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ISKELESININ Di$ PULPA-DENTIN KOMPLEKSININ
REJENERASYONUNDA KULLANILMASI

FARZIN ASGHARIi SANA
Doktora, Nanoteknoloji ve Nanotip Anabilim Dali
Tez Danismani: Prof. Dr. ARLIN S. KIREMITCIi

Ocak 2016, 130 sayfa

Sunulan tez galismasinin amaci, odontoinduktif 6zellie sahip bor katkili nano
hidroksiapatit kapli kitosan (B-nHAp/kitosan) doku iskeleleri Gizerinde insan 20 yas
gomuli dislerden elde edilen mezenkimal kdk hicrelerin in-vitro odontojenik
farklilasma potansiyellerinin incelenmesidir.

Tez calismasinin ilkk asamasinda dondurarak-kurutma yontemiyle 100 ym gézenek
capina sahip kitosan doku iskeleleri hazirlanmistir. Ardindan hazirlanan doku
iskeleleri, mekanik ve biyoaktif 6zelliklerini iyilestirmek amaci ile mikrodalga enerjisi
yardimi ile yapay vucut sivisi (10xSBF) ve bor katkili yapay vicut sivisi (B-SBF)
kullanilarak sirasiyla nano hidroksiapatit (n-HAp) ve bor katkili nano hidroksiapatit
(B-nHAp) ile kaplanmistir. Calismanin sonraki asamasinda, insan dis pulpasindan
mezenkimal kok hdcre izolasyonu gergeklestiriimisti.  Hucre  canhhgi
MTT (3-[4,5-dimetiltiazol-2-il]-2,5-difeniltetrazolyum bromdr) analizi ile, hicre
morfolojisi F-aktin/DAPI ve kristal viyole boyamalari ile incelenmistir. Mezenkimal
kok htcrelerin multipotensi oOzelliklerini incelemek igin calismalar, buyime ve
farklilasma ortami olmak Uzere iki farkl kosulda yurataimustir. Oil Red O boyamasi
ile hicrelerde yag doku farklilasmasini goésteren hiicre ici yad damlaciklari
belirlenmistir. Osteojenik farklilasmanin gdstergesi olan matris mineralizasyonu
alkalin fosfataz-von Kossa (ALP/VK) boyamasi ile gosterilmis ve zamanla mineralize
noduillerin codaldidi tespit edilmistir. Kondrojenik farklilagma, Safranin O/Fast Green
boyamasi ile gosterilmistir. Dis pulpasi mezenkimal kok hucrelere 6zgu yuzey
belirtecleri akis sitometrisi analizi ile belirlenmistir. Boylece, ¢alismada kullanilacak
insan dis pulpasi kdk hicrelerinin (iDPKH) karakterizasyonu tamamlanmigtir.



Tez calismasinin son asamasinda, izole edilen mezenkimal kok hicrelerin
B-nHAp/kitosan doku iskeleleri Uzerindeki Greme ve osteojenik farklilagsmasinin
incelenmesi igin durgun kosullarda in-vitro hiicre kultir ¢alismalari yGrataimustar.
Doku iskeleleri tzerinde hlicre canliigi ve Uremesi Presto Blue analizi, hiicrelerin
morfolojik 6zellikleri ise taramali elektron mikroskobu (SEM) ile degerlendirilmigtir.
Hucrelerin odontojenik farkhlasma belirtegleri olan alkalen fosfataz (ALP),
runt-iligkili transkripsiyon faktort 2 (RunX2), kollajen-I, osteokalsin (OCN),
osteopontin (OP) ve dentin siyalofosfoprotein (DSPP) gen ifadeleri gergek zamanli
polimeraz zincir reaksiyonu (RT-PCR) ile tespit edilmistir. iIDPKH’ler ile elde edilen
sonuglar bor katkili nano hidroksiapatit kaph kitosan doku iskelesinin bu hticrelerin
yapismasini, gogalmasini ve farkllasmasini destekledigi yonundedir.

Sonug¢ olarak sunulan tez cgalismasinda bor katkili nHAp’in iDPKH’lerin doku
iskeleleri Uzerinde Ureme ve odontojenik farklilagsma potansiyelini 6nemli derecede
etkiledigi ve bor katkil kitosan doku iskelesinin dis doku muhendisligi uygulamalari
igin alternatif bir yapi olarak kullanilabileceg@i dugtunulmustur.

Anahtar Kelimeler : Bor; Nano HAp; kitosan; insan dis pulpasi kdk hucreleri; dig
doku muhendisligi.
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The aim of the presented study is to investigate in-vitro odontogenic potential of
mesenchymal stem cells, isolated from dental pulp of the human third molar, on
boron doped nano hydroxyapatite coated chitosan (B-nHAp/chitosan) scaffolds with
odonto-inductive properties.

In the first part of the study, chitosan scaffolds, which have approximately 100 pm
pore diameter, were prepared by freeze-drying technique. In order to enhance the
mechanical and bioactive properties of the scaffolds, they were coated with nano
hydroxy apatite (nHAp) and boron doped nano hydroxy apatite (B-nHAp) through
the aid of microwave energy by using 10xSBF (simulated body fluid) and boron
containing 10xSBF (B-SBF). In the following part of the study, mesenchymal stem
cells were isolated from human third molar dental pulp. The cell viability was
evaluated by MTT (3-(4,5-dimethylthiazoyl-2-yl)-2,5-diphenyltetrazolium bromide)
assay, cell morphology was investigated by F-actin/DAPI and crystal violet staining.
Intracellular fat droplets which show adipogenic differentiation was assessed using
Oil Red O staining. Matrix mineralization which shows osteogenic differentiation was
visualized by alkaline phosphatase-von Kossa (ALP-VK) staining and it was
detected that mineralized nodules were getting increased by time. Differentiation
into the chondrogenic lineage was demonstrated by Safranin O/Fast Green staining.
In order to further characterize the population, the specific surface markers of human
dental pulp stem cells (hDPSCs) were demonstrated by flow cytometry analysis.
Thus, isolation and characterization studies of hDPSCs used in this study were
completed.

In the last part of this study, the proliferation and odonto-inductive differentiation of
hDPSCs on chitosan, nHAp/chitosan and B-nHAp/chitosan scaffolds were
investigated by in-vitro cell culture studies, under static conditions. Cell viability and
proliferation were analyzed by Presto Blue assay and morphological examination



was done with scanning electron microscopy (SEM). Odontogenic differentiation
markers, alkaline phosphatase, collagen type I, runt related transcription factor 2
(RunX2), osteocalcin (OCN), osteopontin (OPN) and dentin sialophosphoprotein
(DSPP) expression levels of the cells were determined using real time polymerase
chain reaction (RT-PCR). The results showed that boron doped nano HAp coated
chitosan scaffolds supported adhesion, proliferation and differentiation of hDPSCs.

Keywords: Boron, chitosan, nano hydroxyapatite, human dental pulp stem cells,
dental tissue engineering.
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1. GIRIS
Kaybedilen ya da hasar goren doku ve organlarin tedavi edilmesinde doku
muhendisligi yaklasimi giderek 6nem kazanmaktadir. Rejeneratif tip ve doku
muhendisliginin son yillardaki hizli geligsimi; tibbin batun dallarinda oldugu gibi, dis
hekimliginde de rejeneratif uygulamalarin giindeme gelmesini saglamigtir. Istenen
dokuyu olusturacak islevsel hicrelerin, hazirlanan doku iskeleleri ile hibrit sistemler
olusturularak rejenerasyonda kullanim potansiyelleri arastiriimaktadir. Doku
iskeleleri yapay bir hicre disi matris (ECM) olarak gorev alarak hicreler igin
yapisma yuzeyi ve mekanik dayanim saglarlar. Ayrica ¢evre doku ile iletisim
kurmaya ve yeni ECM olusumuna yardimci olurlar. Bu nedenle olusturulmak istenen
dokuya gore doku iskelesi uUretiminde kullanilacak malzemelerin secimi c¢ok
onemlidir [1]. Ayrica kullanilacak iskelelerin vicut tarafindan yabanci olarak
nitelendirilmemesi i¢in biyouyumlu; hicre buyimesini, infiltrasyonunu ve dokudaki
besin aligverisini desteklemesi icin gbézenekli; iyilesme boyunca doku iskelesinin
vucuttan kolaylikla uzaklastirilabilmesi igin biyobozunur ozelliklere sahip olmasi

gerekmektedir [2].

Modern restoratif dis hekimliginin ana hedefi zarar géren ya da kaybedilen disin
islevsel ve estetik agidan yeniden yapilandiriimasidir. Bu amagla genellikle metal
ya da polimer bazli malzemeler, 6rnegin gumus amalgam, rezin-bazli kompozitler
ve porselen malzemeler kullaniimaktadir. Fakat bu konvansiyonel dolgu
malzemeleri digi korumada etkili olsalar da kullanim omdurleri kisadir ve siklikla
degistiriimeleri gerekmektedir. Daha da 6nemlisi tedavi edilen bu diglerin nemli bir
kismi pulpal nekroza ugramaktadir. Bu nedenle rejenerasyon icin yeni tekniklerin
gelistiriimesi gerekmektedir [3]. Dis hekimliginde, dogal dis dokularinin yerine
gecebilecek malzemelerin gelistiriimesi dental doku mihendisliginin ana hedefidir.
Dental doku muhendisligi U¢ temel elemana ihtiyag duyar; uygun bir hicre kaynagi,
biyolojik olarak pargalanabilen ve gegici bir ekstraselliler matris olusturan doku

iskelesi ve hicre fonksiyonu igin uygun sinyal molekdller [4, 5].

Disin sert dokusunda iki temel hucre mevcuttur, dentin yapisinin olusmasindan
sorumlu mezenkim-turevli odontoblastlar ve mine tabakasini olusturan ektoderm-
tirevli ameoblastlar. Yetiskin insanlarda ameoblastlar dis strdikten sonra ortadan

kaybolurlar. Epitelyal tiirevli bu hiicreler henliz izole edilememistir [6]. insan dis



pulpasi kaynakli kok hicreleri (DPKH) ise pulpadaki kan damarlari etrafindan, dis
folikilinden ve periodontal ligament bolgesinden izole edilebilmektedir. Bu dokulara
6zgl bir mezenkimal kék hiicre nisinin varligi ise hentiz gdsterilememistir [6]. insan
DPKH’leri kemik iligi turevli kok hucrelere gore %30 oraninda daha ylUksek bir
¢ogalma kapasitesine sahiptirler [7] ki bu da hicre gogaltma siresini oldukca

kisaltmaktadir.

Dis pulpasi, zengin kok hucre igerigi ile onemli stromal kaynaklardandir. Dig
pulpasindan izole edilen kok hucreler kolay elde edilmeleri, kemik iligi mezenkimal
kok hucrelerine gore daha hizli uUremeleri, etik problem olusturmamalari ve
odontoblast benzeri hucreleri sentezlemeleri nedeniyle 6nem tasimaktadirlar. Bu
nedenle DPKH'leri odontojenik farklilasma ve dentin olusturma potansiyeline

sahiptirler [8].

Dental doku muhendisliginin doku iskelesi temelli yaklagsiminda in vitro olarak
hdcrelerin izolasyonu, c¢ogaltiimasi ve farkhlastirimasi, bu hucrelerin  doku
iskelelerine  ekilmesi ve in vivo olarak bu yapinin implantasyonu
gerceklestirimektedir. Hlcre ekilmis olan doku iskeleleri (eksplantlar), bazi
arastirmalarda omentum (bagirsak zari) ve bobrek alti kapsull gibi viicudun ektopik
bdlgelerine transplante edilmis, bazi arastirmalarda ise dis ¢ekim soketine veya

ceneye implante edilmigtir [9].

Rejeneratif endodontik uygulamalarda amac; pulpa-dentin kompleksinin, ¢irik veya
diger nedenlerle acgiga c¢ikmis dentin dokusunun, rezorbe olmus apikal kok
dentininin ya da servikal dentinin yenilenmesidir. Rejeneratif endodontide
geligtiriimekte olan yontemler; kdk kanalinin revaskularizasyonu, kdk hicre tedavisi,
pulpa implanti, iskele implanti, enjekte edilebilir iskele uygulamalari, U¢ boyutlu
hiucre yazilimi ve gen terapisi seklinde siralanabilir. Erigskin kok hucre tedavisinin
dezavantaji ise, hucrelerin hayatta kalma suresinin dugstuk olmasidir. Hucrelerin,
vucudun farkli bolgelerine go¢ edebilecedi ve anormal mineralizasyonlara neden
olabilecegi gosterilmistir. Bu durum, hucrelerin doku iskelesi ile birlikte

uygulanmasiyla ¢ozumlenebilir [10].

Sunulan tez ¢alismasi kapsaminda gerceklestirilen in-vitro ¢alismalar iki kisimdan
olusmaktadir. Birinci kisimda, kitosan/biyomimetik bor nano hidroksiapatit (B-nHAp)

doku iskeleleri dentin-pulpa kompleksinin rejenerasyonunda pulpa kaplama
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materyali olarak Uretilmigtir. Calismanin ana hedefi, kitosan/biyomimetik bor nano
HAp doku iskelelerinin farkli biyoaktif ajanlar (fibronektin) ile modifiye
edilmis/edilmemis oldugu durumlarda insan dis pulpa kok hucrelerinin (iDPKH)
odontoblast-benzeri farklilagsmasini indikleme aktivitesinin in-vitro olarak
degerlendiriimesidir. Calismanin ikinci kisminda ise Hacettepe Universitesi,
Girisimsel Olmayan Klinik Arastirmalar Etik Kurulu'ndan GO13/250 karar numarasi
ile alinan izin gergevesinde, ¢ekilen 20 yas diglerinden, dis pulpalari elde edilmigtir.
Pulpalardan kok hucre izolasyonu yapilarak elde edilen hucreler c¢ogaltilip
dondurulimus ve calisma stogu olusturulmustur. Hucrelerin kok hicre oldugu;
yuzeye tutunma, farklilasma o&zellikleri ve pozitif/negatif ylzey antijenleri ile
belirlenmistir. Doku iskelelerine ekilen iDPKH’lerin canhligi, tutunma ve ¢ogalma
Ozellikleri ve odontoblast benzeri hicrelere farklilagsmalari ve dentin dokusunu
olusturmalari Presto Blue, taramali elektron mikroskobu (SEM), konfokal
goruntileme, gergcek zamanh polimeraz zincir reaksiyonu (RT-PCR) ve immunolojik
analizlerle incelenmistir. Bu c¢alisma kapsaminda istatistiksel degerlendirmeler
sonucunda dentin rejenerasyonunu destekleyen doku iskelesi bilesimi gosterilmis
olup, biyosinyaller ve hiicre ekim yoéntemi/hlicre inokilayon yogunlugu onemi

vurgulanmistir.



