niikleer faktor kappa P reseptor aktivatorii ligandi (RANKL) belirteciyle, kollajen

yikimi Cathepsin K seviyesi ile ortaya konabilir.

Sonug¢ olarak caligmamizda ortaya konan histolojik degisikliklerin ileride
yapilacak olan yeni kemik olusumuna osteoblastlar iizerinden etki eden faktorler ile
kemik yikiminda gbrev alan osteoklast aktivitesini gOsteren etmenlerin
immunohistokimya, PCR ve in-situ hibridizasyon gibi hem hiicresel hem de molekiiler
yontemlerinin kullanilmasiyla daha acik bir sekilde ortaya konabilecek arastirmalara

yon verebilecegini diisiinmekteyiz.

Yaptigimiz ¢alismanin higbir grubunda kemik hacminde anlamli artis
goriilmemis olmasinin, uyguladigimiz kimyasallarin dokudaki elektrokimyasal
etkilesimlerine, dagilim hizlarma, yikimlarma, uygulama dozlarma veya enjeksiyon
sayilarma bagli olabilecegini diisiindiirmektedir. Biitiin bu sorularin yanitini alabilmek
amact ile c¢aligmanin immuno-histo-kimyasal yontemlerle ve VEGF’nin farkl

izoformlar1 ile desteklenmesi gerekmektedir.
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6. SONUCLAR

Deneysel iist ¢ene genigletmesi sonrasinda altin nano tastyicilar ile uygulanan

vaskiiler epitelyal biiyliime faktoriiniin siganlarin iist ¢ene sutural bolgesinde kemik

remodelingine etkisinin histomorfometrik olarak incelendigi arastirmanin sonuglari

asagidaki gibidir:

Kemik dokusunun tiim dokulara oram1 gruplar arasinda farklhilik

gostermemektedir.

Yumusak dokularm tiim dokulara oram1 gruplar arasinda farklilik

gostermemektedir.

Gruplardaki kemik hacimleri gruplar arasinda farklhilik géstermemektedir.

Gruplardaki yumusak doku hacimleri gruplar arasinda farklilik géstermektedir.

Gruplardaki sert ve yumusak dokularin toplami olan total doku hacimleri gruplar

arasinda farklilik géstermektedir.

Sicanlarin maksiller sutural bolgesindeki hizli iskeletsel genisletme sonrasi
VEGF grubunda, AuNP ve AuNP+Oligoniikleotid+VEGF grubuna gore,

maksiller sutural bélgedeki yumusak dokularda artis goriilmektedir.

Sicanlarm iist ¢ene sutural bolgesinde hizli iskeletsel genisletme sonrast VEGF
grubunda, AuNP ve AuNP+VEGF gruplarmma gore, maksiller sutural bolgedeki

yumusak ve sert dokular toplaminda artig goriilmektedir.
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8- VEGF grubunun diger gruplara gore, yamusak dokularin tiim dokulara oraninda
ve kemik hacminde yarattigi1 etkiler incelendiginde VEGF nin 6ncelikli olarak

yumusak dokulara etki ettigi gozlenmektedir.

9- AuNP grubunun yumusak ve sert dokulara etkisi incelendiginde AuNP’nin
dokular {iizerinde kemiklesme aktivitesini arttirici bir etki olusturmadigi

gozlenmektedir.

10-Bu ¢alismada kullanilan metod ile VEGF’nin hiicre i¢ine AuNP yardimiyla

verilmesinin kemiklesme aktivitesini arttirici etkisi goriilmemistir.
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