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OZET

Son yillarda gelisen periodontal doku miihendisligi yaklasimi ile yonlendirilmis doku
rejenerasyonu prensipleri birlestirilerek yeni bir prototip membran tasarland1 ve tiretildi. Bu
calismanin hedefi polikaprolakton (PCL), nano hidroksiapatit (nHA), kollajen (COL) ve
rhBMP-7 igeren ve hiyerarsik olarak gérev gérmesi planlanan ¢ok katli membranin MC3T3-
El (fare osteojenik) hiicrelerinde etkisini arastirmak, nHA’nin kemik rejenerasyonuna
katkisint ve rhBMP-7 yiiklii membranin salim kinetiklerini ve hiicre fonksiyonlarini
degerlendirmektir. Membranlarin fiziksel 6zelliklerini incelemek amaciyla SEM, EDX,
FTIR-ATR ve salim caligmalar1 gergeklestirildi. Calismalar sonucunda nHA ve kollajenin
yapiya katildig1 ve cok katli membranin SEM goriintiilerinde ¢ekirdek tabakasinin por
genisliginin osteoblastlar i¢in uygun biiyiikliikte oldugu (337 nm) bulundu. rhBMP-7 igeren
membrandaki rhBMP-7nin %42’sini ilk 4 saat i¢inde, kalaninin ise 3 giin boyunca salim
gosterdigi bulgulandi. Yapilan in vitro ¢alismadan elde edilen SEM goriintiilerinde ise,
membranin dis tabakasina hiicrelerin tutundugu, yer yer igerisine girdigi ve ekstraselliiler
matriksi olusturdugu bulgulandi. Tiim membranlarda hiicrelerin canli oldugu ve en ¢ok
rhBMP-7 varliginda ¢ogalma oldugu MTT analizi ile gozlendi. Hiicrelerin osteoblastik
farklilasmasini gosteren belirtegler ALP analizi ile, osteojenik gen sonuglari ger¢cek zamanl
RT-gPCR ile belirlendi. rhBMP-7°1i grupta ALP aktivitesi ve COL-1, Runx2, OCN, OPN
gen diizeyleri anlamli olarak yiiksek bulundu. Bu caligma ii¢ farkli igerikte hazirlanmis
membranlardan rhBMP-7 ile yiiklenmis PCL, nHA, COL igeren ii¢ fazli prototip membranin
periodontal doku rejenerasyonda etkin bir membran olabilecegini géstermistir.

Bilim Kodu 11048

Anahtar Kelimeler  : Periodontal doku miihendisligi, yonlendirilmis doku rejenerasyonu,
nano hidroksiapatit, kollajen, polikaprolakton, rhBMP-7, in vitro

Sayfa Adedi : 149

Danisman : Prof. Dr. Altan DOGAN



viii

EVALUATION OF THE REGENERATIVE CAPACITY OF TRIPHASIC PROTOTYPE
MEMBRANES CONSTRUCTED FOR THE PERIODONTAL TISSUE ENGINEERING
APPLIANCES IN VITRO
(Ph. D. Thesis)

Sithan GURBUZ

GAZI UNIVERSITY
INSTITUTE OF HEALTH SCIENCES
May 2015

ABSTRACT

A novel prototype membrane has been designed and fabricated with a graded structure
(polycaprolactone- PCL, collagen- COL, nanohydroxyapatite- nHA) by combining recently
emerging periodontal tissue engineering field with guided tissue regeneration principles. The
purpose of thesis study is to research effect of the triphasic membranes, which are planned
to serve hierarchically on MC3T3-E1 cells, to evaluate nHA for bone regeneration and to
release kinetics of the membrane loaded with rhBMP-7. SEM, EDX, FTIR-ATR and release
studies of the membranes which defines membranes’ physical properties have been
performed. As a result of these studies, it has been determined nHA and collagen joined the
membrane successfully, the core layer had a suitable size for osteoblasts (337 nm). It was
also discovered that 42% of rhBMP-7 was released during the first 4 hours and the remainder
was released during the next three days. In SEM images, cells adhere to even at same places
penetrate into the inner layer of the membrane and ECM formed. It was observed through
MTT analysis that vitality of the cells within the membranes as well as greatest rate of
proliferation occured in presence of rhBMP-7. Osteoblastic differentiation markers have
been determined through ALP analysis and osteogenic gene results through real time RT-
gPCR. ALP activity COL-I, Runx2, OCN, OPN gene levels have been found significantly
higher in BMP-7 group. In conclusion, the data we obtained in three different prototype
membranes, the membrane laden with rhBMP-7 and containing PCL, nHA, COL can be an
effective membrane in periodontal tissue regeneration.
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1. GIRIS

Periodonsiyum digin destek yapilari olan diseti, periodontal ligament, sement ve alveol
kemiginden meydana gelir. Periodonsiyumu olusturan her bir eleman anatomik lokasyon,
mimari yapi, biyokimyasal ve hiicresel igerik bakimindan birbirinden farkli 6zelliklerde olsa

da bu yapilar fonksiyon olarak bir biitiin halinde gorev goriir [1, 2].

Dis ve diseti kenarinda biriken mikrobiyal dental plagin uzun siireli retansiyonu periodontal
dokularda yikima neden olur. Plaga bagl patolojik degisiklikler 6nce disetinde sislik,
kizariklik ve kanama seklinde kendini gosterir. Gingivitis ad1 verilen bu asamada heniiz
atasman kaybi olugsmamustir. Periodontitis ise bag doku atagmani ve alveol kemigi kaybiyla
karakterizedir. Baglangigta sadece disetini etkileyen patolojik degisiklikler hastaligin

ilerlemesiyle bag doku atagmaninin par¢alanmasi ve kemik yikimi ile disin kaybina yol agar

[3].

Periodontal hastaliklarin tedavisi esas etyolojik faktor olan mikrobiyal dental plagin dis ve
diseti dokularindan uzaklastirilmasiyla yapilir. Periodontitisin agiz bakim uygulamalariyla
baslayan tedavi siireci, distasi temizligi, kok yiizeyi diizlestirmesi ve bu tedavilerin

sonucunda derin ceplerin varligi halinde cerrahi uygulamalarla devam eder.

Bu geleneksel tedavi uygulamalar1 patojenik mikrofloranin eliminasyonunu saglarken,
iyilesme sonrasinda anatomik yap1 bozukluklari ve azalmig bir periodonsiyumu da birlikte
getirir.  Periodontal sagligin yeniden kazanilmasi i¢in patojenik mikrofloranin
uzaklastirilmas1 yaninda periodonsiyumun yap: ve fonksiyon bakimindan hastalik dncesi
durumuna gelecek sekilde rejenerasyonunun saglanmasi gerekir. Bu durum dis desteginin
artirilmasi ve plak eliminasyonunun kolaylikla yapilabilecegi fizyolojik diseti konturlarinin

elde edilmesi bakimidan nemlidir [4].

Melcher (1976) periodonsiyumu olusturan dokularin birbirinden farkli iyilesme
potansiyeline sahip oldugunu ve bu siiregte yara bolgesine gelecek hiicre tiplerinin olusacak

iyilesmenin seklini belirleyecegini bildirmistir [5].

Iyilesme siirecinde kok yiizeyine dncelikli olarak periodontal ligamentten gelen mezenkim

hiicrelerin tutunmasiyla yeni sement ve iginde sonlanan bag doku liflerinden olusan bir doku



iyilesmesi meydana gelir. Bu tip iyilesmeye yeni atasman adi verilir [6-8]. Yeni atagman ile
osteojenik hiicrelerin yara bolgesinde alveol kemigini olusturmasiyla periodontal

rejenerasyon meydana gelir [9].

Bu bilgiler dogrultusunda gelistirilen yonlendirilmis doku rejenerasyonu (YDR) teknigi,
periodontal hastalik nedeniyle kaybedilen dokularin rejeneratif tedavisinde kullanilmaktadir
[7, 8, 10]. Bu teknikte, diseti ve kok yiizeyi arasina yerlestirilen bariyer membran yardimiyla
epitel ve diseti bag dokusu hiicreleri kok yiizeyinden uzak tutulurken, bu bolgede dncelikle
periodontal ligament hiicrelerinin re-popiile olmas1 hedeflenir. Bariyer membranlarin bir
diger gorevi ise defekt bolgesinde rejeneratif dokularin yerlesecegi bir bosluk yaratarak yara
bolgesinde piht1 stabilizasyonunu saglamaktir [11]. Tonetti ve digerlerinin kemik igi
defektlerde yaptiklar1 ¢alismada, periodontal rejenerasyonu etkileyen faktoriin periodontal
defektin derinliginden ¢ok, membranin altinda kalan boslugun miktar1 diger bir deyisle

bolgede olusan pihtinin oldugunu bildirmislerdir [12].

Bariyer membranlarin periodontal dokularin rejenerasyonunda kullanilmasi sonrasinda
olusan iyilesmenin klinik olarak kisiden kisiye degiskenlik gosterdigi saptanmistir [13].
Iyilesmedeki bu farkliliklarn agiz bakim aliskanliklari, sigara kullammi, diyabet gibi
hastaya bagli genel faktorler, membranin erken rezorpsiyonu veya agiz ortamina agilmasi,
disin mobilitesi, kemik defektinin morfolojisi ve blyiikliigli gibi hastaya bagli lokal
faktorler, hekime bagli cerrahi hatalar ve okliizal kuvvetlerin yanlis iletimi gibi durumlardan

etkilendigi gosterilmistir [14-19].

Periodontal dokularin iyilesme potansiyeline etki eden durumlart elimine etmek amaciyla
farkli yontemler ve ajanlar arastirilmaktadir. Cerrahi sirasinda uygulanan modifiye flep
tasarimlart ve mikrocerrahi teknikleri, bariyer membranlarin kemik greftleri, biiyiime
faktorleri veya gen tedavileri ile beraber kullanimi, membran yapisina antimikrobiyal veya
antiinflamatuar ajanlarin eklenmesi gibi yontemlerin iyilesme potansiyeline etkileri

arastirilmaya devam edilmektedir [16, 20-27].

Biyomiihendislik ve nanoteknoloji alanindaki gelismeler sonucunda hiicrelerin igerisine
yerlesip ¢ogalabilecegi, dogal ve sentetik materyallerin bir araya getirilerek iretildigi
nanofibroz iskeleler rejeneratif tipta yer almaya baslamustir. Ug boyutlu olarak tasarlanan

poroz iskeleler, deri [28], kemik [29-33], kikirdak [34, 35], 6staki borusu [36], kalp [37],



iskelet-kas [38], karaciger [39], kornea [40], mesane [41], retina [42], damar [43] ve sinir
[44] dokularinin fabrikasyonunda kullanilmak tizere tretilmektedir. Langer ve Vacanti
(1993) biyosinyal molekiiller ve doku iskeleleri araciligiyla hiicrelerin agiz disinda
fabrikasyonunu saglayacak tekniklerin gelistirilmesini igeren “doku miihendisligi”

kavramini ortaya koymuslardir [45].

Periodontoloji alaninda doku miihendisligi prensipleriyle ¢esitli biiyiime faktorleri iceren
kemik morfojenik proteinler (BMP-2, BMP-7) [46-48], mine matriks proteinleri (EMD)
[49], trombosit kaynakli biiyiime faktorii (PDGF-BB) [50] ve P-15 peptitleri [51] gibi
biyomateryallerin {iretimi ve ticari olarak kullanima ge¢ilmesine ragmen heniiz tam bir
rejenerasyonun olusmasini saglayacak yontem ya da materyal tiretilemedigi igin bu konuda
arastirmalar devam etmektedir [19, 48, 50, 52-59].

Periodontal rejenerasyon amaciyla en giincel yaklasimlardan biri, bolgeye sadece hiicre
ve/veya biliylime faktorlerinin uygulanmasi degil, ayn1 zamanda biyofiziksel olarak yara
tyilesmesini yonlendirmek ve hiicrelerarasi etkilesimi saglamak tizere farkli katmanlardan
olusan dokudaki ekstraselliiler matrikse (ECM) benzer tasiyict sistemlerin kullanilmasidir
[1, 60-62]. Bu nedenle, periodontal tedaviye yonelik tasarima sahip ii¢ fazli iskelelerin

YDR’de kullanimi igin in vitro arastirmalar baglamistir [52].

Periodontal rejenerasyon saglanmasinda diger bir yaklasim da hiicre tedavisidir. Hiicre
tedavisi aragtirmalarinda, periodontal ligamentten kaynagini alan hiicrelerin periodontal
defektlerin icinde agiga ¢ikmis dentin yiizeylerinin iizerinde smirli diizeyde sement
olusturdugu gosterilmektedir[63, 64]. Bunun yaninda yapilan ¢aligsmalarda kok yiizeyine bag
dokunun adaptasyonu ve yeni kemik rejenerasyonun saglandigi bulgulanmistir [64-67].
Ancak teknigin dezavantaji olarak hiicre transplantasyonu sirasinda dokuda immiinolojik ya
da iltihabi reaksiyon olusturma riskinden dolay1 ¢alismalar doku miihendisliginin diger

alanlarinda yogunlagsmaktadir [68].

Bu tez calismasinda, periodontal rejenerasyonun gereksinimlerini karsilamak tizere epitel ve
bag dokunun boélgeye ilerlemesini engelleyen, osteogenez ve sementogenezi indiikleyen,
uzun siire degrade olmayan, kolay uygulanabilir olmas1 gibi 6zelliklerin bir arada bulundugu

bir “prototip membran” 1n iiretilmesi hedeflendi.



Ug tabakadan olusan bu prototip membranin her bir tabakasi farkli gorevleri farkl iyilesme
fazlarinda gergeklestirmek icin tasarlandi. Osteoblast hiicrelerinin membranin igerisine
niifuz etmesi i¢in bosluk saglayan ve membranin fiziksel destegini karsilayan orta tabaka
olan “iskele” yapisi, polikaprolaktondan (PCL) iiretildi. Bugiine kadar yapilan ¢alismalarda
PCL bazli doku iskelelerinin hiicrelerdeki biyouyumlulugu, ¢cogalmasi ve mineralizasyon
olusturma kapasiteleri incelenmis ve PCL’nin periodontal rejenerasyonda etkinligi
gosterilmistir [32, 52, 53, 69-73]. Membranin kemik olusumunu saglayacak tabaka olan
iskeleye PCL’nin polimer yapisinin biyouyumlulugunu artirmak ve kemik olusumuna destek
vermek i¢in alveol kemigin inorganik matriksinde de bulunan nano hidroksiapatit (nHA)
eklendi.

Diseti epiteli ve bag dokusu hiicrelerinin kok yiizeylerine erken donemde gelmesini
engellemek amaciyla bariyer gorevi gorecek olan “dis tabaka” PCL ve kollajen (COL) ile
olusturuldu. Doku iskelesinin bag doku atasmani ile uyumu, doku biitiinliigiiniin saglanmasi
ve yara iyilesmesindeki rolii nedeniyle disetinin organik matriksinde de bulunan kollajen
kullanildi [74].

Periodontal atasman olusumunun hizlandirilmasi ve sementogenezin indiiklenmesini
hedefleyen “i¢ tabaka” ise, dis tabaka ile ayni materyallerden {iretilerek igerisine kemik
morfojenik protein-7 (BMP-7) eklendi.

Calismamizda periodontal rejenerasyon i¢in tirettigimiz farkli igeriklere sahip ti¢ fazli olarak
tiretilmis li¢ farkli prototip membranin fiziksel 6zelliklerini, iginde bulunan BMP-7 salimini
ve membranlarm biyouyumlulugunu; in vitro olarak osteojenik hiicrelerin membrana
tutunmasi, ¢ogalmas1 ve ekstraselliiler matriks tiretimini inceleyerek degerlendirmeyi

amagladik.



2. GENEL BILGIiLER

2.1. Periodontal Hastaliklar

Periodontal hastaliklar; dis ve diseti kenarinda biriken mikrobiyal dental plak ile i¢indeki
patojen mikroorganizmalarin periodonsiyumda olusturdugu kronik iltihabi hastaliklardir
[75]. Periodontal hastaliklar iki ana baslik altinda incelenebilir. Bunlardan gingivitis,
disetinin iltihabi ve enfeksiy6z bir hastalig1 olup klinik olarak diseti kenarinda kizariklik,
O0dem ve kanama ile karakterizedir. Periodontitis ise disetinden baslayarak disin tiim destek
dokularina yayilan, periodontal atagsman kayb1 ve alveol kemigi rezorpsiyonuyla karakterize
bir hastaliktir [76].

2.2. Periodontal Tedavi

Periodontal tedavide amag; disetinde iltihabi degisikliklere neden olan mikroorganizmalari
yok etmek, periodontal cebi azaltmak, yumusak doku ve kemik yikimini durdurmak, saglikli
fizyolojik diseti konturunu olusturmak ve bu sekilde hastaligin niiksiinii onleyerek dis

kaybina engel olmaktir [77, 78].

Plak ve retantif sahalarin kaldirilmasi, distasi temizligi, kok yilizeyi diizlestirilmesi, etkin
plak kontrolii ve oral hijyenin saglanmasi1 “Faz 1 tedavi” olarak adlandirilan giiniimiiziin
standart tedavi yaklagimidir [79]. Gingivitis ve hafif siddetteki kronik periodontitiste Faz 1
tedavi uygulamalar1 yeterli olmaktadir. 5-7 mm ve iizeri derin ceplerin bulundugu ileri
vakalarda, Ozellikle de kemik i¢i ve furkasyon defektlerinde periodontal -cerrahi
uygulamalarina ihtiya¢ duyulur [80]. Agresif ve atipik periodontitislerde ise geleneksel
uygulamalara ek olarak sistemik antimikrobiyal ajanlarin kullanilmasinin, patojenik
mikrofloranin baskilanmasi ve hastaligin niiksiiniin engellenmesi i¢in gerekli oldugu
belirtilmistir [3, 81, 82]. Periodontal tedavi sonrasinda periodontal sagligin uzun siire
korunmasi i¢in idame tedavisine ihtiyag vardir. Hastanin 3-6 ayda bir kontrole ¢agrilarak dis
ve disetindeki hastaliklarin erken donemde tedavi edilmesiyle uzun siireli sagligin

korunmasi miimkiin olabilmektedir[83].

Periodontal cerrahide hedef, mikrobiyal dental plagin kok yiizeylerinden direk goriis

saglanarak uzaklastirilmasi, periodontal cebin ortadan kaldirilmasi ya da derinliginin



azaltilmasi, diseti ve kemik konturlarinin oral hijyene ve periodontal devamliligi saglayacak
sekilde yeniden diizenlenmesidir. Rezektif islemler olarak da adlandirilan gingivektomi,
gingivoplasti ve flep operasyonlari ile beraber uygulanan osteoktomi ve osteoplasti islemleri
[84], plak eliminasyonu ve fizyolojik diseti konturlarina ulasmada etkili olurken, kok
yiizeyinin aciga ¢ikmastyla kok ¢iirligii riski, diste hassasiyete neden olmasi, fonetik sorunlar
nedeniyle artik giiniimiizde kullanimi kisithi kalmistir [85, 86]. Bu nedenlerden dolay1
giiniimiizde rejeneratif tekniklerin kullanimi agirlik kazanmaktadir. Bu konuda yapilmis

olan caligmalar ayr1 bir baslik altinda incelenecektir.
2.3. Periodontal Yara lyilesmesi Prensipleri

Hiicresel ve molekiiler diizeyde viicudun en karmasik yara iyilesmesi olarak tanimlanan
periodontal yara iyilesmesinde, periyodonsiyumu olusturan dokularin her biri kendi iginde
ve ayni zamanda bir biitiin olarak iyilesir [87]. Birbirleriyle uyum igindeki dort farkli
dokudan olusan periodonsiyumdaki yara iyilesmesinin seklini, yara bolgesine gelen hiicre
tipi belirler [16].

Dokuda deneysel insizyonu takiben yapilan gozlemlerde yara iyilesmesi ii¢ faza ayrilmistir
[88, 89]. Bu fazlar, yumusak dokuda iltihap, granulasyon dokusu ile hiicreleraras1 matriks
olusumu ve bunun remodelasyonudur (Sekil 2.1). Bu siire¢ periyodonsiyumda olusan bir

yaralanma sonrasinda da benzer sekilde gelisir.
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Sekil 2.1. Yara iyilesmesinin fazlar1 [89]

Yaralanmayi takiben ilk saniyelerde yara bolgesinde fibrinojen gibi plazma proteinleri, hizli
sekilde birikerek fibrin pihtisinin dentine yapismasini saglar. Bir saat igerisinde,
mukogingival flepten gelen nétrofiller pihtiya infiltre olarak yumusak doku iyilesmesinin
erken iltihabi fazini baglatir. 6 saat icerisinde kok yiizeyine notrofiller siralanarak yaradan

gelen bakteri hiicrelerini ve par¢alanan doku hiicrelerini fagosite ederler [89].

Insizyondan {i¢ giin sonra geg iltihabi faz baslar. Bu fazda, yara bdlgesinde biriken fibrin
pihtisindaki polimorfoniikleer (PMN) 16kositlerin yerini makrofajlar alir. Makrofajlar ilk
olarak dejenere olmus PMN lokosit ve eritrositleri fagosite ederek temizlerken, diger yandan
fibroblastik ve endotelyal hiicreler, iltihabi sitokinleri ve doku biiyiime faktorleri gibi aktif
molekiilleri salgilar. Bu molekiillerin varlig: iltihabi asamadan granulasyon doku agamasina
gecisi gosterir [89]. Klinik goriiniimde ise mukogingival flep ile dis ve kemik arasindaki
mesafe daralarak epitel flep kenarinda ilerlemeye baslar. Eger flep alveol kemigine sikica

adapte edilirse iltihabi yanit daha az olur [90, 91].

Insizyondan yedi giin sonrasina kadar gecen siiregte fibroblastlarin bolgeye akimu ile yeni
damarlarin ve periodontal ligament bag dokusunun olustugu hiicreden zengin graniilasyon
dokusu olusumu goriiliir [89]. Bu giinlerde kok {izerinde hemidesmozom ve bazal lamina

araciligiyla epitelyal baglanti olusur. Iyilesmenin ikinci haftasmi takiben kok yiizeyine



paralel olarak kollajen lifleri seyretmeye baslar. Heniiz flep ile dis arasindaki baglant1 zayif

olmasina ragmen klinik gériiniim neredeyse sagliklidir [90].

Iyilesmenin son fazinda (1-3 ay) ise hiicreler ve matriks arasinda gériilen baglantilar gerilim
olusturarak doku biiziilmesine yol agar. Graniilasyon dokusu fonksiyonel ihtiyaglara gore
remodelasyon ve olgunlasma ile sonuglanir. Bu fazda diseti olugu duvari epitelize olmustur
ve birlesim epiteli olugsmustur. Kret iizerindeki kollajen liflerin birikimiyle epitel hiicreleri
fonksiyonel dizilime ulagsmislardir [16, 88, 90, 92, 93]. Boylece diseti epitelinin ve altindaki
bag dokusunun iyilesmesi birka¢ haftada sonug¢lanirken, kok sementi ve alveol kemigi

iyilesmesi haftalar hatta aylar siirmektedir[88].

Periodontal iyilesme degisik bigimlerde gergeklesebilmektedir. Bunlardan biri periodontal
dokularda tamir ile iyilesme olup, kaybedilmis ya da hasara ugramis dokularin yap1 ve
fonksiyon olarak ayni 6zellikte olmayan dokularla doldurulmasidir [94]. Periodonsiyumda
bu siireg, diseti atasmani ve kemik kazanci saglamadan skar ile iyilesme olarak da
adlandirtlir. Flep kenariyla kok yiizeyi arasindaki fibrin pihtisinin yerini yeni bag doku
atagmaninin kok ylizeyine yapismasi ile “fibrin baglantisi” (fibrin linkage) alir. Boylece

periodonsiyumda olusan tamir ile iyilesme uzun birlesim epiteli ile olmaktadir [94].

Caton, Nyman ve Zander maymunlarda olusturduklar1 deneysel defektlerde dort farkli
periodontal tedavi yontemi uygulamis ve sonuglarini degerlendirmislerdir. Kok yiizeyi
diizlestirilmesi ve yumusak doku kiiretaji, Widman flep operasyonu, Widman flep
operasyonu ile beraber dondurulmus otojen kirmizi ilik ve siingerimsi kemik veya
trikalsiyum fosfat uygulamalarini takiben yaptiklart histolojik incelemelerde bu dort farkl

tedavi yonteminin hepsinde uzun birlesim epiteli olusumunu gézlemlemislerdir [95].

Listgarten ve Rosenberg’in goriisiine gore uzun birlesim epiteli mikrobiyal {irtinlerin alttaki
bag dokuya gegisini kolaylagtirmaktadir [96]. Uzun birlesim epiteli ile iyilesen bolgelerde
eger yeterli oral hijyen saglanamazsa yeniden defekt tekrarlayabilir (Sekil 2.2. b). Barrington
yaptig1 ¢alismada, uzun birlesim epiteli ile 1yilesen dokunun bolgede yeni cep olusumuna

yatkinlik yarattig1, bunun da hastaligin ilerlemesine yol agabilecegini ileri stirmiistiir [97].
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Sekil 2.2. a. Periodontitis: Atasman kayb1 ve kemik rezorpsiyonu b. Uzun birlesim epiteli
ile iyilesme c. Periodontal rejenerasyon: Kok yiizeyine yeni epitel ve bag
dokunun baglanmast

Periodontal cerrahi sonrasi iyilesme, bag dokusundan gelen hiicreler ile olursa diseti
hacminde kayipla beraber diseti ¢cekilmesi, periodontal cep olusumu ve kdk rezorpsiyonuna
neden olur. Alveol kemigi hiicrelerinin kdk yiizeyi bolgesinde re-popiile olmasi ise kok

rezorpsiyonu ve ankiloz ile sonuglanabilmektedir [16].

Periodontal tedavi 1960’11 yillarda s1g periodontal cep elde etmeye yonelik rezektif tedaviler
izerine iken, 1980’li yillardan itibaren kaybedilen periodontal dokularin yeniden

olusturulmasina yonelik tedavi prensipleri gelistirilmeye baglanmistir [98].

Periodontal hastalik sonucu periodontal ligament dokusunu kaybetmis kok ylizeylerinde
yeni sement ve iginde sonlanan Kollajen liflerle karakterize bag doku atagsmaninin
olusmasina yeni atagsman denilir (Sekil 2.2 ¢) [16]. Diseti bag dokusundan kaynagini alan
mezenkim hiicreler, BMP’ler araciligiyla osteoprogenitor hiicrelere dontisiirek alveol kemigi

olusumu ile periodontal rejenerasyonu meydana getirir [99].
2.4. Periodontal Rejenerasyon

Rejenerasyon; hasar goren dokudaki hiicrelerin ¢ogalma ve farklilagmasi ile hiicrelerarasi
matriksin iretilmesi, bunun sonucunda ayni Ozellikteki dokuyla doldurulmasina
denmektedir. Rejenerasyon zedelenen doku hiicreleri ya da onun prekiirsorleri tarafindan

gerceklestirilir. Periodontal rejenerasyonda amag; yara bolgesine epitel ve diseti bag
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dokusunun gogiinii 6nleyerek sement, alveol kemigi ve periodontal ligamenti iceren dis

destek dokularinin yeniden olusumunu saglamaktir [90, 100, 101].

Bartold ve digerleri (2000) periodontal rejenerasyonun olusmasi i¢in 4 Onemli Kriter

bildirmislerdir [1]. Bunlar;

1. Dokularin kuronalinde 2 mm’den fazla olmayan yeni bir epitelyal Ortiinlin
olusturulmasi,

2. Yeni bag dokusu liflerinin (Sharpey lifleri) agik kok ylizeyi igerisine girerek yeni
periodontal ligament ve dentogingival tiniti meydana getirmeleri,

3. Ekstrinsik kollajen lifleri bulunduran hiicresiz sement dokusunun kok yiizeyinde
olusmast,

4. Mine-sement sinirinin 2 mm. apikaline ulasan alveol kemigi dolumudur.

Periodontal hastalik sonucu yikima ugramis dokularin bu kriterlere ulasmasini saglamak i¢in

giiniimiizde kullanilmakta olan yontemler asagida siralanmustir:

Kemik ve benzeri materyaller (Sert Doku Greftleri)

Kok ylizeyi biyomodifikasyonu

Bariyer membranlar (YDR)

Mine matriks proteinleri ve biiylime faktorleri (Peridontal doku miihendisligi bagligi
altinda incelenmistir.) [98].

PoNhRE

2.4.1. Sert doku greftleri

Hasara ugramis bir dokunun tedavisi i¢in viicut igine yerlestirilen canli ya da cansiz
materyallere greft adi verilir [100]. Gliniimiize kadar pek ¢ok ¢esit greft materyalinden
yararlanilmigtir. Kemik doldurucular1 olarak da adlandirilan greftler; otojen kemik, allojenik
ve ksenojenik kemik oOrnekleri ile alloplastik malzemeler periodontal rejenerasyonda
kullanilmaktadir [102, 103].

Periodontolojide otojen kemik greftlerinin kullanimi, kemik gelisiminin desteklenmesi
(osteokondiiksiyon) ve kemik grefti igerisindeki hiicreler ve proteinlerin kemik yapimiyla
birlikte kok yiizeylerinde yeni sement ve fibroz atagsmani uyarabilecegi diislincesine
dayanmaktadir [90]. Kemik greftleri rejeneratif potansiyellerine goére de 3 baslik altinda

incelenebilir. Bunlar Cizelge 2.1°de agiklanmustir.
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Cizelge 2.1. Kemik greft materyallerinin osteojenik 6zelliklerine gore
siiflandirilmasi[104]

Osteoproliferatif (Osteojenik): Yeni kemigin greft iginde bulunan hiicreler
tarafindan yapilmasi (0steogenez)

Osteokondiiktif: Greft materyalinin yeni kemik olusturma o6zelligine sahip
olmamakla beraber komsu dokulardan gelecek kemik yapimi igin iskelet
olusturmasi

Osteoindiiktif: Kemik matriksi icindeki indiikleyici proteinlerin kemik
olusumunu greft materyali ¢evresindeki yumusak doku i¢inde baslatmasi. Bu tip
kemiklesmede, matriks proteinleri mezenkim hiicrelerinin kemik hiicrelerine
doniismesini indiiklemede rol oynar.

Kemik greft materyallerinin periodontal rejenerasyonda kullaniminin amaci, sondlanabilen
cep derinligini azaltmak, klinik atagsman kazanci elde etmek, kemik defektinin kemik ile
dolumunu gergeklestirmek ve bdylece periodontal ligament, sement ve kemik dokularinin

rejenerasyonunu saglamaktir [105].

Ilk defa periodontal cerrahide kaybedilen dokunun rejenerasyonunu saglamak amaciyla
kemik greftlerinin kullanilmasina, 1923 yilinda Zoltan Hegediis tarafindan baglanmistir.
Hegediis, periodontal hastaliga bagli kemik kayiplarimi onceleri agiz i¢i kaynakli otojen
kemik greftleri ile tedavi ederken, daha sonra agiz disina yonlenerek yiizeyinde periost

bulunan tibial kemik pargasini kullanmistir [106].

Periodontolojide bugiine kadar otojen greftler, allogreftler, ksenogreftler ve alloplastik
greftler olarak dort ana baslikta toplanan cesitli greft materyalleri kullanilmistir (Cizelge
2.2).
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Cizelge 2.2. Kemik greftlerinin siniflandirilmasi [1, 16, 107]

insan kaynakh kemik greftler

= Otojen greftler;

a. Kortikal (osseous coagulum)
b. Kortikal ve kansell6z kemik birlesimi
C. Agizici ya da agiz dist kaynakl kansell6z kemik ya da kemik iligi

= Allojen greftler-izogreft

a. Taze dondurulmus kemik
b. Dondurulmusg-Kurutulmus kemik allogreftleri
Cc. Demineralize edilmis dondurulmus kurutulmus kemik allogreftleri

Kemik yerine gecen greftler

= Ksenogreftler-Heterogreftler

a.  Sigir kaynakli hidroksiapatit
b.  Mercan kaynakli kalsiyum karbonat

= Alloplastik greftler

a. Polimerler
b. Biyoseramikler

i. Trikalsiyum fosfat
ii. Hidroksiapatit

c. Biyoaktif camlar

Otojen iliak kanselloz kemik greftleri furkasyon, dehisens ve kemik ici defektlerde
kullanilmis, boylece kemik dolumu elde edilmistir. Genis bir vaka raporu serisindeki otojen
kemik uygulanmis defeklerin histolojik degerlendirmelerinde tam bir periodontal
rejenerasyon saglanamamakla birlikte, suprakrestal kemik olusumu gergeklestigi

gosterilmistir [108].