2. GENEL BILGILER

2.1. insan Disinin Yapisi
Digler ¢ mineralize dokudan olusur; mine, dentin ve sement. Bu dokular dis pulpasi
adi verilen gevsek bag dokusunu cevreler. Mine ektodermal kodkenlidir, dentin,

sement ve dis pulpasi ise ektomezensimal kdkenlidir [11].

insan vicudunun en sert dokusu olan dis minesi kiitlece % 96-97 hidroksiapatit
formunda inorganik maddeden, % 12 den daha az organik maddeden ve geri kalan

kismi ise sudan olusur [12]. Disin agiz icinde gérinen kismi mine ile kaphdir.

Dentin dig kutlesinin esas kismini olusturan sert dokudur. Normalde agiz ortamina
aclk olmayan canli bir dokudur. Kok dentini sement ile kron dentini mine ile kaplidir.
Dentin hacimce %45 inorganik, % 38 organik materyal ve % 22 sudan olusur.
inorganik kisim mine ve kemikte oldugu gibi esas olarak hidroksiapatittir. Dentinin
organik kismi buyuk oranda tip | kollajen geri kalan ise ¢ok az miktarda tipV kollajen
ile kollajen disi proteinler olan fosfoproteinler, proteoglikanlar, glikozaminoglikanlar
ve glikoproteinler ile bazi plazma proteinleridir [13, 14]. Mineralizasyon dentinin
kollajen lifleri boyunca olustugundan, kollajen altyapinin dentinin fizyolojisinde

onemli etkisi oldugu kabul edilmektedir [14].
Pulpa-dentin kompleksi

Dentin ve pulpa , dis tomurcugunun dental papillasindan kdken alan 6zel bag
dokularidir. Pek ¢ok arastirmaci bu iki dokuyu pulpa-dentin kompleksi adi altinda
tek bir doku olarak degerlendirir. Mineralize dentin hicre farklilasma ve

matirasyonunun son drtinu olarak kabul edilir.

Dentin odontoblast adi verilen hicreler tarafindan olusturulur. Odontoblastlarin
hlcre govdeleri pulpa ¢evresinde tek sira halinde yer alirken ince uzun sitoplazmik
uzantilari (Tomes fibrilleri) mineralize dentin dokusunda bulunan kanallar (ttbuller)
icinde uzanirlar. Bu odontoblastik hucre uzantilari nedeniyle dentin canh bir doku
olarak kabul edilir , fizyolojik ve patolojik uyaranlara reaksiyon gosterebilir.

Odontoblastlar dentin formasyonuna basladiktan hemen sonra ameloblastlar mine
formasyonuna basglarlar. Dentinin olusum slreci dentinogenezis olarak adlandirilir.
Odontoblastlar ilk olarak mine-dentin birlesiminden pulpaya dogru kollajen matriksi
yigarlar. Kollajen matriks, sekresyonundan sonra giderek artan sekilde mineralize
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olur. En yeni olusmus dentin pulpa c¢evresindedir.Odontoblastlarin hicre
govdelerinin hemen bitigigindeki mineralize olmamig dentin tabakasi predentin
olarak adlandirilir. Minenin aksine dentin formasyonu dis surmesinden sonra ve

pulpa canlihgini korudugu surece devam eder.

Disin seklini olugturan ve sirmesinden sonra ug¢ yil boyunca olugan dentine primer
dentin adi verilir. Primer dentin olustuktan sonra dentin birikimi azalan bir oranda
herhangi bir dig uyaran olamasa dahi pulpa canlihdini korudugu siurece devam eder.
Bu fizyolojik dentine sekonder dentin adi verilir. Sekonder dentin pulpa boslugunun
i¢ duvarlarinda birikerek yas ilerledikge pulpa odasini kuagultar [15]. Sekil 2.1’de

sematik olarak disin yapisi gosterilmigtir.
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Sekil 2. 1. Dis yapisinin sematik goriinimu. http://www.dentus.info/faydalibilgiler.php

2.1.1. Tamir Dentini Olugumu

Bir dis etki karsisinda pulpa cevresindeki odontoblastlar dentin matriks
sekresyonunu artirirlar ve tersiyer dentin olustururlar. Tersiyer dentin dise gelen
yaralanmanin derecesine gore iki tiptedir. Baslangi¢ asamasindaki c¢uruk, dis
asinmasi gibi hafif etkiler karsisinda olusan dentine reaksiyoner dentin adi verilir.
Bu durumda primer odontoblastlar tersiyer dentin olusumunu gerceklestirirler.
Boylece dis pulpasi korunmus olur. Eger dis yaralanma ciddi derecede ise drnegin
operatif islemler sirasinda pulpanin ekspoz olmasi (agilmasi) durumunda o
bdlgedeki odontoblast hiicreleri 6lur. Tamir dentini (reperatif dentin) olusmasi igin

pulpadaki kdk/projenitdr hicrelerin  odontoblast benzeri hiicrelere farklilagsmasi


http://www.dentus.info/faydalibilgiler.php

gereklidir. Odontoblast benzeri hicreler inflamasyon ve mikrobiyal agidan elverisli
cevresel kosullarda reperatif dentin olusumunu saglarlar [16]. Dis hekimliginde klinik
uygulamalarda direkt pulpa kaplamasi adi verilen teknikte olusan reperatif dentine,
dentin koprusu adi verilir. Dis pulpasinin operatif islemler sirasinda yaralanarak
aclimasi durumunda en eski ve yaygin kullanimi olan ajan kalsiyum hidroksittir. Bu
ajanin olasi etki mekanizmasi dentin yuzeyinde sinirli bir ¢ozinmeye yol acgarak
bliyume faktorleri gibi biyoaktif yapilarin salinmasidir [17]. Benzer sekilde etki
mekanizmasi oldugu dusunulen Mineral Tiroksit Agregat (MTA) [18] ve biodentine

gibi ticari preparatlar son yillarda klinik kullanima sunulmustur.

2.1.2. Dis Hekimliginde Doku Miihendisligi ve Rejenerasyon

Rejeneratif (Yenileyici) Tip

Rejeneratif tedavilerdeki temel kavramlardan biri olan "rejeneratif (yenileyici) tip ";
travma, kanser, hastallk ya da konjenital nedenlerle hasara ugramig doku ve
organlarin yeniden olusumunu hedeflemektedir [19, 20]. Rejeneratif tip ve doku
muhendisliginin son yillardaki hizl gelisimi, tibbin butin dallarinda oldugu gibi, dis
hekimliginde de rejeneratif uygulamalarin gundeme gelmesini saglamigtir.
Yenileyici endodontik prosediirler, pulpa-dentin kompleksindeki hiicrelere ek olarak
dentin ve kok yapisini da igeren zarar gormus yapilarin yenisi ile yer degistirmesini
saglayan biyolojik temelli islemler olarak tanimlanir [21]. Endodontide rejeneratif
prensiplerin uygulamaya aktarilabilmesi i¢in doku muhendisligi uygulamalarina
gereksinim vardir.

Doku Muhendisligi

Doku muhendisligi; sentetik veya biyolojik matrisler icinde canli hicrelerin, biyolojik
araci molekdllerin ve buylime faktorlerinin birlikte bulundugu yapilarin hastalara
yerlestiriimesi ile hastallk ya da travma sonucu kaybedilen veya hasar gormus

dokulari yeniden olugturabilmeyi hedeflemektedir [22].
Dental doku muhendisligi U¢ temel elemana ihtiya¢ duyar:
e Uygun bir hucre kaynagi,

e Biyolojik olarak bozunabilen ve gegici bir ekstraselluler matris olusturan doku

iskelesi ve
e Hiucre fonksiyonu i¢in en uygun sinyal molekiilleri.
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Doku muhendisligi en basit sekilde laboratuvar kosullarinda, biyomalzeme, hicre
ve biyosinyal molekillerinin tek baslarina ya da birlikte kullaniimasi ile doku ya da
organlarin  olusturulmasi olarak tanimlanabilir [23]. Sekil 2.2’de doku

muhendisliginin U¢ temel elemani sematik olarak gosterilmistir.

— eyl /7
SZL=K

'.@;{'J;? messssss) Rejeneratif Doku

Biiylime Faktori ile Yiiklii Doku iskelesi

Besi Ortami

Sekil 2. 2. Doku muhendisliginin t¢ temel elemaninin sematik gérinima.
http://www.jcdr.net/ReadXMLFile.aspx?id=3937

Doku miihendisliginin ticari Griinlerinden olan deri dokusu, ABD ve ingiltere gibi pek
cok ulkede kullaniimaktadir. Kemik, kikirdak, karaciger, pankreas, kornea, sinir, kalp
kapakgiklari, bosaltim sistemi, damarlar ve diger birgok doku ile ilgili calismalar ise
yogun olarak surdurilmektedir. istenen dokuyu olusturacak islevsel hiicreler,
hazirlanan doku iskeleleri ile hibrit sistemler olusturur. Doku iskeleleri yapay bir
hicre disi matris (ECM) olarak goérev alir ve hiicreler icin yapisma ylzeyi ile mekanik
dayanim saglarlar. Ayrica ¢evre doku ile iletisim kurmaya ve yeni ECM olusumuna
yardimci olurlar. Bu nedenle olusturulmak istenen dokuya gore doku iskelesi

uretiminde kullanilacak malzemelerin secimi cok dnemlidir [24].

Sunulan tez calismasinda klasik biyomateryal uygulamalarindan farkl olarak
sadece kaybedilen dokulara ait bogluklarin doldurulmasi degil, dokunun olusum ve
rejenerasyon mekanizmalarini destekleyerek fonksiyon gorebilen dokularin elde

edilebilmesi hedeflenmektedir.



2.2. Dis Hekimliginde Kok Hiicreler ve Dental Pulpa Kok Hiicreleri

Rejeneratif tip alaninda biyolojik olarak guivenli ve etik sorun olusturmayan hicre
kaynaklarinin bulunmasi buylk 6nem tagimaktadir. Diger kok hucre elde etme
yontemlerine gore daha az invaziv olmasi ve etik sorunlar tagimamasi nedeniyle dis
pulpasi kok hucreleri, son zamanlarda Uzerinde Oonemle durulan bir aragtirma
konusu haline gelmistir. Klinik dis hekimligi ve temel biyoloji bilimini birlegtirerek dig
hekimligi pratigine doku rejenerasyonunu bir tedavi segcenegi olarak sunacak olan
dis pulpas! kok hucre calismalari, 6zellikle dentin, pulpa, sement ve periodontal
ligament gibi dokularin olusturulmasi ve bu sayede hasarli dokunun tamiri Gzerine
odaklanmistir [25, 26].

Hasara ugramis bir organin fonksiyonlarini dizeltmek igin yerine yenisini koymaktan
daha iyi bir secenek yoktur. Buradan hareketle birgcok kaynaktan elde edilebilen,
viicudun cesitli doku ve hucre tiplerine donusebilen, hasarh bdlgeleri tamir ederek
pek ¢ok saglik sorununun tedavisine isik tutabilecek olan kok hucreler, rejeneratif
tip uygulamalarinin temelini olusturmaktadir. Kok hicre tedavisinin esasi; hastanin
kendi kdk hucrelerinin uyarihp aktif hale getirilerek, zayif ya da islevselligini yitirmig
bdlgelere enjekte edilmesine dayanir. Kok hicreler, vicut icinde veya laboratuvar
ortaminda uygun kosullar saglandiginda uzun zaman dilimleri boyunca bdlinebilme,
kendini yenileyebilme ve Ozellesmis bircok degisik hucrelere kaynaklik etme
(plastisite-farklilasma) niteliklerine sahip 6zellesmemis huicrelerdir [21]. Kok
hlcreler, elde edildikleri kaynaga gore embriyonal (fetal) veya erigkin (postnatal) kok
hdcreler olarak siniflandirilabilir [27]. Embriyonik kok htcreler, embriyodan kdken
almaktadir ve bitlin dokulari olusturabilme yetenegine sahiptirler [28, 29]. Eriskin
kok hucreleri ise kemik iligi [30], gébek kordon kani [21], periferik kan [31],
amniyotik sivi [32], plasenta membrani [33], nazal mukoza [34], i¢ kulak [35], dis
pulpasi [4], santral sinir sistemi [36], deri epidermisi [37], sindirim kanali [38], iskelet
kasi [39] kornea [40], retina [41], pankreas [42], karaciger [43], kalp [44], yad
dokusu [45] ve akciger [46] gibi ¢esitli dokulardan izole edilebilmektedir.

2.2.1. Kok Hiicre Cesitleri
Kok hicreler, somatik U¢ germ yapragina dogru gosterdikleri farklilasma yetenekleri
acgisindan ‘totipotent’, ‘pluripotent’ ve ‘multipotent’ olarak uc

farkli tipte siniflandiriimaktadir [47].



2.2.1.1. Totipotent Hucreler

Totipotent hUcreler, zigot evresindeki sekiz hicrelik blastomerdeki sinirsiz
farklilasma potansiyeline sahip hicrelerdir. Totipotent 6zelligi bilinen tek kdk hucre
tipi, embriyonun gelisim slrecinde organizmayi olusturan tum doku ve hucre

cesitlerine farklilasma kapasitesine sahip, fertilize yumurta hicresidir [48].

2.2.1.2. Pluripotent Kok Hucreler

Pluripotent kok hicreler, gelisen bir embriyonun erken safhalarinda var olan,
mezodermal (kemik, kas, kikirdak, kan vb.), ektodermal (n6ron, deri, sa¢ vb.) ve
endodermal (hepatositler, pankreatik beta hicreleri, sindirim sistemi hticreleri vb.)
kokenli olmak Uzere, vlcuttaki farklilagsmis tim hdcre tiplerini olusturabilme

potansiyeline sahip hicreleridir.

2.2.1.3. Multipotent Hucreler

Multipotent kdk hlcreler ¢cocuklarda ve yetiskinlerde daha fazla bulunabilmektedir
ve tek bir germ yapragina ait hiucrelere farklilagabilen hicrelerdir. Embriyonik kok
hdcrelerin farklilagma yeteneginin eriskin kok hucrelerinden daha fazla olmasi, bu
hicreleri daha degerli kilmaktadir [49]. Ancak embriyonik kdk hicrelerin elde
edilmesinde suregelen etik ve yasal tartismalar [47] ve teratom olusturma riski [50]

nedeniyle arastirmacilar multipotent kok hucreler Gzerine odaklanmistir.

2.2.2. Dig Geligimi Evresinde Rol Alan Kok Hiicreler

Disin olusumu epitelyal-mezenkimal tabakalarinin etkilesimi ile gerceklesir ve
ameloblastlar disindaki diger hucreler; odontoblastlar, sementoblastlar,
osteoblastlar ve fibroblastlar mezenkim tabakasi turevli hicrelerdir. Kemirgenlerin
on kesici disleri yasam sureleri boyunca uzamaya devam eder ve mine tabakasi
olusumu sureklidir. Bu da servikal bolgedeki epitelyal kdkenli kdk hicrelerin sigan
on diglerinden izole edilerek caligsilmasina olanak tanir. Yetigkin insanlarda
ameloblastlar dis surdukten sonra ortadan kaybolurlar ve epitelyal tirevli hucreler

henlz izole edilememistir [6].