Otojen kemik grefti, canli hiicre igermesi, osteoindiiktif etki gostermesi ve immiin reaksiyon
olusturmamasi nedeniyle basarili olmakta, buna karsin postoperatif verici bolge agrisi ve
parestezisi, kok rezorpsiyonu ve ankiloza neden olmasi yiiziinden sinirli vakada

kullanilmaktadir [107].

Urist ve digerleri osteoindiiktif olan kortikal kemik allogreftlerinin demineralizasyonu ile
kemik matriksi iginde bulunan kemik morfojenik proteinlerin (BMP) salinmasini saglayarak,
greftin osteojenik potansiyelinin artirilabilecegini gostermistir [109, 110]. BMP’ler kemik
matriksinin daha fazla oldugu kortikal kemikte yer aldiklar1 i¢in, demineralize dondurulmus

kurutulmus allogreftler (DDKA) ¢ogunlukla kortikal kemikten elde edilmektedir [105].
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Greft materyalleri arasinda DKA, DDKA ile ekstra ve intraoral otojen kemik greftlerinin
periodontal rejenerasyonu sagladigina iligkin histolojik bulgular vardir [105].
Demineralizasyon islemlerinden dolay1 osteoindiiktif aktivitenin azalmasi veya kaybi,

hastalik bulagma riski, immiin reaksiyona neden olmas1 ve maliyeti allogreftlerin kullanimini

kisitlamaktadir [105].

2.4.2. Kimyasal kok yiizeyi biyomodifikasyonu

Periodontal cep ortamina agilmis kok ylizeyinde meydana gelen patolojik degisiklikler yeni
atasman olusumuna engel olabilir. ilk kez Stahl ve digerleri 1972 yilinda kok yiizeyinin
demineralize olmasi ile dentinde bulunan kollajen liflerinin agiga ¢iktigini, bolgedeki
mezenkim hiicrelerin sementoblastlara farklilasarak yeni sementi olusturacagini
belirtmislerdir [111, 112]. Bu nedenle periodontal tedavide distas1 temizligi ve kok yiizey
diizlestirmesine ilave olarak periodontal cebe komsu kok yiizeyinin biyolojik olarak uyumlu
hale getirilebilmesi i¢in bugiine kadar sitrik asit, tetrasiklin HCL ve EDTA kullanilmistir
[113-115].

Kok yiizeyine asitlerin ve Ozellikle sitrik asitin uygulanmasinin in vitro ve hayvan
caligmalarinda hiicre migrasyonunu ve bag doku atasmanini artirdigi bildirilmistir [94, 116,
117]. Sitrik asit periodontitise ait toksinleri yok ederken kdk smear tabakasini kaldirir,
boylece hipermineralize alanlar1 yok ederek kokteki kollajeni aciga c¢ikarir [94].
Histopatolojik ¢aligmalarda kok yilizeyine Sitrik asit uygulamasinin iyilesme déneminde bir
miktar bag dokusu atagmanini artirmasiyla birlikte kok rezorpsiyonuna neden oldugu
saptanmistir [113]. Insanlarda 26 kemik i¢i periodontal defekte e-PTFE ile birlikte sitrik asit
uygulayarak yapilan ¢alismada, bu grupla kontrol grubu arasinda klinik atasman kazanci
farkinin bulunmadigi gosterilmistir [118]. Bunlar disinda sitrik asit ile kokteki kollajenin
aciga ¢ikmasi sonucunda, bu kok yiizeyine ECM glikoproteinlerinden olan fibronektinin
uygulanmasiyla, klinik atagsmanin artirilabilecegi goriisii ortaya atilmig [119], yeni atagman,

sement ve kemigin olusabilecegi bulgulanmistir [94].

Kok yiizeyi biyomodifikasyonunda kullanilmak {izere uygulanan tetrasiklinin, iyilesme
sirasinda kollajenaz enzimini inhibe etmesinin yaninda antimikrobiyal ve demineralizasyon
etkileri bulunmaktadir [120]. Ancak arastirmacilar tetrasiklin HCl uygulamasinin

periodontal rejenerasyonda fark yaratmadigini bulgulamiglardir [121]. Bir diger ajan EDTA
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ise glinimiizde mine matriks proteinleri ile klinik kullanimda yer bulmaktadir. Mayfield ve
digerleri (1998) kemik i¢i defektlerde YDR ile beraber EDTA kullaniminda tek basina YDR
uygulanan gruplara gore fark tespit edememislerdir [114]. Arastirmacilar, kok ylizeyi
biyomodifikasyonunun diger rejeneratif teknikler ile birlestirilmesinin herhangi bir fark

yaratmadigini ortaya koymuslardir [121].

2.4.3. Yonlendirilmis doku rejenerasyonu (YDR)

Geleneksel periodontal tedavi uygulamalarinda flep operasyonu sonrasi iyilesme, kok
yiizeyi boyunca defekt tabanma kadar epitelin migrasyonuyla sonuglanmaktadir. Iyilesme
sirasinda diger periodontal dokulara gore daha hizli ilerleyen epitel ve diseti bag dokusu,
rejenerasyon kapasitesine sahip esas hiicreler olan periodontal ligament ve onu izleyen

kemik hiicrelerinin yerini doldururlar [122, 123].

Melcher (1976) periodontal cerrahi sonrasi kok ylizeyine gelen hiicrelerin iyilesmenin tipini
belirleyecegini belirtmistir [5]. Nyman ve digerleri fiziksel bariyerler kullanarak epitel ve
diseti bag dokusu hiicrelerinin yara bdlgesinden uzak tutulmasinin, periodontal ligament
hiicrelerinin kok yiizeyine dogru yonlenmelerini sagladigi hipotezinden yola ¢ikarak buna
yonelik deneyler yapmislardir. Bu aragtirmalarda periodontal hastalik nedeniyle atagman
kaybinin oldugu bolgelerde bariyer membran uygulamasinin kok yiizeyinde kollajen lifler
ve sement olusturdugu gosterilmistir [124-126]. Bu ¢alismalara ek olarak Karring [127],
Gottlow [128], Magnusson ve digerlerinin [129] yaptig1 bir dizi ¢alisma ile yonlendirilmis
doku rejenerasyonunda (YDR) periodontal ligament hiicrelerinin bélgede re-

popiilasyonunun gerekliligi {izerinde yogunlasilmistir.

Lindhe ve digerleri (1984) periodontal ligament ve sement dokularindan yoksun kok
yiizeylerine komsu alveol kemiginin yeni bag doku atasmani olusturma potansiyellerini
aragtirmislar, bunun i¢in ti¢ maymundaki keser disleri cekmisler ve koklerin tek yilizeyindeki
periodontal ligamenti kiirete etmislerdir. Arastirmacilar, bir grupta cektikleri dislerin
soketindeki bukkal duvar kemiklerini ¢gikarttiktan sonra dislerin hepsini soketlere reimplante
etmisler ve 6 ay sonra histolojik olarak incelemislerdir. Calismada, alveol kemigi varlig1 ya
da yoklugu farketmeksizin periodontal ligamentin olmadigr bolgede fibréz atasmanin
olusmadig1 gosterilmistir. Boylece arastirmacilar dise komsu alveol kemigin periodontal

rejenerasyonda biyolojik bir katkisinin bulunmadigini bulgulamislardir [130].
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Caton ve digerleri (1987) periodontal rejenerasyonun histogenezini arastirmak amaciyla
yaptiklar1 ¢alismada; kopeklerde olusturulan pencere defektlerini milipore filtreler (selliiloz
asetat) ile orterek kok yiizeylerinde periodontal ligament ve alveol kemigi hiicre re-
popiilasyonunu desteklemeyi hedeflemislerdir. Histolojik olarak 3., 7., 14. ve 35. giinlerde
yapilan degerlendirmelerde hem kontrol hem de deney grubunda yeni sement, kemik ve
periodontal ligament olusumunun 14. giinde baslamis oldugunu, 35. giinde ise defektlerde
rejenerasyonun tamamlandigini gostermislerdir. Ancak deney grubunda periodontal

rejenerasyonun kontrol grubuna gore daha fazla oldugu bildirilmistir [131].

YDR tekniginin ilk klinik uygulamas1 Nyman ve digerleri tarafindan 1982’de yapilmistir
[125]. Bu ¢alismada, ¢ekimine karar verilmis ve mine sement siirindan itibaren 11 mm
atagsman kaybi olan bir alt kesici dise, kok ylizeyinin etrafini alveolar kretin iizerini 6rtecek
ve mine sement smirinin kuronaline uzanacak sekilde milipore filtreler (selliiloz asetat)
yerlestirilmistir. Bukkal flep filtrenin {izerine kapatilarak sabitlenmistir. 3. ayda alinan blok
biyopsinin histolojik incelenmesinde periodontitisten etkilenmis kok yilizeyinde 5 mm’lik
yeni atagmanin olustugu bulgulanmistir. Bu sonug, kuronal kemik kazanci yeterli bulunmasa
da, periodontal rejenerasyonda YDR tekniginin uygulanabilirli§inin gostergesi olmustur

[125].

Periodontal yara iyilesmesi sirasinda bariyer membran yardimiyla epitel ve bag dokusunun
bolgeye gelerek atasman olusturmasinin engellenmesi sonucunda kok yiizeyi boyunca
periodontal ligament hiicrelerinin ¢ogalmasi saglanmistir. Bu fiziksel bariyer, kok yiizeyinde
bosluk olusturarak periodontal hastalik nedeniyle kaybedilmis periyodonsiyumun yeniden
kazanilmasimi saglar [132]. Bariyer membran yardimiyla olusturulan bu teknik, Klinikte
periodontal rejenerasyonun saglanmasinda sik¢a kullanilan bir teknik olarak giiniimiize

kadar gelmistir.

YDR’ye yonelik olarak iiretilen bariyer membranlarda bulunmasi gereken bazi 6zellikler su

sekilde siralanmaktadir [133, 134].

1. Biyouyumluluk: Rejenerasyonda kullanilacak materyal dokular tarafindan biyolojik
olarak kabul edilebilir olmalidir. Buna biyouyumluluk denir. Materyal, immiin cevaba,

duyarliliga ve iltihaba izin vermemeli, hastaya tehlike olusturmamalidir [133].
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2. Membranin periodontal rejenerasyon i¢in yeterli alan saglamasi gerekmektedir. Bazi
materyaller yumusak ve esnek oldugu i¢in defektin icerisine ¢okebilir. Bu nedenle dis

basinglara kars1 6zel bir geometriye ve fonksiyonel rekonstriiksiyona sahip olmalidir [133].

3. Okliizivite (Kapayicilik): Membran kok yiizeyine istenmeyen hiicrelerin girisini
engelleyerek bos bir alan saglamalidir. Membrani olusturan materyalin biyolojik aktivitesi
sadece igerigine degil, gézenekliligine bagli olarak da degisebilir. Membran gézenekleri
hiicre gelisimi i¢in sivi, oksijen, besinler ve biyoaktif maddelerin diflizyonuna uygun

biiyiikliikte olmalidir.

Bu gozenekler epitel hiicreleri ve diseti fibroblastlarinin membran igine gegisini
engellemelidir. Biiyiik gozenekler hizli iireyen hiicrelere izin verirken, kemik ve periodontal
hiicrelerin  gecisini  kisitlamaktadir. Ayni  zamanda biiylik gozenekler bakteriyel
kontaminasyonun artigina ve bu kontamine membranlarin ¢ikarilmasi ise yumusak doku
olusumuna neden olur. Eger gozenekler kiigiik olursa, sinirli hiicre gogii, kollajen
birikimininin artmast, avaskiiler doku olusumu ve kapiller gelisim ile infiltrasyon eksikligine
neden olabilir [135]. Bu nedenle olusacak dokuya uygun gozenekliligin belirlenmesi o

dokunun rejenerasyonunda 6nemli rol oynar.

4. Doku biitiinligii: Membranin dis yiizeyi epitelin hizli gelisimini ve materyalin
enkapsiilasyonunu engellemeli, agilmis olan flep ile birlesebilmelidir. Warrer ve digerleri
(1992) maymunlarda doku biitiinliigiiniin 6nemi i¢in yapmis olduklari ¢alismada, gevresel
(sirkumferensiyal) kemik igi periodontal defektlerde polilaktik asit membran
kullanmiglardir. Ancak doku biitiinligii eksikliginden dolayr membranlar epitel tabaka ile
ortiilmiis ve enkapsiile olarak agiga ¢ikmistir [136]. Bu nedenle uygulanacak membran

dokunun biitlinligiinii saglayarak rejenerasyonda gérev almalidir.

5. Uygun membran klinik gereksinimlere gore tasarlanmalidir. Ornegin, membranlar

defektin konturuna uygun yeterli alan saglayacak sekilde olmalidir [133].

YDR uygulamalari i¢in gelistirilen materyaller rezorbe olan ve olmayanlar olarak iki gruba

ayrilir. Bu membranlarin 6zellikleri hakkinda genel bilgiler Cizelge 2.3 te verilmistir.
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Klinik g¢alismalarda ilk defa uygulanan materyaller rezorbe olmayan membranlardir.
Expanded Polytetrafluoroethylene (ePTFE-teflon)’den yapilmis membranlar geleneksel
olarak kullanilan rezorbe olmayan materyallerdendir. Baslangigta uygulamalarda yaygin
olarak basarili sonuglar elde edilmesine ragmen son yillarda bu malzemelere titanyum
eklenerek rejeneratif hiicrelerin ¢ogalmasi igin bosluk yaratma ozelligi artirilmigtir [137,

138].

Rezorbe olmayan membranlarin 4-6 hafta sonra ikinci bir operasyonla c¢ikarilmalarina
gereksinim vardir. Bu asamada yeni rejenere olan dokunun zedelenmesi ve bakteriyel
kontaminasyon ile olusabilecek enfeksiyon nedeniyle yara iyilesmesi gecikmekte ve diisiik

rejeneratif sonuglar ortaya ¢ikabilmektedir [139].

Arastirmacilar farkli 6zellikte bariyer membranlar olusturarak membran o6zelliklerinin
periodontal rejenerasyona katkisini arastirmiglardir. Crump ve digerleri (1996) siganlarda
yaptiklart karsilagtirmali ¢alismada yiiksek yogunluklu teflon membranin (d-PTFE) pordz
olmayan yapisi ve dokuyla biitiinlesmesinin zayif olmasindan dolayr e-PTFE’ye gore

dokudan ¢ikarilmasinin daha kolay oldugunu belirtmislerdir [140].

Lundgren ve digerleri (1998) sicanlarda yapmis olduklari ¢alismada silikon gergeve ve farkli
perforasyonlara sahip (10, 25, 50, 75, 100 ve 300 um) 6 poliester mesh (plastik kapayici)
yardimi ile kapaticilik saglamislardir. Arastirmacilar, 4, 8 ve 12 haftalik histomorfolojik
degerlendirmelerinde tamamen bloke edici bariyer membranlarda en yavas kemik doku
ogmentasyonu meydana geldigini, >10 pm den biiyiik perforasyonlarda ise daha hizli kemik
ogmentasyonlar1 oldugunu gostermisler; ancak kemik yapim miktarinda aralarinda farklilik
bulamamiglardir [141]. Bu ¢alisma ile iyilesmede gézenekliligin kemik iyilesmesinden ¢ok

yeni kemigin olusum hizim etkiledigini géstermistir.
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Cizelge 2.3. Ticari olarak bulunan membranlar ve 6zellikleri [16, 135, 142]

Ticari ismi ve
icerikleri

Ozellikleri

1. Rezorbe olmayan bariyer membranlar (gézenek genisligi)

Gore-Tex:
e-PTFE(genisletilmis
politetrafluoroetilen)
Cytoplast:

d-PTFE (yiiksek yogunluklu

politetrafluoroetilen)
Cytoplast:

Titanyum ile desteklenmis yiiksek
yogunluklu polytetrafluoroetilen

0,5- 30 um
0,3um'den
kiigtik

1,36pm'd
en kiiciik

2. Sentetik rezorbe olabilen membranlar (rezorpsiyon siireleri)

Resolut LT:

Poly-DL-lactid/ Co-glycolid

Vicryl:

Polyglactin 910 Polyglycolid/Polylactid

9:1w/w
Atrisorb:

Poli-DL-laktid ve ¢oziiciisiit N-methyl- 2

pyrolidon

Guidor:

Poly- DL- lactid/Poly-L-
lactid/Asetilbiitilsitrat
OsseoQuest:
Hydrolyzable Polyester
EpiGuide:

Poly -DL- lactic acid
Biofix:

Polyglycolic acid

8 hafta

8 hafta

36-48 hafta

24 hafta

16-24 hafta

24-48 hafta

24-48 hafta

Yorumlar

Pek ¢ok ¢aligma mevcuttur.

Primer kapanma gerekli
degildir

Kemik rejenerasyonu
yeterli

Hiicrelerin tutunmast i¢in poroz
bir yapidadir

Oldukga iyi adapte olmaktadir.
Rezorbe olmayanlara gore daha
iyi sonuglar

Iyi adapte olabilen kisisel fabrike
edilebilen membran

Cift katli membran

dis ylizey: biiyiik gozenekli
i¢ ylizey: ince gozenekli
Iyi doku biitiinliigii

Kan pihtist ile desteklenir

Bakteri ve epitel hiicrelerine
kars1 bariyer olarak rol oynar

3. Degal-biyolojik olarak rezorbe olabilen membranlar (kollajenin kaynagi ve rezorpsiyon siireleri)

BioGide

BioMend
Extend
Cytoplast
RTM

Alloderm:

Biosorb
Membran
Neomem

OsseoGuard
Ossix PLUS
Jason
Membran

Collprotect
membran

domuz derisi (I ve
111) 24 hafta

sigir tendonu (1)

8 hafta

sigir (1)

26-38 hafta

insan derisi (1)
16 hafta

sigir (1)

26-38 hafta

sigir (1)

26-38 hafta

sigir (I)

24-32 hafta
domuz(l)

16-24 hafta
domuz(l) perikardium
12-28 hafta
domuz (1)

dermis 8-12 hafta

*Henliz literatiirde yapilmis ¢alisma bulunmamaktadir

e-PTFE’ye iyi bir
alternatif

Kemik gelisimi ve hiicre
davranigi sinirli

Hiicresiz membran. Deri
matriksi rehidre
edilmelidir. Coklu diseti
¢ekilmelerinde
kullanilmaktadir.

Stabil bir uyum saglar.

iki tabakalidir. Nadir
vakalarda kullanilmistir.
Estetik sonuglart
gelistirir.

Orgiilii kemigi artirir.

*
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Rezorbe olmayan membranlarin disinda, ikinci bir operasyona ihtiya¢ duyulmamasi ve yeni
dokular olugsurken membranin ¢ikarilmasinin bdlgedeki iyilesmeyi etkilemesinden dolay1
kollajen, poliglaktik asit, polilaktik asit ve bunlarin kopolimerleri gibi rezorbe olabilen
membranlar da kullanilmaktadir [74, 143, 144].

Rezorbe olabilen membranlardan klinikte yaygin kullanilan kollajen membranlarin mekanik
direncinin zayif olmasi nedeniyle, bunlar bazi c¢apraz baglayicilar kullanilarak
giiclendirilmistir [74, 145]. Buna paralel olarak gelistirilen sentetik membranlarin
rezorpsiyon siireleri uzun oldugundan yeni kemik rejenerasyonu i¢in daha basarili

olabilecekleri diistiniilmiistiir [146, 147].

Kontrollii klinik ¢alismalarda kollajen membranin postoperatif komplikasyonlarinin az
olmasi nedeniyle klinik kullanimda popiilaritesini korumaktadir. Ancak klinik uygulamada
mekanik stabilitesinin zayifligindan dolay1 kemik greftleri ile beraber kullanimi
yayginlasmustir [148, 149]. Ayrica ag1z ortamina agildiginda membranin ¢ikarilamamasi ve
membran boyunca enfeksiyonun dokulara yayilma olasiligimin bulunmas: kollajen

membranlarin kullanimini kisitlamigtir [150].

Murphy ve digerleri (2003) yaymladiklari sistematik derlemede YDR’nin her iki kemik ici
ve furkasyon defektlerinde tek basina flep operasyonlarina gére daha basarili oldugunu
belirtmislerdir. Bununla birlikte bariyer membranlarin ¢esidine gore sonuclarin degiskenlik
gosterdigi, greft materyalleri ile birlikte membran kullaniminin ise klinik atagsman kazancini

artirdig1 ve sondlanabilir cep derinligini azalttig1 sonucuna varmiglardir [151].

Tonetti ve digerleri (2004) yaptiklar1 ¢ok merkezli randomize kontrollii klinik bir caligmada,
modifiye edilmis papilla koruyucu flep tekniginin etkinligini, YDR ile beraber kemik
greftlerini kullanarak degerlendirmislerdir. Arastirmada, modifiye papilla koruyucu teknigi
uygulamasi ve YDR ile greftlerin beraber kullaniminin, klinik atagsman kazanci ve

sondlanabilir cep derinliginin azaltilmasinda etkin bir yontem oldugunu bulgulanmistir

[149].

YDR’nin uzun dénem sonuglarinin arastirildigr klinik galismalarda ise, Pretzl ve digerleri
(2008) rezorbe olabilen ve olmayan membranlarin uygulandig: tedavilerde sonuglart 10 yil

sonra degerlendirmislerdir. Arastirmada YDR amaciyla kullanilan her iki tiir membran ile
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tedavinin, 12 ay sonunda klinik atagman seviyesini artirdigi, 10 yil sonunda ise durumun
halen korundugu gozlenmistir [152]. Bu sonuglara benzer olarak Eickholz ve digerleri ise
(2007) kemik igi defektlere uyguladiklari rezorbe olan ve olmayan membranlarin 5 senelik
klinik takip ile degerlendirdiklerinde, 50 kemik igi defektin 47’sinde klinik atasman

kazancinin varligini ortaya koymuslardir [153].

Jepsen ve digerleri (2002) ile Needleman ve digerleri (2006) yayimladiklar: derlemelerde,
YDR’yi tek basina flep operasyonlari ile karsilastirdiklarinda, YDR’nin 2 mm atagman
kazanci sagladigini ancak YDR tedavisi sonrasi dislerin agizda kalmasi ile ilgili herhangi bir
veri bulunmadigini belirtmislerdir. Arastirmacilar klinik ¢aligmalardaki degiskenliklerden
dolayr YDR’nin klinik basaris1 hakkinda net bir bilginin literatiirde yer almadigini
kaydetmislerdir [13, 154].

Ivanovski ve digerleri (2009) yaptiklari ¢alismada YDR’nin greftlerle beraber kullaniminin
daha etkili oldugunu; disin prognozu, disin bulundugu bolge gibi etkenlerden dolayr hasta
se¢iminin ve tedavi planlamasinin 6nemini belirtmislerdir [155]. Diger yandan YDR ve greft
uygulamasinin uzun dénem sonuglarmin ¢ok degiskenli oldugunu ve Klinik yararliligin

yeterli olmadigini savunan ¢esitli goriisler de bulunmaktadir [156, 157].

YDR uygulamalar1 sonrasi elde edilen atasman miktarinin her vakada ayni olmadigi ve
rejenerasyonun sinirli kaldigi goriilmiistiir [19]. Yetersiz plak kontrolii, sigara kullanimi,
okliizal travma, yetersiz keratinize doku ve doku kalinligi, defektin duvar sayisi ve derinligi
gibi hastaya bagli faktorler, kok ile bariyer membranin birlesiminin yetersizligi, steril
kosullarda yapilmayan cerrahi islemler, membranin erken dénemde ekspoze olmasi veya
dokuya yeterince adapte edilmemesi gibi hekime baglh faktorlerin periodontal rejenerasyon

potansiyelini etkileyebilecegi belirtilmistir [103, 152].

YDR amaciyla kullanilan membranlarla istenilen sonuglarin elde edilebilmesinde yetersiz
kalinmas1 nedeniyle, yeni periodontal tedavi stratejileri gelistirilmeye baglanmus,
arastirmalar biyolojik mediatorlerin iizerinde yogunlasmistir. Periodontal yara iyilesmesinde
istenilen hiicrelerin bolgeye goc¢ etmesi saglanarak, bdlgede cogalmasi ve yeni doku
olusturulmasi igin ¢esitli biyolojik mediatorlerin arastirilmasina gerek duyulmustur. Klinikte
biyolojik ajan olarak mine matriks proteinleri, biiylime faktorleri, trombositten zengin

plazma, trombositten zengin fibrin gibi ¢esitli ajanlar kullanilmaktadir [111]. Bir diger
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gelismekte olan yaklasim ise dokularin yerini dolduracak ekstraselliiler matriks prototipleri

olusturarak, bu sinyal molekiilleri ile farkli hiicre tiplerinin bolgede uygulanmasidir [1].

2.5. Periodontal Doku Miihendisligi

Doku miihendisligi yaklasimi; cesitli kaynaklardan elde edilen hiicrelerin ve biiylime
faktorlerinin, tagiyicilar araciligiyla hastalik ya da travma sonucu kaybedilmis veya hasar

gbormiis dokulara yerlestirilerek bu dokularin yeniden kazanilmasini hedeflemektedir.

Doku miihendisligi, hiicresel ve molekiiler biyoloji, genetik, kimya, materyal bilimi ve
mithendisligini i¢eren interdisipliner yeni bir bilim dalidir. “Doku miihendisligi” terimi ilk
olarak 1987 yilinda Washington’da yapilan Ulusal Bilim Kurumu (NSF) tarafindan
Biyomiihendislik Konferansinda ortaya konmustur. Bu terim 1988 yilinda Skalak ve Fox’un
editorliigiinde yayimlanan “Tissue Engineering” kitabinda su sekilde tanimlanmustir:
“Normal ve patolojik memeli dokularindaki yapi-fonksiyon iligkisinin temelini olusturan
hayat bilimi ve miihendisligin prensiplerinin uygulanmasi ve doku fonksiyonlarmin
gelistirilmesi, siirdiiriilmesi ve tamir edilmesine yonelik biyolojik doku benzeri yapilarin

gelistirilmesidir” [158, 159].

Nerem [160] 1991 yilinda hiicre mithendisligi konusunda, Langer ve Vacanti [45] ise 1993
yilinda doku miihendisligi basligi altinda giiniimiiziin bu yeni bilim dalina Onciilik

etmislerdir.

Amerikan Ulusal Saglik Orgiitii'ne (NIH) gore doku miihendisliginin amaci; fonksiyonel
yapilart  birlestirmek, korumak, hasarli dokularn veya organlarin tamamim
gelistirmektir. Yapay deri ve kikirdak, Amerikan Gida ve Ila¢ Dairesi (FDA) tarafindan
onaylanmis miihendislik dokularina ornektir. Ancak su anda insanlarda kullanimi heniiz

siirlidir [161].

Hiicreler dokularin yap1 tasiyken, dokular ise viicudun temel birimidir. Hiicre gruplar1 kendi
destek yapilarini olusturur, buna ekstraselliiler matriks (ECM) denilmektedir. Bu matriks
hiicreleri desteklemenin yaninda, gesitli sinyal verici molekiiller i¢in bir istasyon olarak islev

goriir. Boylece hiicreler yerel ¢evreden gelen pek ¢ok uyariyr alabilirler. Hasarli dokularin
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onarilmasi, hatta yenilerinin yaratilmasi i¢in hiicre gruplar etkilesme siireci baslatarak doku

yapimint diizenleyebilmektedirler [162].

Doku miihendisligi prensipleriyle ECM benzeri yapilar iiretilmeye ve arastirilmaya
baslanmistir. Doku iskelesi adi da verilen bu matrikslerin iiretiminde proteinlerden
polimerlere kadar degisen gesitli molekiiller kullamlmustir. Iskelelerin olusturulmasindan
sonra hiicreli ya da hiicresiz olarak biiyiime faktorleri ile devam etmektedir. Hiicreler,
iskeleler ve biiylime faktorleri biraraya gelirken, ayn1 anda “kendi kendine insa olan” (self-

assemble) dokulart meydana getirirler [98, 162, 163].

Doku mithendisligi ii¢ ana unsurdan olusur [164]. Bunlari su sekilde siralayabiliriz:

1. Ex vivo olarak olusturulan hiicreler (otolog va da allojenik)

a. Doku ozelligine gore farklilasan hiicreler
b. Kok hiicreler: Eriskin (somatik), fetal (embriyonik)

2. Uvygun bir iskele yapisi va da tasiyici materval

a. Pordz, eriyebilen, siingerimsi biyomateryaller; membranlar, tiipler
b. Nanopartikiiller

3. Doku olusumu ve hiicresel farklilasmayi indikleyen biyoaktif molekiiller ve

diizenleyiciler

Sok dalgalar1 ve ultrason
Elektromanyetik radyasyon

a. Biiyiime faktorleri

b. Biiylime faktorlerini olusturan genler
c. Biiyiime inhibitdrlerinin antagonistleri
d. Mekanik yiikleme

e. Hidrostatik basing

f.  Swvi akis

g.

h.

Periodontal doku miihendisligi yaklagiminda, arastirmacilar tarafindan ortak goriis ve gegerli
bir anlayis olmamakla birlikte, doku miihendisliginde kabul edilen unsurlar1 icermektedir
[165]. Bartold’a gére (2000) periodontal doku miihendisligini YDR ile ayirt etmek gerekir.
Aragtirmaciya gore periodontal doku miihendisligi periyodonsiyumda bulunan hiicreleri ya
da biiyiime faktorlerini barindiran ii¢ boyutlu bir yapinin defekt bolgesine yerlestirilmesidir.
Ug boyutlu tasiyici iskele uygun hiicre ya da biiyiime faktorleri ile giiniimiizdeki periodontal
rejeneratif tedavilerin eksikliklerini ortadan kaldirabilir [1]. YDR ise, hiicresiz bir iskeleyi

alic1 dokuya yerlestirerek dokunun kendiliginden olusmasi esasina dayanir [98]. Klasik YDR



23

uygulamalarinda sadece kaybedilen dokuya ait bosluklarin doldurulmasi saglanirken, doku
miithendisligi yaklasiminda amag biiyiiyen, gelisen ve canliligini koruyabilen organlari elde
etmektir[166]. Gilintimiizde organ nakillerinin yerini almak iizere iiretilen bu doku
miihendisligi  triinleri, periodonsiyumda  dokularin  olusum Vve  rejenerasyon
mekanizmalariin anlasilmasi sonucunda bolgede gorev gorebilecek yapilarin yeniden

gelistirilmesini hedeflemektedir.

Doku miihendisligi kullaniminin yayginlagsmasi i¢in iki ana kriterin yerine getirilmesi
gereklidir. Bunlardan ilki, tasiyici iskelenin mimari yapist ve bosluk saglama gibi
biyomekanik &zelliklerinin uygun olmasi gerekir. ikincisi ise, mithendislik {iriiniiniin kiiltiir
ortaminda hiicre canliligi ve ¢ogalmasini; implante edilen bolgede ise yeni damarlanma ve

biiytime faktorlerinin dagilimi ile doku rejenerasyonunu saglamasi gerekir [98] (Sekil 2.3).

Iskeleler
Kollajen,
Kemik mineralleri,
—_Sentetikler
,\\
. N\
Sinyal molekiilleri \
Biiyiime faktorleri Hiicreler
Farklilagma | Osteoblast
faktorleri / Sementoblast
A(ljelgﬁn _ Fibroblast
mole €r1 '
Rejenerasyon

Sekil 2.3 Periodontolojide tanimlanan doku miihendisligi [98]

2.6. Hiicre Tedavisi Yaklasim

Doku miihendisliginde kullanilan hiicre tedavileri, tasiyici ile beraber biiyiime faktorlerinin
defekte dagitimi ve hiicresel yapilardan dokularin olusturulmasiyla gerceklestirilir. Bu

Onerilen strateji genel ismi ile hiicre tedavisi yaklagimi olarak kabul edilir [167].