Embriyonik donemde dig gelisimi ektodermden kaynaklanmaktadir. Ektodermal yapi
dis germlerini olustururken, noral krest hucreleri dental papil ve dental foliklle
farklilasmaktadir. Bu nedenle dental dokular ektodermal kaynakli ndral krest
hlcrelerini de kapsayan mezenkimal bilesenler icermektedir. Dis gelisimi evresinde
pek cok kok hucre ve oncul hucre rol almaktadir. Bunlar; dental epiteliyal kok
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hlcreler, dental pulpa ile iligkili olan dis pulpa kok hicreleri (DPKH), sit dis pulpasi
kok hucreleri (SDKH), apikal papilladan elde edilen kok hicreler (APKH),
periodonsiyum ile iligkili olan periodontal ligament kok hucreleri (PLKH) ve dental
folikill 6nct hucreleridir (DFOH) [51]. Sekil 2.3'de insan dis pulpa kdk hiicrelerinin

yasgla degisimi sematik olarak gosterilmistir.

r , T
iDPKH kaynagi iDPKH yasla degisimi
Akil digi
Mine ¢._ -

Dentin

Pulpa

Y
Dis cevreleyen
bag
Siit Yirmi yas
Alveolar &~ disleri digleri Daimi digler
kemik (Yag6-12) —p (Yas16-20) (20 Yas sonra)

Dis Pulpa Kok Hiicreleri :DPKH DPKH DPKH DPKH
Periodontal Ligament Kok Hiicreleri:PDLKH PDLKH DPPKH PDLKH
Dis Papila Kok Hiicreleri:DPPKH DPPKH

\, A

Sekil 2. 3. insan dis pulpa kék hiicrelerin kaynagi ve yasla degisimi.
2.2.2.1. Dental Epiteliyal Kok Hucreler

DEKH'’leri, dental epiteliyal dokular iginde bulunan, kemirgenlerin keser diglerinde
surekli rejenerasyonu ve uzamayi saglayan, insan diglerinde ise surme sonrasi

dénemde ortadan kalkan farklilasmamis hticrelerdir [51].

2.2.2.2. Dig Pulpasi Kok Hiicreleri
DPKH’leri, yuksek proliferasyon gosterebilen, klonlanabilen, yuksek plastisite
yetenegine sahip, surme sonrasi donemde yok olmayan multipotent 6zellikteki

mezenkimal kok hicrelerdir [4, 52].

Pulpa kok hicre kaynaklari arasinda, ¢ekilmis tam ya da yarim gémulu 20 yas digleri
(akil digleri), c¢ekilmis/surmus sut disleri ve ortodontik tedavi veya travma,
periodontal hastalik nedeniyle cekilen disler bulunmaktadir [53]. insan 20 yas digleri
(3. molar) 5-6 yaslarda gelisimlerine baslarlar, 7-10 yaslari arasinda kalsifiye olurlar
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ve 18-25 yaslarinda kokleri gelisimlerini tamamlar. Bu digler kok gelisimine devam
ettiklerinden DPKH’leri, PDLKH’leri ve SDKH’leri iceren dental kok hucrelerine

mukemmel kaynak saglarlar [53].

Dis pulpasi kok hucreleri ilk olarak 2000 yilinda Gronthos ve arkadaglari tarafindan
yetigkin pulpadan, sut dislerinden ise 2003 yilinda Miura ve arkadaglari tarafindan
izole edilmistir [4, 54]. Dis kok hicreleri disen sit dislerinin pulpa kisminin apikal
bdlgesinden de izole edilebilmektedir. Bu hicrelerin, kondrosit, adiposit, miyosit,
osteoblast ve noral hicrelere farkhlastiklar gosterilmigtir. Ayrica, insan DPKH’leri
coklu yetkin kok hucreye induklenen diger hucreler icerisinde en fazla indiklenme

oranina sahip hucrelerdir [8].

2.2.2.3. Sut Dis Pulpasi Kok Hiicreleri

SDKH’lerin yetiskin dis pulpasina oranla daha ¢ok hiicre popullasyonuna ve yuksek
proliferasyon kapasitesine sahip oldugu, daha immatir o6zellikteki multipotent
hdcrelerden olustugu, ancak dis pulpasi kok hicreleri (DPKH) gibi kompleks pulpa-
dentin yapisi olugturamadigi bildirilmigtir [54-56].

2.2.2.4. Apikal Papilladan Elde Edilen Kok Hucreler

APKH’ler keser diglerin oldukca erken evrelerindeki dental papillalardan elde
edilirler ve daimi dislerin apeksinde bulunan kdk ucuna zayif bir sekilde baglidirlar.
Apikal papilla ile dental pulpa arasinda apikal hicrelerden zengin bir doku
bulunmaktadir ve bu dokudan izole edilen kok hicreler apikal papilla kdk hucreleri

olarak adlandirilir.

APKH'’leri dis pulpasi kok hicreleri ile kargilastirildiginda, daha fazla kdk hicre igerir
ve ylUksek proliferasyon potansiyeline sahiptir. Rejenerasyon kapasitesi bu nedenle
fazladir, ancak elde edilmesi cogunlukla gelisimin erken evresindeki gémuk dislerde

cekim endikasyonu bulunmamasi nedeniyle zordur [51, 57].

2.2.2.5. Periodontal Ligament Kok Hucreleri

PLKH’leri, cekilmis diglerin kok yuzeylerinden elde edilirler ve periodonsiyum
benzeri doku ve hicrelere farkhlasabilirler. Bu hicrelerin koloni olusturabildikleri,
ancak in-vitro osteojenik farklilagsma potansiyellerinin dusuk oldugu, buna karsin
farelere transplante edildiklerinde doku rejenerasyonu ve periodontal tamir
sagladiklar bildirilmistir [58, 59].
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2.2.2.6. Dis Folikiilii Onciil Hiicreleri

DFOH'’leri, gelismekte olan dis germini gevreleyen mezenkimal dokudur ve dental
folikalin, gelisim siUrecinde olan yirmi yas disinin gekiminden sonra kolaylikla
ulasilabilir ve izole edilebilir. Dig kok gelisimi suresince osteoblast, alveol kemik,
periodontal ligament fibroblast veya sementoblast dental folikil 6éncul hicreleri

tarafindan olusturulur [60].

2.2.3. Morfojenler ve Buyume Faktorleri

Bir tek hucrenin Urettigi buyume faktora molekulleri yakindaki ¢ok sayida hucre
tarafindan algilanir ve bu hucreler eszamanh olarak bu molekullere karsi cevap
olusturur. Buyume faktorleri hlcre disina salgilanan sinyallerdir ve
morfogenezi/organogenezi epitelyal-mezenkimal etkilesimleri sirasinda kontrol
ederler [61]. KOk hucreler farklilagsmis hicreleri Uretirken; kok hucrelerden ‘oncul’
hlcrelere ve daha sonra ‘preklrsor’ hucrelere tek yonllu bir gegis yaparlar. Kok
hicreler proliferasyon igin ilk uyariyi aldiklarinda, 6éncul ve preklrsor gecis
asamasina ilerleyebilmekte ve yeni uyari zamanina kadar durgun pozisyonlarina
geri donebilmektedirler. Ancak, oncul ve prekursér hucrelerin tekrar kok hicre
konumuna dénmesi imkansizdir. Kok hucreden prekursor hucreye dogru gegiste
ilkel kdk hicre en yuksek cogalma ve en dusuk farkhlasma potansiyeline sahip iken,
prekursor hucreler dusuk ¢ogalma potansiyeline sahiptirler ve kolay bir sekilde
farklilasabilirler [62]. Bu nedenle, dnclil 6zellik tasiyan dis folikl hicrelerinin daha
az ¢ogalma yetenegine karsin, dis dokularina daha kolay farklilasabilecekleri
bilinmektedir. Cizelge 2.1’de dis gelisimindeki etkin baylume faktorleri ve etkinlikleri

gOsterilmistir.
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Cizelge 2. 1. Dis gelisimindeki etkin baylime faktorleri.

Buylume Faktoru Etkinlik
Kemik morfogenetik proteinleri BMP4 mezenkimal hicrelerin odontojenik
(BMP) farkhlagsmasini indUkler.

BMP2, BMP4, BMP6, BMP7 ve BMP11
odontoblast farklilasmasi sirasinda ifade
edilir.

BMP4 ve BMP5 ameloblast farkhlagsmasi
sirasinda ifade edilir.

Fibroblast bliyume faktori (FGF),
trombosit tdrevli blyume faktoru
(PDGF), insulin-benzeri bluyime
faktori-I ya da Il (IGF), koloni uyarici Kok hiicre cogalmasini indikler.
faktor (CSF), epidermal biyume
faktori (EGF)

interldkinler IL 1 -13 Humoral ve hucresel bagisiklik tepkilerini
ayarlar.

Donasturicu bayume faktori Epitel doku yapisi geligimini

alfa (TGF-a) induklemektedir.

Doénagsturicu bayume faktort | Pulpa  dokusunun  mineralizasyonunu

beta (TGF-B) destekler.

Vaskdler endotelyal biytume faktérii | Anjiyogenezi diizenler
(VEGF)

Son zamanlarda dis pulpasi kok hucreleri 6nemli bir kdk hicre kaynagi olarak

gorulmektedir ve Uzerinde yogun arastirmalar yapiimaktadir.

Dis pulpasi kok hucrelerinin ¢ekilen diglerden elde edilmesinin olduk¢a kolay olmasi
ve etik olarak sorun tasimamasi, elde edilen DPKH’lerin izolasyonunun yiksek
etkinlik sergilemesi, ylksek farklilagsma ve ylksek hlicre gogalma 6zelligine sahip
olmasi, biyomateryallerle gergeklestirilen deneylerde dokularin  yeniden
yapilandiriimasi igin etkin bir sekilde kullanimlarinin olanakli olmasi, yasam
surelerinin uzun olmasi ve guvenli olarak dondurularak saklanabilmelerinin
mumkun olmasi gibi 6zellikleri, bu hucrelerin tedavi amacli uygulamalar agisindan

gerekli birgok nitelikleri tagimasini saglamistir [4, 52, 56, 63-65].
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Saglikli insan disinden elde edilen DPKH’lerin dondurularak saklandiktan sonra
¢ozdurulmesiyle elde edilen yuksek canlilik oranlari, bu hucrelerin gerektiginde
kullaniimak Uzere Ornek saklama bankalarinda da saklanabilecegini ortaya

koymustur [66].

Uglincli blyik azi (20 yas disi) diglerinden elde edilen insan DPKH’lerin
odontoblastlara, [63] osteoblastlara, [67] iskelet ve diz kas hicrelerine, [68] yag
hiicrelerine, [57, 63] kikirdak hicrelerine, [66] endotel [68] ve sinir hlicrelerine [66]
farklilasabilme yetenekleri gosterilmigtir. Dis pulpasi kok hucrelerinin mezenkimal ve
mezenkimal olmayan doku hicrelerinin goguna farkhlasabilme potansiyeline sahip
oldugu ve bu 6zelliginden dolayi dentin, periodontal doku, kemiksi kikirdak dokularin
onarilmasinda, kas hastaliklari, bagisiklik sistemi ve bag doku hasarlarinin
tedavisine yonelik klinik uygulamalarda énemli bir kullanim alanina sahip oldugu
belirlenmistir [69]. Dis hekimligi alanindaki kok hlcre ¢aligmalarinin hedefi; digeti ve
periodontal ligament rejenerasyonu, rejenerasyon yontemi ile kraniyofasiyal
anomali olarak tanimlanan dudak-damak yariklarinin tedavisi ile dentin ve pulpa

rejenerasyonudur.

Hem Turkiye’de hem de dinyada kok hicre galismalariyla iliskili olarak olumlu
gelismeler vardir. Ginimuzde izolasyonu ve dondurularak saklanabilmesi mimkin
hale gelmis olan DPKH’lerin, karakterizasyonlarinin saglanarak fenotipik
Ozelliklerinin belirlenmesi, bu kok hucrelerin diger hucre ve doku tiplerine
farklilasabilme yetenegi ve bu farklilasmada rol oynayan énemli mekanizmalarin
aciklanmasi bu hucrelere iligkin tasarlanan uygulamalar icin genis bir kullanim alani
olusturmustur. Sekil 2.4’de insan dis pulpasindan elde edilen kdk hucrelere iliskin

uygulama potansiyeli gosterilmistir.
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Sekil 2. 4 . insan dis pulpasindan elde edilen kdk hiicrelerin uygulama potansiyeli.
https://www.pinterest.com/suzeecqg/stem-cell/

Halihazirda dis hekimligi uygulamalarinda hasarli dig dokusu cesitli sentetik
materyaller ile restore edilmektedir. Ancak son donemde dis pulpasi kok hulcre
calismalari ve doku muhendisligi yontemleri kullanilarak bu alanda rejeneratif pulpa
tedavisi uygulamalari ile yeni bir tedavi kapsaminin olusturulabilecegi umudu
dogmustur. Bu kapsamda, dis pulpasi kok hicresi, bliytime faktorl ve tasiyici doku
iskelesi Ugllisinden olusan rejeneratif dis hekimligini hedefleyen dis doku
muhendisligi yaklagimi, Gzerinde ¢alisiilmasi gereken énemli ve umut verici bir konu

haline gelmigtir.

Son yapilan bilimsel ¢alismalarda hastanin kendi kdk hicresinden dis dokusuna

benzer bir yapi olusturulmasi hedeflenmektedir [19, 70-74]. Daha uzun dénemde
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arastirmacilar tarafindan hedeflenen konu ise tamamen canli bir dis organinin
olusturulmasidir [70, 71, 73, 74].

Huang ve ark. [72] tarafindan dis pulpasi kdk hucrelerinin Gzerine yapilmis
calismalar sonucunda, dis pulpasi kok hucreleri deksametazon veya deksametazon
+ 1.25-dihidroksi vitamin D3 ile uyarildiktan sonra mineral noduller olusmustur. Ayni
calismanin devaminda ise DPKH’lerinin dentin Uzerine ekimleri yapildiginda,
odontoblast benzeri hicrelere farklhlastiklari ve dentin kanallarina uzantilar
olusturduklari bildirilmistir [72]. Immin sistemi baskilanmig farenin sirtina
transplante edilen DPKH’lerinin dentin-pulpa kompleksine benzer bir yapi
olusturdugu belirtilmistir[4, 19, 63, 75]. Kok hlcre, buyume faktorleri ve tasiyici
(doku iskelesi) Gclustnden olusan dis doku muhendisligi yaklasimi, pulpa kuafaj ve
kanal tedavisi uygulamalari igin alternatif olusturabilir. Hicresel pulpa tedavisi igin,
DPKH’lerin izolasyonu, manipulasyonu, farklilastinimasi ve ¢ boyutlu doku
olusumunu indukleyecek yontemlerin gelistiriimesi gereklidir [76]. GuUnumuizde in-
vivo hayvan modelleri ile bir disin butinuyle olusturulmasi mimkun olsa da [70, 71,
73] disin sekli, boyutu, buyumesi ve surmesi ile iligkili problemler halen

cozulememistir [77].