24

Hiicre tedavisi yaklagimi agamalarini Sekil 2.4°te 6zetleyebiliriz:

1. Kaynaktan doku elde edilmesi ve hiicre izolasyonu
2. Hiicre ekimi
3. Uygun kiiltiir ortaminda sayilarinin ¢ogaltilmasi
4. Biyosinyal molekiilleri ile birlikte doku iskelesine ekimi
5. Dokunun hasarl bolgeye implante edilmesi
Mekanik Uyarici
Implantasyon
Buyume
faktori
% Biyopsi
\>a e -
Doku Gelisimi Hiicre izolasyonu
\ 2
iskele
“—7 S
Hicre cogalmas: 3 Huicre Kulttr

Sekil 2.4. Hiicre tedavisi yaklagimi

Hiicre tedavisi yaklasiminda somatik (eriskin) ya da kok hiicreler kullanilabilmektedir[165].
Somatik hiicreler; toplanabilir, kiiltiire edilebilir ve implante edilebilir. Somatik hiicrelerde
kok hiicrelerde goriilen kendini yenileme kapasitesi olmadigi i¢in bu hiicrelerin kullanim
alanlar1 siirhidir. Doku miihendisliginde diseti, periodontal ligament, sement ve alveol
kemiginden olusan periyodonsiyumun rejenerasyonunu saglamak amaciyla osteoblastlar,

periost hiicreleri, sementoblastlar ve periodontal ligament hiicreleri kullanilmaktadir.

Hiicre tedavisi yaklagimi ile yapilan 6n ¢alismalarda periodontal bdlgelere immiinolojik ya
da iltihabi sonuglar dogurmadan periodontal ligament ve kemik hiicrelerinin

yerlestirilebilecegi gosterilmistir [63-66].

Periyodonsiyumun elemanlarindan biri olan alveol kemiginin rejenerasyonu igin gorev alan

baslica hiicreler osteoblastlardir. Osteoprogenitdr hiicreler kemik iligi stromasindan elde
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edilen 6ncili mezenkimal hiicreler tarafindan ortaya ¢ikar [104]. Osteoprogenitor hiicrelerde,
farklilagmalarinda rol oynayan paratiroid hormon, dstrojen, glukokortikoid gibi hormonlara
duyarli reseptorler vardir [104]. Osteoblastlarin osteoprogenitor hiicrelerden gelisimi ve
farklilasmasi kemik morfojenetik proteinlerin (BMP), insiilin benzeri bliylime faktorii (IGF),
plateletten tiireyen biliylime faktorii (PDGF) ve fibroblast biiyiime faktorii (FGF) gibi

osteoindiiktif ve osteopromotif bilyiime faktdrlerinin salinimina baghdir [104].

Osteoblastlar sekillenmekte olan kemik trabekiillerinin ve lamellerinin yilizeylerinde tek sira
halinde epiteloit dizilmislerdir. Aktif sekilleri kiibiktir ve bazofil boyanirlar. Salgiladiklar
osteoit madde yoniinde sitoplazma uzantilar1 yaparak; diger hiicrelerin uzantilari ile iliski
kurarlar [104]. Mineral matriksin ¢okelmesiyle uzantilarin bulundugu yerlerde kanalciklar
olusur, kemik yapimi ilerlediginde ise doku icinde kalarak osteositlere doniisiirler. Bu
hiicreler kemik matriksinin organik kismini yani kollajen lifleri ve glikozaminoglikanlari
salgilarlar. Bunlar matriks yapisinin mineralizasyonunu kontrol ederler, kalsiyum, fosfat gibi

minerallerin kan diizeylerinin homeostazinda da gorev alirlar [104].

Osteoblastlarin immunojenik yanit vermemeleri ve biyopsi ile kolay elde edilmeleri gibi
avantajlar1 bulunur. Ancak az miktarda elde edilebilmeleri ve hiicrelerin ¢ogaltilmasinin
zorlugu dezavantajlaridir. Bugiine kadar kemik rejenerasyonu i¢in kullanilan osteoblast
hiicrelerine farklilagsmasi i¢in embriyonik, kemik iligi, kordon kani, adipoz doku, kas ve

dental pulpa kaynakli ¢esitli kok hiicreler kullanilmistir [168].

Kok hiicreler tim cok hiicreli organizmalarda bulunan, kendini yenileyebilme (mitotik
boliinme) ve degisik hiicre tiplerine farklilagsabilme kapasitesine sahip olan primitif
hiicrelerdir [167]. Embriyonal kok hiicreler totipotent! ve pluripotent ? 6zelligine sahiptir.
Bugiine kadar yapilmis calismalarda bu hiicrelerin kardiyomiyositlere, hematopoetik
hiicrelere, endotel hiicrelerine, ndronlara, kondrositlere, adipositlere ve osteoblastlara
farklilagtiklar gosterilmistir. Ancak embriyonik kok hiicrelerin kullanimindaki etik sorunlar,
teratom veya benzeri tiimor olusumlarina yol agmasi, immiinolojik olarak dokunun reddi

gibi sorunlardan otiirii klinik amaglarla kullanilmamaktadir [167].

! Sinirsiz farklilasma: Déllenmis yumurtamn ilk birkag boliinmesiyle meydana gelen hiicreler de totipotenttir.
2 Birden fazla doku/hiicre tipine farklilasmaya pluripotent denir.
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Eriskin kok hiicreler, doku ve organlarda farklilasmis hiicrelerle birlikte bulunan
farklilagsmamis hiicrelerdir. Bunlara somatik kok hiicre de denilmektedir. Bu hiicreler,
unipotent! yapisindadirlar. Eriskin kok hiicrelerinden en siklikla kullanilan hiicre grubu
kemik iligi stromal hiicreleridir. Insanda; kemik iligi, yag dokusu, karaciger, kas, dermis,
periferal kan hiicreleri, agi1z i¢i alanlarda ise; dental pulpa ve periodontal ligament hiicreleri

mezenkimal kok hiicrelerin kaynagini olusturmaktadir [169].

Kemik iligi stromas1 hematopoetik ve mezenkimal kok hiicrelerine sahiptir. Bunlara kemik
iligi stromal hiicreleri (BMSC) denir. Hematopoetik kok hiicreleri her tipteki kan
hiicrelerinin artmasina neden olurken, mezenkimal kok hiicreler (MKH) in vivo olarak
transplante edildiginde yenilenme potansiyeli daha fazladir. Eski bilgilerin aksine kok
hiicrelerin bulunduklar1 doku hiicrelerinin disindaki hiicrelere de farklilagabilecegi
belirlenmistir.  MKH’lerin, osteoblastlar, kondroblastlar, adipositler, miyositler ve

fibroblastlara farklilasma potansiyeli bulunur [167].

Kemik iligi stroma hiicreleri deksametazon, inorganik fosfat ve askorbik asit ile muamele
edildiklerinde osteoblast benzeri hiicrelere farklilasarak, osteokalsin, osteopontin, paratiroid

hormon reseptorii gibi osteojenik hiicrelere ait belirteglerin salinmasina yol agarlar [170].

Kemik dokusu olusturulmasina yonelik doku miihendisligi ¢alismalarinda kolay ¢ogalabilen
ve farklilagmalar1 yonlendirilebilen MKH siklikla kullanilmaktadir. MKH’lerin implante
edildigi ektopik bolgelerdeki kemik formasyonunu rapor eden ¢alismalarda, MKH’lerin en
onemli farki osteoindiiktif molekiillerin tiretimidir [171, 172]. Mezenkimal hiicrelerin
osteojenik hiicre hattina dontigebilmesi i¢in Osf2/Cbfal geninin aktivasyonuna ihtiyag
duyar. Bu gen de osteokalsin, osteopontin, kemik sialoprotein ve kollajen sentezini saglayan
baslica gendir. Osf2/Cbfal geni BMP-7 ile indiiklenir, vitamin D3 ile baskilanir. Osf2/Cbfal
geninin  mutasyonu Kkleidokraniyal displazilere ve iskeletsel anomalilere neden
olabilmektedir [173].

Kemik doku miihendisligi ¢alismalarinda, mezenkimal kok hiicreler disinda MC3T3-E1
(fare pre-osteoblast hiicre hatt1), SAOS-2 (insan sarkoma hiicre hatt1) ve UMR-106 (sigan

! Tek bir yonde farklilasmaya unipotent denir.
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osteosarkoma hiicre hatt1) gibi osteoblast benzeri hiicre dizileri tasiyict iskelenin

biyouyumlugunu degerlendiren arastirmalarda sik¢a kullanilmaktadir [174-176].

Dogan ve digerlerinin (2002) somatik hiicreleri doku miihendisligi amaciyla kullandiklar
pilot ¢alismalarinda, periodontal ligamentten fibroblastlar iireterek transplantasyon amaciyla
kullanmiglardir. Calismada, kopeklerde olusturduklari mandibular klas II furkasyon
defektlerine otolog plazma iginde periodontal ligament fibroblastlarini yerlestirmislerdir.
Sonugta, hiicre ekilen tarafta kemik ve sement olusumunun kontrol grubuna gore daha

basarili bulundugunu ortaya koymuslardir [63].

Dogan ve digerleri (2003) yaptiklar1 bir diger calismada ise, otolog plazma igindeki
periodontal ligament fibroblastlarin1 deneysel pencere seklindeki periodontal defektlere
uygulamiglardir. Calismanin 42 giinliikk histomorfometrik incelemesinde fibroblastlarin
periodontal defektlerin icinde agiga cikmis dentin yiizeylerinin iizerinde sinirli diizeyde
sement olusturdugunu, bununla beraber fibroblastlarin bag doku adaptasyonu ve yeni kemik

rejenerasyonunu sagladigini bulgulamiglardir [64].

Yumusak doku tedavilerinde allojenik fibroblastlar mukogingival defektlerde keratinize
doku formasyonunu etkilemektedir. Bir doku miihendisi iiriinli olan neonatal keratinositler
ve fibroblastlardan olusan canli hiicresel yap1 (LCC) konvansiyonel diseti otogreftlerine
benzer klinik sonuglar vermektedir. LCC yara iyilesmesi sirasinda giiglii anjiyojenik

cevaplar verdigi i¢in kullaniminda yiiksek potansiyele sahip oldugu belirtilmistir [177].

Zhao ve digerlerinin (2004) yaptiklar1 ¢alismada sementoblastlari, periodontal ligament
fibroblastlari1 ve dis folikiil hiicrelerini {i¢ boyutlu polilaktik-ko-glikolik asit (PLGA)
tastyicilarina ekmislerdir. Arastirmacilar, dis folikiil hiicrelerinin kemik hiicrelerine
dontigiimiinii  inhibe ederken, immortalize sementoblastlarin ise biiyiikk periodontal
defektlere uygulandiginda kemik kopriisin ve PDL formasyonunu olusturdugunu

gostermislerdir [178].

Ik kez 2004 yilinda Seo ve digerleri, periodontal ligament k&k hiicrelerinin adipositler,
osteoblast benzeri hiicreler, sementoblast benzeri hiicrelere farklilasabildigini gostermisler,
bu hiicrelerin immun sistemi baskilanmis siganlara transplante edildiginde ise sement ve

periodontal ligament benzeri dokular ile Sharpey liflerini olusturdugunu gozlemislerdir.
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Calismada, periodontal hastaliklarla kaybedilmis periyodonsiyumun tedavisinde ex-vivo
olusturulan kok hiicre transplantasyon tedavisinin timit verici oldugu goriilmiistiir [179]. Liu
ve digerleri (2008) yaptiklar1 bir ¢alismada, ¢ekilmis premolarlardan elde edilen otolog
periodontal ligament hiicrelerini hyaluronik asit tasiyicisi ile beraber 1siya duyarli hiicre
kiltirti teknigi kullanarak katman olusturmuslardir. Arastirmacilar domuzlarin molar
dislerindeki deneysel defektlere uyguladiklari otojen periodontal ligament kok hiicrelerinin,
yeni kemik, sement ve periodontal ligamentten olusan periodontal atagman aparatini

sagladigini gostermislerdir [180].

Son zamanlarda “hiicre tabaka miihendisligi” (cell sheet engineering) {izerine periodontal
atasman yapisini saglayacak pek ¢ok calisma yiiriitiilmektedir. Ik olarak Yamato ve Okano
tarafindan One siiriilen bu yaklagim doku olusumunu tek hiicre yerine hiicre tabakalar
olusturma fikrine dayandirmaktadir. Geleneksel tekniklerin yaninda yilizeyden kaldirma
islemi sirasinda tripsin ya da lipaz gibi enzimler kullanilirken, bu enzimler ECM ve hiicreler
arasindaki baglantiy ayirirlar. Enzimatik bozunumu engellemek amaciyla poli (N-izopropil
akrilamid) PIPAAm polimeri kullanilir. Bu polimer, 32°C’nin lizerindeki sicakliklarda
yapisindaki suyu kaybederek biiziisiir, proteolitik enzimler olmadan sicaklik 32°C’nin altina
distiigiinde ise yapisina tekrar su alarak siser. Konfliiensa ulagsmis olan bu hiicreler ECM

tireterek hiicre-hiicre baglantisi ile hiicre tabakasinin olusumunu saglar [181].

Hasegawa ve digerleri (2005) atimik siganlarda yaptiklar1 galismada iist birinci molar
dislerde olusturduklar1 bilateral dehisens defektlerine insan kaynakli iiretilen PDL hiicre
tabakalar1 uygularken, diger tarafi kontrol grubu olarak bos birakmiglardir. Cerrahi sonrasi
dordiincii haftadaki histolojik incelemelerde, PDL hiicre tabakasi uygulanan tarafta hiicresiz
sement ve ligamente benzer rejenere dokular gozlenirken, kontrol tarafinda kok
rezorpsiyonu ve ankiloz geligmistir. Bu ¢alisma ile PDL hiicre tabakasinin uygulanabilirligi

gosterilmistir [182].

Tsumanuma ve digerleri (2011) periodontal ligament, alveolar periost ve kemik iligini
karsilagtirmak amaciyla kopeklerde kanin tek duvarli kemik i¢i defektleri olusturmuslardir.
Calismada, poliglikolik aside ekilen {i¢ katli hiicre tabakasini otojen olarak kok ylizeylerine
yerlestirmislerdir. Arkasindan defekt pordz B-TCP ve kollajen greftleri ile doldurularak 8

hafta sonra degerlendirilmistir. Calismada defektte olusan alveol kemigi, yeni sement ve
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periodontal ligament incelendiginde; periodontal ligament kdk hiicreli olan grup, diger iki

gruba gore periodontal rejenerasyonun gergeklestirilmesinde daha iyi sonug vermistir [183].

Fonksiyonel ve estetik olarak yerine konan ve dokulari destekleyen dogal dis tiretimi halen
utopiktir. Sonoyama ve digerleri (2006) yapay dis tretimi konusundaki pilot olan
caligmalarinda PDL kok hiicreleri ile kombine apikal papilla kok hiicrelerini
hidroksiapiatit/trikalsiyum fosfat tasiyici igerisinde ex vivo iiretimini yaparak “biyolojik
kok” olusturmuslardir. Calismada immiin sistemi baskilanmis sicanlarin alt keser dislerine,
bu biyolojik kok nakledilerek, tizeri kuronla Ortiilmiistiir. 8 hafta sonunda siganlardan elde
edilen histolojik kesitlerde sement ve Sharpey liflerinin olustugu goriilmiistiir.
Aragtirmacilar, dental kok hiicrelerinin otolog transplantasyonunun uzun dénemde klinik

dental implant prosediirlerine alternatif olusturabilecegini belirtmislerdir [56].

2.7. Doku iskeleleri

Doku iskeleleri; hiicrelere dayaniklilik ve tutunmasi igin yiizey saglayan, fizyolojik ve
biyolojik degiskenlere cevap verebilen, hedef dokudaki matriksi taklit eden bir yap1 olarak

Ozetlenebilir.

2.7.1. Doku iskelelerinin fabrikasyonu

Mironov ve digerleri (2009) hiicre tedavisi yaklasimlarinda kullanilan doku iskelelerinde
aranan temel 6zellikleri su sekilde 6zetlemistir [184]:

=

Hiicrelerin iiremesi, tutunmasi ve ¢ogalmasi igin sert bir malzeme olmalidir.

2. Doku iskelesi organa 6zel sekilde tiretilmelidir. Bu nedenle iskele sert, ancak sekil
verilebilir olmalidir.

3. Sadece hiicre atasmani degil, ayn1 zamanda biiyiime, migrasyon ve farklilasma
sinyallerini dokuya saglamalidir.

4. Por6z yapist damarlanmaya, doku iskelesinin canliligina ve hiicre kiiltiiriine uygun
olmalidir.

5. Baslangigta iskelenin, mekanik olarak dokuya sekil vermesi beklenirken,

biyobozunma sonucunda in vitro ve in vivo olarak sentezlenen parenkimal ve stroma

hiicreleriyle yeniden yapilanmalidir.

Biyomalzemelerin en oOnemli amaci doku ile uyumlu olmast ve konak yanitinda
inflamasyona yol agmayarak indiiktif etki saglamasidir. Bu amaca yonelik olarak doku

miithendisliginde biyouyumlulugu ve konak dokunun organik matriksine benzerligi
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nedeniyle dogal polimerler; kolay islenebilir 6zellikleri, yiiksek mekanik dayanimlart ve
uzun rezorpsiyon siireleri nedeniyle sentetik polimerler; kemigin inorganik bilesenleriyle
olan benzerlikleri ve osteokondiiktivitesi nedeniyle biyoseramikler doku iskelesi malzemesi

olarak kullanilmaktadir [57].

Doku iskelesinin biyouyumlulugu o6ncelikle viicutta immun ve toksik reaksiyona neden
olmamas1 demektir. Bunun yaninda iskeleye hiicrelerin infiltrasyonu ve olusan dokunun
damarlanmasi sonucunda, konak doku biitiinliigiinii saglamasi agisindan onem kazanir.
Biyouyumluluk 6zelliklerinden bir digeri olan hidrofilik 6zellik, hiicrelerin tutunmasini ve

yayilmasini etkileyen 6zelliklerdendir [185, 186].

Ic baglantis1 olan ve kontrol edilebilen gdzeneklilik de doku iskelelerinde aranan
ozelliklerdendir. Gozeneklilik, hiicrelerin doku iskelesinin igine yapisarak niifuz etmesi,
yayilmasi, iiremesi, besinlerin aktarimi, atiklarin uzaklastirilmasi ve damarlanmanin
gergeklestirilmesi i¢in 6nemlidir. Yapilan ¢alismalarda 200-400 pm lik gézenek boyutlarinin

kemik rejenerasyonu i¢in ideal oldugu gosterilmistir [57, 187].

Doku iskelesi malzemesi viicutta bozunmaya ve rezorpsiyona ugrarken, ayni zamanda
dokuda gerekli olan boslugu saglar. Dokudaki hiicrelerin iskeleye tutunmasi saglandiktan
sonra hiicreler, hiicre dis1 matriksi sentezleyerek doku rejenerasyonunu gergeklestirirler
[188].

Ozellikle kemik doku miihendisligi icin gelistirilen doku iskelelerinin en 6nemli 6zelligi
mekanik dayanikliliktir. Materyalin biyobozunurlugu hedef dokunun gelismesine paralel
olmalidir. Kemik dokusu i¢in hazirlanan doku iskelesinin ge¢ donemde, yumusak doku igin

ise daha erken yikima ugramasi istenir [189].

Doku iskelesinde aranan bir diger 6zellik ise yumusak dokuya iy1 adapte olmasi ve yumusak
doku ile ortiilmesinin gerekliligidir. Doku iskelesinin sterilize edilebilmesi, kolay

sekillenebilir ve uzun siire saklanabilir olmasi ile ticari olarak tiretilebilmesi 6nemlidir [190].

Doku iskelelerine biiyiime ve farklilasma faktorlerinin eklenmesi ve ortamda uygun salim
kinetiginin olusmasi1 énemlidir. Yara iyilesmesi siirecine uyumlu sekilde dozu ve uygulama

sliresi ayarlanan faktorlerin secilmesi basariyi arttirir [190].
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Biiyiime faktorlerinin tasinmasinda da kullanilan bu iskeleler fiziksel ya da kimyasal sekilde
baglanarak bolgeye 6zgii salim yapabilir. Periodontal doku miihendisligi amaciyla biiylime
faktorlerinin bolgeye verilmesinde gesitli tastyict iskeleler kullanilmakta olup, gliniimiizde
en yaygmn kullanillan EMD’dir. EMD’nin jel formda olmasi ile bolgeye kolay
uygulanabilirligi, ¢cevre sert ve yumusak dokuya uyumlu olabilmesi greft materyalleriyle
beraber kullaniminda iyi bir kombinasyon olusturmaktadir. Arastirmalarda sik kullanilan jel
formu, hekimin cerrahi operasyon siiresini azaltmasi ve hastada daha az postoperatif agriya
neden olmasi gibi avantajlarina karsin materyalin mekanik dayanimi ve gozenekliliginin

zay1f olmasi kullanimini kisitlamaktadir [60].

Periodontal defektlerde iskelelerin farkli kullanim endikasyonlarinin olabilecegi
belirtilmistir. Ornegin tek duvarl kemik ici defektlerde, sekli énceden tasarlanmis kisiye
0zel yapilar ya da mekanik direnci yiiksek iskele yapilarin kullanimi tercih edilirken, iki ya
da iic duvarli kemik ici defektlerine enjekte edilebilen formdaki jellerin kullanimi

rejenerasyonu saglayabilecegi belirtilmistir [191].
2.7.2. Doku iskeleleri iiretiminde kullanilan biyomalzemeler

Materyalin dogru se¢imi doku miihendisligi {iriinlerinin tasariminda ve uygulanmasinda
onemli rol tasimaktadir. Biyomalzemelerin giliniimiizde en 6nemli se¢im kriteri doku
rejenerasyonu i¢in doku ile etkilesime gegmesidir. Periodontal doku miihendisliginin amaci
kullanilan biyomalzemenin bozunmasi ile senkronize sekilde yeni periodontal atagsmanin

yerini almasidir [192].

Dogal polimerler viicuttaki ECM’ye olan benzerlikleri, yiiksek biyouyumluluklari, diizenli
pordz bir yapiya sahip olmalari, herhangi bir immiin reaksiyona neden olmamalar1 nedeniyle
doku iskelesi olarak tercih edilmektedir. Dogal polimerler arasinda kullanilan polimerler
kollajen, jelatin, matrijel, fibrin, aljinat, selliiloz, kitosan, hyaluronik asit ve ipek fibroindir
[193].

Kollajen, viicutta en ¢ok bulunan hiicre dis1 matriks proteinidir. Osteoblastlardan salgilanan
tip | kollajen kemik yapisinin organik bir bilesenidir. Kollajen, hiicrelerin biiyiime
karakterlerini etkilerken, hiicre tutunmasini, ¢ogalmasint ve farklilagmasini kontrol eder

[194, 195]. Bunun yaninda Kkollajenin por biyiikliigiinden kaynaklanan diisiik mekanik
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dirence sahip olmasi, yapinin disaridan gelen kuvvetlere karst bozulma ya da biiziilmesine
yol agmaktadir. Bir diger dezavantaji ise biyobozunmasinin hizli olmasi ve bu nedenle doku

tamirinin kisith kalmasidir [196].

Song ve digerleri (2014) kitosan, ipek ve hidroksiapatitten olusan membrani siganlarda
kalvaryal defektlere uygulamislardir. Aragtirmada, 8. haftaya kadar yapilan histolojik ve
mikro-BT incelemelerle, kemik mineral yogunlugu ile kemik hacmi degerlendirilmis,
sonuglar kollajen membran ve negatif grupla karsilagtirilmigtir. Arastirmacilar histolojik
incelemede {irettikleri membranin, kollajen membranla aralarinda fark bulamazken, bu
durumu kollajen membranlarin  osteokondiiktif kapasitelerinin  yliksek olmasina
baglamislardir. Ayrica aragtirmacilar kollajenin yara bolgesinde bulunan biiylime
faktorlerine (BMP, TGF, FGF faktorlerine) yiiksek afinitesi olan ECM proteinlerine

baglanmasinin 6nemini vurgulamiglardir [197].

Sentetik biyobozunan polimerler ise yiiksek kimyasal ve mekanik 6zellikleri, fizyokimyasal
karakteristiginin degistirilebilir olmasi (molekiiler agirlig1) gibi avantajlarindan dolay1 dogal
polimerlerden istiindiir. Ancak uygulanacak dokunun akut veya kronik iltihabi cevabi ve
hidrolitik bozunumu nedeniyle pH’nin diismesi ile ortamin asidik hale gelmesi
dezavantajidir. Sentetik polimerlerin biyouyumluluklarini artirmak i¢in dogal polimerlerle
birlikte kompozitler iiretilmekte, bu kompozitlerin yiizey ozelliklerinin degistirilmesiyle

hiicre iiremesine elverisli hale getirilmektedir [165, 198].

Sentetik polimerlerden polilaktik asit (PLA), poli-glikolik asit (PGA) ve kopolimerleri, poli-
laktik-ko-glikolik asit (PLGA) yaygin olarak kullanilmaktadir. PLA ve PGA biyouyumlu ve
toksik degildir. Bu polimerler hiicre transplantasyonunda yapay iskele olarak kullanilir ve
FDA onayli pek ¢ok uygulama alanlar1 vardir [165]. Bunlar disinda polikaprolakton [poly(€-
caprolactone) (PCL)] ve polidioksanon (PDO) doku miihendisligi ¢alismalarinda yaygin
olarak kullanilmaya baglamistir [198, 199].

Polikaprolakton (PCL) alifatik bir ester olup kemik doku miihendisliginde yaygin olarak
kullanilan ve aragtirilan sentetik bir polimerdir. PCL 1930’larin basinda Carothers grubu
tarafindan sentezlenmistir. PCL’nin sayica ortalama molekiil agirligi 3000 ve 80 000 g/mol
arasinda degisirken, 0,4 GPa mekanik direncine sahip olup 58 ile 63°C arasinda eriyebilen

biyouyumlu bir polimerdir [200]. Mikroorganizmalar tarafindan bozunabilen bu polimer
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giintimiizde ticari olarak klinik alandaki pek cok iiriinde kullanilmaya baslanmistir [201-
203].

PCL in vitro ve in vivo ¢alismalarda ilag salim cihazi olarak FDA’dan onay almistir [200,
204]. Bu cihazlar, antibiyotikler, anti-inflamatuar ve kanser ilaglarin kontrollii saliminda
kullanilmaktadir [202, 204, 205]. PCL’nin giiniimiizde ilag saliminda kullanilmasinin
baslica sebebi mekanik 6zelliklerinin iyi olmasi ile beraber rezorpsiyon siirelerinin uzun
stirmesidir. PCL hidrolize edilerek diger biyobozunabilen polimerlerden daha uzun siirede
rezorbe olabildigi ancak PCL’nin molekiiler agirligmin degistirilmesiyle rezorpsiyon

stiresinin 3 yildan 30 aya kadar indirilebilecegi rapor edilmistir [206].

PCL hidrofobik, yari-kristalize bir polimer olmasina bagli olarak degistirilebilir bozunma ve
mekanik Ozelliklerine sahiptir [199, 200]. Kolay sekil verilebilmesi ve dokunun igine
ilerlemesi i¢in uygun gozenek genisligine sahip olmasi cerrahide yara ortiicii, siitiir, zimba
olarak, jinekolojide hormon replasman tedavilerinde tasiyici olarak ve dis hekimliginde
kanal dolgu maddesi (Resilon/Epiphany) olarak kullanilmasina olanak saglamistir [200, 201,
203].

Bu polimer, tetrahidrofuran, kloroform, toluen, diklorometan ve benzen gibi birgok ¢oziicii
yardimi ile ¢oziilebilmektedir [207]. PCL’nin viicuttaki rezorpsiyonu sonucunda salinan

bozunma triinleri trikarboksilik asit ile bobrek tarafindan metabolize edilir [208].

PCL’nin tibbi doku mihendisligi iirlinlerinde kullanimi son yillarda oldukca
yayginlasmistir. Ayrica, tipta meniskiis tedavilerinde hyaluronik asit veya B-trikalsiyum
fosfat ile birlestirilerek olusturulan iskeleler iizerine yeni ¢aligmalar yapilmaktadir. Kalp-
damar cerrahisinde kapakgik protezlerinde, mitral ve aort kapak replasmaninda, mekanik
kuvvetlere direngli olmasi sebebiyle tercih edilen bir malzemedir. Damar ve sinir
cerrahisinde ise stent iiretimi igin subkutan degradasyona sahip olmasi ve toksik olmamasi

nedeniyle pek ¢ok ticari tiriin gelistirilmistir [200].

Kemik doku mihendisliginde PCL’nin iskele olarak kullanildig1 calismalarda,
osteoblastlarim PCL’ye tutundugu, yayildigi ve g¢ogaldigi bulgulanmistir [209]. Oh ve
digerleri (2007) yaptiklari in vitro ve in vivo ¢alismalarda PCL iskelelerinin farkli gézenek

biiytikliiklerinin hiicre ve doku etkilesimlerini incelemis, 380-405 um gozenek genisliginin
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kondrosit ve osteoblastlarin gelisimine, 186-200 um gozenek genigliginin ise fibroblastlarin
gelisimine daha uygun oldugunu gostermislerdir [210]. Son yillarda periodontal defektlerde
de alveolar kemik rejenerasyonunu artirabilecegine dair preklinik ¢alismalar yapilmaktadir
[211, 212]. PCL’nin agiz i¢i kemik rejencrasyonunda da kullanilmak iizere ¢alismalarin

devam etmesi beklenmektedir [213].

Elektro-egirme teknigi ile olusturulan PCL membranlar, periodontitisin iltihabi durumunu
ortadan kaldirmak i¢in metronidazol (MET) benzoat gibi diseti oluguna uzun siireli
antibiyotik salimi i¢in kullanilmistir. Yapilan bir calismada arastirmacilar, in vitro
metronidazol saliminin, fosfat tampon ¢ozeltisinde en az 19 giin devam ettigini bulgulamas,
boylece bu siirenin periodontal hastaliklarin tedavisinde kullanilan metronidazol saliminin

polikaprolakton nanolifleri araciligiyla olabilecegini belirtmislerdir [214].

Benzer bir bagka ¢alismada ise Reise ve digerleri (2012) farkli dozlarda MET vyiiklii PCL
membranlarin periodontopatojenler iizerine etkilerini degerlendirmislerdir. Arastirmada
%20 MET iceren PCL membranlarin, ilk 7 giinde MET in %32-48’in1 saldigin1 ortaya
koymuslardir. %40 MET igeren PCL membranlarda ise MET in etkisinin F. nucleatum ve
P. gingivalis bakterilerinin canliliklarini azalttigi, A. actinomycetemcomitans’lerin ise 2.

giine kadar canliliginin devam edebildigi bulgulanmistir [215].

Dai ve digerleri (2004-2009) yaptiklar1 iki ¢aligmanin in vitro asamasinda PCL ve kollajen
kompozitini doku miihendisligi iiritinii olarak deri rejenerasyonu amaciyla iiretmisler ve
fibroblast ve keratinositlerin  PCL’ye tutunmasini ve ¢ogalmasini gostermislerdir.
Aragtirmacilar yaptiklart in vivo ¢alismada ise bu kompoziti siganlarin sirtinda deriye
yerlestirmisler, 19 giin sonunda yaranin tamamen 1yilestigini, bdylece yara iyilesmesinin
hizli oldugunu, kompozit yiizeyinde ise epidermal farklilasma ve kollajen birikimini
gostermislerdir [146, 216].

Fujihara ve digerleri (2005) yaptiklar1 ¢caligmada nanofibroz PCL ile kemik defektlerinde
doldurucu olarak kullanilan kalsiyum karbonati elektro-egirme teknigi ile birlestirerek
membran olusturmuslar ve tek tabakali PCL membran ile karsilastirmiglardir. Arastirmada
membranin; osteoblast hiicre kiiltiirlerinde SEM, EDX ve MTS hiicre canlilig: testleri ile
YDR uygulamalar1 i¢in uygunlugunu degerlendirmislerdir. Arastirmacilar kalsiyum

karbonatin PCL ile tek basina kullaniminin 6zellikle mandibular kemik defektlerinde yiliksek
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mekanik stres altinda deforme olmasindan dolay1 gerilme direncinin yetersiz kaldigini,

membrana PCL ¢ekirdek tabakanin eklenmesinin gerekliligini belirtmislerdir [217].

Doku iskelelerinde kullanilan bir diger materyal de seramiklerdir. Seramik
biyouyumlulugunun iyi olmasi Ve o0sseointegrasyon saglamasindan dolayr doku
miithendisliginde tercih edilmektedir. Ancak mekanik dayanimi ve bozunumunun yetersiz
kalmas1 diger malzemelerle beraber kullanimma neden olmustur. Seramiklerden olan
hidroksiapatitler, kemik hiicreleri ile kiiltiire edildiginde, osteojenik etkilerinin yiiksek,
osteokondiiktif kismen de osteoindiiktif Ozellikte oldugu gosterilmistir [30]. Ancak,
hidroksiapatit tek bagma kullanildiginda pordzitesinin diisiik olmast ve zayif dayanimi
dezavantajidir. Bu nedenle biyouyumlulugu ve bozunumunun daha iyi olmasi nedeniyle
beta-trikalsiyum fosfat ile beraber kullanilir. Son yapilan ¢alismalarda ise her ikisinin de
avantajlarindan faydalanilmak iizere beta-trikalsiyum fosfat ve hidroksiapatit iceren hibrid

materyaller {iretilerek ilgili sorunlarin asilmasina ¢aligilmaktadir [218, 219].

Liao ve digerleri (2007) yaptiklari g¢alismada ii¢ tabakali olarak nano-karbonlu
hidroksiapatit, kollajen ve PLGA’dan olusturduklar1 kompozit membran1 50 ml’lik yapay
tikiriikte bekleterek in vitro ortamda biyobozunumunu incelemislerdir. Arastirmada
kompozit membranin sadece PLGA membrana gore daha yavas, ancak 12. haftaya kadar
neredeyse tamaminin biyobozunma gergeklestirdigini gormiislerdir. Ayni ¢alismada
arastirmacilar, 4. haftada nano-karbonlu HA tabakanin bozundugunu ve ortama kalsiyum

iyonlarint saldigini, bu yiizden periodontal iyilesmede etkili olabilecegini belirtmislerdir
[57].

Vaquette ve digerleri (2012) yaptiklart g¢alismada bifazik bir iskele iiretmislerdir.
Aragtirmacilar Fused Deposition Modeling (FDM-Eriyik Birikim Modellemesi) ile
tirettikleri kemik kismini, elektro-egirme ile olusturulmus mikrofibroz bir tabaka olan
periodontal kisimla birlestirmiglerdir. Bu olusturulan iki fazli doku iskelesine periodontal
ligament ile osteoblast hiicrelerini ekmisler ve iskeleyi in vitro ve in vivo olarak
incelemiglerdir. Yapilan hiicre kiiltiiriiniin 21. giin sonunda osteoblastlar mineralize matriksi
olusturmus, PDL hiicre tabakasinda ise iireme devam etmistir. Hiicre ekilen bu iskeleler
atimik siganlara dentin bloklari ile beraber subkiitandz olarak yerlestirilmis ve iskelelerin 8
haftalik histolojik sonuglar1 degerlendirilmistir. Dentin bloklardan alinan Mikro-BT

analizlerde osteoblastlarla yiiklenmis iskelelerde, kemik tarafinda ALP boyamasi daha fazla
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gozlenirken, periodontal ligament hiicre tabakasi ile dentinin arasinda ise ince mineralize
semente benzer bir doku birikmistir. Iskeleler hiicreli ve hiicresiz olarak karsilastirildiginda,
hiicre tabakalarinin kullanildig: iskeleler daha basarili bulunmustur. Bunun yaninda elde
edilen immiinohistokimyasal sonuglarda dentinin iizerinde CEMPI1 proteininin varlhigi
goriilmiistiir. Bu sonug PDL ile osteoblast hiicre tabakalar1 ve bifazik iskelelerin kombine
kullanimmin;  alveolar kemik, periodontal ligament ve sementin in vivo olarak

rejencrasyonunu sagladigini gostermistir [52].

Bottino ve digerleri (2011) yaptiklar1 caligmada periodontal rejenerasyon i¢in elektro-egirme
teknigini kullanarak fonksiyonel iki tabakali membran elde etmiglerdir. Olusturulan bu
membranin ¢ekirdek tabakasi PLCL [poly(CL-laktit-co-E-kaprolakton)] den olusturulmus,
her iki tarafi protein igeren polimer ile kaplanmistir. Arastirmacilar membranin igerisine
nNHA, diger yiizeyine periodontal patojenleri elimine etmek i¢in metronidazol ekleyerek
kullanilan membranlarin eksikliklerini gidermeyi hedeflemislerdir. Bu ¢alisma sonucunda
elektro-egirme teknigi ile elde edilen nanofiber ¢ekirdek katmaninin daha yiiksek dayanima
sahip oldugunu, yiizey katmaninin ise nano-hidroksiapatit icermesi nedeniyle
osteokondiiktif aktivitesini artirdigin1 gostermislerdir. Bunun yaninda, elektro-egirme
teknigi ile elde edilen fiber yapilarin; mekanik biitiinliik, biyobozunurluk ve hiicre-membran

etkilesiminde biiyiik avantaj sagladigini belirtmislerdir [58].

2.7.3. Doku iskelelerinin iiretimi

Doku miihendisligi calismalarinda doku iskelesinin elde edildigi malzeme kadar tasarimi ve
tiretimi de Onemli bir basamaktir. Ciink{i {iretilen membran ya da iskelenin uygun
gozeneklilik, yeterli mekanik dayanim gibi pek cok fiziksel oOzellikleri malzemenin
fabrikasyon yontemine gore farklilik gostermektedir. Dogru doku iskelesinin elde edilmesi,
biyomalzeme i¢in kullanilacak teknigin yaninda, uygulanan iiretim isleminin teknolojik

altyapisina ve basarisina baglidir.

Doku iskeleleri tiretiminde kullanilan geleneksel yontemleri Kisaca siralayacak olursak;
fiber baglama, elektro-egirme, ¢oziicii dokiim/pargacik uzaklastirma, faz ayrimi ve
dondurarak kurutmadir. Ancak bu yontemlerde gdzenekliligin kontrolii, istenilen geometride
iskele iiretimi her zaman miimkiin olamamaktadir. Bu nedenle serbest kat1 hal yontemleri

ad1 verilen bilgisayar destekli tasarim (CAD), bilgisayarli tomografi (CT), manyetik
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rezonans goriintiileme (MRI) verileri araciligiyla doku iskelesi iiretimi yapilabilmektedir.
Doku iskelelerinin iiretimi katman katman islenerek mimari ve gozeneklilik agisindan
kontrol edilebilir duruma gelmistir. Lazerle kaliplama, birikim modellemesi (fused

deposition modeling, FDM) gibi yontemler buna 6rnektir [220].

Son yillarda nanoteknoloji alaninda elektro-egirme teknigi ile nano-liflerin iretimi;
ekonomik olmasi, tekrar edilebilir olmasi ve {lretim kolayligi nedeniyle yogun ilgi
gormektedir. Elektro-egirme teknigi gozenekli yapi, diizenli capta polimer veya
seramiklerden nanolif iretimine olanak saglar [221]. Elektro-egirme teknigi, iskelenin
yapisal ozelliklerinin kontrol edilebilmesi ve degiskenlerin yonlendirilmesi ile istenilen

ozellikte iskele tiretimine izin vermesi agisindan kullanish bir yontemdir.

Elektro-egirme teknigi

Elektro-egirme teknigi ilk kez Formhal tarafindan 1934 yilinda gelistirilmistir. Coziici
cesidi, konsantrasyonu, iletkenlik ve yiizey gerilimi gibi polimer soliisyonunun 6zellikleri
ile egirme parametreleri olan akis hizi, toplama uzaklig1 degistirilerek farkli nanolif ¢aplar

ve gozeneklilik elde edilebilmektedir [222].

Elektro-egirme teknigi ¢ok ¢esitlidir ve farkli materyallere farkli sekillerde
uygulanabilmektedir. Bu teknik ile 3mm’den kii¢iik boyutlara kadar lif yapilar1 elde
edilebilirken, genis yiizey alanmna ve yiksek poroziteye sahip materyaller
olusturulabilmektedir [222].

Sentetik polimer kullanilan sistemler; polimerin ayarlanabilir mekanik 6zellikleri, protein
kaplama ve biyosinyal molekiillerinin kimyasal yontemlerle baglanmasi gibi uygulamalarla

yiizeye Ozellik katilmasi yoniinden avantajlar sunmaktadir [223].

Elektro-egirme isleminde, polimer ¢ozeltisine yiiksek voltaj uygulanarak yiiklerin sivi
icerisinde uyarilmalar1 saglanir. Polimer ¢ozeltisi igerisindeki uyarilan yiikler kritik bir
degere ulastiginda, siringanin igne ucundaki damla koni sekline gelir ve bu sivi piiskiirmeye

baglar. S1vi toplayicinin yiizeyine yonlenerek bu yiizey iizerinde birikir (Sekil 2.5).
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Sekil 2.5. Elektro-egirme deney diizenegi

Iskele materyali iiretimi i¢in o dokunun ya da organin iiretiminde kullanilacak materyalin
ozelliklerinin ¢ok iyi bilinmesini gerektirmektedir. Daimi implantlar genellikle kemik, dis
gibi sert doku tamirinde kullanilan metal, alasim ve seramiklerdir. Yumusak doku tamirinde

ise daha ¢ok sentetik ya da biyolojik polimerler kullanilmaktadir [224].

Son 10 y1l igerisinde elektro-egirme teknigi kullanilarak mikro ve nano boyutlarda liflerin
iiretilebilmesi ile ECM yapisini taklit edebilen iskelelerin yapimi1 miimkiin olmustur. Hiicre
ile etkilesebilen iskelelerin olusturulmasi sonucunda hiicrenin  farklilasmasinin
yonlendirilebilmesi olduk¢a onemlidir. Klasik iki boyutlu yapilarla diiz yiizeylerde
gerceklestirilen hiicre kiiltiirlerinin yerine, ECM’nin biyolojik yapisina yakin ve biiylime
faktorlerinin i¢ine yerlestirildigi {i¢ boyutlu yapilarin hiicre tutunmasinda, ¢ogalmasinda ve

farklilasmasinda daha etkili oldugu pek ¢ok arastirmaci tarafindan gosterilmistir [223, 225].

Coziicii buharlastirma-parcacik uzaklastirma

(Coziicli buharlagtirma-pargacik uzaklastirma teknigi ile gozenek boyutu ve gdzeneklilik
ozellikleri kontrol edilebilen membran seklinde doku iskeleleri iiretilebilmektedir. Bu
teknikte oncelikle polimer, ¢6ziicli igerisinde ¢oziiniir. Hazirlanan bu ¢6zeltinin igerisine
porojen ad1 verilen tuz, seker, jelatin veya parafin gibi kat1 eriyebilen pargaciklar eklenir. Bu
karisim sonrasinda diiz bir yiizeye aktarilir ve ¢oziicii uzaklastirilir. Bu sekilde ii¢ boyutlu
yap1 halinde membran olusur. Bu yap1 herhangi bir ¢oziiciiyle karistirildiginda, igerisindeki
porojen yikanarak yapidan uzaklastirilir. Bu sayede membranda gozenekler meydana gelir.
Yiiksek poroziteli doku iskeleleri %93 oranina kadar ¢ikabilmektedir ve ortalama gézenek

genisligi 500 umdir [226, 227].
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Sekil 2.6. Coziicli buharlastirma/pargacik uzaklastirma teknigi

Sekil 2.6” da goriildiigii iizere porojenin geometrisi ve boyutu gozenek yapisina dogrudan
yansimaktadir. Doku iskelesinin gozenekliligi porojen/polimer orantyla
ayarlanabilmektedir. Porojen  degistirilerek farkli  ozelliklerde doku iskeleleri
tiretilebilmektedir. Bu yontemin en 6nemli kisitlamasi ancak 3 mm’ye kadar membran
kalinlig1 elde edilebilmesidir. Porojen kalintilarinin varligi ve i¢yapinin kontrol edilememesi

membranin iiretiminde yasanan sorunlardandir [226].

500 pm

Resim 2-1 Coziicti buharlastirma/pargacik uzaklastirma yontemi iiretilen PLGA doku
iskelelerine ait 6rnek SEM goriintiileri [228]
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Coziicli buharlastirma/pargacik uzaklastirma yontemi iiretilen PLGA doku iskelelerine ait
ornek SEM goriintiileri [228]

2.8. Biiyiime ve Farkhilagsma Faktorleri

Biiytime faktorleri, hiicreler gorev goriirken sistemik ya da lokal olarak etki gostererek
hiicrelerin ¢ogalma ve gelisimini saglayan polipeptitlerdir. Bliyiime faktorleri, embriyonik
ve dogum sonrast donemdeki gelismeyi taklit ederek hasarli dokularin rejenerasyonunu

gergeklestirirler [61, 229].

Farklilasma faktorleri prekiirsor hiicrelerin fenotipini degistirerek belirli bir hiicreye dogru
olgunlasmasmi kontrol eder. Ornek olarak farklilasmamis mezenkimal hiicrelerin

osteoblastlara doniismesi verilebilir [229].

Biiylime ve farklilagma faktorleri hedef hiicreye gore siniflandirilirlar. Bunlar;

Endokrin : Sinyal molekiilleri ya da hormon kan dolagimina salinir ve viicuttaki hedef
hiicrelere ulasir.

Parakrin : Hiicrenin yakin ¢evresindeki hiicreler etkilenir.

Otokrin : Hedef hiicre ayn1 zamanda biiyiime faktoriiniin salindig1 hiicrenin kendisidir.

Jukstakrin : Hedef hiicre biiytime faktorii/ reseptor kompleksi ile karsilasir.
Intakrin : Biliytime faktorii reseptor kompleksi hiicre i¢ine alinir.

Matrikrin : Hedef hiicre ECM pargalandiginda ortaya ¢ikan sitokin ile etkilesir.
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Sekil 2.7. Biiylime faktorlerinin etki mekanizmalari [230]

Biiyiime faktorleri hedef hiicrenin yiizeyindeki 6zel reseptorlere baglanarak hiicreyi aktif
hale getirir. Bunlar, otokrin etki gosterir; hedef hiicreler de kendileridir. Ancak daha yaygin
olarak biiytime faktorleri parakrin etki gosterir. Herhangi bir hiicre tipinden salinan biiyiime
faktorii, farkli bir hiicre tipini etkilerse bu etkiye parakrin etki denir [229, 231].

Biiytime faktdorleri hiicresel cogalmayi, farklilagsmay1, migrasyonu ve gen ekspresyonunu ya
uyarir ya da inhibe eder. Ayn1 zamanda 6zel hiicre tiplerinin metabolizmasini; drnegin

kollajen gibi ECM nin iiretim hizini kontrol eder [229].

Periodontal dokularin iyilesmesinde rol oynayan ve hiicre fonksiyonlarini1 diizenleyen
biiytime faktorleri; kemik, sement ve bag doku olusumunu etkilemektedir. Birgok hiicresel
biiyiime faktorii periodontal rejenerasyona etkileri bakimindan arastirilmis ve bunlardan
trombosit kaynakli biiyiime faktorii (PDGF-BB), kemik morfojenik proteinleri (BMP-2 ve
BMP-7), bazik fibroblast biiylime faktorii (bFGF-2), biiyiime ve farklilasma faktorii-5
(GDEF-5), insiilin biiyiime faktorii (IGF-1, 1) ve mine matriks proteinleri (EMD) gibi gesitli
biyolojik ajanlarin hizlandirici etkisinin oldugu saptanmustir [61, 232, 233].

Giliniimlizde bliylime faktorlerinin igine yerlestirildigi ¢esitli polimerler, hidrojeller,
biyoaktif seramikler ve kemik greftleri aragtirilmaktadir. YDR teknigiyle sadece periodontal
ligament hiicrelerinin bolgede re-popiilasyonu saglanirken, biiylime faktorlerinin yara
iyilesmesi sirasinda hiicresel aktiviteleri artiracak ya da taklit edecek olaylari saglamasi i¢in

tastyici ajanlarin kullanimi arastirma konusu olmaya baglamistir [191].
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Tiirkiye’de ticari olarak kullanima siiriilmiis olan doku miihendisligi iiriinlerinden EMD,
domuzdan elde edilen amelogeninleri iceren enjektor i¢inde viskoz kivamda jel formundadir.
EMD’nin periodontal ligament olusumuna izin veren aselliiller sement formasyonunu
uyardigi bilinir. 10 yillik kemik ici defektlerinin degerlendirildigi bir arastirmada EMD,
YDR, EMD ile YDR ve flep operasyonlar1 karsilastirilmis, her ii¢ rejeneratif tedavinin 1-10
yilda klinik atagsman kazancini sagladigi bulgulanmistir [234]. Ancak, randomize kontrollii
deneysel klinik ¢alismalardan elde edilen bir derlemede ise arastirmacilar, YDR ile EMD

arasinda 6nemli farkliliklar olmadigini belirtmistir [235].

EMD disinda, ABD’de ticari olarak klinik kullanima gecen trombosit kaynakli biiyliime
faktorii (PDGF-GEM21S®™) ve kemik morfojenik protein (BMP-2-Infuse®) in vitro ve in
vivo olarak aragtirilmaktadir. Bunlar disinda Japonya’da biiyiik klinik aragtirmalar1 devam
eden (Faz III) fibroblast biiytime faktorii (FGF-2)’nin ise periodontal rejenerasyonda
etkinligi konusunda pek ¢ok yaymn bulunmaktadir [236, 237].

2.9. Kemik Morfojenik Proteinler (BMP)

BMP’ler TGF-B ailesinde yer alirken 30’dan fazla farkli alt gruba ayrilabilir [238]. Bu
biiylime faktorleri igerisindeki gen homojenitesine ve protein yapisinin benzerligine gore en
az dort farklr alt grupta incelenebilir. Bu alt gruplar su sekilde siniflandirabiliriz:

1. BMP-2, BMP-4

2. BMP-5, BMP-6, BMP-7, BMP-8a, BMP-8b
3. BMP-9, BMP-10

4. BMP-12, BMP-13, BMP-14

Kemik morfojenik proteinlerin dokuda bulundugu yerler ve kemik ve kikirdakta aldiklari

gorevler Cizelge 2.4 ‘te 6zetlenmistir.



Cizelge 2.4. Kemik morfojenik proteinlerin bulundugu yerler ve fonksiyonlari
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BMP Cesitleri | Dokuda bulundugu yer Kemik ya da kikirdaktaki
fonksiyonlar
BMP-1 Kemik, kikirdak, dis, kas, TGF-B stiper ailesinden degil
karaciger, kalp, testis
BMP-2 Kemik, kikirdak, dis, bobrek, Osteojenik, osteoindiiktif, kemik
akciger rejenerasyonu ve iyilesmesini
baslatici, osteoblast farklilasmasi,
kondrogenez
BMP-3 Kemik, kikirdak, dis, bobrek, BMP inhibitdrii, osteogenez
akciger inhibitort,
BMP-4 Kemik, kikirdak, dis, karaciger, Osteogenez, kondrogenez
akciger, pankreas, uterus, kalp,
over, testis
BMP-5 Kemik, karaciger, akciger, Kikirdak gelisimi
bobrek, pankreas, kalp
BMP-6 Kikirdak, eklem, kalp, over, Osteojenik, osteoblast
karaciger, lreter, pankreas, farklilagsmasi, kemik
epidermis rejenerasyonunu artirma
BMP-7 Kemik, kikirdak, akciger, bobrek, | Osteogenez
sinoviyum, karaciger, kalp, over,
g0z, testis, epidermis
BMP-8 Kemik, over, testis Osteoindiiksiyon, osteogenez,
kondrogenez
BMP-9 Karaciger, merkezi sinir sistemi [ Osteojenik farklilagma,
kondrogenez
BMP-10 Kalp -
BMP-11 Merkezi sinir sistemi -
BMP-12 Kikirdak, tendon, merkezi sinir Kondrogenez, tendon
sistemi iyilesmesinde
BMP-13 Kikirdak, tendon Tendon iyilesmesinde
BMP-14 Kikirdak, tendon, goz Kondrogenez
BMP-15 Over Oosit gelisiminde
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BMP’lerin fonksiyonel roliinii anlamak, ektopik kemiklesme calismalarina dayanir. Ilk kez
1965 yilinda M.R. Urist’in yaymladigi makalede “otoindiiksiyon” terimi ortaya konmus,
demineralize kemik matriksinin heterotopik kemik olmayan boélgelere (intramuskular ya da
subkutan) yerlestirildiginde yeni kemik olusumunu sagladigi gosterilmistir. Bu makalede
Urist, kemik yenilenmesinden aktif bir protein-matriks toplulugunun sorumlu oldugunu
belirtmistir [239].

Urist ve Strates “kemik morfojenik protein” ve “osteoindiiksiyon” terimlerini ilk kez 1971

yilinda Klinik ve bilimsel olarak yaymlamiglardir [109].

Sampath ve Reddi 1981 yilinda yapmis olduklari ¢alismada ektopik kemiklesmeyi
gostermek i¢in ham bir biyoanaliz gelistirmislerdir. Bu analiz, alkalen fosfataz aktivitesi ve
yeni olusan kemigin kalsiyum igerigi esas alinarak kullanilan ilk biyoanalizdir [240].
Arastirmacilar, BMP’ler uygun bir tasiyici ile implante edildikleri zaman; farklilagmamaisg
mezenkimal hiicrelerin kemotaksis ile aktive edilerek bu hiicrelerin migrasyonlarina ve
osteoblastlara farklilagsmalarina, kemik matriksi olusumu ile depo edilen kemik matriksinin
mineralizasyonuna neden olduklarini belirtmislerdir [241]. Kemik dokudaki BMP’ler MKH,
osteoprogenitdr hiicreler, kondrosit, osteoblast, endotelyal hiicreler ve ECM’deki

trombositlerden kaynagini alirlar.

Dogal BMP’lerin kortikal kemigin icerisinde az bulunmasi nedeniyle 80°1i ve 90’11 y1llarda
BMP’ler rekombinant DNA teknolojisi ile iiretilmeye baslanmistir [190]. Son yillarda
yapilan ¢aligmalarla bugiine kadar izole edilebilen biiyiime faktorleri arasinda BMP’lerin

kikirdak ve kemik olusumunu stimiile eden en aktif faktorler oldugu gosterilmistir.

BMP’ler baslica iskelet sisteminde modeling, embriyonik gelisim sirasinda organogenez,
dogum sonrasi donemde vertebralarda osteogenezde rol oynarken, bobrek, goz, sinir sistemi,

akciger, dis, deri ve kalp gibi organlarn tizerine de etkileri bulunur [242].

2002 yili Amerikan Gida ve Ilag Dairesi (FDA) tarafindan onaylanan 2 farkli BMP fiiriinii
medikal marketlerde yerini almistir. Bu iriinler omurga fiizyonu ve uzun kemiklerde
kaynamama olgusunda kullanilmak {izere rekombinant insan kemik morfojenik proteini 2
(rhBMP-2; Infuse) ve rekombinant insan kemik morfojenik proteini-7’dir (rhBMP-7,
Stryker) [243].
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Kemik morfojenik protein-7 (BMP-7)

BMP-7 (osteojenik protein / OP-1) 36 kD’luk bir propeptit yapisindadir [244]. Osteogenez
ve kemik hiicre farklilasmasinda diizenleyici bir proteindir. TGF-f ailesinin bir iiyesi olarak
ektopik kemik formasyonunu indiikler ve segmenter kemik defektlerinin iyilesmesini uyarir.
BMP-7 fotal donemde kikirdaktan sentezlenmeye baglar ve bu sentez eriskin donemde de
devam eder [190]. Pietrzak ve digerleri (2015) yaptigi calismada demineralize kemik
matriksinden elde edilen BMP-7 miktarinin 24,6 = 1,56 ng/g oldugunu kaydetmislerdir
[245].

BMP-7’nin endokondral kemiklesme siirecindeki rolii oncelikle mezenkimal hiicrelerin
kemotaksisi ile baglar. Bu hiicrelerin fibronektin araciligiyla matrikse tutunmasi saglanir.
Sonrasinda, hiicreler ¢ogalarak kondroblastlara farklilasmaya ve kikirdak olusumuna neden
olur. Kikirdak mineralizasyonu ve yeni damar olusumundan sonra kikirdak dokusunun
yerini kemik matriks birikimi alir. Boylece kemik ve kemik iligi olusumu ile kemiklesme

slireci tamamlanir [246].

Bu farklilasma ve kemiklesme siireci BMP-7’nin kemik farklilasmasi yolu ile olur.
Osteoblast hiicre yiizeyinde tip |, tip Il, tip III olmak {izere 3 gesit reseptér bulunmaktadir.
BMP-7 tip | ve tip II transmembran serin/tireonin kinaz reseptorlerine baglanir [247]. BMP-
7 kemik metabolizmasinda pek c¢ok sinyalizasyon yollarindan BMP/SMAD yoluyla
osteojenik rol oynar. BMP-7 ligandlari, bu reseptorlerden tip II’ye baglandiktan sonra tip |
reseptorde fosforilizasyon meydana getirir. BMPR-I fosforilizasyonu, sitoplazmik
proteinleri SMAD 1, 5, 8’in fosforilizasyonunu katalize eder. TGF-p ailesinin diger iiyeleri
ise BMP’lerden farkli olarak SMAD 2 veya SMAD 3’ii fosforile ederler. Fosforile olan
SMAD’larla beraber SMAD 4 kemik iyilesmesi ve rejenerasyonunu diizenleyen hedef genin
transkripsiyonunu saglamak iizere nukleus igine girer. Kemik metabolizmasi ve osteoblast
farklilasmasinda rol oynayan BMP’ler bu yol ile Runx2 ve Osx genlerinin ekspresyonunu

saglarlar. Boylece farklilasma tamamlanarak kemik yapimu ilerler [242, 243, 247].

BMP-7’nin osteojenik regiilasyondaki etkileri ¢ok iyi bilindiginden BMP-7 kemik
hasarlarinda kullanilabilecek ilk ticari iriin olarak, hemster over hiicrelerinden elde edilerek

piyasaya stiriilmiistiir (OP-1 Implant-Stryker, ABD) [243].
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BMP-7 lumber kemik fiizyonunda uygulanmas1 amaciyla FDA tarafindan 2003 yilinda
onaylanmistir. Ancak halen kemik tamir uygulamalarinda kullanimi smnirlidir. Dis
hekimliginde periodontal rejeneratif tedavilerde kullanimi ve periodontal kemik
defektlerinde uygulanmasi i¢in hayvan deneyleri 1996’dan bu yana devam etmektedir.

Klinik dishekimliginde BMP-7 kullanim1 heniiz FDA tarafindan onaylanmamuistir.

BMP-7"nin hiicre ¢ogalmasi iizerine etkisine bakilan in vitro ¢aligmalarda osteoblastlarda
zayif etki gosterdigi bulgulanmistir [248]. Bunun yaninda Lallier ve digerleri (2007)
yaptiklar1 ¢alismada BMP-7’nin periodontal ligament hiicrelerinin ¢ogalmasinda azalma
gozlemisler, ALP gibi osteojenik farklilagsma belirteglerinin arttigini belirtmislerdir [249].
Hakki ve digerleri (2010) yaptiklar1 ¢alismada BMP-7’nin sementoblast {izerinde etkisini
inceledikleri ¢calisgmada, BMP-7’nin ilk 64 saatte hiicrelerin ¢ogalmasini artirdigini, ancak
80 ve 126 saat sonunda artisin istatistiksel olarak anlamli olmadigini gostermislerdir [250].
Bu bulgular ile paralel olarak Bozic ve digerleri (2012) yaptiklart ¢alismada BMP-7’nin
sementoblastik hiicrelerin ¢ogalmasi ve mineralizasyonunu sagladigini, tip | kollajeni de
indiikledigini gostermislerdir [251]. Hakki ve digerleri (2014) periodontal ligament kok
hiicrelerinde (PDLSC) yaptiklar1 caligmada ise, BMP-6 ve BMP-7’nin hiicrelerin
proliferasyonunu indiikledigini bulgulamislardir [252].

Kiiltiire edilen pre-osteoblastlar ve osteoblastlarin faz kontrast mikroskopisi incelemelerinde
BMP-7’nin  mineral nodiiller olusturdugu gosterilmistir [253, 254]. Ayni sekilde
sementoblastlarda da farklilasmanin ve mineral nodiil formasyonunun indiiklendigi
gorilmiistiir [250, 251]. Hakki ve digerleri (2014) BMP-2, BMP-6 ve BMP-7"nin PDLSC
osteojenik aktiviteleri iizerine yaptiklar1 arastirmada ise, BMP-7’nin hiicrelerdeki osteojenik

gen ekspresyonunu artirdigi ve mineralizasyonu sagladigi bulgulanmistir [252].

BMP-7’nin periodontal rejenerasyonda etkinliginin degerlendirildigi ilk hayvan ¢alismasi,
1996 yilinda Ripamonti tarafindan gerceklestirilmistir. Bu ¢alismada, maymunlarda biiyiik
az1 dislerine sinif II furkasyon defekti agilmis, bu defektler sigir kollajen kemigi ile beraber
her bir gramina 100 ve 500 pg thBMP-7 ekleyerek tedavi edilmistir. 60. giin sonunda elde
ettikleri kesitleri histometrik ve histolojik olarak incelemislerdir. Histolojik kesitlerde, her
iki doz BMP-7’nin dentinde biriken sementoid {izerine mineralizasyon odaklari olusturdugu,

yani sementogenezi sagladigi gosterilmistir. Bunun yaninda, Yyerlestirilen tasiyicinin
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etrafinda mineralize sement-benzeri bir maddenin olustugu ve kok yiizeyinde Sharpey

liflerinin sementin igerisine uzandigi gosterilmistir [255].

Ripamonti ve digerleri (2001) maymunlarda yaptiklar1 ¢alismada ise, BMP-7’nin etkinligini
tek bagina BMP-2 ya da her ikisinin kombine tedavisi ile mandibular 1. molar ve 2. molar
dislerine siif II furkasyon defektlerinde karsilastirmislardir. 60. giin sonunda alinan
kesitlerde, BMP-7 ile tedavi edilmis defektlerde sementogenezin daha fazla oldugunu
bulgulamislardir. Buna karsin mineralize kemik ve osteoid yap1 degerlendirildiginde, BMP-
2’li grubun, tek basina BMP-7’1li ya da kombine gruplara goére daha iyi sonu¢ verdigini
belirtmiglerdir [256].

Giannobile ve digerleri (1998) BMP-7’nin periodontal yara iyilesmesi tizerindeki etkisini
arastirdiklari ¢alismada beagle kopeklerinde kritik bityiikliikte Sinif IIT furkasyon defektleri
olusturmuslardir. Arastirmacilar, defektlere farkli dozlardaki BMP-7 ile kollajen tasiyici
uygulayarak, kollajen tasiyici ve negatif kontrol gruplarini karsilagtirmislar, 8 hafta sonra
alman kesitleri histolojik olarak incelemislerdir. Elde edilen kesitlerde diger gruplardan
farkl1 olarak ankilozun artmadigini, BMP-7’nin dozdan bagimsiz olarak osteogenezi

uyardigini ve yeni sement ile yeni atasmanin olustugunu belirtmislerdir [257].