Dis pulpasi kdk hucrelerinin in-vivo olarak dentin/pulpa ve kemik dokusundaki
rejenerasyon potansiyeli kanitlanmis olmakla birlikte, in-vivo ortamda uygun doku

rejenerasyonunu inceleyen kapsaml galismalar yeterli degildir.

2.2.4. Dig Hekimliginde Rejeneratif Uygulamalar

1952 yilinda Hermann'in [47], kalsiyum hidroksit (Ca(OH)2) materyali uygulayarak
yaptigi vital amputasyon tedavisi, dis hekimliginde uygulanan rejenerasyon
islemlerine bir baglangi¢ olarak kabul edilmektedir. Sonrasinda geligtirilen rejeneratif
dental iglemler ise; yonlendiriimis doku ve kemik rejenerasyonlari, distraksiyon
osteogenezi, kemik ogmentasyonu icin platelet yéoninden zenginlestiriimis plazma
tedavisi (platelet rich plasma (PRP)) ve rekombinant insan kemik morfojenik proteini
(rhBMP) uygulamalari ile periodontal doku rejenerasyonu i¢in Emdogain ve
fibroblast blyime faktéri (FGF2) kullaniimlarini igermektedir [76]. Doku
muhendisliginin  dis  hekimligi alanindaki amaci; embriyonik hicrelerin
kullanilmasiyla, herhangi bir nedenle kaybedilmis dislerin yerine tum dokulari

kapsayan yeni bir dis yapisini Uretmektir. Ohazama ve ark. [73] tarafindan yapilan
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calismada, dis, kemik ve yumusak dokularin ektopik olarak basarili sekilde Uretildigi

bildirilmistir.

2.2.4.1. Rejeneratif Endodontik Uygulamalar

Rejenerasyon-temelli yaklagimlarda hedef; pulpa-dentin kompleksinin, ¢urik veya
aciga ¢ikmis olan koronal dentin dokusunun, rezorbe olmus apikal kdk dentininin ya
da servikal dentinin saglikh pulpa dokusu ile yenilenmesidir. Rejeneratif endodontik
yontemler hem pulpa hem de dental sert dokularin rejenerasyonunda énemli bir
tedavi secene@i olarak gorulmektedir. Dis kliniklerinde rejeneratif yaklagim
uygulamalarinin hastalarin yasam Kkalitesini artirmada onemli bir rold vardir.

Rejeneratif endodontide gelistirimekte olan yontemler;

Kok kanalinin revaskularizasyonu,

Kok hiicre tedavisi,

Pulpa implanti,

e Doku iskelesi implanti,

¢ Enjekte edilebilir doku iskelesi uygulamalari,
e Uc boyutlu hiicre yazilimi ve

e Gen tedavisi
seklinde siralanabilir [76].

2.2.4.2. Kok Kanalinin Revaskiilarizasyonu

Revaskularizasyon yodnteminin hedefi, travmatik yaralanmalardan sonra pulpa
boslugunun  damarlanmasinin  yeniden  saglanmasidir. Kok  gelisimini
tamamlamamis apikal periodontitisli digler igin en ideal tedavi sekli, dise canliligini

tekrar kazandirmak ve revaskularizasyonu saglamaktir [78, 79].

Revaskularizasyon durumunda dikkat edilmesi gereken 6nemli kurallar; endodontik
tedavinin ilk asamasinda kok kanalinda sekillendirme yapilmamasi, kdk kanalinin
sodyum hipoklorit (NaOCI) ve klorheksidin ¢o6zeltileri kullanilarak sadece etkin
olarak yikanmasi ve kok kanalina belirli surelerde Uglu antibiyotik pati

(siproflaksasin, metranidazol ve minosiklin karisimi) uygulanmasidir [27, 78-82].

Kok kanali revaskularizasyonunun avantajlari; teknik olarak basit bir yontem olmasi,
pahali teknolojilere gerek olmadan mevcut kanal aletleri ve medikamentler ile
uygulanabilmesi, kok kanalinda yeni doku olusturmak igin kisinin kendi kan
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hlcrelerinin yeni dokunun kaynagi olarak kullaniimasi, immun yanitlarin azalmasi
ve diger tekniklerde olusabilecek enfeksiyon gelisiminin onlenmesi seklinde

siralanabilir [47].

Kok kanali revaskularizasyonunun dezavantaji ise; birgok arastirmaci tarafindan
kan pihtisinin dis pulpa dokusunun rejenerasyonunu sagladigi bildiriimesine
ragmen; bu rejenere dokunun kaynaginin hala tanimlanamamig olmasidir. Bu
yontemin rutin Klinik uygulamada kullanilmasi i¢in, daha fazla hayvan deneylerine

ve klinik galigma bulgularina ihtiyag duyulmaktadir.

Uclii Antibiyotik Patinin icerigi (3 Mix-MP)
e Antibiyotikler (3Mix): 200 mg siprofloksasin, 500 mg metronidazol ve 100 mg
minosiklin
e Taslyicl olarak (MP): makrogol merhem ve propilen glikol kullaniimaktadir
[83].

Ucli Antibiyotik Patinin Hazirlanisi

Endodontik tedavinin bagarisinda kok kanallarindan bakterilerin uzaklastirilmasi en
onemli konudur. Kok kanal sistemindeki bakteriyel enfeksiyonlar hem aerobik hem
de anaerobik suslar nedeniyle meydana gelebildigi icin tek bir antibiyotikle
dezenfekte edilmesi mimkin olmayabilir. Bundan dolayi birden ¢ok antibiyotigin
kombine bir sekilde kullaniimasi uygun goértlmustir. Bu konudaki en ¢ok kullanilan
antibiyotik kombinasyonu metronidazol, siprofloksasin ve minosiklin (3 Mix)
karnigimidir. Antibiyotik karisiminin hazirlanmasi igin dncelikle, nester yardimiyla
antibiyotiklerin dig kapsulleri kesilir ve acilarak, igerikleri ayri havanlara bosaltilir.
Her havandaki antibiyotik igerigi, toz haline gelinceye kadar dovulur ve daha sonra
her antibiyotikden esit oranda alinarak (1/1/1) karistirilir [83].

Aciklanan revaskularizasyon vakalarinin birgogu, apikal kdk gelisimini bitirmemis
disler olmasina kargin; apikal genisligi yaklagik 1x1 mm olan ve reimplante edilen
avilse dislerin (disin alveol soketinden tamamen yer degistirmesi) de, benzer
sekilde revaskularizasyon gosterdigi bildirilmistir [84]. Rejenere olan dokunun
fenotipinin dis pulpasina benzeme konusu henuz tamamen belirlenmemis; ancak
simdiye kadar yayimlanmis ¢alisma sonuglarinda, kdk gelisiminin devam ettigi ve

elektrik pulpa testinde (EPT), pozitif yanit alindigi bildirilmigtir [85].
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2.2.4.3. Erigkin (Postnatal) Kok Hiicre Tedavisi

Rejenerasyon potansiyeli olan hiicrelerin elde edilmesi icin en kolay yol, dezenfekte
edilen kok kanal sistemine apeks acildiktan sonra erigkin kok hucrelerinin
enjeksiyonudur. Erigkin kok hucreleri kemik iligi, amniyotik sivi, periferik kan, gobek
kordon kani, plasenta membrani, nazal mukoza, i¢ kulak, dis pulpasi, santral sinir
sistemi, sindirim kanali, deri epidermisi, iskelet kasi, kornea, retina, yag dokusu,
pankreas, kalp, karaciger ve akciger gibi bir ¢ok dokudan elde edilebilir [86].
Arastirmacilar i¢cin dnemli sorun, yetiskin pulpada olan fibroblast ve odontoblast gibi
cesitlilik gosteren hucrelere donusebilecek potansiyele sahip, erigkin kok hucre
kaynaginin belirlenmesidir. Olasi bir ydontem de; pulpa kdk hicrelerinin, kisinin kendi
hdcrelerinden (dondurularak saklanmis kordon bagi veya yanak mukozasi) ya da

laboratuvar ortaminda gelistirilen hayvan pulpa hicrelerinden izole edilmesidir.

Erigkin kok hlcre tedavisinin avantajlarindan biri de bu hucrelerin otojenik
potansiyelinin bulunmasi ve yeni pulpa rejenerasyonu igin uyarici ozellige sahip
olmasidir [47].

Kok hucrelerin hayatta kalma suresinin az olmasi erigkin kdk htcreler ile tedavi
yapillmasinin dezavantajlarindan birisidir [47]. Diger taraftan Brazelton ve
arkadaslar erigkin kdk hucrelerin, vicudun farkli bolgelerine go¢ edebilecegini ve
anormal mineralizasyonlara neden olabilecegini gostermiglerdir. Bu problemin, kok
hicrelerin  fibrin pihtt veya doku iskelesi ile bir arada uygulanmasiyla
¢6zimlenebilecegi Oneriimektedir [87]. Genelde doku iskeleleri, hicreler ve
biyoaktif sinyal molekulleri ile birlikte kullanihrlar. Doku iskelesi ile blyume
faktorleri/molekuler sinyaller olmadan, sadece kok hucrelerin pulpa bosluguna
enjeksiyonu ile yeni ve fonksiyonel bir pulpa dokusunun olusturulma olasiligi
dusuktar [88].

2.2.4.4. Pulpa implantasyonu

Dis pulpasi doku muhendisligi yaklasimi, ilk olarak Mooney grubu tarafindan
kullanilmigtir [89]. Bohl ve ark.[90] tarafindan yapilan galismada pulpa hicreleri in-
vitro ortamda poliglikolik asit (PGA) iskele Uzerinde kulture edilmigler ve sonucta

yuksek yogunluklu dogal pulpa benzeri bir yapi elde etmislerdir.

Pulpa implantasyonu igin in-vitro ortamda hazirlanmig pulpa dokusu, dnceden

bicimlendiriimis ve dezenfekte edilmis kdk kanal sisteminin igine transplante
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edilebilir. Pulpa dokusunu elde etmek igin, aritilmig, hastalik ve patojen igermeyen
pulpa kok hicre dizisi veya biyopsi yontemi ile alinan ve in-vitro ortamda geligtirilen

hdcreler de kullanilabilir [47].

Kullanilan pulpa implantasyon ydnteminin avantaji, bir araya toplanmis kok hicre
tabakalarinin buyuattlmesinin birbirinden bagimsiz hucrelerin enjeksiyonuna gore

daha stabil ve daha kolay olmasidir [47].

Diger taraftan pulpa implantasyonunun dezavantaji ise, teknik olarak oldukga ince
ve kirilgan yapida olan kok hucre tabakalarinin implantasyonunun zor olmasidir ve
bu nedenle daha gercekci implantasyon tekniklerinin gelistiriimesine ihtiyag vardir.
Hucre tabakalarinin, kok kanal duvarina baglanabilmesi igin yeni ydntemlerin
gelistiriimesi gerekmektedir. Apikal bodlgede damarlanma saglandigi igin kok
hicreler bu bdlgeye tabakalar halinde implante edilebilirler fakat koronal bdlgede
yeterli damarlanma bulunmadigi igin hlcrelerin doku iskelesi ile desteklenmesi
gerekmektedir [47]. Helmlinger ve ark.[91] yaptiklari galismada kapiller kan destegi
icin, oksijen difuzyon mesafesini maksimum 200 pm olarak belirtmisler ve bu
mesafeden daha uzakta bulunan hicrelerin, anoksi ve nekroz riski altinda

olduklarini bildirmislerdir.

2.2.4.5. Doku iskelesi implanti

Pulpa kdk hicreleri hiicre organizasyonunu ve damarlanmasini destekleyecek, U¢
boyutlu, biyouyumlu, pordz polimer yapida bir doku iskelesi ile desteklenmelidir [88].
Doku iskelesi, hucre farkhlagsmasinin ve blyldmesinin saglanmasi, hicre
adezyonunun arttirlmasi ve migrasyonu icin uygun, U¢ boyutlu biyolojik ve fiziko
kimyasal bir ortam saglamaktadir. Doku iskelesinin igerigi; kok hucrenin
cogalmasini, farkhlasmasini ve hizli doku olusumunu saglayan buyume faktorleri,
hidcrenin hayatta kalmasini ve blylUmesini saglayan faktorler ve kok kanall

icerisinde bakteri gelisimini engelleyen antibiyotik karisimindan olusmalidir [47].

Doku iskelesinin, biyouyumlu ve vucuttaki yapim oraniyla uyumlu bir biyobozunurluk
oranina sahip olmasi gerekmektedir ve yeni bir cerrahi uygulamaya gerek olmadan
cevre dokular tarafindan rezorbe edilebilmelidir. Ayrica hlcre beslenmesine ve
difizyona izin verebilecek uygunlukta yiksek gozeneklilige ve yeterli gozenek
genisligine sahip olmalidir [92, 93]. Bottino ve ark.[94] yaptiklari ¢aligmada
elektroegirme yontemi ile Uretilen ve biyolojik olarak guvenli, antibiyotik iceren
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polimer bazli doku iskelelerinin ila¢ salim sistemi olarak rejeneratif endodontide

islevsel olabilecegini 6ne surmuglerdir.

2.2.4.6. Enjekte Edilebilir Doku iskelesi Uygulamalari

Sert doku iskele yapilari, kemik gibi fiziksel destek gerektiren dokularin tedavisi igin
Onerilmektedir. Ancak, kok kanal sisteminde doku muhendisligi Urinu olan pulpa
bunyesel destek gerektirmediginden polimer hidrojel, U¢ boyutlu yumusak doku
iskelesi olarak kullanilabilir [95]. Hidrojeller; enjektor ile kolaylikla uygulanabilen ve
invazif olmayan doku iskelesi olarak kullanilabilirler [96]. Arastirmacilar, hidrojellerin
pulpa kok hucrelerinin rejenerasyonunu arttirdigini ve duzenli bir dokuya
doénlsimuinl kolaylastirdigi icin ideal olduklarini belitrtmiglerdir [97]. Ancak, bu
konudaki arastirmalar ¢ok yenidir ve etkinliginin in-vivo deneyler ile kanitlanmasi

gerekmektedir.

2.2.4.7. Ug Boyutlu (3D) Hiicre Yazilimi

Uc boyutlu baski teknolojisinde ink-jet-seklinde bir cihaz, digin pulpa dokusunun
yapisini yeniden olusturmak icin kullaniimaktadir ve hlcre tabakalari doku iskelesi
olarak hidrojel igine suspansiyon halinde dagitiimaktadir. Daha sonra elde edilen
yapi, cerrahi islem ile dis dokusuna implante edilmektedir [98]. Bu yontemin
avantajl, dogal dis pulpa yapisini taklit eden doku yapilari olusturma potansiyeline
sahip olmasi ve farkli hiicrelerin tam olarak yerinde konumlanabilir olmasidir. Fakat,

etkinligi in-vivo olarak henuz gosterilememistir.

2.2.4.8. Gen Tedavisi
Endodontide gen tedavisinin temel amaci mineralizasyonu tesvik etmek igin

terapotik genleri bir tasiyici yardimi ile pulpa dokusu igine nakletmektir.