Ripamonti ve digerleri (2001) daha 6nce yaptiklari ¢aligmalarini derledikleri makalede,
dogal BMP-7, rekombinant insan BMP-7’leri, rhTGF-B1 ve rhTGF- B2’ nin yeni kemik
olusumundaki etkilerini degerlendirmislerdir. Calismanin sonucunda, dogal ya da rhBMP-
7’lerin Kollajen tasiyici ile beraber kritik defektlerde heterotopik kemik olusumunu
sagladigini bulgulamislardir. Arastirmacilar ayn1 zamanda rhTGF-B1 ve BMP-7"yi kollajen
tastyicilara ekleyerek, kalvaryal defektlerde ve heterotopik bolgelerde endokondral
kemiklesmenin tamamen olusturdugunu gostermislerdir. Ayrica yapilan bu calismada,
tastyici olarak kullandiklart hidroksiapatitin geometrik yapisinin, iyilesmedeki osteoindiiktif

etkiyi artirdig1 belirtilmistir [258].

Susin ve digerleri (2010) kopeklerde yaptiklar calismada periimplant defektlerinde rhBMP-
7 nin etkinligini incelemis, BMP-7"nin doza bagli olarak osseointegrasyonda ve vertikal
ogmentasyonda Klinik basar1 sagladigin1 gostermislerdir. Ancak preklinik ve pilot insan
caligmalarinda, iist ¢cene kemik defektlerinde kemik greftleriyle karsilastirildiginda anlaml

bir fark bulunmadig1 ortaya konmustur [259].
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Biyolojik ajanlarin yara bdolgesine ulastiklarinda proteolitik emilim nedeniyle hizh
¢oziinmeleri yiiziinden yarilanma Omiirleri azalmaktadir. Bu nedenle, osteoblast,
sementoblast ve periodontal ligament hiicrelerinin bu ajanlara maruz kalma siireleri
kisalmaktadir. Bugiine kadar yapilan ¢alismalarda biiylime faktorlerinin etkisini artirmak
amaciyla pek ¢ok farkli yontemler gelistirilmistir. Ancak BMP-7°nin lokal olarak daha uzun
stire yara bolgesinde kalmasini saglayan ve BMP-7’yi tagiyan, biyouyumlu, osteokondiiktif,
biyobozunumu kemik olusumu ile uyumlu, osteoblast hiicre invazyonunu saglayan, bununla
beraber periodontal defektlere uygulandiginda epitelin gelisinin engelleyerek membran

gorevi goren bir iskele kullanimina literatiirde rastlanmamustir.
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3. GEREC VE YONTEM

Tasarlanan membranlar Ankara Universitesi (AU) Fen Fakiiltesi Kimya Miihendisligi
Boliimii Biyoteknoloji Laboratuvari’nda iiretildi. Membranlarin karakterizasyonu ve hiicre
atagsmaninin degerlendirilmesi i¢in uygulanan SEM ve EDX analizi Ortadogu Teknik
Universitesi (ODTU) Merkez Laboratuvari’nda yapildi. FTIR-ATR analizleri ve salim
calismalarn AU Kimya Miihendisligi Fakiiltesi Biyoteknoloji ~Laboratuvari’nda
gergeklestirildi. Membranlarin in vitro deneyleri 6ncesinde uygulanan gamma sterilizasyonu
Tiirkiye Atom Enerjisi Kurumu (TAEK) Saraykdy Nikleer Arastirma ve Egitim
Merkezi’nde (SANAEM) yapildi. MC3T3-E1 hiicreleri Hacettepe Universitesi (HU) Kimya
Miihendisligi Fakiiltesi’'nden temin edilirken; hiicre kiiltlirii ¢aligsmalari, MTT, ALP ve
gercek zamanli RT-qPCR analizleri HU Kimya Miihendisligi Fakiiltesi Hiicre Kiiltiirii

Laboratuvari’nda tamamlanda.
3.1. Prototip Membranlarin Uretimi

Membranlar farkli malzemeler kullanilarak ii¢ tabakadan olusturuldu. Uretilen bu

membranlar igeriklerine gore asagida belirtildigi gibi adlandirildu.

a. PCL/ PCL-COL,
b. PCL-nHA/PCL-COL,
c. PCL-nHA/PCL-COL-BMP-7 (Sekil 3.1).

PCL-Kaollajen

PCL-Kaollajen

PCL-Kaollajen

(b)

N
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-
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PCL-Kaollajen-rhBMP-7

PCL-Kaollajen

Sekil 3.1. Membran gruplarinin kisaltmalar ile gosterilmesi
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Membranlarin “iskele” adin1 verdigimiz orta tabakasi yapiin biitiinligiinii ve sertligini
saglamaktadir. Bu iskele tabakasi farkli gruplarda polikaprolakton (PCL) (Sekil 3.1 a) ve
PCL-nano hidroksiapatitten (nHA) (Sekil 3.1 b,c) iiretildi. Tiim gruplarda iskelelerin disa
bakan her iki yiizeyi PCL-kollajen (COL) ile kaplandi. thBMP-7’1i grupta diger gruplardan
farkli olarak membranin kok tarafina gelecek yiizeyine rhBMP-7 eklendi (Sekil 3.1 c).

Birinci gruptaki orta tabakayi olusturan PCL doku iskelesi 80 000 g mol? agirhigindaki
polikaprolakton (€-kaprolakton) (€-CL) (Aldrich, USA) kullanilarak, partikiil
uzaklastirma/cdziicii buharlastirma ydntemi ile hazirlandi. Ikinci grupta membranin orta
tabakasi olan iskele, nHA igeren PCL’den partikiil uzaklastirma/¢oziicii buharlagtirma

yontemi kullanilarak iiretildi.

PCL/COL-PCL ve PCL-nHA/PCL-COL grubunda iskeleler her iki tarafta PCL-COL lifleri
ile elektro-egirme teknigi kullanilarak kaplandi [260]. PCL-nHA/PCL-COL-BMP-7 grup
membranin kok ylizeyine gelecek tarafi ise bu yonteme ilave olarak BMP-7 yiiklii PCL-COL
lifler ile kapland.

3.1.1. Nanohidroksiapatit iiretimi

Membranin iskele tabakasinda kullanilmak tizere CaPTris yontemi ile nHA iretildi[261].
Bu yontemde 24,22 gr Tris tamponu (hydroxymethyl aminomethane) (Sigma, ABD), 6,570
gr hidroklorik asit (HCI) (Merck, Almanya), 1,740 gr potasyumbifosfat (K:HPO4) (Merck,
Almanya) ve 2,775 gr kalsiyum kloriir (CaClz) (Sigma, ABD) kullanilarak deiyonize suda
500 mL’lik CaPTris ¢6zeltisi hazirlandi. Bu ¢6zeltinin pH’1 7.4 olarak ayarlandi. Hazirlanan
¢ozeltideki Ca/P oran1 1.67 olacak sekilde CaClz ve KoHPOg4 karistirildi (Cizelge 3.1).

Elde edilen ¢6zelti cam siselere konularak 37°C sicakliktaki inkiibator (Heraus Instruments,
Almanya) i¢inde 24 saat boyunca 200 rpm de karistirildi. Bu ¢ozelti, santrifiijleme (MPW-
350, High Speed Centrifuge, Polonya) isleminden sonra 5 kez distile su ve 2 kez %100 etanol
ile yikandi. Elde edilen ¢okelti icerisine 25 mg polietilenglikol 2000 (PEG 2000) (Sigma,
ABD) eklendi. Daha sonra elde edilen bu karigim Petri kaplarina alinarak 70°C’de 12 saat
boyunca kurutuldu ve 700°C’da firinda (Nabertherm, Program Controller s27) 2 saat

boyunca sinterlendi.
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Cizelge 3.1. CaPTris Yontemi

Icerik Miktar(g)
Tris((CH20H):CNHy) 24,22
HCL 6,570
K2HPO4 1,740
CaCl2 2,775

3.1.2. PCL ve PCL-nHA doku iskelesinin partikiil uzaklastirma/¢oziicii

buharlastirma yontemi ile iiretimi

PCL ve PCL-nHA iskeleleri, partikiil uzaklastirma ve ¢dziicii-buharlastirma yontemi ile
hazirland1 [262]. Bu yonteme goére toz halindeki PCL, %10 (w/v) derisimindeki
diklorometan (DCM) (Merck, Almanya) ¢oziicii iginde 12 saat boyunca oda sicakliginda
stirekli karigtirilarak ¢oziildli. Birinci grupta iskele iiretiminde kullanilan PCL-DCM
cozeltisinden farkli olarak ikinci grupta bu hazirlanan PCL-DCM’ye %1(w/v) oraninda nHA
ilave edildi. Iskelelerin diizenli bir gdzeneklilige sahip olmasi i¢in %80 oraninda 200-300
um biiyiikligiindeki NaCl (5+1pg), PCL-DCM veya PCL-nHA-DCM cozeltilerine eklendi
[263]. Cozeltiler kalinligr 1 mm olacak sekilde ¢apt 12 mm olan teflon kaliplara dokiildi.

Kaliplardan ¢ikarilan iskelelerin igerisinde bulunan DCM ¢oéziiciisli kaliplarin {istii agik

birakilarak buharlastirildi.

Resim 3-1. 2 mm’ lik teflon kaliplar
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Elde edilen iskeleler 5 giin boyunca deiyonize su igerisinde bekletilerek igeriklerindeki NaCl
uzaklastirildi. Son asama olarak iskeleler Petri kaplarinda oda sicakliginda bekletilerek

kurutma islemi uygulandi (Resim 3.1).

Resim 3-2. A: PCL-nHA iskele. B: PCL-COL ile kaplanmig PCL-nHA iskele

3.1.3. PCL ve PCL-nHA membranin PCL/COL ile kaplanmasi

Elde edilen doku iskelesinin her iki yiiziine, orgiisiiz ag yapisinda olan nanofibr6z membran,
elektro-egirme teknigi ile kaplandi (Resim 3.3 b) [264]. PCL ve kollajen, 5,5:2,5 (w/w)
oraninda karistirildi. Ardindan bu karisim 1,1,1,3,3,3-Hexafluoro-2-propanol (HFIP) (Fluka,
Birlesmis Milletler) ¢oziiclisii iginde %8 (w/v) oraninda hazirlanarak 2 giin +4°C’de

¢oOzildii.

Resim 3.3’ te verilen elektro-egirme diizenegi ii¢ temel birimden olusur. Ilk birim giic
kaynagidir. ikinci birim PCL/COL-HFIP polimer ¢dzeltisinin bulundugu enjektdrdiir. Son
birim ise metal levha {izerine aliminyum folyo kaplanmig toplayicidir. Diizenekte, polimer
cozeltisi enjektdr pompasinin giicii ayarlanarak, tlipiin ucundan toplayiciya dogru
puskdirtiiliir. Coziicliniin yol boyunca buharlagsmasiyla katilagsan polimer, 6rgiisiiz nanolifler

halinde toplayicinin iizerinde birikir.
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Bu diizenek kullanilarak 1 mL’lik polimer ¢ozeltisi 2mL’lik enjektoér yardimiyla 3mL/saat
akis hizi, 20 kV voltaj degeri, 10 cm toplayict uzakligi ile doku iskelelerinin {izerine

puskiirtiilerek 4 saat boyunca kaplama islemi uygulandi (Resim 3.3).

Membranin diger yiizeyi de ilk tabakanin kaplanmasinin ardindan ayni1 yontemle hazirlandi.

Resim 3-3. a. Elektro-egirme diizenegi b. Siringa yardimiyla PCL-COL ¢6zeltinin elektro-
egirme diizeneginde doku iskelelerine toplanmasi c¢. Enjektér (dozaj)
pompasinin degerlerinin ayarlanmasi

3.1.4. PCL-nHA iskelenin PCL-COL-BMP-7 ile kaplanmasi

Toz halindeki 10 pg’lik rhBMP-7 ile PBS, 1/20 (w/v) oraninda karigtirilarak ¢6zelti haline
getirildi. 1 mL’lik HFIP ¢oziiclisii i¢ine %8 (w/v) oraninda PCL-COL (5,5/2,5) (w/w)
karisimi konarak hazirlanan ¢6zelti igerisine 50 ul/ml rhBMP-7 (Merck, Almanya) ¢ozeltisi
eklendi. Daha sonra 1 dakika boyunca (pH 7,4) vortekslenerek (Heidolph-Reax-Top-Vortex,
Almanya) BMP-7’li membranin dig tabakasinin igerigi hazirlandi. Ayni elektro-egirme
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teknigi kullanilarak iskelenin dis tabakasi PCL-COL-BMP-7 lifleri ile kaplandi. 3 mL/sa
akis hizi, 20 kV voltaj degeri ve 10 cm toplayici uzakligr olarak belirlenen elektro-egirme
kosullarinda BMP-7 igeren PCL-COL lifleri elde edildi. Boylece PCL-nHA doku
iskelelerinin bir yiizeyi PCL-COL-BMP-7 igeren lifler, diger yiizeyi PCL/COL lifleriyle

kaplanarak membran olusturuldu.

3.2. Ug¢ Tabakalh Membranin incelenmesi

Iskeleyi olusturan PCL ve PCL-nHA’nm mikrofiziksel analizi SEM ile PCL-nHA nin
yapisinda bulunan nHA’nin yapiya katilimi EDX analizi ile degerlendirildi. Membranin
digetine bakan PCL-COL yiizeyi SEM ile incelendi. Kollajenin nanofibréz yapiya katilip
katilmadig1 FTIR-ATR spektroskopisi ile degerlendirildi. Membranin kok yilizeyine bakan
tarafindaki PCL-COL i¢inde bulunan BMP-7’nin salim1 FITC boyama yontemi ile izlenerek

ti¢c farkli membranin karakterizasyonu yapildu.

3.2.1. Taramal elektron mikroskobu (SEM) ve enerji ayirt edici X 151m1 (Energy
Dispersive by X-ray- EDX) analizi

Partikiil uzaklastirma/¢oziicii buharlastirma metodu ile hazirlanan PCL ve PCL-nHA doku
iskeleleri, elektro-egirme teknigi ile kaplanan nanofibroz membranlar, ii¢ tabakali olarak
tamamlanan membranlarin morfolojik yapilari1 ve her bir tabakanin ylizey 6zellikleri SEM

(FEI Quanta 200 FEG, ABD) kullanilarak ayr1 ayr1 incelendi.

Bu amagla membranlar %2,5 gluteraldehit iceren 0,1 mL Sorrenson fosfat tampon ¢ozeltisi
icinde (pH 7,4) 4°C’de tespit edildi. Tespit isleminin ardindan membranlar fiksatifi ve diger
kirlilikleri uzaklagtirmak amaciyla PBS ile yikandi. Yikama isleminden sonra, 6rnekler sulu
etanol (%60, %70, %80, %90, %95, %100) serilerinden gegirilerek dehidrate edildi. Petri
kab1 gibi iistii kapali bir cama konarak kurutma yapildi. Daha sonra ince bir altin-paladyum
(15 nM) tabakasiyla kaplanan membranlar, SEM cihazinda incelenip goriintiilendi. SEM
cihazinda 10, 20 ve 30 kV’luk voltaj degerleri kullanilarak, 200-10 000X araliginda
biiyiitmeler ile 10-500 um arasinda degisen biiylikliiklerde goriintiiler elde edildi. SEM
gorintiilerinden JMicrovision Analiz programi kullanilarak iskeleyi olusturan gdzeneklerin

boyutlar1 ve membranin dis tabakasini olusturan liflerin ¢aplar1 hesaplandi.
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Membranin yapisinda bulunan nHA’nin mineral yapist EDX (X Flash 2001 SDD-EDS
dedektorti) analizi ile incelendi. X-1isin inceleme sistemi olan EDX, elektron-madde
etkilesimi sonucunda olusan x-1sinlarini enerji seviyeleri tizerinden iskelede bulunan n-

HA’nin yapiya katilip katilmadiginin analiz eden bir cihazdir.

3.2.2. Fourier doniisiim kizilotesi spektroskopisi (Fourier transform infrared-

attenuated total reflectance/FTIR-ATR)

FTIR-ATR tekniginde 1s1n1in numune tarafinda sogrulup yansitilmasi yerine 1s1nin 6rnekten
sacilim1 Olgiiliir. PCL ve PCL/COL membranlarin yapisinda bulunan baglar hakkinda
tanimlayici bilgiler elde etmek amaciyla, yiizey kimyasal yapilari FTIR-ATR spektroskopisi
(Perkin Elmer Spectrum 100, ABD) ile 25°C’de 525-4000 cm™ dalga sayis1 araliginda ve 4

cm?! ¢coziiniirlikkte incelendi.
3.2.3. BMP-7’ nin salim analizi

Membranlardan in vitro BMP-7 saliminin incelenmesi amaciyla elektro-egirme islemi icin
hazirlanan PCL-COL-BMP-7 ¢ozeltisindeki BMP-7 molekiilleri, floresan izotiyosiyanat
(FITC) ile isaretlendi [265]. Oncelikle, 1 ml (Dulbecco) fosfat tampon ¢ozeltisi (PBS)
(Hyclane, ABD) igindeki 10 pg/ml thBMP-7 ¢ozelti haline getirildi. PBS ile 5 pg/ml
derisimde hazirlanmig olan FITC’den (Sigma Aldrich, Almanya) 50 ul eklendi. Bu ¢6zelti
8 saat boyunca +4°C'de karanlik ortamda karistirildi. Ardindan diyaliz membran (Biotech,
ABD) igerisine yerlestirilen karisim i¢i su dolu behere alinarak 48 saat siireyle +4°C’de
karanlik ortamda bekletildi. Sonrasinda diyaliz membran icerisinden alinan c¢ozelti
karanlikta 24 saat freeze dryer (CHRIST Alpha 2-4 Ld Plus, Birlesik Krallik) ile liyofilize
(dondurup-kurutma) edilerek BMP-7 molekiilleri hazirlandi. FITC ile isaretlenmis BMP-7
molekiilleri igceren PCL-COL-BMP-7 nanofibr6z membran elektro-egirme teknigi

kullanilarak tiretildi.

Ug tabakali olarak hazirlanan membranlarin her biri 2 mL PBS (pH:7,4) iceren kaba 100
rpm karistirma hizindaki galkalama cihazi (Thermoshaker) (Gerhardt, Almanya) yardimiyla
37°C’de inkiibe edildi. 1., 2., 4., 6., 24., 48., ve 72. saatlerde 500 ul PBS ortamdan
uzaklastirilarak UV spektrofotometresinde (Cary 100, ABD) 495 nm dalga boyunda 6l¢iim
yapildi. Ortamdan uzaklastirilan PBS miktar1 taze PBS ile tamamlandi. UV-VIS
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spektrofotometreden okunan absorbans degerleri kullanilarak bir kalibrasyon grafigi

yardimiyla salinan BMP-7 miktar1 kiimiilatif olarak belirlendi.

3.3. Membramn Sterilizasyonu - Gamma Radyasyonu

Tibbi sterilizasyonda sterilizasyon dozu 25 kGy olarak kabul edilir [266]. Polikaprolakton
bazli iskelelerde ise uygun sterilizasyon dozunun 25 kGy oldugu gosterilmistir [267]. Cobalt
60 (5°Co) atomu ile olusturulan Gamma radyasyonunun tamamen kapali olarak paketlenmis
malzemelerin igerisine girebildigi belirtilmistir [268]. Calismamizda iiretilen membranlar
otoklav paketleme cihazlarinda (Sirona, Berlin) paketlenerek hiicre kiiltiiriinde kullanmadan
once sterilizasyona hazir hale getirildi (Resim 3.4). Gamma radyasyonu i¢in Cizelge 3.2’deki
degerler kullanildi (Bkz. Ek —1).

Cizelge 3.2. Sterilizasyon kosullari

Absorbans/Kalinlik | Doz (kGy) Sicaklik (°C) | Nem
Sterilizasyon | 756/272 25 25 %38,7
degerleri

Resim 3-4. Tibbi sterilizasyon amaciyla paketlenen membranlar ve Gamma Radyasyon
Odas1 (TAEK)

3.4. Hiicre Kiiltiirii Calismalari

MC3T3-E1 pre-osteoblast hiicreleri kullanilarak gergeklestirilen hiicre kiiltiir calismalari ile
membranin biyouyumlulugu degerlendirildi. Hiicrelerin membran iizerindeki canlilig1 ve

yayilmalart MTT analizi, hiicrelerin membran iizerindeki mineralizasyonu ALP analizi ve



57

osteojenik belirteglerden olan tip I kollajen, osteokalsin (OCN), osteopontin (OPN), Runx2
ise RT-PCR analizi ile belirlendi.

3.4.1. MCS3T3-El1 hiicrelerinin ekilmesi ve ¢cogaltilmasi

Urettigimiz membranlarin biyolojik uyumlulugunun arastirilmasi i¢in fibroblast benzeri,
osteoblasta farklilasan MC3T3-E1 hiicre hatt1 kullanildi. Embriyonik fare kafatasindan elde
edilmis olan bu hiicre hattt Riken hiicre bankasindan (Tsukuba, Japonya) alindi [269].
Hiicreler %10 fetal sigir serumu (FBS) (Lonza, Isvigre) ve %1 penisilin-streptomisin iceren
Minimum Essential Medium Alpha Modification (a-MEM) (Lonza, Isvicre) besi ortaminda
37°C’de, %95-98 nem, %5 CO2 ve %95 hava igerigine sahip inkiibatorde (Heraus
Instruments, Almanya) kiiltiire edildi. Yiizeye-bagimli olarak tireyen MC3T3-E1 hiicre hatt1
14. pasaj hiicreleri kullanilarak tek katl kiiltiirler ile cogaltildi.

Hiicrelerin Petri kabmnin yiizeyini tamamen kaplamasinin ardindan, tripsin/EDTA (%0,01
tripsin/10 pl EDTA) (Hyclane, ABD) aracilig1 ile yiizeyden serbestlestirilen hiicreler
toplandi. Bu islemden sonra tripsinin zarar vermemesi i¢in hiicreler FBS iceren a-MEM ile
yikandi. Her biri 1,5 cm capa sahip 24-gozlii polistiren (TCPS) hiicre kiiltlir kaplarinda
(Orange Scientific, Belgika) kiiltiire edildi. Elde edilen hiicre siispansiyonu 5 dakika boyunca
1000 rpm’de santrifiijlendi ve hiicre yogunlugu 4,64 x 10* hiicre/mL olacak sekilde

hazirlandi.

Hiicre kiiltiirii icerikleri PCL/COL-PCL, PCL-nHA/COL-PCL ve PCL-nHA/PCL-COL-
BMP-7 olan {i¢ farkli membrana ekildi (Resim 3.5). Her bir membrana 160ul hiicre ekimi
yapildiktan sonra hiicrelerin ylizeye yapigmalari i¢in 2 saat beklendi. Hiicreler ekildikten
sonra osteoblasta farklilagsmay1 saglayacak ortam ile kiiltiire devam edildi. %10 FBS ve %1
penisilin—streptomisin (Biological Industries, Ashrat, Israil), a-MEM’e 10 nM B-gliserol
fosfat (Sigma, Almanya), 50 pg/mL askorbik asit (Sigma, Almanya) eklenerek farklilagsma
ortami hazirlandi. Hiicre kiiltiir calismalarinda kullanilan membranlar (¢ap: 12 mm,
yiikseklik: 1 mm) farklilasma ortami varliginda kiiltiire edildi. Kiiltiir ortami, %2 oraninda
taze farklilagsma ortamu ile ii¢ giinde bir yenilendi. Steril ortam gerektiren tiim iglemler

laminer akis kabinde (Bioair, Type II Laminer Akis Kabini, italya) gerceklestirildi.
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Resim 3-5. Laminer akis kabininde membranlarin kiiltiir ortamina hazirlanmasi

3.4.2. Hiicre canhihi@ testleri [3-(4,5-Dimetiltiazol-2-yl)-2,5-difeniltetrazolyum
bromiir (MTT) analizi]

MC3T3-E1 hiicrelerinin mitokondriyal aktiviteleri ve ¢cogalmalarinin tayinii¢in 1., 3., 5., 7.,
14. ve 21. giinlerde MTT analizi yapild1 [270]. MTT ¢ozeltisi (2.5 mg/ml, PBS iginde)
varliginda canli hiicrelerin mitokondrisi mor renkli formazan kristallerine doniisiir. Bu
kristallerin ¢oziinmesiyle elde edilen ¢ozelti i¢indeki yogunluk miktari hiicre canlilig ile
dogru orantilidir. Her bir gézde bulunan hiicreler iizerindeki kiiltiir ortam1 ve membranlar
uzaklastirildiktan sonra 60 pul MTT ¢ozeltisi igeren 600 pl serumsuz besi ortami eklendi.
Hiicreler 37°C’de 3 saat boyunca inkiibe edildi, sonrasinda membranlarin igerisinde
bulundugu ortam uzaklastirildi. Formazan kristallerini ¢6zmek i¢in her bir goze 400 ul
0.04M HCI (Merck, Almanya) igeren izopropanol (Aklar Kimya, Tiirkiye) ¢ozeltisi eklendi.
Elde edilen mor renkli ¢ozeltiden 200 pl alinarak 96 g6zli mikroplate’de, 690 nm referans
olmak tizere 570 nm’de mikroplate okuyucu (Asys UVM 340, Avusturya) ile optik
yogunlugu o6lciildii.

3.4.3. Taramal elektron mikroskobu (SEM) analizi

Kiiltiire edilen hiicrelerin membranlar igerisindeki morfolojilerinin goriintiilenmesi igin
kiiltiiriin 4., 7. ve 14. giinlerinde SEM (QUANTA 400F Field Emission, Hollanda) analizi
yapildi. Orneklerin hazirlanmas1 icin 6nce membranlar {izerindeki kiiltiir ortami
uzaklastirildi ve daha sonra membranlar iki kez PBS (pH=7.4) ile yikandi. Yikanan
membranlarin fiksasyonu i¢in oda sicakliginda ve karanlikta 30 dk boyunca 1 mL % 2.5’1uk
(v/v) gluteraldehit ¢ozeltisi kullanild1 ve fiksasyon islemi gerceklestirildi. Ornekler analize
kadar PBS i¢inde 4°C’de bekletildi. SEM analizinden 6nce, membranlar PBS ile yikandi ve
strastyla %30, %50, %70, %90 ve %100’lik (v/v) etanol ¢cozeltilerinde 2’ser dk bekletilerek

dehidrasyon iglemi gergeklestirildi. Daha sonra membranlar hekzametildisilazan (HMDS)
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(Sigma, Almanya) igerisinde 5 dk bekletildi. Oda sicakliginda kurutulan membranlar altin-
paladyum (15 nM) ile kaplandiktan sonra SEM goriintiileri alindi (Resim 3.6). SEM
cihazinda 500X-40000X araliginda biiyiitmeler yapilarak 20 kV voltajinda 5 um ile 200 pm
arasinda degisen biiyiikliikklerde goriintiiler elde edildi.

Resim 3-6. Membranlarin altin paladyum ile kaplandiktan sonra goriintiilenmek tizere
SEM i¢in hazirlanmasi

3.4.4. Alkalen fosfataz (ALP) analizi

MC3T3-E1 pre-osteoblast hiicrelerinin osteojenik farklilasmasini belirlemek igin alkalen
fosfataz (ALP) analizi yapildi [271]. Hiicre kiiltiir ¢alismasimin 7., 14. ve 21. giiniinde
membranlarin lizerindeki besi ortami uzaklastirildi ve membranlar bagka bir kiiltiir kabina
aktarilarak analiz yapilincaya kadar -80°C’de bekletildi. Membranlar liyofilizatorde
kurutulduktan sonra pargaland: ve Ependorf tiiplerine alindi. Ornekler 250 pL Triton X-100
(Sigma, Almanya) ¢ozeltisi (PBS iginde %0.01°lik (v/v) ¢ozelti) icerisinde, 4°C’de 30 dk
inkiibe edildikten sonra 4°C’de, 12,000 rpm hizda 10 dk boyunca santrifiijlendi. Bu sekilde
elde edilen Triton ¢ozeltisinden 50 puL alinarak, 125 pnL ALP ¢ozeltisine (56 mM 2-amino 2-
metil-1,3-propanol (Aldrich, Almanya) ve 1 mM magnezyum kloriir (MgCl,.6H.0) (Merck,
Almanya) igeren 10 mL p-nitrofenil fosfat (pNPP) eklendi ve 37°C’de 30 dk boyunca inkiibe
edildi. Gergeklesen tepkime, her bir 6rnege 50 uL 2.5 M sodyum hidroksit (NaOH) (Merck,
Almanya) ¢ozeltisi eklenerek durduruldu. Mikroplaka okuyucu (Asys UVM 340,
Avusturya) kullanilarak, 405 nm dalga boyunda pNPP’nin absorbansi 6l¢iildii.
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3.4.5. Hiicrelerin osteojenik aktivitelerinin tayini: [Ger¢cek zamanh kantitatif ters
transkripsiyon polimeraz zincir reaksiyonu-Real time quantitative reverse

transcription polimerase chain reaction (RT-gPCR)]

Dokudaki RNA molekiilii PCR ile ¢ogaltilamadigindan PCR asamasindan 6nce RNA ters
transkriptaz (reverse transcriptase) enzimi kullanilarak cDNA (komplementer DNA)’ya
cevrilir. Ardindan elde edilen DNA, PCR ile ¢ogaltilir. Bu sentez asamasi gergek zamanli
polimeraz zincir reaksiyonu RT-PCR olarak adlandirilir. RT-PCR, DNA’nin ¢ogalmasi ile

es zamanli olarak artig gosteren floresan sinyalin 6l¢iilmesi ile kantitatif sonug verebilen bir

PCR yontemidir (Sekil 3.2).

Sekil 3.2. Real time qRT-PCR’1n asamalari

Real time RT-gPCR’1n asamalarn

Membranlar iizerinde preosteoblastik hiicrelerin osteojenik 06zelliklerini tespit etmek
amaciyla tip | kollajen, osteokalsin, osteopontin ve Runx2 ekspresyon seviyeleri gergek
zamanli polimeraz zincir reaksiyonu (RT-qPCR) Light Cycler Nano sistemi (Roche, Isvigre)
ile belirlendi.

Hiicre kiiltiir caligmasiin 7., 14. ve 21. giinlerinde membranlarin {izerindeki besi ortami

uzaklastirildi ve membranlar bagka bir kiiltiir kabina aktarilarak —-80°C’de analiz yapilincaya
kadar bekletildi.

RNA izolasyonu

7., 14. ve 21. giinlerde {i¢ farkli membran grubuna ekilen hiicrelerden (Hiicre yogunlugu
4,64 x 10* hiicre/mL) RNA izole etmek amaciyla RNeasy MiniKit (Qiagen, ABD) ve Qiazol
Lysis Reagent (Qiagen, ABD) kullanildi [272].
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Membranlar kiiltiiriin 7., 14. ve 21. giinlerinde besi ortamindan uzaklastirildi ve siv1 azot
kullanilarak donduruldu. Daha sonra membranlar DNAase ve RNAase icermeyen

mikrotiiplere alinarak steril igne ile pargalandi.

Olusturulan bu 6rneklerden RNA izole edilecegi zaman her bir mikrotiipe 500 uL ve Qiazol
Lysis Reagent eklenerek 25-30s vortekslendi ve +4°C’de 2sa bekletildi. Daha sonra
orneklere 200 uL kloroform eklenerek 15s asag1 yukari ¢alkalandi ve oda sicakliginda 2-3
dk inkiibe edildi. Inkiibasyon sonunda 6rnekler, +4°C’de 15dk 12,000 g’de santrifiij edildi.

Ustte toplanan sulu RNA faz1 yeni bir Eppendorf tiipe aktarilarak iizerine esit miktarda %70
etanol ¢ozeltisi eklendi. Etanol ile karigtirilan sulu RNA fazi RNeasy spin kolona aktarildi
ve 13,000 rpm’de 15s santrifiij edildi. Bu asamada elde edilecek RNA’daki DNA
kontaminasyonunu azaltmak i¢in Qiagen RNase Free DNase Set kullanilarak kolon {izerinde

DNase uygulamasi yapildi.

Tiipiin altinda toplanan sivi uzaklastirilarak kolon iizerine 350 pL RWI1 (guanidin
tiyosiyonat i¢eren tampon cozeltisi eklendi. 13,000 rpm’de 15s santrifiij edildikten sonra
tiipte toplanan s1v1 yeniden uzaklastirildi. Her bir 6rnek i¢in 10 pL DNase stok soliisyonu 70
uL RDD ¢ozeltisi (tampon ¢6zelti) ile karistirilarak hazirlanan karisim dogrudan spin kolon
membran iizerine gelecek sekilde birakilarak 20-30°C’de 15 dk inkiibe edildi. Inkiibasyonun
ardindan 350 pLL RW1 ¢ozeltisi spin kolona eklenerek 13,000 rpm’de 15s santrifiij edildi.
Tiipiin altinda toplanan sivi uzaklastirildiktan sonra spin kolona 500 uL RPE c¢ozeltisi
(yikama ¢ozeltisi) eklenerek 13,000 rpm’de 15s santrifiij edildi. Tiipiin altinda toplanan siv1
uzaklastirildi ve spin kolona tekrar 500 pL. RPE ¢ozeltisi eklenerek 13,000 rpm’de 15s

santrifiijlendi.

Bu asamadan sonra spin kolonda yikama ¢6zeltisinin tamamen uzaklastirilmasi i¢in toplama
tiipii atilip yenisi kullanildi ve 13,000 rpm’de 2 dk santrifiij edildi. Daha sonra kolonlar 1.5
mL’lik santrifiij tiiplerine yerlestirilerek membran iizerine en az 30 pL olacak sekilde
beklenen RNA miktaria bagl olarak, RNase-DNase icermeyen steril su eklenerek 13,000
rpm’de 1 dk santrifiij edildi. Spin kolon membraninda tutunan RNA, su ile birlikte
membrandan ¢ekilerek santrifiij tiipiinde toplandi. Santrifiij tiiplinde toplanan bu pellet, RT-

PCR igin kullanilacak saf RNA izolatidir.
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cDNA Sentezi

Izole edilmis olan RNA’lar -80°C’de muhafaza edildi. Ureticinin talimatlar1 izlenerek High
Capacity cDNA Reverse Transcription Kit (Applied Biosystems, ABD) ile c-DNA sentezi
gerceklestirildi [272].

a. 2 Reverse Transkripsivon Master Miksin hazirlanmasi

cDNA’nin hazirlanmasinda oncelikle Master Miksin igerisine belirli miktarlarda ters
transkripsiyon tamponu, deoksiriboz niikleozit trifosfat (dNTP), random primerleri,
Multiscribe ters transkriptaz enzimi ve niikleaz icermeyen su karistilarak her bir reaksiyon

icin 10 pl’lik karisimlar hazirlandi (Cizelge 3.3).

Cizelge 3.3. Karisimin hazirlanmasi

Icerik Hacim/Reaksiyon (uL)
10X Reverse Transkripsiyon Buffer 2,0
25X dNTP Mix (100 mM) 0,8
10X RT Random Primerleri 2,0
MultiScribe™ Reverse Transcriptase 1,0
Niikleaz igermeyen H>O 4,2
Reaksiyon basina 10

b. ¢DNA Reverse Transkripsiyon Reaksiyonlarimin Hazirlanmasi

1. 10 pL of 2X RT master mix PCR tiiplerin i¢inde pipetlenir.
2. 10 pL of RNA 06rnegi her bir géze konarak pipetleme yapilir.
3. Tipler kapatilarak santrifiij edilir.

4. Termal cyclera kadar mutlaka buzda bekletilir.

c. Ters Transkripsivonun yiiriitiilmesi

Santrifiij edilmis olan master miks ve RNA Orneginin c-DNA’ya doniistiiriilmesi i¢in
gereken son asama olan LightCycler Nanolnstrument (Roche, Almanya) basamaklari
Cizelge 3.4’te belirtildi.

Cizelge 3.4. Hazirlanan karisimin c-DNA haline getirilmesi

1.basamak 2. basamak 3. basamak 4. basamak
Sicaklik(°C) 25 37 85 4
Zaman 10 dk 120 dk 5 dk 0



63

Reverse Transcriptase gPCR Analizi

5 HotFirePol EvaGreen gPCRMixPlus kiti (SolisBioDyne, Estonya) kullanilarak
LightCycler Nanolnstrument cihazinda tireticinin talimatlar1 dogrultusunda yiiriitiildi [272].
“Housekeeping gen” olarak kullanilan B-aktin, tip I kollajen, osteokalsin, osteopontin ve run
x2 genlerinin primer dizileri (Motek, Tiirkiye) Cizelge 3.5’te verilmektedir. Bu primerlerin
tasarimi ve sentezlenmesi HU Biyoteknoloji Laboratuvari’nda gergeklestirildi. Yapilan
analizin sonuglar1 bagil gen ekspresyonu olarak verildi. Tiim veriler 2-AACT metoduna gore
hesaplandi [273]. Membran {izerindeki hiicrelerin ilgili gen ekspresyon seviyeleri baz

alinarak, diger gruplar da bunun katlar1 seklinde degerlendirildi.

Cizelge 3.5. Polimeraz zincir reaksiyonu i¢in primer dizileri

B-aktin Forward primer
5-GTGCTATGTTGCCCTAGACTTCG-3'
Reverse primer
5'-GATGCCACAGGATTCCATACCC-3'

Kollajen 1 Forward primer
5-CAAGATGTGCCACTCTGACT-3'
Reverse primer
5-TCTGACCTGTCTCCATGTTG-3'

Osteokalsin Forward primer
5-CTTTCTGCTCACTCTGCTG -3'
Reverse primer
5-TATTGCCCTCCTGCTTGG-3'

Run X2 Forward primer
5’-GCATGGCCAAGAAGACATCC -3
Reverse primer
5’-CCTCGGGTTTCCACGTCTC -3

Osteopontin Forward primer
5-CACTTTCACTCCAATCGTCCCTAC-3'
Reverse primer
5-ACTCCTTAGACTCACCGCTCTTC-3'
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Cizelge 3.6. qPCR’1n son agamasi i¢in hazirlanan 6rneklerin dagilimi

Icerik ul
Eva green 4
Primer forward 0,3
Primer reverse 0,3
PCR ig¢in hazirlanmis H>O 12,4
cDNA 3
Toplam 20

Her bir 6rnek icin ireticinin talimatlarinda hazirlanan 20 pl’lik 6rnekler (Cizelge 3.6)

95°C’de 15 dk’da PCR’in ilk aktivasyon basamagi olarak yiiritildi. 45 dongiide

denatiirasyon ile ¢ogalma basamagi 95°C’de 15 s’de, primerlerin ortamda bulunan hedef

DNA bileseni ile birleserek ayrilma basamagi 60°C’de 20 s’de ve uzatma basamag: ise

72°C’de 20 s’de meydana geldi. Son olarak 60°C’de 20 s ve 95°C’de 0.1°C/s artisla 20 s

olacak sekilde erime dongiisii uygulandi (Sekil 3.3).
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PCR’nin ilk aktivasyon basamagi

900 saniye 95°C

—
denatirasyon ile cogalma basamagi

15 saniye 95°C

A 4

primerlerin ortamda bulunan hedef DNA bileseni ile birlesip, ayrilma basamagi

— 45 dongii

20 saniye 60°C

20 saniye 72°C
' -

erime dongusu

60°C 20s 0.1°C/s artis ile 20s

Sekil 3.3. PCR’nin Light Cycler Nano cihazinda yiiriitiilen programi1

3.4.6. Iistatistiksel analiz

MTT ile belirlenen mitokondrileri gdsteren kristallerin yogunlugu, membrandaki alkalen
fosfataz (ALP) igerigi, membranlardan tip I kollajen, osteokalsin, osteopontin ve Runx2
ekspresyonlari istatistiksel agidan GraphPad Instant yazilimi kullanilarak degerlendirildi.
Veriler ii¢ deney icin ortalama + standart sapma degerleri ile belirtildi. Farkli deney
gruplarinda istatistiksel karsilagtirma i¢in tek yonlii varyans analizi (one way ANOVA)

kullanild1. Istatistiksel degerlendirmede p<0.05 diizeyinde anlamli kabul edilmistir.
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4. BULGULAR

4.1.  Ug¢ Farkh Membramn Karakterizasyonu

PCL/PCL-COL, PCL-nHA/PCL-COL ve PCL-nHA/PCL-COL-BMP-7  olarak
adlandirdigimiz membranlarin incelenmesi ve hiicrelerin tutunmasinin degerlendirilmesi
icin SEM goriintiileri ve EDX analizi kullanildi. PCL-COL tabakasinda bulunan kollajenin
membran igerisinde varligi FTIR-ATR spektroskopisi ile analiz edildi. BMP-7 salim
caligmalar1 FITC ile boyanarak UV spektrofotometresinde hesaplandi. MC3T3-E1
hiicrelerinin membrana tutunmalari, gogalmalari ve farklilagsmalari; MTT, ALP ve RT-qgPCR

(Runx2, osteokalsin, osteopontin ve tip | kollajen) analizlerinde incelendi.

4.1.1. PCL ve PCL-nHA doku iskelelerinin karakterizasyonu

Kemik olusumuna destek vermek tizere gelistirilen PCL ve PCL-nHA igeren orta tabaka,

partikiil uzaklastirma/¢ozelti buharlagtirma yontemi ile tiretildi.

Taramali elektron mikroskobu (SEM) analizi ile PCL ve PCL-nHA doku iskelelerinin analizi

Partikiil uzaklastirma/¢ozelti buharlastirma yonteminde gozenekli yapilarin elde
edilebilmesi amaciyla porojen gorevi goren partikiiller kullanilir ve sonrasinda yikama ve
¢ozeltinin buharlastirilmasi islemi ile porojen yapidan uzaklastirilir. Yapilan ¢caligmada NaCl

partikiillerinden yararlanilarak membranin iskele tabakasinin porozitesi saglandi.

SEM goriintiileri kullanilarak JMicrovision Analiz programi (Isvigre) ile gdzenek boyut ve
dagilim testleri yapildi. SEM goriintiilerinde partikiil uzaklastirma/¢oziici yontemi ile
olusturulan i¢sel baglantilar1 bulunan porojen bir yapinin olustugu goriildii. Bu PCL yapidaki
gozenekliliginin 163-667 araligina sahip ortalama olarak 337 + 172 um oldugu gozlendi
(Resim 4.1-4.2).
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Resim 4-2. PCL doku iskelelerinin farkli biiyiitmelerde ¢ekilen SEM goriintiileri:
(a) 1000X, (b) 2000X.

PCL-nHA iskelesinin iiretim asamasinda nHA partikiiller PCL ¢ozeltisine eklendi. Olusan
nano boyutlu hidroksiapatit par¢aciklart SEM goriintiilerinde net bir sekilde gdzlendi (Resim
4.3 a,b).
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Resim 4-3. PCL-nHA iskele goriiniimii: (a) 500X, nHA’1ar iskelenin i¢inde
goriintiilenmektedir: (b) 2000X.

JMicrovision Analiz programinda SEM goriintiileri kullanilarak nHA nano yapilar1 541+

162 nm olarak hesaplandi.

PCL-nHA iskeledeki nHA vapinin EDX analizi ile incelenmesi

nHA partikiillerinin yapiya katilimini1 gdstermek amaciyla EDX analizi gerceklestirildi.
EDX ile ilgili sonuglar Sekil 4.1°de sunuldu.

Sekil 4.1. nHA partikiillerinin yapiya katiliminin gosterilmesi
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Kalsiyum/ fosfat orani: 2,16/1,21= 1,78 oraninda nanohidroksiapatit olusturacak diizeyde

hesaplamasi Cizelge 4.1’ de gosterilmektedir.

Cizelge 4.1. Membranin igerisindeki elementlerin agirliklar

Element %Agirhk | %Atom K-Oram
Karbon 69,41 78,43 0,5177
Oksijen 21,45 18,2 0,073
Fosfat 2,77 1,21 0,0246
Kalsiyum 6,37 2,16 0,0572
Toplam 100 100

4.1.2. PCL-COL ve PCL-COL-BMP-7 nanofibréz membranlarin karakterizasyonu

PCL-COL nanofibréz membranin SEM ile karakterizasyonu

Membranlar bir grupta PCL-nHA doku iskelelerinin her iki ylizeyine PCL-COL lifleri
(Resim 4.4), diger grupta ise bir yiiziine PCL-COL, diger yiiziine PCL-COL-BMP-7 lifleri

ile kaplanarak hazirlandi.

SEM analizleri incelendiginde gelisigiizel homojen yapidaki boncuksuz PCL/COL lifler
goriildii. PCL/COL liflerin ortalama ¢ap1 625+50 nm olarak hesaplandi (JMicrovision)
(Resim 4.4).



Resim 4-4. PCL-COL elektro-egirme yapilmis farkli bityiitmelerdeki membran gériintiileri:
(a) 1000X, (b) 5000X, (c) 10 000X, (d) 10 000X.

PCL- COL nanofibré6z membranin Fourier Transform Infrared-Attenuated Total Reflectance
(FTIR-ATR) Spektroskopisi ile analizi

Kollajenin yapiya katilip katilmadiginin belirlenmesi amaciyla PCL ve PCL/COL
membranlara ait FTIR-ATR analizleri gergeklestirildi. Elde edilen sonuglar Sekil 4.2° de

sunuldu.



72

100

95
90
85
80

70
65
60
55
50

45

%T 75|

\ /\f—‘_’* /"‘”".'/‘#: (‘\4‘\\/!« YV
" pcL

e — \ T A A A AR LN

| NV ‘ '\'/\/\' NJ l il {V"{ {‘

Vv , ‘ I

1631 |
|| PCL/Kollajen
1542

3500 3000 2500 2000 1500 1000

-1
Dalga savisi (cm )

Sekil 4.2. PCL ve PCL/COL membranlara ait FTIR-ATR spektrumu

PCL ve PCL/COL membranlara ait spektrumlar incelendiginde, kollajen yapisinda bulunan
fonksiyonel gruplar sirasiyla 1631 ve 1542 cm™ dalga sayisinda Amid-1 ve Amid-I1 pikleri
goriilmektedir.

gostermektedir.

PCL-COL-BMP-7 nanofibroz membranin SEM ile incelenmesi

SEM goriintiileri incelendiginde membranin diger yiizeyindeki kaplamaya benzer sekilde

homojen bir yapida boncuksuz PCL-COL-BMP-7 liflerin varligi gozlendi. BMP-7

eklenmesinin membranin yapisin1 bozmadig: saptandi.

JMicrovision programi kullanilarak yapilan analizde PCL-COL-BMP-7 liflere ait ortalama

cap degeri 565+40 nm olarak hesaplandi (Resim 4.5).

Bu piklerin varligi kollajenin PCL yapisina basariyla katildigini



Central Laboratory

Resim 4-5. PCL-COL-BMP-7 membranlara ait SEM goriintiileri:
(a) 1000X, (b) 5000X, (c) 10 000X, (d) 10 000X.

4.1.3. Ug tabakali membranlarin karakterizasyonu

SEM analizi ile elde edilen ii¢ tabakali membrana ait Kesit goriintiilerinde elektro-egirme
yontemi ile olusturulmus PCL-COL lifler, PCL-nHA iskele iizerinde ylizeyden kopma ya da
ayrilma gostermedigi izlendi (Resim 4.6).
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det |spot 3 HV E ND | det |spot 200 Qm
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Resim 4-6. PCL-COL kapli PCL-nHA membranin enine kesit goriintiileri:
(a) 200X, (b) 500X.

SEM analizi ile elde edilen {i¢ tabakali membrana ait yilizey goriintiileri Resim 4.7’de
sunuldu. Ug katli olusturulan bu membranin SEM goriintiilerinde, tek katli nanofibroz

yapidaki PCL-COL ve PCL-COL-BMP-7 tabakalarinin altinda bulunan PCL-nHA
yapisindaki iskele goriildii.

mm [ETD| 5.0 Central Laboratory

Resim 4-7. PCL-COL-BMP-7 kapli PCL-nHA membranin yiizey kesit goriintileri:
(a) 1000X, (b) 5000X.

Resim 4.8’de her iki yiizeyine elektro-egirme yapilan n-HA iskelelerinin enine kesit
goriintlistinde membranin iki tarafinda da ayrilma gézlenmemekle beraber stabil tabakalarin

olustugu acike¢a goriildii.
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Resim 4-8. Tek tarafi PCL-COL-BMP-7 kapli diger tarafi PCL-COL kapli PCL-nHA
membran goriintiileri: (a) 200X, (b) 400X.

4.2. rhBMP-7 Molekiillerinin U¢ Tabakah Membranlardan Kontrollii Saliminin

Incelenmesi

Transforme edici biiyiime faktorii-p (TGF-B) ailesinin {iyesi olan rhBMP-7 molekiillerinin
hasarli bolgeye uygun sekilde yerlestirilebilmesi icin PCL/COL liflerin igerisine
hapsedilmesine karar verildi. rhBMP-7’nin ti¢ tabakali membrandan saliminin incelenmesi
amaciyla in vitro ortamda salim g¢aligmalar1 gerceklestirildi. Kiimiilatif salim degerleri

kullanilarak elde edilen salim grafigi Sekil 4.3’ te sunuldu.

rhBMP-7 salimi incelendiginde ilk 4 saat sonunda yiiklenen miktarin %42’sinin ortama
salindig1 gozlemlendi. Ardindan devam eden kontrollii salim davranisinin 3 giin boyunca

devam ettigi saptandi.
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Sekil 4.3. Ug tabakali membranlardan BMP-7 saliminin incelenmesi

4.3,  Membranm In Vitro Oncesi Sterilizasyonu

25 kGy olarak uygulanan Gamma radyasyonu ile herhangi bir kontaminasyona maruz

kalmadan membranlarin sterilizasyonunun saglandig hiicre kiiltiir ¢alismalarinda goriildii.

4.4. Hiicre Kiiltiirii Deneyleri

Hiicre kiiltiirii ¢alismalarinda pre-osteoblastik MC3T3-E1  hiicre hattt  kullanildi.
Calismamizda sentezlenen PCL/ PCL-COL, PCL-nHA/PCL-COL, PCL-nHA/PCL-COL-

BMP-7 membranlar1 21 giin boyunca hiicre kiiltiirtinde incelendi.

Yapilan analizler ile pre-osteoblastik hiicrelerin membranlar {izerindeki canliliklari,

morfolojileri ve osteoblastik farklilasmalari incelendi.

44.1. 3-(4,5-Dimetiltiazol-2-yl)-2,5-Difeniltetrazolyum bromiir (MTT) analiz

MC3T3-El hiicrelerinin {i¢ farkli membran iizerindeki zaman igerisinde gerceklesen
mitokondriyal aktiviteleri yani canliliklar1 ve ¢ogalmalarindaki degisim MTT analizi ile
belirlendi. Sonuglar 1., 3., 5., 7., 14. ve 21. giinlerdeki optik yogunluk degerleri Sekil 4.4°te

verilmistir.
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Sekil 4.4. Istatistiksel olarak n=3, kontrol grubu PCL/PCL-COL iken * p<0,05; *** p<0,001
kontrol grubu PCL-nHA/PCL-COL iken @ p<0,05, ee p<0,01, eee p<(0,001.

Hiicre ekiminden sonra tiim gruplarda hiicreler tutunarak ¢ogalmaya devam ettiler. Kiiltiiriin
ilk giiniinde hiicre canliigi agisindan anlamli bir fark gézlenmedi (p>0,05). Ugiincii
(p<0,05), besinci (p<0,05), yedinci (p<0,001) ve yirmi birinci giin (p<0,05) sonunda PCL-
nHA/PCL-COL grubunun PCL/PCL-COL grubuna gore daha hizli ¢ogaldiklar1 gézlendi.

PCL-nHA/PCL-COL-BMP-7 grubunda hiicreler giderek ¢ogalirken PCL/PCL-COL
grubuna gore birinci giin hari¢ tiim giinlerde anlaml1 olarak fazla ¢ogaldig1 gézlendi. Ayni
grup PCL-nHA/PCL-COL grubu ile karsilastirildiginda ise besinci (p<0,05), yedinci
(p<0,01) ve ondordiincii giinlerde (p<0,001) mitotik aktivitelerinin de daha yiiksek oldugu
bulgulandi.

Sonug olarak MC3T3 hiicrelerinin ii¢ farkli membrana tutunup ¢ogaldig, fakat en yiiksek
hiicre tireme hizin1 PCL-nHA/PCL-COL-BMP-7 iizerinde gosterdikleri belirlendi.
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4.4.2. Membranlar iizerinde hiicre tutunma 6zelliginin SEM ile analizi

Hiicrelerin doku iskelesinin ylizeyine tutunmasi ve yayilmasi, hiicre ¢ogalmasi ve
farklilagsmasi agisindan onemlidir. Membranlar ile hiicreler arasi etkilesim ve hiicrelerin
morfolojileri SEM analizi ile incelendi. SEM goriintiilerinde MC3T3-E1 hiicrelerinin

nanolif ylizeyler lizerinde farkli 6zellikler sergiledigi gosterildi.

4. glinden itibaren kontrol grubu olan PCL/PCL-COL membranin yiizeyine hiicrelerin
tutunduklar ve yayildiklar1 agikga gozlendi (Resim 4.9 a,e,f,g). Ayn1 zamanda hiicreler
liflere tutunup lifin yoniine dogru sekillerini verdikleri ve fibroblastik sekil olan igsi formda
olduklari izlendi (Resim 4.9 b,c). Daha biiyiik biiylitmede incelendiginde ise hiicrelerin igsel
baglantisi olan gdzeneklerden i¢ bolgelere {i¢ boyutlu olarak yayilmaya devam ettigi gortildii
(Resim 4.9 c,d). 7. giin ve 14. giin SEM gorintiileri incelendiginde hiicrelerin sitoplazmik
uzantilarinin nanoliflerin arasindan girerek ¢ogaldiklar1 gosterildi (Resim 4.9 f)h). Kiiltiir
ortamindaki hiicrelerin membrana tutunmalar1 giinlere gore degerlendirildiginde, hiicre
yogunlugunun 14.giinde 4. giine gore arttigi bulgulandi. Bu sonu¢ MTT bulgulan ile
paralellik gosterdi. MTT testi ile elde edilen pozitif bulgularla membranin hiicreler lizerinde

toksik etkisinin olmadigini gosterildi (Resim 4.9 a,g).
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Resim 4-9. PCL/PCL-COL membran goriiniimleri:
(a) 4.gilin, 100X; (b) 4. giin, 2500X; (c) 4. glin, 5000X; (d) 4. giin, 10 000X;
(e) 7. giin, 1000X; (f) 7. giin, 5000X; (g) 14. giin, 500X; (h) 14. giin, 10 000X.
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PCL-nHA/PCL- COL membranin kiiltiiriin 4., 7. ve 14. giinlerindeki goriintiileri sirasiyla
ayrintili olarak Resim 4.10’de verildi. Bu gruptaki HA varligiin hiicrenin canlilig1 ya da

morfolojisi tizerinde herhangi sitotoksik bir etki yaratmadigi goriildii.

Resim 4.10 ve 4.11°de goruldiigi tizere kiiltliriin 4. ve 7. gliniinde alinan PCL-nHA/PCL-
COL membranindan alinan goriintiilerde, hiicrelerin yayilimi sadece liflerin tizerinden degil,
gozeneklerin arasindan ilerleyerek alt katmana (PCL-nHA iskelesine) dogru da ii¢ boyutlu

sekilde cogaldiklar1 gozlendi.

Resim 4.9 b ile 4.10.c goriintiileri karsilastirildiginda PCL-nHA/PCL-COL membranin
PCL/PCL-COL grubuna gore ECM iiretiminde daha etkili oldugu gosterildi. PCL/PCL-COL
grubunda mineral kiimeleri 14. giinde olusurken, PCL-nHA/PCL-COL membraninda
mineral nodiillerinin 7. giinde ECM’nin igerisinde kaldig1 goriildii (Resim 4.10 f). Resim
4.11 f goriintiisiinde ise PCL-nHA/PCL-COL membrana ait 14. giindeki mineral kiimeleri
40 000X biiytitme ile gosterildi.
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Resim 4-10. PCL-nHA/PCL-COL membran goériiniimleri:
(a) 4.gilin, 500X; (b) 4. giin, 2500X; (c) 4. giin, 5000X; (d) 4. giin, 20 000X;
(e) 7. giin, 500X; (f) 7. giin, 2500X
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Resim 4-11. PCL-nHA/PCL-COL membran goériintimleri:
(a) 7.gilin, 20 000X; (b) 7. giin, 40 000X; (c) 14. giin, 500X;(d) 14. giin, 5000X;
(e) 14. giin, 20 000X; (f) 14. giin, 40 000X.
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PCL-nHA/PCL-COL-BMP-7 membranin SEM goériintiileri Resim 4.12 ve 4.13’te gosterildi.
Kiiltiirtin 4. giiniinde BMP-7"1i grupta ECM olusumu daha fazla gozlense de hiicrelerin ve
ECM’in yiizeyde kaldig1 gozlendi. Kiiltiiriin 7. gliniinde ise diger gruplardan farkli olarak

liflerin igerisinden apatit nanokristal yapinin gectigi goriildii (Resim 4.13 a).

Resim 4-13 d ve e’de thBMP-7 de liflerin arasindaki hiicrelerin 14. giinde birbiriyle ECM
yapist ile baglandigi kaydedildi. Resim 4.13 f’ye bakildiginda ise tiim membran liflerinin

yiizeyinde hiicrelerin tutunup lif boyunca uzadig: gortildii.

Gruplar arasinda 14. giindeki goriintiiler karsilagtirildiginda membran yiizeyini en g¢ok
kaplayan, PCL-nHA/PCL-COL-BMP-7 grubu oldu. Bu sonu¢ MTT sonuglari ile uyumlu
bulundu (Resim 4.13 c,d).
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Resim 4-12. PCL-nHA/PCL-COL-BMP-7 membran goriiniimleri:
(a) 4.giin, 496X; (b) 4. giin, 5000X; (c) 4. giin, 10000X; (d)4. giin, 40 000X;
(e) 7. giin, 500X; (f) 7. giin, 5000X.
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Resim 4-13. PCL-nHA/PCL-COL-BMP-7 membran goriiniimleri:
(a) 7.gilin, 5000X; (b) 7. giin, 10 000X; (c) 14. giin, 500X; (d) 14. giin, 5000X;
(e) 14. giin, 10 000X; (f) 14. giin, 40 000X.
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4.4.3. ALP analizi

Mineralizasyonun gozlemlenebilmesi icin membranlar farklilagtirma ortaminda 7.,14. ve 21.
giin sonrasi alkalen fosfataz (ALP) yontemi ile boyandi. Hiicrelerin erken dénem
osteoblastik aktivitesini gostermek i¢in yapilan analiz sonuglar1 spektrofotometrede

okunarak nm cinsinden optik yogunluk degerleri verildi.

Yapilan analizde 7. glinde hiicreler PCL-nHA/PCL-COL-BMP-7 grubunda ALP aktivitesi
agisindan her iki gruba gore anlamli olarak daha ytiksek bulundu (Sekil 4.5). Ancak nHA nin
ALP aktivitesinde etkili olmadig1 goriildii. Kiiltiiriin 14. glinlinde ALP aktivitesinin tim
membranlarda en yiiksek degere ulastigi, en ¢ok aktivitenin PCL-nHA/PCL-COL-BMP-7
grubunda olustugu gozlendi. Kiiltiirlin 21. giiniinde ise ALP aktivitesi tim gruplarda
diiserek, en yiiksek deger BMP-7 varliginda goriilse de diger gruplar ile arasinda anlamli bir

fark bulunmada.

ALP grafigi

1,2 +
(XX}

*k*k

) 1

o
(o]
1

*

I I B PCL/PCL-COL
m PCL-nHA/PCL-COL
PCL-nHA/PCL-COL-BMP-7

Optik Yogunluk (405 nm)
o o
£y o))

0,2 -

Sekil 4.5. Istatistiksel olarak anlamli farklilik n=3 kontrol grubu PCL: PCL-COL iken, *
p<0,05;*** iken p<0,001; kontrol grubu PCL-nHA: PCL-COL iken e p<0,05;
eee iken p<0,001.
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45. Gerc¢ek Zamanh Polimer Zincir Reaksiyonlar1 (RT-PCR) Analizleri

Tip | Kollajen

Kollajen sentezi erken donem belirteci sayilabilir. Calismamizda hiicre kiiltiirii sonucunda
ortaya ¢ikan sonuglarda 7 ve 14. giinlerde kollajen sentezi daha hizli olurken, bunun 21.

giinde azaldig1 gosterildi (Sekil 4.6).

Sekil 4.6’ya gore, kiiltiiriin 7. giiniinde PCL-nHA/PCL-COL-BMP-7 membrandaki tip 1
kollajen sentezi diger iki grup membrandan anlamli olarak daha fazla oldugu goriildii.
Kiiltiiriin 14. gliniinde ise salim seviyesi PCL/PCL-COL membrana gére, PCL-nHA/PCL-
COL membraninda yaklagik iki kati, PCL-nHA/PCL-COL-BMP-7 membraninda ise
yaklasik 4 kati fazla oldugu gozlendi. Hiicre kiiltiiriiniin devaminda 21. giinde kollajen

seviyesinde gruplar arasinda herhangi anlamli bir farklilik bulunmadi.

Tip | Kollajen

[ X ]
7 A * % %
6 - m PCL/PCL-COL
s B PCL-nHA/PCL-COL
PCL-nHA/PCL-COL-BMP-7
4 - . * %k
- * %
g 3 -
©
£
3T 2 1
=]
-—
>?'P <
o g 14
32
Sd 0
7 14 21
Zaman(giin)

Sekil 4.6. Istatistiksel olarak anlamli farklilik n=3 kontrol grubu PCL/PCL-COL iken, *
p<0,05; ** iken p<0,01;*** iken p<0,001; kontrol grubu PCL-nHA/PCL-COL
iken @ p<0,05; e e iken p<0,01.
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Runt-related transcription factor 2 (Runx2)

Diger bir osteojenik belirteg olan MC3T3 hiicrelerinin Runx2 salim seviyelerine
bakildiginda kiiltiiriin 7. giiniinde PCL-nHA/PCL-COL-BMP-7 membranda PCL/PCL-COL
membrana gore 3.5 kat, PCL-nHA/PCL-COL membrana gore ise 2 kat fazla salindigi
bulgulandi. Kiiltiirin 14. giiniinde ise PCL-nHA/PCL-COL-BMP-7 membran diger iki
gruba gore anlamli derecede salim seviyesinin arttig1r gézlendi. Kiiltiirin 21. giiniinde ise
osteoblastik farklilasmada diizenleyici rol oynayan Runx2’nin diisiis gostermesi, erken

doénem bulgusu oldugunu destekledi (Sekil 4.7).

Runx2
[ ]
61 . ® PCL/PCL-COL
[ ]
m PCL-nHA/PCL-COL
5 i %k
PCL-nHA/PCL-COL-BMP-7
‘@ 4 -
[}
el
£
5 3
mA
5 £
o L
£ < 2 -
N
£ 8
(=
~N

g 1

0 4

7 14 21
Zaman(giin)

Sekil 4.7. Istatistiksel olarak anlamli farklilik n=3 kontrol grubu PCL/PCL-COL iken, *
p<0,05 ; ** P<0,01, kontrol grubu PCL-nHA/PCL-COL iken e p<0,05.

Osteokalsin (OCN)

Osteokalsin (OCN), olgun osteoblastin gostergesi olmasindan dolayi farklilasmanin geg
donemlerinde ortaya ¢ikar. OCN’nin pre-osteoblast hiicre kiiltiiriindeki salim1 Sekil 4.8’de
verildi. Bu sekilde kiiltiirin 7. giiniinde PCL-nHA/PCL-COL-BMP-7 membrandaki salim
degerleri, diger iki membrana goére yaklasik 3 kat arttig1 gozlendi. Kiiltiiriin 14. giiniinde

salinan OCN miktar1 incelendiginde ise gruplar arasinda anlamli bir fark bulunmadigi
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goriildii. Kiiltiiriin 21. gilintinde ise OCN’nin PCL-nHA/PCL-COL-BMP-7 membraninda
diger iki membrana gore yaklasik 2.5 kat1 kadar daha fazla salindig1 bulgulandi.