Bu yontemde bir tasiyici (vektor), tedavi edici geni hastanin hedef hicrelerine
tasimak icin kullanilir. Vektdér damardan ya da vicut igindeki belirli bir dokuya
dogrudan enjekte edilebilir ve s6z konusu genler hedef hicrelerin igine alinir. Ayrica
hastanin hedef hicreleri cikarilabilir ve laboratuvar ortaminda vektor
uygulamasindan sonra vektoru igeren hucreler hastaya yeniden verilir. Gen
terapisinde retrovirtsler, adenovirusler, adeno baglantili viriisler (AAV), lentivirtsler
ve herpes simplex virls tip 1 (HSV-1) viral vektorler olarak gesitli arastirmacilar

tarafindan kullaniimistir [61].
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Gen tedavisinde ¢oziulmesi gereken esas sorunlar ise transgenin yeterli ve uzun
sureli ekspresyonu, hicresel transdiiksiyon orani ve bagisiklik sistemi tarafindan
reddedilmesi riskinin bulunmasidir. Gen tedavilerinin rejeneratif endodontide
kullaniminin saglik agisindan riskinin yuksek olmasi nedeniyle yakin bir zamanda

mumkun gorulmedigi belirtilmigtir.

2.3. Kemik ve Dig Doku Miihendisliginde Kullanilan Biyosinyaller

Sentetik yapili bir glukokortikoid olan deksametazon (Dex) sistemik kullanimda
kemik Uzerinde katabolik etki gostermektedir. Dex, in-vitro uygulamalarda secici
olarak osteoprogenitor huacrelerin  ¢ogalmasini  ve osteoblastik hucrelere
farklilasmasini saglamaktadir [99]. Shinshuke ve arkadaslari tarafindan yapilan
calismada [100], sican mezenkimal kok htcrelerinin 107 M Dex ile muamele
edildiginde RunX2, kemik sialoprotein ve osteokalsin mRNA ekspresyonlarini
artirdigini  gostermiglerdir. Dex, p-gliserofosfat ve askorbik asitle birlikte
kullanildiginda periodontal ligament hucrelerinin ve sigan kemik iligi stroma
hicrelerinin - mineralize nodll olusturmasini  artirmistir  [101, 102]. Ayrica
deksametazon ortamdan uzaklastirildiginda mineralize nodil olusumunun
etkilenmedigi, ancak nitelik olarak farkli bir doku olugtugu belirtiimigtir [101].
Rutherford ve arkadaslari tarafindan yapilan g¢alismada ise [103] Dex, kollajen
tasiyici ve trombosit tlrevli blyime faktért (PDGF) ile birlikte deneysel periodontal
defektlerin tedavisinde kullanildiginda, sement ve periodontal ligament olusumunu

bes kat, kemik olusumunu ise yedi kat arttirdigi belirtilmistir.

Fareler tizerinde steril kosullar altinda yuruttlen deneylerde dental pulpa dokusunun
benzer bag dokulari onarmak igin yeterli kapasiteye sahip oldugu gosterilmistir. Bu
dentin-pulpa kompleksinin rejenerasyon suresince bol kan temini gibi 6zel kosullar

altinda enfeksiyondan uzak tutulmasi gerekmektedir [104].

Suja ve ark.[105] tarafindan yapilan ¢alismada surekli salim gosteren Dex yUkli
kitosan nanopartikulleri APKH’lerin kaltir ortamina eklenmisler ve 4 hafta boyunca
hicreler Uzerinde Dex etkisi incelenmistir. Alkalen fosfataz (ALP) gen ifadesi 2 hafta
sonra, odontojenik farklagsmanin 6zel markiri olan dentin matriks protein 1 (DMP-1)
ifadesi 3 hafta sonra belirli sekilde artis géstermistir. Sonug olarak biyoaktif molekl
olan Dex kontrolli salimi APKH’lerin odontojenik farklilasmasini dogrudan

etkilemigtir.
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IDPKH’ler farkh hiicrelere indiikklenme potansiyeli gostermesine karsin, orijinal
Ozelliklerini korumaktadir. Fakat iDPKH’ler dis pulpa kompleksi olusturma
yetenegine sahip olmasina ragmen dentin-benzeri dokuda dentin tubulleri
uretmemektedir [4]. Buna ek olarak, iDPKH’ler sadece dig sert doku benzeri doku

olusumu degil, ayni zamanda kemik benzeri dokulari da olugturabilmektedirler.

iDPKH’lerin temel 6zelliklerinden birisi odontoblast farklilagsmasi olan mineralize
dokulari olugsturmasidir. Ancak bu farklilagsma saglikli dentin varligi gibi 6zel kosullar
altinda yapilmaktadir [106, 107].

DPKH’ler CD (cluster of differentiation) 45, CD34, CD14 gibi hematopoetik
antijenlerin negatif ekspresyonu ve CD106, CD146, Stro-1[7], CD29, CD73, CD105
ve CD44 gibi stroma antijenlerinin pozitif ekspresyonu ile karakterize edilebilirler
[56]. Notch reseptérleri (Notchl, Notch2, Notch3 ve Notch4) evrimsel olarak
korunan transmembran proteinlerdir. Notch reseptor-ligand kompleksinin olusmasi
ile hacrelerin farklilasmadan c¢ogdalmalarini saglayan transkripsiyon faktorleri
aktiflesir. Erigkin sigan dislerinde Notch reseptorlerinin sentezine rastlanmasa da
hasar sonrasi sub-odontoblastik hicrelerde, hasarli bdlge etrafindaki pulpa
fibroblastlarinda, kokin ug¢ kisminda varli§i gosterilmistir. Bunun yaninda, Notch
pozitif hucrelerin odontoblast benzeri hucrelere farkhlastigi hentz net olarak

gosterilememigtir [8].

insan DPKH’leri kemik iligi tirevli kdk hiicrelere gére %30 oraninda daha yiiksek bir
cogalma kapasitesine sahiptirler [42] ki bu da hicre ¢ogaltma suresini oldukga
kisaltmaktadir. Yang ve arkadaslari tarafindan 2007 yilinda izole edilen DPKH’ler
ile yapilan ¢aligmalarda Stro-1 pozitif hiicrelerin nérojenik, adipojenik, miyojenik ve
kondrojenik farklilasma ediliminde oldugu, Stro-1 negatif hicrelerin ise
odontoblastlara farklilasamadigi gdsterilmistir [108, 109]. Cizelge 2.2.’de dis
Kokenli kok hucrelerinin  dentin/pulpa ve kemik dokusundaki rejenerasyon

calismalari verilmigtir.
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Cizelge 2. 2. Dis dokularindan elde edilen kok hucrelerin dis rejenerasyonunda kullanimi.

Tarler | Hicre Besi Ortami Transplantasyon Doku iskelesi Hucre Zaman Transplantasyon Referan
Kaynagi Konakgi [Taslyicl Sayisi Sonuglari ve Klinik S
Uygulama
insan | Dis folikil Alfa MEM + Bagisiklik yetersizligi Aritiimis dig - 8 Hafta Sement ve dig-pulpasi [110]
hicreleri 10% FBS olan fareler matrisi gibi dokularin olusumu
insan | Dis pulpa Alfa MEM + Bagisiklik sistemi HAp/TCP 5 x106 6 Hafta Dis benzeri [4]
dokusu 20% FBS + bastiriimis fareler yap! olusumu,
Askorbik asit odontoblast benzeri
hicreler, pulpa benzeri
doku
insan | Gémuli dis Alfa MEM + Bagisiklik sistemi HAp /TCP 4 x106 2,4,6 ve Odontoblast benzeri [19]
(19-29 | pulpa dokusu | 15% FBS + bastiriimis fareler 16 Hafta hicrelere farklilasma
yas) Askorbik asit
insan | Gémuli dis Mezenkimal Agir kombine bagisiklik | kalsiyum fosfat 1 x108 8-15 Hafta | Dis / pulpa benzeri [75]
(12-25 | pulpa dokusu | Kok Hucre besi | yetmezlidi olan doku iskelesi hicrelere farklilagsma
yas) ortami (SCID) fareler
(MSCGM)
insan | Gémuli dis Alfa MEM + Agir kombine bagisiklik | Poli-D,L-laktid 1 x107 3-4 Ay Tibdl ve osteodentin [111]
(16-24 | pulpa ve 15-20% FBS + | yetmezlidi olan glikolid hicre/m Olusumu
yas) apikal dokusu | Askorbik asit (SCID) fareler (PLG) L
insan | Dis pulpa kék | Alfa MEM + Bagisiklik sistemi Nanofibréz (NF) | 1 x108 8 Hafta Odontoblast benzeri [112]
hicresi 10% FBS kapatilmis fareler Poli Laktik /doku hicrelere farklasma
Asit (PLLA) iskelesi
insan | Dis pulpa kék | Alfa MEM + insan alt gene kemigi Kolajen doku - 1Yl Kemik olusumu [113]
(24-40 | hicresi 20% FBS iskelesi ve periodontal doku
yas) restorasyonu
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2.4, Kitin ve Kitosan

1811 yilinda, Henri Braconnot tarafindan yapilan galismada biyopolimerik kitosan
mantar hicre duvarlarindan izole edilmis ve “fungin” olarak adlandiriimistir. Daha sonra
Odier fungine ‘kitin’ ismini vermistir. Kitinin kesfedilmesinden sonra ‘kitosan’ ismi ortaya
citkmigtir. Kitosan 1859 yilinda Rouget tarafindan yapilan birgok deneme ile potasyum
hidroksit ¢ozeltisinde kitini I1sitmasi ve deasetilasyonu sonucu elde edilmigtir.
Rammelberg 1930’daki calismasi ile kitosanin yenge¢ kabuklarinda bulundugunu
ispatlamistir. 1950’lerde X-1sini analizleri ile mantarlardaki kitin ve kitosanin olusumu
incelenmigtir. Braconnot’un ilk gbzlemlerinden sonra, kitosan Uzerine ilk kitap Muzarelli
tarafindan 1951 yilinda yayinlanmistir. 1960’lerde kitosanin kirmizi kan hucrelerini
baglama yetenegi Uzerinde durulmus ve hemostatik bir ajan olarak da incelemeler
yapilmistir. Sonraki otuz senede ise, kitosan su aritma tesislerinde suyun zehir etkisini
giderici olarak kullaniimistir. Kitosan sahip oldugu birgok dnemli 6zelliginden dolayi son
20 yilda, Uzerine bir ¢ok arastirma da yer almigtir. Gunumizde kitosan birgok
endustriyel uygulamaya sahiptir ve ortaya konan yararlarindan dolayi kitosana duyulan
ihtiyac giderek artmaktadir [114].

Kitosan, [B-(1—4) bagh D-glukozamin Unitelerinden olusan bir lineer amino
polisakkarittir [115, 116]. Polikatyonik bir biyopolimer olan kitosan genellikle yengec,
karides, midye gibi bazi deniz kabuklularinin ve ¢ekirge, drumcek gibi bazi boceklerin
kabuklarinda yer alan kitinin (Sekil 2.5) deasetilasyonu sonucunda elde edilir [116].
Deasetilasyonun ilk basamaginda hammadde olan kabuklarin seyreltik sodyum
hidroksit (NaOH) c¢ozeltisinde deproteinizasyonu yapilir. Deproteinizasyon igin NaOH,
Na2COs, NaHCOs ve NazS gibi ¢esitli kimyasal maddeler denenmistir. Ancak en uygun
olan maddenin NaOH oldugu goérulmustur. Kitosan ikinci karbon pozisyonunda bulunan
—NH2 gruplarinin protonlanmasi sonucu ¢ozunur ve asidik ortamlarda polielektrolite
donasur. Kitosan fosforik, sitrik ve sulfurik asit gibi asidik ¢ozeltilerde iyi ¢ozinmez,
ancak; formik, sitrik ve asetik asitin seyreltik ¢cozeltilerinde iyi ¢ozinur ve standart bir
cobziicu olarak genellikle asetik asit ¢oOzeltisi dekalsifikasyon igin kullanilir ve
dekalsifikasyon isleminin ardindan saflastirma islemine tabi tutulur ve kitosan elde edilir
[117].
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Sekil 2. 5. Kitin ve kitosanin kimyasal yapilari.

Kitosan sahip oldugu bu o&zeliklerden dolayl, negatif yUkli polimerlerle,

makromolekullerle, polianyonlarla vs. etkilesme yetenegine sahiptir.
Kitosan;
e Lipitler, proteinler ve bir¢cok biyoaktif madde ile baglanabilir,

e Negatif yukli polimerlerle (alginat gibi) ag veya matris olusumu gerceklestirebilir

ve

e Vicuttaki  6nemli  fonksiyonel karbohidratlarla  (hiyaluronik  asit,

mukopolisakkaritler) uyumludur [118].

Bu 6zelliklerinin yaninda su ve yag baglama kapasitesi oldukga fazla olup ¢ok iyi film
olusturma Ozelliklerine de sahiptir. Sekil 2.7°de kitosanin bazi iglevsel 6zelikleri
verilmistir. Genel olarak bakildiginda kitosan asagida belirtilen 6zeliklerden dolayi

bircok endustriyel uygulamada kullanima sahiptir;
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¢ Yenilenebilir 6zeliktedir, bol miktarda bulunmaktadir,
e Toksik degildir, biyouyumludur ve biyobozunurdur,

e Asit giderici, antitlser, antitimor, antimikrobiyal, antioksidan, antibakteriyel ve
antifungal etkilere sahiptir,

e (Cozunmesi igin zararli organik ¢dzlculere gerek duyulmaz,
e Katyonik bir polimer olup negatif yuklu yuzeyler ile kolayca etkilesir ve

e Kitosan mikro ve nanopargaciklarini hazirlamak oldukga kolaydir.

‘ Nifuz arttirici

A

’ Antikoagiilan I immiinolojik |

Biyouyumlu Mukoadezif ‘

| Biyogozinur ‘ \\ ‘ Antimikrobiyal

Kltosan ‘ Yenilenebilir

Non-toksik

Antitimaral ‘ Bakteriostatik |

Agri Kesici ’ Hemostatik ‘

Yara Kapatici Yara lyilestirici ‘
A 4

Kolesterol DisUrlici

Sekil 2. 6. Kitosanin iglvsel 6zelikleri.
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2.4.1. Doku Miihendisliginde Kitosan

Kitosan sert ve yumusak dokulardaki yara iyilesme surecinde olumlu etkiler
gOstermektedir. Ayrica, farkl ydntemlerle Uretilerek cesitli ihtiyaglara yanit verebilecek
doku iskeleleri dretimi igin uygun bir biyomateryaldir. Ayni zamanda kitosan, yara
iyilesmesi prosesinde polimorfonukleer hucrelerin  (PMN), makrofajlarin  ve
fibroblastlarin aktivasyonu, sitokin tretimi, tip 1V kollajen sentezinin stimtlasyonu gibi
asamalarda onemli rol oynar, deride sinir ve kan damari rejenerasyonunu hizlandirir,
deri  hasarlari, yanik tedavisinde 06rti  materyali olarak kullanilabilir.
In-vitro Kkdltir ortamlarinda biiyiime faktorlerini uyaran ve dokularin biiyiime hizi
Uzerine etkisi olan kitosan, hucre sayisini ve dokuda tabaka sayilarinin artisini
hizlandirir. Cesitli farmakolojik ajanlar ve biyolojik araci molekiiller icin uygun bir tasiyici
olarak kullanilabilmesi kitosanin bir diger Gstun ozelligidir. Yapilmis olan
in-vivo ¢alismalarda kitosanin deri fibroblastlarinda c¢ogalmayi indikledigi
belirtiimektedir [119]. Bu 6zellikleri ile kitosan doku iskeleleri, periodontal ve kemik doku
muhendisligi ¢galismalarinda kullanim igin yuksek potansiyele sahiptir. Ancak, kitosan
doku iskelelerinin, literatirde Ozellikle rejeneratif periodontal tedavilerde kullanimi

konusundaki bilgiler yeterli duzeyde dedgildir.

Muzzarelli ve ark.[120] yaptiklari ¢alismada, kitosanin bag dokusu elemanlarindan
glukozaminoglikan (GAG) benzeri yapisiyla, yara iyilesmesi sirasinda dokunun
stabilitesini ve yapisini destekledigini, U¢ boyutlu bir iskele olusturdugunu ve kitosana

maruz birakilan bakterilerde belirgin morfolojik degisimlerin gézlendigini bildirmislerdir.

Lahiji ve ark.[121] tarafindan yapilan calismada kitosan kapli plastik ytzeylerde
osteoblastlarin  canliliklarini %90 oraninda koruduklari, osteoblastik hiicre
morfolojilerini ve fonksiyonlarini surdurdukleri gosterilmistir. Huang ve ark.[122]
tarafindan yapilan calismada STRO-1 ve CD146 cift pozitif DPKH’leri olarak
tanimlanmis ve STRO-1 ve CD146 ¢ift negatif olanlar DPH’leri olarak tanimlanmis ve
DPKH’lerine goére daha Ustlin klonogenik potansiyel ve osteojenik farklilasma
yetenegine sahip olduklari gbzlenmistir. Ayrica, ekzojen glukozaminin (glcN) duguk bir
konsantrasyonda (0.005 mg/mL) erken osteojenik farklilagsmayi desteklemekte oldugu

gOsterilmigtir [122].
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Aragtirmacilar bu bulgularla, osteoblastik hucrelerin kullanildigi doku muhendisligi
calismalarinda kitosanin uygun bir tasiyici oldugu sonucuna varmislardir. Kitosanin
katyonik yapisi, hiicre yapismasi igin dnemli bir faktor olup deasetilasyon derecesi de

hldcre yapisma mekanizmasini etkilemektedir.

Kolkkevold ve ark.[123] yaptiklari ¢calismada, farelerden elde edilen mezankimal kok
hicre kultirlerine asetik asitte ¢ozulerek uygulanan 2 mg/mL’lik kitosanin, kontrol
grubuna gore iki kat daha fazla mineralize nodul olusumunu sagladigini ve kitosanin

osteoprogenitor farklilasmasini ve kemik olusumunu destekledigini gostermiglerdir.

Gozenekli kitosan doku iskeleleri cok farkl yontemlerle Uretilebilmektedir. Bu yontemler
arasinda "dondurarak kurutma" yéntemi pek cok arastirmaci tarafindan basariyla
uygulanmis ve 100-300 pm arahginda goézenek boyutu elde edilmistir [124]. So6z
konusu yontemde, olusan buz kristalleri donmus kitosan ¢ozeltisinden liyofilizasyon
sonucu uzaklastirilarak gozenekli ve gézenekler arasi i¢sel baglantilari olan matris yapi

elde edilmesi mumkun olmaktadir.

Lee ve ark.[125] tarafindan yapilan calismada kemik rejenerasyonu i¢in dondurarak
kurutma yontemiyle elde edilen kitosan iskelelerden PDGF-BB (platelet-derived growth
factor) buyume faktort salim kinetigi incelenmis ve kullanilan modifiye edilmis kitosan
iskeleden buyume faktor saliminin 21 gune kadar devam ettigi bildirilmigtir. Ayrica,
kraniyal defektlere yerlestiriien PDGF-BB yukli kitosan singer uygulamasinin kemik

rejenerasyonunu artirdigini da gostermiglerdir.

Seol ve arkadaslar tarafindan yapilan c¢alismada [126], dondurarak kurutma
yontemiyle Gretilmis kitosan doku iskelesinin kemik olusumu tGzerine etkisi incelenerek,
100-200 ym arahginda elde edilen gdézenek boyutunun hicre gogalmasina olanak
sagladigi tespit edilmigtir. Dolayisiyla in vitro ortamda kemik olugsumu igin, kitosan doku

iskelesinin etkin bir sekilde kullanilabilecedi vurgulanmistir.

Ho ve ark.[127] tarafindan yapilan galigmada, dondurarak kurutma yontemiyle, hiicre
tutunmasini artirmak igin RGD immobilize edilmis kitosan doku iskelelerinin Uretimi

amaclanmistir. Calisma sonucunda, RGD ile immobilize edilmis kitosan doku
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iskelelerinin osteoblast kultir galigmalarinda ve kemik doku rejenerasyonunda etkili

oldugu saptanmistir.

Kitosanin yara iyilesme sureci Uzerindeki olumlu 6nemli etkilerinden biri antibakteriyel
ve antifungal 6zelliginin olmasidir. Kitosanin antibakteriyel etkisinin mekanizmasi tam
olarak bilinmemektedir ve bu konuda; pozitif yizey yukli kitosan molekullerinin negatif
yukll bakteri membranina baglanarak bakterilerin fonksiyonunu bozmasina neden
olmasi; besin elementlerinin tasinmasini inhibe ederek bakteri iceriginin disari
sizmasini tesgvik etmesi; selat yapici bir ajan olarak iz elementlere baglanmasi;
mikrobiyal gelisimi ve toksin Uretimini inhibe etmesi; DNA ile baglanmasi ve mRNA
sentezini engelleyerek bakteri Gremesini durdurmasi gibi c¢esitli teoriler ileri
surtlmastur. Kitosanin patojen bakteriler Gzerine etkisi ¢esitli arastirmacilar tarafindan
incelenmigtir. Wang tarafindan [128] yapilan in-vitro ¢aligmada kitosanin %1-1.5
konsantrasyonlarda Staphylococcus aureus, %0.5-1 konsantrasyonlarda E. coli
Uzerinde inhibisyon olusturdugunu ve kitosanin antibakteriyel aktivitesinin pH 5.5 da
PH 6.5ten daha glg¢li oldugu bildirilmistir.  Kitosanin;  Actinobacillus
actinomycetemcomitans, Porphyromonas gingivalis, Streptococus mutans ve
S. aureus gibi 6nemli periodontopatojenler, Uzerinde inhibe edici etkileri oldugu
bilinmektedir [129-131]. Antibakteriyel o6zellikleri kitosanin in-vivo kullanimlar igin
uygunlugunu desteklemektedir. Lian ve ark.[132] yaptiklar ¢alismada, farkli molekdl
agirhikh (MW), kitosanin antimikrobiyal etkisini incelemek i¢in E. Coli ve S. Aureus
kullanmiglardir. Kitosan konsantrasyonu ve molekul agirhginin sirasiyla antimikrobiyal
mekanizma Uzerine etkisi incelenmistir. Molekul agirligi arttikga, S. aureus lzerinde
antimikrobiyal etki glclenmistir ancak, E. coli Gzerindeki etkisi zayiflamistir. Omura ve
ark.[133] tarafindan yapilan ¢alismada Gram pozitif bakteriler icin kitosanin minimum
inhibitér konsantrasyon (MiK) degerlerinin Gram negatif bakterilerden daha diisiik
oldugu bildirilmistir. Jeon ve ark.[134] yaptiklari benzer ¢galismada E. coli, E. coli O
157, Salmonella typhi, S. aureus, Bacillus sublitis gibi ¢ogu bakteriler igin MK
degerlerini % 0.1’in altinda ve Pseudomanas aeruginosa icin ise % 0.25 olarak
belirlemislerdir. No ve ark.[135] farkh molekil agirlikli kitosanlarin antimikrobiyal
etkinligini Gram negatif (Escherichia coli, Pseudomonas fluorescens, Salmonella

typhimurium ve Vibrio parahaemolyticus) ve Gram pozitif (Listeria monocytogenes,
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Bacillus megaterium, B. cereus, S. aureus, Lactobacillus plantarum, L. brevis ve L.
bulgaricus) bakteriler icin arastirmislardir. Sonu¢ olarak kitosanin % 0.1
konsantrasyonunda Gram pozitif olanlara daha gucli bakterisidal etki gosterdigi ve

uremelerini engelledigi rapor edilmigtir.

Kitosanin biyomateryal olarak kullanildiginda basarisini etkileyen diger bir faktor,
biyouyumlu yani ‘vucutla uyusabilir olmasi ve kendisini ¢evreleyen dokularda
iltihaplanma, pihti olusumu vb gibi istenmeyen tepkiler meydana getirmemesidir.
Kitosan bozunum hizinin, deasetilasyon derecesi ve molekll agirligi gibi faktorlerle
kontrol edilebilir olmasi, doku iskele materyali olarak kullaniimasi agisindan énemli bir
avantajdir. Bunun yani sira, doku rejenerasyonunu hizlandirici olmasi nedeniyle
kitosan ve turevleri kemik ve kikirdak iyilesmesinde kullanim yeri bulmustur. Kitosan
turevlerinin in-vitro hicre kiltiriinde ve in-vivo olarak hayvan modellerinde olusturulan

kemik defektlerinde osteojenik aktivitesi gosterilmistir [136].

2.5. Hidroksiapatit

Hidroksiapatit (HAp), kalsiyum fosfat bazli seramikler sinifindandir. Kalsiyum fosfat
bazli seramik mazlemeler biyoaktif ve biyouyumlu 6zeliklerinden dolayr 6nem
tasimaktadirlar. Kalsiyum fosfat seramikleri, HAp, ortakalsiyum fosfat (OCP, Ca sH2
(POa4)s), trikalsiyum fosfat (TCP, Cas (POa4)2), dikalsiyum fosfat dihidrat (DCDP,
CaHPO4.2H20) ve dikalsiyum fosfat (DCP, Ca2P207) olusturmaktadir. Kemik destek
malzemesi olarak en fazla HAp ve TCP kullaniimaktadir [137]. HAp hegzagonal kristal
yaplya sahip ve dogal kemik mineraline kimyasal ve yapisal benzerliginden dolayi
kemik asi malzemesi olarak kullaniimaktadir. Kimyasal formili Ca1o(PO4)s(OH)2 ve

Ca/P orani 1.67°dir [138]. HAp yapisi sematik olarak Sekil 2.7°de gdsterilmistir.
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Sekil 2. 7. HAp’'nin sematik olarak gosterimi.
http://www.chemtube3d.com/solidstate/SShydroxyapatite.htm

HAp tumor cerrahisinde kemikte olusan boslukta dolgu materyali olarak, kirik kemik
onariminda kemikteki defekti kapmak icin kopru olarak, dis hekimliginde dis kokunu
beslemede ve implant kaplamalarinda kullaniimaktadir. Yumusak doku biyoaktif
davranis gosteren HAp ile baglanarak yapisir ve implantin kaymasini engeller. Ayni
zamanda vicut implanti yabanci madde olarak algilamaz. HAp kemik dolgu materyali
olarak toz ya da gozenekli blok seklinde kullanihir. HAp ayni zamanda kemikteki
boslugu doldurarak boglukta 6dem olusumunu ve yumusak dokunun bosluga girmesini
engeller. Bir bagka dnemli gorevi ise kalsiyum ve fosfat kaynagi olmasidir. HAp’nin
yiksek osteoiletkenligi (ylizeyinde kemik olusumuna izin verme) ve dustik bozunma

hizi vardir.

Hidroksiapatit, kemigin temel inorganik bilesenidir ve iskelet yeniden yapilanmasi icin
bir implant maddesidir. HAp biyoimplant maddesi olarak tek basina ya da bir kompozit
parcas! olarak ilgi ¢cekmektedir [139]. HAp mukemmel hicresel uygunluk, kemik
iletkenligi, dislk biyobozunma, biyouyumluluk ve biyoaktifligi nedeni ile kaplama
seklinde bir ¢ok biyotibbi uygulamada kullanilarak polimerin yapismasini ve kemik
olusumunu artirmaktadir. HAp sadece biyoaktif degil ayni zamanda toksik olmayan,
ostekonduktif bir maddedir [138].
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HAp’nin kemik destek ya da onarim malzemesi olarak kullanimi i¢in birgok yontem
geligtirilmigtir [140]. HAp ilk kez Hayek ve Newesly [141] tarafindan kimyasal ¢oktirme
yontemi kullanilarak sentezlenmis olup, daha sonra, su-bazl kalsiyum ve fosfat tuzlari
iceren c¢ozeltilerden kimyasal ¢oktirme veya asit-baz titrasyonu gibi yontemlerle elde

edilebilmektedir [142]. HAp elde etme yontemlerden bazilari,

Hidrotermal yontem ( HAp tanecikler ignemsi (en: 15-25 nm, boy: 130-170 nm)),

Yanma sentezi (tanecik araligi < 0.45 ym),

e Sulu cozeltilerden ¢oktirme (tanecik buyuklaga; en: 20-30 nm boy: 50-60 nm),
e Sol-jel yontemi (tanecik buayuklagu; 10-15 nm),

e Ultrasonik 1sima (tanecik bayukligu; 20 nm),

e Yapay vicut sivisindan ¢oktirme (183.2£33.89 nm),

e Ses (tesi dalga (29.56 nm),

e Mikrodalga — hidrotermal yontem ignemsi yapi (en: 4-15 nm, boy: 20-50 nm)
ve
Ters misel yontemidir.

Sureli yayinlardan secilmis ¢alismalar asagida 6zetlenmigtir.

Lim ve ark.[143] yaptiklari ¢galismada surekli mikremulsiyon, ters mikroemulsiyon ve
emulsiyon sistemlerinde CaClz2 ve (NH4)2HPO4'Un tepkimesiyle 100—4000 nm boyut

araligina sahip nHAp sentezlemislerdir.

Tas ve ark .[144] vyaptiklari calismada hidroksiapatit ve tri-kalsiyum fosfat
biyoseramiklerini SBF (dustk Fe, Cu ve Zn iceren) kullanarak kendiliginden yanma
yontemiyle sentezlemislerdir va bu yontemin 0.45 pm altinda kalsiyum fosfat

biyoseramikleri elde etmek igin alternatif bir yol olabilecegini belirlemiglerdir.

Chen ve ark .[145] calismalarinda nHAp, Ca(NOs)2 ve NH4H2PO4 ¢ozeltileri ile pH>10
degerlerinde ve Ca/P = 1.67 stokiyometrik oraninda sentezlemislerdir. Elde edilen nano

taneciklerinin eni 20-30 nm,boyu ise 50-60 nm olarak belirtilmistir.