OCN

[ X ]
o0 * %
* %
35 - H PCL/PCL-COL
B PCL-nHA/PCL-COL

25 PCL-nHA/ PCL-COL-BMP-7

Osteokalsin bagh gen ifadesi

(1/Beta Aktin)
=
(6}

0,5 -

7 14 21

Zaman(giin)

Sekil 4.8. Istatistiksel olarak anlamli farklilik n=3 kontrol grubu PCL/ PCL-COL iken, **
p<0,01; kontrol grubu PCL-nHA/PCL-COL iken ee p<0,01.

Osteopontin (OPN)

Osteopontinin (OPN) kiiltiiriin 7. glinlinde membranlardan salimi incelendiginde gruplar
arasinda anlamli bir fark bulunmadi (Sekil 4.9). Kiiltiirin 14. giininde OPN’nin PCL-
NHA/PCL-COL-BMP-7 membranindan PCL-nHA/PCL-COL ve PCL/PCL-COL
membranlara gdore anlamli olarak daha fazla salindigi gosterildi. Farklilagmanin geg
doénemlerinde ortaya ¢ikan OPN’nin salim diizeyinin kiiltiiriin 21. giiniinde PCL-nHA/PCL-
COL-BMP-7 membranda diger iki membrana gore yaklasik 3 kat arttig1 gézlendi.
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Sekil 4.9. Istatistiksel olarak anlamli farklilik n=3 kontrol grubu PCL/PCL-COL iken, **
p<0,01; kontrol grubu PCL-nHA/PCL-COL iken e® p<0,01.
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5. TARTISMA

Periodontal tedavinin amaci, periodontal dokulardaki enfeksiyonun ortadan kaldirilmasi ve
yikima ugramis periodontal atasman ve alveol kemiginin yeniden kazanilmasidir.
Geleneksel periodontal tedaviler ile elde edilen iyilesmede ¢cogu zaman uzun birlesim epiteli
ve sinirl miktarda bag doku atagmant ile birlikte bir miktar kemik dolumu gozlenir [88, 274,
275]. Histopatolojik ¢alismalar flep cerrahisi sonrasi iyilesme doneminde epitelin kok yiizeyi
boyunca defekt tabanina kadar ilerleyerek bag doku atagsmanini engelledigini ve iyilesmenin

uzun birlesim epiteliyle gerceklestigini gostermistir [95, 276, 277].

Periodontal tedavi sonrasinda olusacak iyilesmenin seklini, kok yilizeyine gelecek hiicrelerin
tipinin belirledigini bildiren Melcher’in bu goriisiinden yola ¢ikarak, Nyman ve digerleri
periodontal hastalik nedeniyle atagsman kaybina ugramis dislerde bariyer membran
uygulama sonrasi, kok yiizeyinde yeni sement ve iginde sonlanan kollajen liflerle
karakterize, yeni atagmanin varligini gostermislerdir [5, 124-126]. Bariyer membranlar, kok
yiizeyi ile alveol kemigi arasinda bosluk olusturarak kok yiizeyine oncelikli olarak
periodontal ligament kokenli mezenkim hiicrelerin tutunmasini saglamak amaciyla
tasarlanmigtir. Yonlendirilmis doku rejenerasyonu (YDR) teknigi adi verilen bu yontem
yardimiyla periodontal ligamentini kaybetmis kok yilizeylerinde yeni bag doku atagsmaninin

ve alveol kemiginin yeniden kazanilmasi hedeflenir [6-8, 19].

Bu amagla iiretilmis rezorbe olan ve olmayan membranlarin periodontal defektlerde
kullanim1 sonrasinda klinik ve histolojik olarak ¢esitli diizeylerde bag doku atagsmani ve
kemik dolumunun gerceklestigi gosterilmis olmasina ragmen, periodontal rejenerasyonun
tam olarak elde edilemedigi gorilmistiir [13, 74, 151, 278-281]. YDR uygulamasi ile elde
edilen periodontal rejenerasyonun rezorbe olmayan bariyer membranlarda %77.5, rezorbe
olan bariyerlerde ise %70.7’sinin kazanildig1 bulgulanmustir [282]. Insan biyopsilerinde
yapilan histomorfometrik caligmalarin meta-analizleri degerlendirildiginde,
periyodonsiyumdan elde edilen kesitlerde %75 oraninda Yyeni sement ve periodontal
ligament olusurken, farkli miktarlarda kemik dolumlarinin gorildiigii, ortalama cep
derinliginin 5,1 mm oldugu defektlerde 2,6 mm yeni sement ile 1,7 mm kemik dolumunun
olustugu bildirilmistir [283]. YDR uygulamalar: sonrasi elde edilen atasman miktarinin her
vakada ayn1 olmadigi, hastaya ve hekime bagl faktorler olarak 6zetleyebilecegimiz cesitli

faktorlerin rejenerasyon potansiyelini etkileyebilecegi saptanmistir [19, 152].
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Calismamizda YDR’de kullanilan membranlarin rejenerasyon potansiyelini artirmak
amaciyla doku miihendisligi prensiplerinden yararlanarak, epitelin erken donemde yara
bolgesine girmesine engel olacak fiziksel bariyer 6zelliklerini, yeni kemik olusumu i¢in
iskelet gorevi gorecek matriks yapisini, bag doku atasmami ve kemik olusumunu
indiikleyecek sinyal molekiillerinin yavas salimini yapacak, ii¢ tabakali hiyerarsik sirayla

gorev goren multifonksiyonel bir “prototip membran” liretmeyi planladik.

Bu prototip membran, iyilesmede gerekli sartlari saglayacak biyolojik yapilarin viicut
disinda iiretilerek kaybedilmis veya hasar gormiis dokulara yerlestirilmesiyle bu dokularin
yeniden kazanilmasini hedefleyen doku miihendisligi prensiplerine gore iiretildi. igerigini,
diseti bag dokusu ve alveol kemiginin organik ve inorganik bilesenlerini taklit eden
biyomateryallerin olusturdugu membrana mezenkim hiicrelerinin tutunmasi, tiremesi,
farklilasmasi ve ¢ogalmasini saglayacak bir biyosinyal molekiilii (rhBMP-7) eklendi [250,
252, 284, 285].

Ug tabakadan olusan bu prototip membranin her bir tabakasi ayr1 ayr1 goérevleri
gerceklestirmek icin tasarlandi. Farkli yontemlerle {iretilen ii¢ tabakadan olusan membranin
esas destekleyici iskeleti polikaprolakton (PCL) yapisinda iretildi. Diseti epiteli ve bag
dokusu hiicrelerinin kok yiizeylerine gelmesini engellemek amaciyla bariyer gorevi gorecek
olan dis tabaka ve kok yiizeyine bakan i¢ tabaka PCL ve kollajenden (COL) iiretildi. Iskeleyi
olusturan orta tabaka bir grupta sadece PCL, digerinde PCL’ye nanohidroksiapatit (nHA)
eklenerek olusturuldu. Ugiincii grup membranda ise periodontal atagsman olusumunun
hizlandirilmasi ve sementogenezin indiiklenmesini amaciyla i¢ tabakaya, farkli olarak insan

rekombinant kemik morfojenik protein-7 (rhBMP-7) eklendi.

Dis hekimliginde ve tipta cesitli dokularin rejenerasyonunda kullanilan biiylime faktorleri,
daha diisiik dozda uzun siireli aktivite saglamas1 amaciyla yavas salim yapan tasiyicilar ile
kullanilmaktadir [286, 287]. Biiylime faktorlerinin tasiyict ile beraber bulunmasi yara
bolgesindeki hiicre populasyonunu uyararak ve onlart yonlendirerek periodontal doku
iyilesmesini hizlandirir [166, 288]. Giiniimiizde doku miihendisligi prensiplerine goére
tiretilmis tasiyicilar iginde 6zellikle partikiiller (mikro kiireler, greftler) [46, 289], enjekte
edilebilen hidrojeller (karboksimetilselliiloz, Dex-GMA, kollajen) [287, 290-292], por6z
yapil1 sponjlar (kollajen, B-TCP, kalsiyum karbonat) [293, 294] ve son olarak ¢ok tabakali
tretilen PCL iskeleleri arastirnlmaktadir [52, 146, 166, 217, 270, 288, 295, 296].
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Periodontolojide bu tip materyaller, salim karakteristigi veya fiziksel 6zelliklerine goére
biiyiime faktorleri i¢in rezervuar gorevi gérmesi ve yavas salim yaparak kemik gelisimi ve
bag doku atasmanini hizlandirmasi i¢in kullanilmaktadir [297-302]. Hayvan ve Klinik
caligmalarinda EMD [303, 304], BMP’ler [305-311], PDGF-BB [50, 312], FGF-2 [237, 313-
316], GDF-5 [294, 317-320] ve P-15 [51, 321] gibi biiyiime faktorleri ve biyosinyal
molekdillerinin tastyict polimerler icerisinde kullaniminin periodontal doku iyilesmesini

hizlandirdig1 gosterilmistir.

Son yillarda g¢aligmalar yumusak ve sert dokunun iyilesmesini saglamak {izere dogru
zamanda dogru yerde etkin rol oynayacak c¢ok kathi tasiyicilarin kullanimma dogru
yonlenmektedir. ilag salim cihazi ve dikis malzemesi olarak FDA’dan onay almis sentetik
bir polimer olan PCL, gozenek boyutlarinin ve rezorpsiyon siiresinin ayarlanabilirligi ile
mekanik direncinin yiiksek olmasi nedeniyle YDR ve doku miihendisligi uygulamalarinda
kullanilmaktadir [200]. Lekovic ve Kenney (1993) kdpeklerin azi dislerinde olusturduklari
deneysel defektlerde YDR amaciyla ilk kez PCL membrani kullanmiglardir. Arastirmacilar,
6 aylik histomorfolojik degerlendirmelerde PCL yapisindaki membranin bag doku atagsmant,
yeni kemik formasyonu ve sement birikimini sagladigini bulgulamislardir [71]. PCL
mekanik direnci yiiksek, biyouyumlu yapisi ve bozunmasinin ge¢ olmasi nedeniyle

membranimizda esas polimer olarak kullanilmistir [52, 211, 322].

PCL’nin biyouyumlulugunu artirmak, ekstraselliiler matriks (ECM) topografisini ve
icerigini taklit ederken iyi bir mekanik stabilite elde etmek amaciyla membranin tliretiminde
i¢ ve dis tabakalarina PCL ve s18ir kaynakli tip I kollajen elektro-egirme teknigiyle eklendi
[70, 138, 139, 290, 320]. Ayrica bu uygulamayla, PCL’nin nétralize edici biyouyumlu
malzemelerle karistirlmasinin degradasyon sonrasi olusacak asidik ortamin pH’sinin

artirmasina da yardime1 olacagi diisiiniildii [139, 318, 319].

Alveol kemigi ve bag dokunun ECM’sini olusturan tip I kollajen, damar ve doku
biitiinliigiiniin kaybedilmesini takiben peptitler halinde agiga ¢ikar. Yara bolgesine gelen
trombositler pihtilasma siirecinde kollajene baglanarak pihti olustururlar. Diger yandan kan
damarlar1 olusumu ile makrofajlar ve bolgeye go¢ eden fibroblastlar biiyiime faktorlerini
ortama salarlar [323]. PDGF ve TGF-f gibi yarada bulunan faktorler yeni olusan kollajen
matrikste fibroblastlar1 uyarir ve yaranin iyilesmesini saglar. Fibroblastlarin ECM’deki

kollajenin iizerine yapismasi alf1 ve a2B1 hiicre yiizey reseptorleri araciligiyla olur [324-
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326]. ECM’de bulunan kollajen, bu reseptorler araciligiyla fibroblastlar igin kemotaktik rol
oynar. Ayni zamanda ECM’deki fibronektin fibroblastlarin tizerindeki a3p1 and a5p1 hiicre
yiizey reseptorleri ile baglanir. ECM’de bulunan bu fibronektin gibi glikoproteinlerin hiicre
ile baglanmasi sonucu yaranin kontraksiyonu, anjiyogenezi ve yarali dokularin birbirine
baglantis1 gergeklesir. Fibroblastlarin fibronektin ve doku kollajeni ile olan baglantisina
benzer sekilde, disetindeki fibroblastlar da kollajen membrana baglanirlar [74, 146, 327].
Membranin disetine komsu tabakasi iiretilirken PCL yapisina tip I kollajen karistirilmasinin
bir diger amaci, fibroblastlarin membranin dis tabakasindaki kollajene tutunarak membran-

doku biitiinliigiinii saglamasidir.

Klinikte sik kullanilan kollajen membranlarin en 6nemli dezavantajlart hizli degradasyon ve
bosluk olusturmadaki mekanik 6zelliklerinin yetersiz olusudur [328]. Biyomateryal i¢inde
kollajenin varligi, makrofajlar, epidermal hiicreler ve fibroblastlar tarafindan salinan
kollajenaz enzimini artirarak PCL kristal ¢ekirdeklerinin ortadan kaldirilmasina yardimci
olur [323, 329]. Boylece hizli degrade olan kollajenin yavas degrade olan PCL ile
karigtirilmasi, PCL’nin  degradasyonunu  hizlandirirken  kollajenin  enzimatik
degradasyonunu azaltabilir [329]. Kollajenin hizli degradasyonunu engellemek igin
gluteraldehit gibi ¢apraz baglayici kimyasallar kullanilir [145]. Ancak membran igerisinde
kalan artik gluteraldehitin, toksisitesi, damarlanmayi geciktirmesi ve por genisligini
azaltmasi gibi olumsuz etkileri bulunur [145]. PCL ve kollajenin biraraya getirilerek
membranin fiziksel 6zelliklerinin artirilmasi, gluteraldehitle capraz baglama ihtiyacini da

ortadan kaldiracagindan membranin tiretiminde gluteraldehit kullanilmadi [328, 330].

Kollajenin ¢calismamizda tercih edilmesinin bir diger amaci da diisiik antijenisite ile kitosan
ve sentetik polimerlere gore yiiksek biyobozunmaya sahip olmasidir. Kitosanin dental ve
medikal pek ¢cok alanda sayisiz ¢aligmalart mevcut olmasina ragmen, in vivo uygulamalarda
ozellikle ilk 1 ve 2. haftalarda siddetli iltihabi reaksiyona neden olmasi en Onemli

dezavantajidir [331].

Membranin “iskele” olarak adlandirdigimiz tabakasi, bir grupta sadece PCL’den, diger iki
grupta PCL-nanohidroksiapatitten (nHA) hazirlandi. Periodontal rejenerasyondaki
hedeflerimizden biri olan alveol kemiginin rejenerasyonu i¢in mekanik ve biyolojik

ozellikleri kemige benzeyen nano HA yapis1i membranin iskele tabakasina eklendi.
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Kemigin igerisinde yiiksek oranda bulunan kalsiyum fosfat, ¢cogu zaman kristalize
hidroksiapatitten meydana gelirken, ayni zamanda kemige sertligini kazandirir.
Calismamizda kemik gelisimine destek gorevi gorecek orta tabakaya eklenen HA
partikiillerini, osteoblastlarin yerlesmesi i¢in iskelet olusturmasi, mineral birikimini
saglamasi, fibronektin ve vitronektin gibi glikoproteinleri baglamasi [332], sentetik
polimerler ile birlestirildiginde kemik ve ¢evre dokulara hizli entegre olmasi [333] gibi
ozelliklerinden dolayr kullandik. Bir sentetik polimerler olan polilaktik asit (PLA)
iskelelerine katilan nHA nin in vivo olarak degerlendirildigi bir ¢alismada, iskeleye nHA
eklenmesinin ossifikasyon, trabekiilasyon ve ektopik kemik formasyonunu artirdigi
bulgulanmustir [334]. Bir diger in vitro ¢alismada ise nHA nin kok pulpa hiicrelerinin ALP,
OPN, OCN, kemik sialoproteini (BSP) ve tip | kollajen salim seviyelerini artirdigi, boylece
nHA’nin ECM olusumunda ve kemik mineralizasyonunda etkin rol oynadig1 gosterilmistir

[335].

Yapilan in vitro ¢alismalar, TGF-f ailesinden olan BMP-7’nin sementoblast ve PDL kok
hiicrelerinin ¢ogalmasin1i ve kemik mineralizasyonunu gosteren belirteglerin  salimini
indiikledigini gostermistir [251, 252, 285]. Ayrica BMP-7’nin, pre-osteoblast ve osteoblast
hiicre kiiltiirlerinde mineral nodiil olusumunu hizlandirdigr bulgulanmustir [253, 254].
BMP-7’nin bir tastyict polimerle birlikte periodontal defektlere uygulanmasinin kok
yiizeylerinde sementogenezi [250, 251] ve kemik olusumunu indiikledigi gosterilmistir [332,
333]. Calismamizda membranin koke komsu olacak i¢ tabakasina BMP-7 eklenerek
periodontal ligament hiicrelerinin kok yiizeyine migrasyonunun saglanmasi ve progenitor

hiicrelerin sementogenezi uyarmasi amaglandi.

Periodontal defekt bolgesinde hiicrelerin biiylime ve farklilagmasini saglayacak biiyiime
faktorlerinin indiikleyici etkiye sahip olmasi i¢in ortamda yeterli dozda bulunmalar
gereklidir. Biiyiime faktorlerinin etkinligi; uygulanan bolgeye, tasiyicinin tiiriine, yapisina
ve doz miktarina gore degismekte olup, bu molekiiliin gesitli hiicre aktivitesi tizerinde ¢esitli
etkileri bulunur [336-338]. Giiniimiizde biiyiime faktorlerinin tasiyici sistemler yardimiyla
bolgeye yerlestirilmesi, tek basina yiiksek doz ile ortaya ¢ikan sitotoksik ve yan etkilerin

ortadan kaldirilmas1 yaninda maliyetinin de azaltilmasini saglar [165].

Arastirmamizda kullanilmak {izere tretilen PCL/PCL-COL, PCL-nHA/PCL-COL ve PCL-
NHA/PCL-COL-BMP-7 olarak adlandirdigimiz bu ii¢ farkli membran, hiyerarsik sirayla
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gorev almak iizere li¢ tabakali olarak olusturuldu. Olusturulan bu membranlarin klinik
uygulama 6ncesinde fiziksel ve kimyasal 6zellikleri, biyouyumlulugu ve hiicreler tizerindeki

osteojenik etkileri incelendi.

Ug boyutlu doku iskelelerinde hiicrelerin tutunmas, iiremesi, farklilasmasi ve hiicre gdgiine
imkan saglayan yiiksek boyutta gdzenekler ve gdzenekler arasi baglantilara ihtiya¢ duyulur
[187, 339, 340]. Periodontal doku miihendisliginde kullanilan doku iskeleleri yapay
ekstraselliiler matriks (ECM) gorevi gorerek genis periodontal defektlerin tedavisinde
hasarli bolgeye hiicrelerin gogiinii artirir [166, 341]. Calismamizda, iskele tabakasinin
iretiminde, gdzenek boyutu ve gozeneklilik 6zelliklerinin kontrol edilebildigi bir yontem
olan ¢oziicii buharlastirma/pargacik uzaklastirma teknigi kullanildi. Bu yontemde, polimer
¢ozeltisine suda ¢oziinebilen partikiiller eklenerek elde edilen yapidaki partikiiller su ile
uzaklastirilip gozenekli bir yap1 elde edilir. Bu yontemin bir diger avantaji da membran
kalinhiginin  istenilen  boyutlarda  ve  sekilde  hazirlanabilmesidir.  Coziici
buharlastirma/partikiil uzaklastirma yontemi kullanilarak tiretilen PCL doku iskeleleri ile
ilgili yapilan ¢aligmalarda, iskelelerin mekanik direncinin yiiksek oldugu [342], in vitro
olarak iskelelerin hiicre atagmanini, ¢ogalmasini, farklilagsmasini ve mineralizasyonunu
sagladig1 [343, 344], fare kalvarya defektlerine yerlestirildiginde ise yeni kemik olusumunu
hizlandirdig1 gosterilmistir [343].

Calismamizda iskelelerin yiizey yapilariin incelenmesinde sik kullanilan bir yontem olan
taramali elektron mikroskobisi (SEM) kullanildi. Membranlarin yapisal 6zellikleri SEM’de
40 000 biyiitmeye kadar elde edilen goriintiilerde incelendi. Bu goriintiilerde membranin
orta tabakasindaki gézenekliligi, dis tabakalarindaki nanolif yapilar1 ve igerisindeki nHA

partikiillerinin mikron ve nano boyutlar1 JMicrovision programiyla hesaplandi.

Doku miihendisliginde kullanilan iskelelerin yapisal Ozelliklerinden godzeneklerin
biiytikligii, sekli ve birbirleriyle olan baglantilar1 uygulanacak doku ile uyumlu olmalidir
[188]. Gozenek ozellikleri, hiicrelerin doku iskelesinin igine niifuz etmesi, yayilmasi,
iiremesi, besinlerin aktarimi, atiklarin uzaklastirilmasi ve damarlanmanin gerceklestirilmesi
icin Onemlidir [188]. Calismamizda SEM goériintiilerinden elde ettigimiz verilerde
membranin iskele yapisinin gozenek boyutlart 337 + 172 um olarak hesaplandi. Benzer
caligmalarda 200-400 pm’lik gozenek boyutlarinin kemik rejenerasyonu igin ideal oldugu

belirtilmistir [57, 187, 345]. SEM analizleri sonucunda osteoblastlarin iskelenin igerisine
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girebilmesi ve alveol kemiginin olusabilmesi igin gerekli gézenek boyutlarina ulasildigi
tespit edildi.

Iki farkli membranin orta tabakalar1 olan PCL ve PCL-nHA yapilarmi gozenekli hale
getirmek i¢in porojen olarak NaCl (tuz) partikiilleri kullanildi. Membranlarin SEM
kesitlerinde yapilan benzer calismalarla uyumlu olarak, PCL-DCM ¢dzeltisinin iskele
icerisindeki tuzlarin arasindan akarak birbiri ile baglantili tiinelleri olusturdugu gozlenmistir
[346, 347]. Calismamizda 200-300 pum biiytikligiindeki NaCl (¢ozelti i¢erisindeki miktart:
5+1 pg) partikiilleri, PCL-DCM (¢oziicii) veya PCL-nHA-DCM c¢ozeltilerine %80 oraninda
eklendi. Liao ve digerleri (2002) tuz oranint %85 olarak ayarladiklari ¢alismada; PLGA
icindeki porlarmn birbiri ile baglantili oldugunu ve bunun besin aligverisinin saglanmasi ve
yeni damarlarin olusumu i¢in uygun oldugunu belirtmislerdir [262]. Coziicii
buharlastirma/partikiil uzaklastirma yonteminde tuz kullaniminin gézenekli iskele yapisini

olusturmada etkili bir yontem oldugu goriildii.

Calismamizda SEM gorintiileri ile nHA’nin membran i¢indeki varligi, biytkligi ve
membrana tutunmasi incelendi. nHA iiretiminde en sik kullanilan yontem olan CaPTris
yontemi ile yapilmig bir calismada, nHA partikiillerinin boyutu ~90-600 nm oldugu
bildirilmistir [261]. nHA’nin etkinliginin degerlendirildigi diger bir ¢aligmada ise, 100-300
nm arasinda boyutlara sahip nHA kristallerinin, osteoklastlar tarafindan fagosite edildigi, 1-
3 um’den biiyiik kristallerin rezorbe olamadigi, kristallerin ancak c¢ok ¢ekirdekli dev
hiicrelerin varligr ile fagosite edilebilecegi bildirilmistir [348]. Bunun yaninda kemik
hidroksiapatitinin kristal boyutlart 30-50 nm uzunlukta, 15-30 nm genislikte ve 2-10 nm
kalinlikta oldugu belirtilmistir [349]. SEM goriintiilerinde nHA’larin PCL doku iskelesine
tutundugu ve nHA nin igsi formu yerine diizensiz sekilde yapilandigi gozlendi (Bkz. Resim
4.3-b). JMicrovision ile yapilan analizde nHA yapilarinin ¢ap1, kemik dokusunda bulunan
hidroksiapatitlere yakin boyutta, 541+ 162 nm olarak hesaplandi. Diger yandan SEM
goriintiileri araciligiyla EDX spektrumu incelemesinde Ca/P orani belirlendi. Membranda
hidroksiapatit varligini gosteren Ca/P oran1 2,16/1,21=1,78 olarak hesaplandi. Béylece insan
kemigine (Ca/P:1,67) yakin bir yap1 olusturuldugu gosterildi [261].

Elektro-egirme teknigi rezorbe olabilen polimerlerin kemik hiicre matriksine uyumlu, nano
boyutta lifler igeren, esnek ve sekil verilebilen bir nanofibr6z membran seklinde tiretilmesini

saglar [227, 350-353]. Elektro-egirme tekniginde kullanilabilmesi i¢in PCL ve kollajenin bir
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coziiciide eritilmesi gerekir. HFIP c¢oziiciisii rutin olarak elektro-egirme tekniginde
kullanilir. Yapilan c¢alismalarda bu islemin dokular icin toksik etki olusturmadigi
gosterilmistir. Bu nedenle arastirmacilar, PCL ve HFIP ¢ozeltisi kullanarak PCL-COL
nanofibr6z yapmin keratinosit hiicrelerin membranlara tutunmasini, hiicrelerin
morfolojilerini ve g¢ogalmalarini incelemislerdir [70]. Arastirmada incelenen her iki
membranin da klinikte deri defektlerinde ve yaniklarda yara ortiicii olarak kullanabilecegini
belirtmisler ve HFIP ¢oziiciisiiniin toksik etkisi olmadigini1 bulgulamislardir [70]. Biz de

kollajen PCL karigimini elektro-egirme teknigi igin hazirlarken HFIP ¢oziiciistinii kullandik.

Nanofibroz yapilar pre-osteoblastlar igin farklilagsmayi indiikleyici yapiya sahiptirler [354].
Bu yapilarin biyouyumlulugunun degerlendirildigi calismalarda, polilaktik-glikolik asit ve
jelatinin periodontal ligament hiicrelerine tutundugu ve bu hiicrelerin ¢ogaldigi
gosterilmistir [264, 355, 356]. Bu nedenle ¢alismamizda prototip membranin i¢ ve dis
tabakasini olusturan nanofibr6éz yapilarin iiretilmesi igin elektro-egirme teknigi kullanildi.
Membrani bu teknikle olusturduktan sonra kollajenin yapida varligiin katilimini saptamak
amaciyla FTIR spektrofotometresi kullanildi [357]. Yapilan analizde spektrofotometrede
okunan dalga boyu hesaplanarak membranin dis tabakasinda bulunan kollajenin membran

yapisina katilmis oldugu bulgulandi.

Disetinde bulunan temel bag dokusu lifleri kollajen ve elastik liflerdir. Bag dokusundaki
kollajen lifler esas olarak tip I kollajenden olusur ve diseti dokusuna gerilme kuvveti
kazandirirlar [2]. Bu kollajen lifler 100 ile 2000 nm arasinda degisen nanolifler halinde
bulunur [33]. Caligmamizda orgiisiiz (rastgele) homojen yapidaki PCL-COL liflerinin SEM
gorintiiler1 kullanilarak yapilan analizlerinde, bu liflerin ortalama capinin 625+50 nm
oldugu hesaplandi. Boylece PCL-COL dis tabakasinin, bag dokudaki dogal kollajen liflerin
capina ve dagilimina benzer bir yap1 meydana getirerek bag doku topografisini taklit ettigi
gosterildi. Bu teknik sayesinde nano boyutlu lifler elde edilerek yiizey genisliginin artmasi
ile hiicre tutunmasi ve hiicrelerarasi baglant1 saglandigi goriildii. Diger yandan PCL-COL
dis tabaka diseti epitel hiicrelerinin gelisini kisitlamak amaciyla tasarlandi. Bu yonde
gelistirilen nanofibroz tabakadaki lifler sik ve rastgele dagildig: i¢in 50um boyutlarindaki
epitel hiicrelerinin gecisini kisitlayabilecegi diigiiniildii [358].

rhBMP-7’nin salimimi gormek amaciyla, membrana ait floresan izotiyosiyanat (FITC) ile

isaretlenmis proteinlerin Ol¢limiiniin yiliksek hassasiyette Ol¢lim vermesi nedeniyle, FITC



99

boyama yontemi ile salim galismalar1 yapildi. Membranin rhBMP-7’nin salimimi gérmek
icin FITC ile isaretlenmis PCL-nHA/PCL-COL-BMP-7 membranlar1 hazirlandi. Etkinligi
daha 6nce gosterilmis olan bu yontemi kullanarak membranin igerisinde boyanan rhBMP-7
molekiillerini daha sonra spektrofotometrede okuyarak sonuglari elde ettik [265]. Bu
olgtimlerde olusturdugumuz membranlardan ilk 4 saat sonunda BMP-7’nin ani salim (burst
release) davranisi gosterdigi gozlendi. Bu ani patlama etkisiyle, yiiklenen miktarin
%42’sinin ortama salindigi goriildii. Ardindan 2 saat daha devam eden bu etkinin azalarak 3
glin boyunca siirdiigii bulgulandi. Calismamiza benzer olarak PLGA matriks yapisinin
yiizeyine yiiklenen BMP-7nin ilk 6 saatte ani patlama etkisi gosterdigi, buna karsin igerisine
yiikklenen BMP-7’nin ise daha yavas salim yaptigi bulgulanmistir. BMP-7’nin ani salim
yapmasinin osteokondral defekt rejenerasyonunda etkili oldugu yapilan in vivo ¢aligma ile
desteklenmistir [359]. Ancak bugiine kadar BMP-7’nin nanofibréz PCL membrandan
salimma dair bir c¢aligmaya literatiirde rastlanmadigindan elde ettigimiz bulgular

karsilastirmamiz miimkiin olmadi.

Jo ve digerleri (2015) BMP-2 emdirilerek elde edilen kollajen membrani, BMP-7’nin
heparin ile baglandig1 diger bir membran1 ve BMP-2 ile BMP-7"nin beraber bulundugu
membrani karsilagtirdiklari ¢alismada; her ikisinin beraber bulundugu membranin, BMP-2’1i
membran ile aralarinda az fark olmakla beraber daha fazla salim gosterdigi goriilmiistiir
[360]. Bu ¢alismada yer alan salim analizinde, BMP-7’nin heparin ile baglanmasindan
dolay1 ilk 1 saatte sadece %20,8’inin salindigini, salimin 28 giine kadar devam ettigini
bulgulamislardir. Aragtirmacilar, icerisine fiziksel olarak emdirilen BMP-2’nin ise %75’ini
ilk saatte saldigini, kalanini ise 30 saate kadar devam ettirdigini gostermislerdir [360]. Bir
diger ¢aligmada PCL nanoliflerine heparinlenmis olan FGF-2’nin 50 giine kadar salim
yaptig1, heparinlenmemis olarak yapilan membranda ise salimmn 7 giine kadar diistiigi
goriilmistiir. Herhangi bir capraz baglayici kullanilmayarak BMP-7’yi yiikledigimiz bu
calismada, BMP-7 saliminin 3 giinle sinirli kaldigi bulgulanmigtir. Ancak yaygin olarak
doku miihendisligi ¢alismalarinda kullanilan emdirme yontemine gore ise kullandigimiz

yontemin daha uzun siire BMP-7 salim1 sagladig1 gosterilmistir [190].

Calismamizda membranin kok ylizeyine bakan tarafindaki BMP-7’nin nanofibroz
tabakadaki liflerin tlizerine etkileri SEM goriintiileri kullanarak incelendi. Elde ettigimiz
verilerde, 565+40 nm olarak hesaplanan PCL-COL-BMP-7 nanofibréz membranlarin lif

caplari, diger gruplardaki PCL-COL nanofibréz membranlarin liflerinden daha ince
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bulundu. Bu durum elektro-egirme esnasinda BMP-7 ile beraber hazirlanmis olan ¢6zeltinin
daha seyreltik olmasina yorumlandi. Calismamizda ortaya ¢ikan bu bulgu ile, membranin bu
nanolif yapisinin 300 nm boyutlara sahip periodontal ligament kollajen liflerine benzer
oldugu goriildii [173].