Cao ve ark.[146] galismalarinda ultrasonik isima yardimi ile Ca (NOs)2, NazH2PO4
kullanarak ve ¢okturiict olarak karbamid (NH2CONHz2) ile 20 nm boyutunda HAp nano
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tanecikleri elde etmiglerdir. Elde edilen HAp iceriginin sicaklik ve i1sima suresi ile arttigi

saptanmigtir.

Feng ve ark.[147] yaptiklari galismada sol-gel teknigiyle fosfor pentaoksit (P20s) ve
kalsiyum nitrat tetrahidrat (Ca(NO3)2.4H20) kullanarak 600 ve 700°C’de tek faz, 10-15

nm boyutunda HAp nanotozlari elde etmiglerdir.

Guo ve ark[148] calismalarinda nHAp pargaciklarini oda sicakhdinda ters
mikroemulsiyon yontemi ile sentezlemisler ve farkli hidrofil-lipofil dengesi degerlerinin
nanopartikil buydklagu Uzerine etkisini incelemiglerdir. Sonuc¢ olarak hidrofil-lipofil
dengesi degerinin artmasiyla pargacik ¢api ile uzunlugunun arttigini gézlemiglerdir.

Sentezlenen nHAp'’in 20—-100 nm buylklikte oldugunu belirtmislerdir.

Xiao ve ark .[140] yaptiklari ¢alismada ultrasonikasyon ve polimer dagitici (polietilen
glikol, PEG) kullanarak aglomere olmamis nHAp parcaciklarini sentezlemislerdir. Bu
calismada ultrasonun tek bagina aglomerasyonu engellemede yeterli olmadigini ancak
ultrason ve polimer dagitici birlikte kullanildiginda aglomerasyonun buyuk o6lctide

azaltilmis oldugu sonucuna varmislardir.

Feng ve ark .[149] calismalarinda 37°C’ta yapay vucut sivisi (SBF; Simulated Body
Fluid) kullanarak HAp nano fiberleri sentezlemislerdir. Hazirlanan SBF c¢o6zeltisine
CaClz ve K2HPO4.3H20 eklenerek Ca/P orani 1.67 olacak sekilde slspansiyon
hazirlanmis ve farkl surelerde 37°C’lik su banyosunda bekletilmistir. Elde edilen HAp

nano fiberlerin 3-5 nm ¢apinda, 60-100 nm uzunlugunda oldugunu gosterilmistir.

HAp’nin biyouygunlugu Bajpai [150] ve Piattelli [151] tarafindan yapilan deneylerle
kanittanmigtir. Bu deneylere dayanarak HAp 1983 yilindan itibaren kullaniimaktadir.
HAp’nin en 6nemli 6zellikleri arasinda mukemmel biyolojik uyumlulugu 6nde gelir. HAp,
sert dokularla direk kimyasal bag kurar. HAp partikillerinin ya da gozenekli bloklarin
kemige yerlestiriimesinde; yeni doku, 4—8 haftada sekillenir [152]. Yapilan deneylerde
HAp implantlarin, éncelikle fibrovaskuler doku ile kaplandigi ve zamanla bu dokudaki
olgun lamellerin, kemige donustugu tespit edilmistir [153]. HAp'nin osteokonduktif
Ozellikleri de implantlarin kemige siki yapismasina ortam ve olanak saglar. Ayrica

HAp’In lokal buyuame faktorlerine, dzellikle kemik proteinlerine karsi kuvvetli kimyasal
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baglanma egilimi oldugu saptanmistir [150]. HAp’in non-toksik (zehir etkisi olmayan)
[154] 6zellige sahip olmasi sayesinde meydana gelebilecek vicut reaksiyonlari da

minimumdur.

2.6. Bor

Gecmis yuzyil icinde, borun tibbi kullanimi, sadece bir antiseptik olarak sinirliydi ama
son on yil iginde bor, antibiyotik ve antikanser ilaglarin Uretiminde kullaniimaktadir.
Yapilan diger calismalarda borun metabolizmanin duzenlenmesinde ve iltihabik
hastaliklarin tedavisi i¢cin dnemli rolUu olabilecegi gosterilmigtir. Dogal borun iki sabit
(1B, 11B) izotoptan olustugu gosterilmistir ve (1°B) izotopu arastirmacilar tarafindan bir

notron yakalama ajani olarak kullaniimaktadir.

Son calismalarda, bor iceren bilesikler etiketleme ve hedefleme biyomolekil araci
olarak arastiriimistir ve bor nétron yakalama tedavi (BNYT) yontemi, kanser tedavisi
icin kullaniimaktadir. BNYT bir ¢cok arastirmada gdzden gegirilmistir ve bor iceren

bilesikler en poptiler uygulamalarindan birisidir [155-157].

2.6.1. Bor ve Kemik Metabolizmasi

Alveolar kemik; digler icin primer destek yapi olusturan, mandibula ve maksillanin 6zel
bir parcasidir. Arastiricilar kemik olusumu ve tamirinde borun 6zellikle trabekiler ve
alveolar kemik Uzerine faydali etkileri oldugundan bahsetmiglerdir [158, 159]. Bordan
yoksun diyetle (0.1 mg/kg diyet) beslenen erkek sigcanlarla bor destekli diyetle (3mg/ kg
diyet) beslenen siganlar bilgisayarli mikro tomografi (Mikro-CT) ile karsilastirildiginda
bor yoksunlugunun kemik hacmi fraksiyonunu, trabekuler kalinligi azalttigi, trabekuler
bosluklari ise arttirdigi gordimustar. Mikro-CT bulgulari borun kemik dayaniklilgini
dizenleyen trabekuler mikroyapisi igin gerekli olmasa da, bu yapi igin faydali oldugunu
gOstermigstir [158]. Bor yoksunlugunun ayni zamanda dis c¢ekimi sonrasi hemen
baglayan alveoler kemik tamirini de bozdugu gosterilmigtir. Bor iceren diyetle beslenen
fareler (3mg/kg) daha az bor iceren diyetle beslenen farelerle (0.07mg/kg)
karsilastirildiginda, dis cekildikten 14 gin sonra kemik olusumundaki farkedilir

azalmadan dolayi alveoler kemik iyilesmesinde bozulma goralmustar [159].
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2.6.2. Periodontolojide Bor Kullanimi
Borun, antibakteriyel 0zelligi, kemik ve immun cevap Uuzerine bilinen etkileri
periodontoloji alanindaki arastirmacilarin da ilgisini gekmistir. Borik asit bilesiklerinin,

genel tipta antibakteriyel [160] ve antienflamatuvar etkisi [158] rapor edilmistir.

2.6.3. Borun Antimikrobiyal Etkileri

B-laktam antibiyotiklere karsi gelismekte olan direng yirmi birinci yuzyilda insan saghgi
icin bayuk bir tehdit olusturmustur. Metisiline direngli S. aureus (MRSA) enfeksiyonlari,
yalniz ABD'de bir yilda yaklagik 18,000 6lime neden olmaktadir [161].

Bakteriler penisilinler ve sefalosporin antibiotiklere karsi B-laktamaz enzimleri Ureterek
diren¢c kazanirlar. B-laktamaz, serin-amidaz sinifinda bir enzimdir ve bu enzim
antibiyotigin B-laktam halkasinin agilmasina neden olur. p-laktam halkasinin agiimasi

ilacin etkinliginin durdurulmasina yol agmaktadir.

Bakterilerin antibiyotiklere kargi direncini bertaraf etmek igin iki strateji bulunmaktadir;
birincisi enzimatik hidrolize dayanikli yeni B-laktam antibiyotik sentezi, ikinci strateji
ise B-laktamaz enzimini devre disi birakmak igin mevcut antibiyotiklerin gelistirilmis
B-laktamaz inhibitérlerle birlikte kullaniimasidir . ikinci stratejide, boronik asitin etkili
tersinir B-laktamaz inhibitoru olarak etkinligi kanitlanmigtir ve fosfonat inhibitdriine gore
daha buytk bir hicre ici verimlilik sergiledigi gosterilmistir. Tersinir inhibitorler
non-kovalent olarak enzime, enzim-substrat kompleksine ve ya ikisine birden baglanir

ve farkli tip inhibisyonlar uygular.

Bor atomu, bir elektrofil olarak B-laktam halkasinin karbonil islevselligini taklit eder ve
katalitik serin ile tetrahedral geometri olusturur. Bu sekilde, bir ilacin B-laktam

halkasinin aktif sitesine (3-laktamaz enzimlerinin erigimini engeller [162].

Boromisin, antibiyotik 06zellik tasiyan bir bor igerikli dogal biyomolekildir ve
Streptomyces antibioticus’un susundan elde edilir. Boromisinin, Gram pozitif, belirli
bazi mantarlar ve protozoalara kargi etkili oldugu ancak Gram negatif bakterilere karsi
etkisiz oldugu belirtilmistir [163]. Borik asit esterlerinin, klinikte kullanilan eritromisin,
gentamisin ve streptomisin gibi antibiyotikler ile kiyaslanabilir oldugu rapor edilmistir
[164].
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2.6.4. Kemik Rejenerasyonu

Periodontal rejenerasyon, periodontal tedavinin esas amacidir. Periodontal defektlerde
periodontal rejenerasyonu arttirmak igin kemik greftleri kullaniimaktadir [165]. Biyoaktif
materyaller, kaybedilen kemik dokusunu yerine koymak ya da kemik dokusunun
iyilesmesine yardimci olmak igin kullanilir. Zayif osteoporotik kemikleri desteklemek ve
kemik defektlerini doldurmak i¢in bu materyallere gereksinim duyulur [166, 167]. Borun
kemik olusumu ve tamirindeki bilinen faydal etkileri, bor igerikli bir biyoaktif camin
gelistiriimesine dncullk etmistir. Biyoaktif cam, kemik doku muihendisligi ve dogal kemik
rejenerasyonu igin bir doku iskelesi olarak kullanilir. 45S5 biyocam, bor eklenerek
modifiye edildiginde kemik olusumunu artirdigi goéralmustir [168]. Pan ve ark.[166]
Stronsiyum borat camin yeni kemik olusumunu uyarmasindan dolayi, kemik

rejenerasyonunda yeni nesil bir biyomateryal oldugunu belirtmiglerdir.

2.6.5. Antienflamatuvar EtKi

Periodontal dokularin yapisal olarak ana elemanlarindan biri protein oldugu igin,
periodontal doku yikiminda proteinazlar anahtar enzimlerdir. Doku matris
makromolekdullerinin yikiminda etkili metallo proteinazlar (MMP), serin, sistein, aspartik
proteinazlar olmak Uzere dort temel sinifta toplanmaktadir. Periodontal hastaliklarda
MMP’ler ve bir grup serin proteinaz en fazla etkinlige sahip proteolitik enzimler olarak
bilinmektedir. Serin proteazlar (elastaz, kimaz, katepsin G) active olmus I6kositlerden
salinan, yapisal proteinleri par¢alayan etkin proteolitik enzimlerdir [169, 170]. Borik asit
bilegiklerinin serin proteazlarin aktivitelerini etkiledigi ve bu enzimleri inhibe ettigi
belirtiimistir [163]. Saglam ve ark.[171], kronik periodontitisli hastalarda yaptiklar
calismada cerrahi olmayan periodontal tedaviye ek olarak uygulanan subgingival
% 0.75’lik borik asit uygulamasinin, serum fizyolojik uygulanan kontrol grubuna gore,
diseti olugu sivisindaki matriks metalloproteinaz-8 (MMP-8) miktarini anlamh sekilde
azalttigini rapor etmistir.

Son yillarda borun biyolojik 6nemi ve metabolizma Uzerine etkilerini arastiran
calismalar devam etmektedir. Bor ve bor turevli bilesiklerin saglik sektorindeki
kullanimi her gegen gun artmaktadir. Periodontoloji alaninda bor ile yapilan galigsmalar

cok azdir. Borun antibakteriyel 6zelligi, kemik ve immun cevap uzerine bilinen etkileri
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yapilacak olan daha fazla ¢alisma ile desteklenirse, yakin zamanda bor igerikli greft
materyalleri, antibakteriyel ajanlar ve bor kaplamali implant ylzeyleri geligtirilebilir ve

borun periodontoloji kliniklerine girmesi saglanabilir.

Sunulan tez kapsaminda, etik olarak problem olusturmayan ve yetiskin dokusundan
kolaylikla izole edilebilen dis pulpasi kdk hlcrelerinin dis pulpa-dentin kompleksinin
rejenerasyonunda kullanilabilirlikleri arastirilacaktir. Bu hdcrelerin halen glindemde
olan hiicre kaynaklarina alternatif bir hiicre kaynagi olusturmasi amaciyla farkli ajanlar
varliginda odontoblast hiicrelere farklilagsma 6zellikleri ve bu streg lUzerinde dondurarak

kurutma yéntemiyle Uretilmis kitosan doku iskelesinin etkisi incelenecektir.
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3. DENEYSEL CALISMALAR

Sunulan tez gcalismasi kapsaminda deneysel calismalar 4 asamada gergeklestirilmistir.
Oncelikle dis doku rejenerasyonunda kullaniimak (zere dondurarak-kurutma yontemi
ile kitosan doku iskeleleri Uretiimis ve daha sonra kitosan doku iskeleleri,
nanohidroksiapatit (nHAp) ve bor katkili nanohidroksiapatit (B-nHAp) ile kaplanarak
nanokompozit doku iskeleleri elde edilmistir. Calismanin ikinci asamasinda dis pulpa
kok hucre izolasyonu gergeklestirilmistir. Bir sonraki asamada doku iskelelerinin dig
doku muhendisligindeki kullanim potansiyellerini arastirmak ve kok hucreler ile doku
iskelesi etkilesimlerini gbézlemlemek amaciyla in-vitro hicre kaltir calismalari
gerceklestiriimistir. Son asamada karakterizasyonlari tamamlanmis olan insan dis
pulpa kok hucreleri (iDPKH) ile durgun kosullarda hicre kalttr ¢alismalari yaratalmus
ve in-vitro dis doku olusumuna yonelik bulgular elde edilmistir. Bu bdélimde tim

deneysel ¢calismalara ait ayrintili bilgilere yer verilmistir.

3.1. Deneysel Caligmalarda Kullanilan Malzemeler

Kitosan doku iskelesi Uretiminde kullanilan %75-85 deasetilasyon derecesine sahip
orta molekul agirlikh kitosan Sigma-Aldrich (Almanya) firmasindan satin alinmistir.
Kitosani ¢coézmek icin kullanilan asetik asit Riedel de Haen (A.B.D.) firmasindan ve
uretilen doku iskelelerinin stabilizasyonu i¢in kullanilan etanol (%96) Colony Sugar Mills
(Pakistan) firmasindan temin edilmistir. Yapay vucut sivisi (SBF) hazirlanmasinda
kullanilan tuzlardan sodyum klortr (NaCl), potasyum kloriur (KCI), kalsiyum klortr
dihidrat (CaCl2¢2H20), magnezyum klortr hekzahidrat (MgCl2e6H20) ve sodyum
dihidrojen fosfat monohidrat (NaH2PO4+H20) Merck (Almanya) firmasindan, borik asit
(HsBO3) BDH Chemicals Ltd (ingiltere) firmasindan, sodyum hidroksit (NaOH), sodyum
bikarbonat (NaHCO3) ve 2,2-dihidroksi indan-1,3-dion (Ninhidrin) Merck (Almanya)

firmasindan satin alinmistir.