Membranlarin in vitro ve in vivo uygulamalardan dnce sterilize edilmesi gereklidir. Tibbi
sterilizasyon {rilinlerinde en yaygm kullanilan yontem Gamma radyasyonu ile
sterilizasyondur [266]. Gamma radyasyonu etkinliginin arastirildigi ¢esitli ¢aligmalarda
tamamen kapatilarak paketlenen tibbi malzemelerin sterilizasyonunda 25 kGy’in uygun
oldugu bulunmustur [267, 268, 361]. Calismamizda kullanilacak membranlarin
sterilizasyonu tibbi doz olarak kabul edilen 25 kGy gamma radyasyonu ile yapildi [266].
Gamma radyasyonu PCL polimerinin mekanik 6zelliklerini etkileyerek materyaldeki stresi
artirmast ve materyalin degradasyonunu azaltmasi istenmeyen bazi durumlara neden
olmaktadir. Ancak gamma radyasyonunun hiicrelerin materyale tutunmasi ve ¢ogalmasi
tizerine etkisinin incelendigi bir arastirmada bu 1simanin kondrositlere etkilemedigi
gosterilmistir [267]. Biz de bu ¢alisma ile uyumlu olarak sterilize olan bu membranlarin
MC3T3 hiicre kiiltiriinde herhangi bir kontaminasyon olusturmadigini ve bu dozda

sterilizasyonun hiicrelerin tutunmasi ve ¢ogalmasini olumsuz etkilemedigini gozlemledik.

Doku miihendisligi ¢alismalarinda siklikla kullanilan kolayca tutunabilen, cogalabilen ve
farklilasabilen =~ MC3T3-E1  pre-osteoblastik  hiicreleri, prototip  membranlarin

biyouyumlulugunu degerlendirmek tizere kullanildi [175].

Calismamizda MC3T3 pre-osteoblast hiicre kiiltiirii membranlara ekilerek MTT testlerinde
canliliklar1 ve ¢ogalmalar1 incelendi. MTT testi mavi rengin yogunlasmasi ile hiicrelerin
canliligini ve ¢ogaldigimin bulgusunu gosteren kolorimetrik bir testtir. Hiicre kiiltiiriinde bu
mavi renk ¢oziinmeyen formazan bilesigine doniisen dehidrogenaz enzim aktivitesini
Olgmektedir. Materyalin sitotoksik etkisi nedeniyle hiicrede dehidrogenaz aktivitesinin
etkilendigi durumlarda mavi renkli formazan olusmaz. Formazan olusumu yalnizca aktif
mitokondrinin bulundugu canli hiicrelerde goriiliir. Formazan olusumunun tespiti
mikroplaka okuyucu ile optik yogunlugun ol¢iilmesi ile yapilir. MTT disinda hiicrenin
sitotoksisitesini inceleyen MTS, XTT, WST-1 ve WST-8 gibi hassasiyeti daha yiiksek yeni
testler olmasina ragmen kemik doku miihendisligi ¢calismalarinda halen en yaygin olarak

kullanilmakta olan test MTT testidir [355, 362-366].
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MTT testleri ile hiicrelerin membranlarin {izerindeki canliliklar1 degerlendilirken, bu
membranlarin hiicre kiiltiirlerinde herhangi bir sitotoksik etki yaratmadigi goriildii. MTT
testleri ile MC3T3 hiicrelerinin ¢ogalmasini inceledigimizde g, bes, yedi ve yirmi birinci
giinlerde hiicrelerin PCL-nHA/PCL-COL membranin {izerinde PCL/PCL-COL membrana
gore daha fazla cogaldiklar: bulguland: (Sekil 4.4). Ozellikle yedinci giinde elde edilen
bulgularda bu iki grup arasindaki fark daha yiiksek bulundu (p<0,001). Bu bulguya gore
PCL-nHA/PCL-COL membranin pre-osteoblast hiicrelerinin ¢ogalmasma, PCL/PCL-COL
membrana gore daha fazla destekledigi saptandi. Calismamizin sonuglariyla benzerlik
gOsteren bir in vitro calismada nHA yapi ile periodontal ligament hiicre atagsmanin olustugu,
bu yapinin osteoblast benzeri hiicrelerin ¢ogalmasini indiikledigi gosterilmistir [367]. Ayni
zamanda geleneksel mikro HA’ler ile karsilastirildiginda nano HA yapilara osteoblast
adezyonunun ve protein emiliminin daha fazla oldugu bulgulanmistir [367]. Calismamizda
da bu bulgulara paralel olarak membranin iskele yapisinda bulunan nHA kristallerinin

hiicrelerin ¢cogalmasina katki sagladigi gosterildi.

Calismamizda, membranlarin {izerine ekilen MC3T3 hiicrelerinin morfolojisi, hiicrelerarasi
etkilesimi ve hiicrelerin go¢ilinli gosteren yapilarin varligt SEM goriintiileri ile belirlendi.
Pre-osteoblastik hiicrelerin kontrol grubu olan PCL/PCL-COL membranin yiizeyine 4.
giinden itibaren tutunduklari ve yayildiklari goriildii (Bkz. Resim 4.9 a,e.f,g). Ayni zamanda
hiicrelerin liflere tutunup lifin yoniine dogru sekillerini verdikleri ve fibroblastik sekil olan
igsi formda olduklart goézlendi (Bkz. Resim 4.9 f). Boylece diseti fibroblastlarinin

membranin diseti bag dokusuna bakacak yiizeyine tutunabilecegi gosterilmistir.

Calismamizda hiicresiz membrandan elde edilen yiizey ve kesit SEM goriintiilerinde NaCl
eklenmesi ile olusturulmasi planlanan gozeneklilige ulasildigi daha d6nce bahsedilmisti. Biz
de hiicreli olarak aldigimiz SEM goriintiilerinde nanoliflerin altindan osteoblastlarin
uzandigin tespit ettik (Bkz. Resim 4.10 f). SEM goriintiilerinde iskele tabakasinin 337 + 172
um araliginda tespit ettigimiz gézenek boyutlarinin, Oh ve digerlerinin 380-405 um gézenek
genisliginin osteoblastlarin gelisimine uygun oldugunu godterdikleri ¢alismayla uyumlu
bulunmustur [210]. Bir diger ¢alismada ise 480-500 pm olan gdzenek genisligine sahip PCL
iskelenin fare kalvaryal defektlerine yerlestirildiginde yeni kemik olusumunu sagladigi

bulgulanmistir [343].
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nHA’li membranlarin SEM ile incelenmesinde, hiicrelerin tiim giinlerde membranin dis
tabakasina tutundugu, bazi yerlerde igeriye uzanarak ¢ok katli olarak cogaldigir gézlendi
(Bkz. Resim 4.10f-4.11f). 7. gin SEM goriintiilerinde hiicrelerin filopodyalarinin
nanoliflerin tizerinden uzandigi gosterildi (Bkz. Resim 4.10 d). PCL-nHA/PCL-COL
grubunda 14. giin sonunda karakteristik olarak igsi yapidaki hiicrelerin PCL fiberler iizerinde
yayildig1 goriildii. Calismamiz Wie ve Kim’in (2013) ipek ile beraber nHA kullandigi
caligmanin sonuglariyla uyumlu bulunmus, nHA varliginda pre-osteoblastlarin 7. glinde ¢ok

katl1 hale geldigi gosterilmistir [368].

Aragtirmamizda SEM analizinde nHA’l1 membranin hiicre canliligina ya da morfolojisi
iizerine hi¢bir olumsuz etkisi gozlenmedi. Kiiltlirin 7. gliniinde hiicrelerin sitoplazmik
uzantilarinin membranin igerisindeki nHA tabakasina dogru ii¢ boyutlu olarak yonlendikleri
goriildii (Bkz. Resim 4.10-4.11). Kiiltiriin 14. gliniindeki SEM goériintiilerinde, PCL-
NHA/PCL-COL membranda hiicrelerin fibroblastik igsi yapilarindan osteoblastik fenotipe
dondiiklerini bulguland1 (Bkz. Resim 4.11.d). Ayrica 14. giin 40 000 biiyiitme PCL-
NHA/PCL-COL membranda hiicrelerin farklilasmanin bulgusu olan hidroksiapatit
kristallerin olustugu gozlendi (Bkz. Resim 4.11 f). Boylece nHA yap1 varliginin sadece
hiicrelerde osteokondiiktif etki yaratmazken ayni zamanda farklilagsmay1 indiikleyici gorev
aldiklar1 gosterildi. Benzer ¢alismalarda hiicrelerin nHA varhiginda farklilasmaya egilim

gostermesi bulgularimizla paralellik gostermektedir [354].

Zhu ve digerleri (2007) yaptiklar1 ¢alismada nHA’y1 titanyum ile birlestirmis, yapinin
MCS3T3 hiicrelerine tutunmasini ve karakterizasyonunu incelemislerdir. Arastirmacilar,
hiicrelerin ¢ogalmasinda nHA’y1 etkili bulmazken, gegirimli elektron mikroskop (TEM)
analizinde ise nHA igeren titanyum yiizeyde hiicrelerin migrasyonunu gdsteren filopodya ve
lamelliopodyalarin daha ¢ok bulundugunu goézlemlemislerdir. Bu sonu¢ nHA’l1 titanyum
yapinin saf titanyum yapisina gore kemik doku ile daha iyi tutundugunu ortaya koymustur
[369]. Biz de membranin igerisinde bulunan nHA yapilari sayesinde osteoblast hiicrelerinin
bu bosluklar icerisinde ¢ogalabilecegini gosterdik. Calismamizda nHA eklenerek {i¢ fazli
olusturulan bu membranin, dis tabakasinin rezorpsiyonu sonrasinda iskele tabakasindaki

nHA’l1 yapilara osteoblastlarin gelisinin saglanabilecegi diisiincesindeyiz.

Calismamiza benzer bir membran lireten Wu ve digerleri (2014) yaptiklar ¢calismada, COL

ve PCL kullanarak olusturduklari iskelenin biyouyumlulugunu periodontal ligament hiicre
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kiiltiirlerinde incelemisler ve nHA ’nin etkinligini degerlendirmislerdir. Calismada iskelenin
hiicre kiltiirii sonrasi elde edilen SEM goriintiilerinde igsi formdaki periodontal ligament
hiicrelerinin filopodyalar ile yayildig1 ve liflerin arasin1 doldurduklar1 gosterilmistir. Ayrica
periodontal ligament hiicre kiiltiirlerinde RT-PCR ile analizi sonucunda COL-PCL-nHA
iskelenin nHA igcermeyen iskeleye gore ALP ve OC gibi osteojenik belirteglerin daha yiiksek
bulundugunu saptamislardir. Boylece bu iskele yapisinin periodontal doku miihendisligi i¢in

kullanilabilecegini belirtmislerdir [33].

Doku miihendisligi alaninda kullanilmak tizere olusturulan PCL, COL, HA’nin birarada
hibrid olarak sentezlendigi ¢alismalar mevcuttur [69, 72, 370-372]. Ancak, ayni igerikte
tabakalar1 hiyerarsik olarak gorev alan ya da sementogenezi indiikklemek iizere biiylime

faktorii igeren multifonksiyonel bir membran tasarimina literatiirde rastlanmamuistir.

Aragtirmamizda, hiicrelerin canlilik ve ¢ogalmalarini inceledigimiz MTT analizlerinde,
PCL-nHA/PCL-COL-BMP-7 grubunda PCL/PCL-COL grubuna gore birinci giin harig tiim
giinlerde anlamli olarak hizli bir yiikselme gozlendi. Ayni1 grup PCL-nHA/PCL-COL grubu
ile karsilastirildiginda ise besinci (p<0,05), yedinci (p<0,01) ve ondordiincii giinlerde
(p<0,001) mitotik aktivitelerinin arttig1 bulgulandi. Hakki ve digerlerinin yaptiklart
caligmada BMP-7’nin periodontal ligament hiicrelerini ancak 24. ve 48. saat sonunda
artirdig1 bulgulanmistir [252]. Biz de bu bulgulara benzer olarak ¢alismamizda BMP-7’nin
hiicreler tizerinde ilk 24 saatte etkisiz kaldigini, ancak 72. saatte hiicrelerin ¢ogalmasini
sagladigin1 bulguladik. Boylece MTT sonuglarin1 genel olarak degerlendirdigimizde, nHA
varliginin MC3T3 hiicrelerinin ¢ogalmasini 14. giine kadar artirdigini, membrana BMP-7
eklenmesiyle bu etkinin 21 giine kadar siirdiigiinii, béylece membranlara eklenen HA ve

BMP-7’nin, pre-osteoblastlar iizerinde ¢ogalmayi indiikleyici etki yarattigini gozledik.

Alveol kemigin ECM’sini olusturan organik matriksten salinan gen ekspresyonlarini ve ALP
enzimini inceleyerek membranin osteojenik kapasitesini incelemeyi hedefledik. Alveol
kemigin %90’1 tip I kollajenden, geri kalan kollajen olmayan yapilar ise osteokalsin,
osteonektin, kemik morfojenik proteinleri, kemik sialoprotein, osteopontin, fosfoprotein ve
proteoglikanlardan olusur. Kemik yapiminin aktif oldugu donemde osteoblastlar yiliksek
diizeyde ALP enzimi salgilarlar ve bu enzim kanda yiikselirr Bu da kemik

mineralizasyonunu saglar [2].
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Hiicre farklilagmasinin tayini i¢in ALP analizi en sik kullanilan yontemlerdendir. ALP
enzimi alkali ortamda fosfati hidrolize eden bir molekiildiir [373]. ALP’lerin gorevi
kalsiyuamu organik matriks igerisine yerlestirirken kollajen liflerin de olusmasim
saglamaktir. Kemik olusumunda kalsiyum, osteoblastlarin olusturdugu osteoid yapinin
icerisine ¢okerek organik matriksi sertlestirir. Bu sirada osteoblastlar sitoplazma i¢inde ALP
enzimi iireterek bu enzimi disar1 salarlar. Biriken bu enzim doku sivilartyla taginan fosforik
asit esterlerini hidrolize ederck fosfat olustururlar. Boylece kalsiyum iyonlar1 fosfat ile

birleserek matriks mineralizasyonu saglanir [374].

Calismamizda, kiiltiirin 7. giininde sadece PCL-nHA/PCL-COL-BMP-7 grubunda
hiicrelerin ALP aktivitesi her iki gruba gore anlamli olarak daha yiiksek bulundu (Bkz. Sekil
4.5). Bu sonuglara gére nHA’nin ALP aktivitesinde etkili olmadigi goriildii. Kiiltiiriin 14.
giiniinde ise ALP aktivitesinin tiim membranlarda en yiiksek degere ulastigi, en ¢ok
aktivitenin PCL-nHA/PCL-COL-BMP-7 grubunda olustugu gozlendi. Kiiltirin 21.
giiniinde ise ALP aktivitesi tim gruplarda diiserek, en yiliksek deger BMP-7 varliginda
goriilse de diger gruplar ile arasinda anlaml bir fark bulunmadi. Calismamiz ile benzer
sonuglar elde eden Yazid ve digerleri (2010) yaptiklart galismada MC3T3 hiicre kiiltiiriinde
osteoblast farklilagsmasi sirasinda ALP aktivitesinin kiiltiiriin 14. giiniine kadar devam ederek
yiikseldigini bulgulamiglardir [375]. Zhang ve digerleri (2015) adPDGF ve adBMP-7 igeren
pordzlii biyocam ve ipek iskelenin etkinliklerini periodontal ligament hiicre kiiltiiriinde
degerlendirdikleri ¢aligmalarinda ise, ¢alismamiza benzer olarak adBMP7 igeren iskelenin
ALP aktivitesinin kiiltiriin 14. giiniinde en yiiksek seviyeye ulastigini belirtmislerdir [48].
Boylece osteoblast kiiltiirinde nHA iceren membranlarda i¢ermeyen membranlarla
karsilastirildiginda, ALP seviyesi bakimindan gruplararasi bir farklilik saptanmamistir.
Ancak BMP-7 eklenmis membranlarda ise diger gruplarla karsilastirildiginda tiim giinlerde

ALP seviyesi daha yliksek bulunmustur.

Gergek zamanli RT-gPCR, DNA’nin ¢ogalmasi ile es zamanli olarak artis gosteren floresan
sinyalin ol¢iilmesi ile kantitatif sonu¢ veren bir yontemdir. Bu yontem kullanilarak, pre-
osteoblast hiicrelerinin farklilagsma ortaminda pek ¢ok genin ekspresyonunda degisiklikler
meydana getirdigi gosterildi. Kemigin ECM mineralizasyonu ve osteoblast fonksiyonun
diizenlenmesi sirasinda tip | kollajen, OPN, ALP ve OCN’nin yiiksek olmasi dogrudan
osteoblastin farklilasmasini gosteren bulgulardir [179, 376-378]. Runx2 osteoblastik
farklilagmada yer alan ilk transkripsiyon faktoriidiir ve osteoblastik fenotipteki pek ¢ok geni
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diizenleyen ana molekiildiir [379]. Runx2 osteoblasta baglanarak kemige 6zgii ALP, OCN
ve OPN gibi genlerden mRNA salimini aktive eder ve osteoblast fenotipinin ortaya
cikmasini saglar [380-382]. Bu transkripsiyon faktorii Runx2 (Cbfal/AML3/Pebp2aA)’nin
osteoblastin erken farklilagma donemlerinde ECM proteinlerinin salimini baslatirken,
osteoblast olgunlagmasi sirasinda gerekli olmadigi i¢in salim seviyeleri azalir [379]. MC3T3
hiicrelerinin Runx2 salim seviyelerine bakildiginda kiiltiiriin 7. giininde PCL-nHA/PCL-
COL-BMP-7 membranda PCL/PCL-COL membrana gore 3.5 kat, PCL-nHA/PCL-COL
membrana gore ise 2 kat fazla salindig1 bulgulandi. Kiiltiiriin 14. giiniinde PCL-nHA/PCL-
COL-BMP-7 membranda diger iki gruba gore anlamli derecede salim seviyesinin arttigi
gozlendi. Kiiltiirtin 21. gliniinde ise osteoblastik farklilasmada diizenleyici rol oynayan
Runx2’nin diisiis gdstermesi erken donem bulgusu oldugunu ve BMP-7’nin osteoblastik
farklilasmay1 destekledigi sonucuna varildi (Bkz. Sekil 4.7). Gu ve digerleri (2004) C2C12
fare myoblast hiicrelerinin BMP-7 tedavisi sonucu osteoblastik farklilagmalarint Runx?2 ile
inceledikleri ¢aligmada, Runx2’nin BMP-7’1i grupta ilk 24 saatte 6 kati, 6 giin boyunca ise
2 kat1 kadar daha fazla salindigin1 bulgulamislardir [383]. Bu bulgu ¢alismamizdaki erken
osteoblastik farklilasma belirtecinin kiiltiiriin 7. gliniinde BMP-7°1i grupta 2 kat daha fazla
salim saglamasi ile benzer bulunmustur. Ancak elde ettigimiz bulgularda nHA yapinin

Runx2 saliminda artis saglasa da, bu bulgu istatistiksel olarak anlamli bulunmamustir.

Osteoblastlarin fonksiyonlarindan biri kollajen sentezidir. Osteoblastlar, kemik matriksinin
organik kismimni yani kemigin mekanik dayanikliligimi saglayan kollajen lifleri ve
glikozaminoglikanlari salgilarlar [104]. Bu nedenle BMP-7"nin membrandaki tip I kollajen
aktivitesine etkisini inceledigimizde kiltirin 7. ginde PCL-nHA/PCL-COL-BMP-7
grubunda her iki gruba gore istatistiksel olarak yiiksek bulundu (Bkz. Sekil 4.6). Diger
yandan nHA’nin etkinligini degerlendirdigimizde nHA’ ’nin kiiltliriin 14. gilinlinde PCL-
NHA/PCL-COL membraninda PCL/PCL-COL membrana gore belirgin olarak yiikseldigi,
boylece nHA ’nin PCL yapisina katilmasinin tip | kollajeni artirdigi gosterilmistir. Kiiltiirtin
14. giinlinde tip I kollajen aktivitesinin tiim membranlarda en yiiksek degere ulastig1 gruplar
icinde en fazla PCL-nHA/PCL-COL-BMP-7 grubunda olustugu goriildii. Hakki ve digerleri
(2014) yaptiklar ¢caligmada, BMP-7’nin periodontal ligament kok hiicrelerinde tip | kollajen
aktivitesini ilk 10 giinde artirirken, sonraki ornekleme doneminde 10. giine gore
artirmadigin1  bulgulamislardir [252]. Bu c¢alismanin bulgular1 ile ¢alismamizda elde
ettigimiz verilerle paralellik gostermistir. Calismamizda kiiltiiriin 21. giiniinde tip | kollajen

diizeylerinin diger giinlere gore tiim gruplarda azaldig:1 bulgulanmistir. Bu sonuglar tip I
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kollajenin erken dénem bulgusu oldugunu ve BMP-7’nin kiiltiiriin ilk 14 giiniinde etkili

oldugunu gosterdi.

Osteopontin (OPN) kemik ve sement yapisinda bulunan kollajen olmayan bir diger
farklilasmanin ge¢ donemlerinde ortaya ¢ikan ECM proteinlerdendir [384, 385]. OPN kemik
hiicrelerinin ~ tutunmasini,  osteoklast  fonksiyonunu  diizenlemeyi,  kemigin
mineralizasyonunu saglar [376, 386]. Calismamizda OPN’nin kiltiriin 7. giiniinde
membranlardan salimi incelendiginde gruplar arasinda anlamli bir fark bulunmadi (Sekil
4.9). Kiiltiiriin 14. giiniinde ise OPN’nin diger membranlara gére PCL-nHA/PCL-COL-
BMP-7 membranindan belirgin olarak daha fazla salindig1 gosterildi (p<0,01). OPN salim
diizeyinin kiltirin 21. gilintinde PCL-nHA/PCL-COL-BMP-7 membranda diger iki
membrana gore yaklasik 3 kat arttigi gozlendi. Bu bulgu Hakki ve digerlerinin (2014)
yaptiklari ¢aligma ile uyumlu bulundu [252]. Bu sonuglardan yola ¢ikarak BMP-7 varliginin
tiim giinlerde OPN’nin salim seviyesinde artis sagladig1 bulgulandi. Ayn1 zamanda yapilan
caligmalarla uyumlu olarak OPN’nin tiim gruplarda 21. giinde artis gostermesi nedeniyle

OPN’nin ge¢ donem farklilagsma belirteci oldugu bulgularimizla uyumlu bulundu [387].

Kollajen olmayan ECM proteinlerinin basinda gelen osteokalsin (GLA protein-OCN), olgun
osteoblastin ge¢ donemlerinde ortaya ¢ikar. OCN, kemik matriks mineralizasyonu ya da
hidroksiapatit kristallerin biiyiimesini etkiler, diste ise selliiler sementte lokalize olarak
goriiliir [104]. Calismamizda OCN saliminda, pre-osteoblast hiicre kiiltiiriinde 7. giinde
PCL-nHA/PCL-COL-BMP-7 membrandaki salim degerleri, diger iki membrana gore 2.7 kat
arttigr gozlendi. Kiiltiiriin 14. giiniinde salinan OCN miktar1 incelendiginde ise gruplar
arasinda anlamli bir fark bulunmadig1 goriildii. Kiiltiiriin 21. giiniinde ise OCN’nin PCL-
NHA/PCL-COL-BMP-7 membraninda diger iki membrana gore yaklasik 2.5 kat1 kadar daha
fazla salindig1r bulgulandi (Bkz. Sekil 4.8). BMP-7’nin osteoblastik farklilagsmada etkili
olmasi, ancak iskele igerisinde bulunan n-HA’nin bu farklilasmaya katkida bulunmamasi

diger osteojenik belirteglerle paralellik gosterdi.

Chen ve digerleri (2012) MC3T3 hiicrelerini kitosan/nHA/kollajen iskeleye ekerek
osteoblastik farklilagmalarin1 degerlendirdikleri ¢calismada, OCN, Runx2 ve tip I kollajen
salim miktarmi kitosan ile karsilastirmislardir. Arastirmacilar bu belirteclerin 7. ve 10.
giinlerde anlamli olarak arttigini, béylece nHA’nin kitosana eklenmesinin farklilagsmay1

indiikledigini bulgulamislardir. Arastirmacilar bu belirteglerden yola ¢ikarak nHA’nin
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kalsiyum fosfat yapisinin, kiiltiir ortami igerisinde ¢oziindiik¢e apatit olusumunu baslattigini,
bu dogal apatit yapisinin osteoblast farklilagmasini  ve  mineralizasyonunu

hizlandirabilecegini belirtmislerdir [388].

Calismamizdaki SEM goriintiilerinde elde ettigimiz goriintiilerde de nHA yapinin kristal
yapt olusturdugu gozlendigi i¢in bu yapinin mineralizasyona katki sagladigi diisiiniilebilir.
Ancak hiicrelerden ECM sentezini gosteren belirteglere bakildiginda ise nHA yapinin sadece
tip | kollajen seviyesinde anlamli olarak artis yarattigi, nHA’nin Runx2 ve OCN’de de artis
olmasina ragmen istatistiksel olarak anlamli bir fark yaratmadigi gézlenmistir. Bu sonug dis
tabakalardaki nanoliflerin varlig1 nedeniyle hiicrelerin erken donemde orta tabakadaki nHA
yapiya ulasamadigimi ve bu nedenle nHA’larin ECM proteinlerinin  {iretimini

indiikleyemedigini gostermistir.

Ozetleyecek olursak, hazirlanan bu {i¢c fazli membranlarin fiziksel, kimyasal ve
biyouyumluluk testleri ile incelendiginde, kok yiizeyine bakan i¢ yiizeylerini ve disetine
bakan dis yiizeylerini kaplayan PCL-COL nanofibroz yapilara hiicrelerin tutunmasini,
cogalmasini, gociinii ve farklilasmasini sagladigi gosterilmistir. PCL-COL nanoliflerinin
hem periodontal ligament hem de diseti kollajenlerinin topografisine benzedigi
bulgulanmistir. Boylece disetine yerlestirilen bu membranin biyouyumlu oldugunu

gosterdik.

Membranin orta tabakasi incelendiginde ise gozenekli ve nano boyutlu yapisinin
osteoblastlarin tiremesi ve farklilagmasi i¢in uygun oldugu, secilen materyallerin kemigin
ECM’sinde bulunan proteinleri arttirdig1 izlendi. Iskele tabakasinda bulunan nHA yapimin,
cogalma tizerinde etkin oldugu ancak farklilasma belirteglerinden tip 1 kollajen disinda
anlamli bir farklillk yaratmadigi goézlendi. Bu durum membranin dis tabakasinin
nanoliflerinin Orgiisiiz ve sik yapisina ve in vitro sartlarda membranin enzimatik
degradasyona ugramamasina bagli olabilir. Bu nedenle membranin i¢ tabakasindaki nHA
yapisinin agiga ¢ikamadigi ve hiicrelerin nHA’lara ulasamadig1 diistiniilmiistiir. Boylece

hiicreler nHA yapidan yeterli uyariyr alamamustir.

rhBMP-7’nin ise, pre-osteoblastik hiicreler tizerinde gogalmay1 ve osteoblastik farklilasmay1

gosteren Runx2, tip | kollajen, OPN ve OCN belirteglerini anlamli olarak artirdig1 gosterildi.
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Bu membranlarin fiziksel ve mekanik 6zelliklerinden dolay1 biyouyumlu oldugu, membrana

katilan BMP-7’nin rejeneratif etkiyi artirdig1 sonucuna ulastik.
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6. SONUCLAR

1. Doku miihendisligi prensiplerinden yola ¢ikarak periodontal doku iyilesmesinde her
bir katmani hiyerarsik sirayla gorev gorecek ii¢ fazli bir membran {iretmeyi
planladik. ECM yapisinin gorevlerini yerine getiren, epitel ve bag dokunun bolgeye
ilerlemesini engelleyen, osteogenez ve sementogenezi indiikleyen bu “prototip
membran” PCL/PCL-COL, PCL-nHA/PCL-COL ve PCL-nHA/PCL-COL-BMP-7
olarak adlandirdigimiz ti¢ farkli yapida tiretildi.

2. Ug fazli olarak iiretilen bu prototip membranlarin yapis1 ve mekanik dayamklilig
bakimindan hiicre tutunmasi, liremesi ve ¢ogalmasi i¢in uygun oldugu bulundu.
Prototip membranlarin gézenekli yapilarinin ve ig¢sel baglantilarinin osteoblastlarin
gecisini saglayacak nitelikte oldugu gozlendi.

3. Diseti epitel hiicrelerinin gelisini kisitlamak amaciyla tasarlanan dis tabakadaki PCL-
COL liflerinin nano boyutta oldugu ve rastgele dagildigi gosterildi, diger yandan
nanoliflerle hazirlanmis bu tabakanin MC3T3 hiicrelerinin tutunmasinda,
tiremesinde ve farklilagsmasinda etkin rol oynadig: bulgulandi.

4. PCL-nHA/PCL-COL membranin igerisine katilan nano boyuttaki HA yapisinin
fiziksel ve kimyasal olarak dogal kemik yapisina benzedigi gosterildi. PCL ve nHA
yapisindaki bu membran, periodontal rejenerasyonda rol oynayan mezenkim
kaynakli pre-osteoblast MC3T3 hiicrelerinin ¢ogalmalarin1 sagladigi, farklilasma
belirteglerinden ise sadece tip I kollajeni artirdigi bulundu.

5. PCL-nHA/PCL-COL-BMP-7 membranin BMP-7 salimi1 degerlendirildiginde, ilk 4
saatte %42’sinin salindigini, 3 giine kadar saliminin devam ettigi goriildii. Boylece
membranin igerisindeki rhBMP-7"nin MC3T3 hiicrelerinin tutunmasi, liremesi ve
Runx2, tip I kollajen, OCN, OPN gibi farklilagsma belirte¢lerinin saliminda etkili bir
biyosinyal molekiil oldugu gozlendi.

6. Her bir katmani hiyerarsik olarak gorevlerini yerine getirmesi amaciyla bu yapida ilk
kez iretilen membranlardan hiicrelerin tutunmasi, tiremesi ve ECM iiretimine
bakilarak BMP-7 ve nHA igeren membranin periodontal rejenerasyonda etkin bir
membran olabilecegi diistiniildi. Bu membranin in vivo olarak periodontal
defektlerdeki uygulanabilirliginin anlagilabilmesi i¢in histopatolojik ve Kklinik

caligmalarla desteklenmesi gerektigi goriisiindeyiz.
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SUHAN GURBUZ 20.11.2013
P898
ﬁriin/ Uriinler (Product/] roducts) Uriin miktari (Amount of product):
Membran
1 kutu.
Uriin Lot numarasi (Product Lot number): Verilen doz (kGy) (Delivered Dose):
En diisiik doz (min.) : 26,1
En yiiksek doz (max.): 32,1

Miihiir / Tarih Merkez Mudiir Yardimeist
Deputy Director

26.11.2013

FRM-08-GIT-02-03 Rev.No/Tarih: 00/-

Saray Mah. Atom cad. No:27 06983 Kazan — Ankara / TURKIYE Tel: +90(3 12) 810 1500 Fax:+90(312) 815 43 07
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Kisisel Bilgiler
Soyadi, adi

Uyrugu

Dogum tarihi ve yeri
Medeni hali

Telefon

Faks

e-posta

Egitim Derecesi

Doktora

Lisans

Lise

Ortaokul

Ilkokul

Is Deneyimi, Yil

2011- Devam ediyor
Yabana Dili
Ingilizce

Aldig1 Burslar

OZGECMIS

Girbiiz, Stthan

T.C.

13/12/1985 Neuilly Sur-Seine/PARIS

Evli

0 (312) 203 42 45

0 (312) 203 42 45

suhangurbuz@gazi.edu.tr
Okul/Program
Istanbul Universitesi-Gazi
Universitesi /Dis Hekimligi
Fakiiltesi/Periodontoloji Anabilim

Dali

Istanbul Universitesi/Dis Hekimligi
Fakiiltesi

Ozel Atayurt Fen Lisesi
Eskisehir Anadolu Lisesi
Eskisehir Dumlupmar ilkokulu
Calistig1 Yer

Gazi Universitesi

TUBITAK BIDEB 2211

Mezuniyet yii

Devam ediyor

2004-2009

2001-2004
1997-2001
1992-1997
Gorev

Aragtirma
Gorevlisi (OYP)

2009-2014
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GAZI GELECEKTIR...