Hucrelerin ¢ogaltilmasi ve kuiltirinde kullanilan Minimum Essential Medium Alpha
Modification (a-MEM) Biochrom (Almanya), Dulbecco fosfat tampon ¢ozeltisi (DPBS)
ve gentamisin Lonza (isvigre), Tripsin/EDTA (%0.01 tripsin/10 nM EDTA), fetal sigir
serumu (FBS) ve penisilin-streptomisin (P/S) Sigma (Almanya), amfoterisin-B ise
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Hyclone (A.B.D.) firmalarindan satin alinmistir. Kullanilan 12-g6zIi ve 6-g6zIU polistiren
hiicre kiltir kaplari Nunclon Delta Surface (Danimarka) firmasindan; 25 ve 75 cm?lik
hicre kultir kaplari ise Orange Scientific'ten (Belgika) temin edilmigtir. Pulpayi
parcalamak icin kullanilan Tip 1 kollajenaz enzimi Biochrom (Almanya) firmasindan;
hicreleri tek tek ayirmak icin kullanilan 70 um c¢apl gézenekleri olan hucre filtresi BD
Biosciences (ABD) firmasindan alinmigtir. insan dig pulpasi kok hiicrelerinin (iDPKH)
kemik hucrelerine farklilastirimasinda kullanilan L-askorbik asit, B-gliserol fosfat ve
deksametazon; kikirdak hicrelerine farkhlastirimasinda deksametazon ve L-askorbik
asite ek olarak kullanilan transforme biyime faktéri (TGF) 1, 3 ve ITS (Insulin-
Transferrin-Selenium); yag hucrelerine farkhlagtiriimasinda deksametazona ek olarak
kullanilan insulin, indometazin ve izobutilmetilksantin (IBMX) ise Sigma (Almanya)
firmasindan temin edilmistir. Hlcre canliiginin takibinde kullanilan 3-[4,5-dimetiltiazol-
2-il]-difenilterazolyum bromur (MTT), Presto Blue, isopropanol ve HCl (%37) Sigma
(Almanya) firmasindan temin edilmistir. Hlcre karakterizasyonu calismalari igin
kullanilan kristal viyole BDH Chemicals Ltd. (ingiltere), fast green, safranin O, aseton,
metanol ve glutaraldehit Sigma firmasindan (Almanya), hekzametildisilazan (HMDS)
ve formalin Merck’den (Almanya) temin edilmigtir. Hucre morfolojilerini gostermek
amaciyla kullanilan 4',6-diamidino-2-fenilindol (DAPI) ve Alexa Fluor 488 Phalloidin
konjuge F-aktin antikoru ve hiicrelerden RNA izolasyonunda kullanilan Trizol Invitrogen
(A.B.D.) firmasindan satin alinmistir. Fibronektin Sigma (Almanya) firmasindan temin

edilmigtir.

3.2. Doku iskelelerinin Uretimi
Kitosan doku iskeleleri dondurarak-kurutma yontemi ile hazirlandiktan sonra, Uzerine
nanohidroksiapatit (hnHAp) ve ayni kosullarda bor katkili nanohidroksiapatit (B-nHAp)
kaplama yapilarak iki tir nanokompozit iskele elde edilmistir. Calismada 3 farkli doku
iskelesi hazirlanmistir. Bunlar:

e Kitosan

e nHAp/kitosan

e B-nHAp/kitosan
doku iskeleleri olup agsagida uretimleri konusunda ayrintili bilgi verilmigtir.
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3.2.1. Kitosan Doku Iskelelerinin Hazirlanmasi

0.2 M asetik asit ¢cozeltisinde %75-85lik deasetilasyon derecesine sahip kitosan
¢bzunenene kadar karistirilip, % 2 (w/v) konsantrasyonuna sahip kitosan jel karigimlari
hazirlanmistir. Elde edilen jel karigimlari, safsizliklardan arindiriimak amaciyla 100 ym
elek filtreden gegiriimis ve 24-g6zli polistiren Petri kaplarina (TCPS) doékilerek
-20°C’de 2 glin boyunca dondurulmustur. Bu islemi takiben gozenekli kitosan doku
iskeleleri, liyofilizatér (Christ, Almanya) kullanilarak -80°C’'de 5 glin sireyle
“‘dondurarak-kurutma” islemine tabi tutulmustur. Bdylece iskeleler igerisindeki buz
kristalleri siblimleserek, i¢sel baglantilara sahip gézenekli bir yapi elde edilmigtir. Elde
edilen kitosan doku iskelelerinin stabilizasyonu igin iskeleler, %96’lik (v/v) etanol
¢Ozeltisi icerisinde 2 gun, %70’lik (v/v) etanol ¢ozeltisi icerisinde ise 1 saat sureyle
bekletilmistir. iskeleler hiicre kiiltiirii calismalarinda kullaniimak izere 2 mm x 9 mm
boyutlarinda kesilmigtir. Sekil 3.1’de kitosan doku iskelelerinin Gretimindeki asamalar

sematik olarak gosterilmigtir

0.2 M asetik
asit + %2’lik
(w/v) kitosan

Kitosan doku
1skeleleri

Liyofilizatorde dondurarak kurutma
1slemi1

Sekil 3. 1. Dondurarak-kurutma ydntemi ile kitosan doku iskelelerin hazirlanisi.
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3.2.2. nHAp/kitosan ve B-nHAp/kitosan NanoKompozit Doku iskelelerinin
Hazirlanmasi

Calisma kapsaminda biyomimetik ydntemle nHAp/kitosan ve B-nHAp/kitosan
nanokompozit doku iskeleleri hazirlanmistir. Bu doku iskelelerinin Gretilmesi igin sirayla
10xSBF ve bor katkili 10xSBF (B-SBF) c¢ozeltileri hazirlanmig ve kitosan doku
iskelelerinin kaplanmasi mikrodalga enerjisi yardimi ile saglanmistir. Cizelge 3.1’de

calisma kapsaminda hazirlanan 10xSBF ¢ozelti regetesi verilmistir.

Cizelge 3. 1. 10xSBF benzeri ¢ozelti regetesi (toplam hacim 1L).

Bilesenler Eklenme Miktar Konsantrasyon
Sirasi (9) (mM)

NaCl 1 58.443 1000.00

KCI 2 0.373 5.00

CaCl,.2H,0 3 3.675 25.00

MgCl,.6H.0 4 1.016 5.00

NaH,PO4.H,0O 5 0.250 3.62

NaHCOs 6 0.084 10.00

10xSBF ¢ozeltisinin hazirlanmasi igin Mavis ve ark.[172] tarafindan belirlenen Cizelge
3.1’deki ilk bes tuz 800 mL ultra saf su iginde ¢ozildukten sonra hacim 200 mL ultra
saf su ile 1 L'ye tamamlanmigtir. Hazirlanan bu stok ¢6zelti ¢oktiirme dncesine kadar
cam saklama kabi igcerisinde 4°C’de saklanabilir.

B-SBF ¢o6zeltisinin hazirlanmasi icin 1 L ultra saf suda 10 g borik asit ¢cozulmustdr.
B-SBF pH’sinin ¢cokelme pH araliginda olmasi i¢in 10 M NaOH eklenmistir. Daha sonra
Cizelge 3.1.de belirtilen ilk bes tuz bu ¢ozelti igerisinde sirasiyla ¢ézunmustar.
Hazirlanan bu stok ¢dzelti kaplama 6ncesine kadar 4°C’de cam saklama kabi igerisinde
saklanabilir.

Kitosan doku iskeleleri kaplamadan oOnce secilmis olan SBF stok ¢ozeltisi icerisinde
vakum ettvinde (Thermo Scientific, Lindberg Blue, ABD) ¢dkturiimustir. Daha sonra
100 mL SBF igerisine NaHCOs ilave edilmis ve 7 iskele/100 mL SBF olacak sekilde
doku iskeleleri SBF ¢ozeltisine konulmustur.

Grubumuzda daha 6nce yapilan galismalar kapsaminda kitosan doku iskelelerinin,
nHAp ve B-nHAp ile kaplanmasi igin uygun kosullar belirlenmistir [173, 174]. Iki tiir SBF

ile yapilan kaplamada da mikrodalga (Milestone, italya) uygulamasi ayni kosullarda
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gerceklestiriimistir. Kitosan doku iskelelerini nHAp ve B-nHAp ile kaplamak i¢in 600
W eneriji ve her biri 30 saniyelik 9 tekrar (30s x 9) olarak uygulanmis ve bu iglem 4 defa
tekrarlanarak kaplama islemi tamamlanmistir. Her bir kaplama sonrasinda istenmeyen
fazlar, 3 dk %96 (v/v) etanol, 2x3 dk ultra saf su ile yikanarak uzaklastiriimistir ve doku
iskeleleri tekrar taze SBF ortamina alinarak kaplamaya devam edilmistir. Son
kaplamadan sonra 15 dk etanol ve 2x15 dk ultra saf su ile yikama yapilarak tum doku

iskeleleri -20°C’de dondurulmus ve liyofilizatérde -80°C’de kurutulmustur.

3.3. Hicre Kiultur Caligmalari

Hucre kultar ¢alismalarinda, insan dis pulpasi kdk hucreleri (iDPKH) kullaniimistir.
Calismada Hacettepe Universitesi Girisimsel Olmayan Klinik Arastirmalar Etik Kurulu
Baskanligrndan GO 13/250 karar numarasi ile alinan izin dogrultusunda (EK1) 20 yas
gomulu diglerini ¢cektiren 4 kadin hastadan gonulli onam alindiktan sonra cerrahi klinigi
tarafindan gekilen disler serum fizyolojik icerisine alinmigtir. Cekilen dislerin dig ylzeyi
%70 alkol ile dezenfekte edildikten sonra 4X antibiyotik ctzeltisi iceren fosfat tamponu

(PBS) igerisine alinmistir.

Digler "Restoratif Dig Tedavisi" Anabilim Dali klinik laboratuvarina getirilmistir. Disin sert
dokularinin kesilip pulpanin g¢ikarilabilmesi igin gerekli tim alet ve cihazlar

laboratuvardan saglanmigtir.

3.3.1. iDPKH’lerin izolasyonu

Dis, bukkolingual yonde dentin dokusunun orta Uglustne kadar, ¢ift tarafli elmas disk
ile disuk devirde donen aletle, ara ara serum fizyolojik ile nemlendirilerek, ortadan
kesilerek bir el aletiyle iki parcaya ayrilmistir. Kirilan disin orta kismindaki pulpa dokusu
steril ekskavator ve presel yardimiyla pulpa odasi ve kok kanalindan c¢ikartilarak steril
4X antibiyotik karisimi igceren PBS igerisine alinmis ve Beytepe Kampusu, Kimya
Muahendisligi Bolumu, Prof. Dr. Menemse Gumiusderelioglu’nun sorumlulugundaki
hiicre kiltiri laboratuvarina taginmistir. islemlere steril laminar akisl kabin icerisinde
devam edilmistir. Pulpanin enzimatik olarak pargalanmasi i¢in %0.075’lik kollajenaz Tip
| enzimi PBS igerisinde ¢oOzulerek 0.22 pym filtreden suzilmustur. Pulpa enzimle
muamele edilmeden 6nce bir kez steril 4X antibiyotikli PBS ile yilkanmis ve daha sonra
2 mL kollajenaz Tip | enzimi igeren PBS’te 37°C’de 1-1.5 saat sureyle parcalanincaya
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kadar bekletilmigtir. Her 15 dk’de bir pargalanmayi kolaylastirmak i¢in 20 saniye sureyle
vortekslenmistir. Enzimatik pargalama sonunda huicreler 70 um’lik steril suzgegten
gegirilerek tek tek ayrilmalari saglanmistir. Filtre Ustlinde kalan pulpa pargalari ve filtre
altina gegen hucreler iki ayri grup olacak sekilde farkli santriftij tiplerine toplanmis ve
PBS ile 1,000 rpm’de 5 dk santriflj edilerek iki kez yikanmigtir. Son yikamadan sonra
supernatan atilarak geriye kalan pellet Gzerine hicre kultur ortami (a-minimum
essential medium: a-MEM + %10 fetal serum + %0.1antibiyotik ¢ozeltisi) eklenmis ve
elde edilen stspansiyon 10 cm?lik 6 gozli doku kdltir kaplarinin bir goziine
aktarilmigtir. Hacreler 37°C’de, %5 CO?'li inkibatérde 3 — 4 hafta boyunca kultire
edilmigtir. Hucreler kultur ortamina alindiktan 5 gun sonra kullanilan ortam yenisi ile
degistiriimis ve yluzey tamamen hucrelerle kaplandiginda tripsin enzimi kullanilarak
pasajlama yapilmistir. Hicrelerden stok olusturabilmek i¢in her pasajda hicreler %90
fetal serum ve %10 dimetil sulfoksit (DMSO) ile olusturulan dondurma ortaminda
dondurularak -80°C’ye kaldinlmistir. Sekil 3.2’de 20 yas gomdualu azi disleri

gOsterilmigtir.

Gomiilil
Disler

Sekil 3. 2. insan agzindaki farkli konumlardaki 20 yas gémiilii azi digleri.

3.4. Hiucre Karakterizasyonu

Hucrelerin canhliginin ve metabolik aktivitelerinin belirlenmesi icin MTT analizi
kullaniimistir. Hicre canliiginin yani sira hiicre morfolojisinin takibi igin kristal viyole ve
F-aktin/DAPI boyamalari yapiimistir ve akis sitometrisi ile pozitif ve negatif ylizey

antijenleri belirlenmistir.
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3.4.1. MTT analizi

Izole edilen iDPKH’lerin canliiyi ve mitokondriyal aktiviteleri kiltir siiresinde farkli
zamanlarda yapilan MTT analizi ile belirlenmistir. Bu analiz MTT tuzunun mitokondriyal
enzimler tarafindan suda ¢6ztinmez mor renkli formazan kristallerine indirgenmesi
prensibine dayanmaktadir. Sari renkli MTT ¢ozeltisi hidcre mitokondrisinde,
mitokondriyal dehidrogenaz enzimi ile formazan kristallerine donusturulmektedir. Buna
badli olarak olusan mor formazan kristallerinin yogunlugu, ortamda bulunan hticrelerin

canlihgi ve hiucresel aktivitesi hakkinda bilgi vermektedir.

Bu amagla kaltaran 1, 3, 5, 7, 9, 14 ve 21. gunlerinde kultir ortami uzaklastiriimis ve
her bir goze 600 pyL serumsuz besi ortami ve 60 yL MTT c¢ozeltisi (2.5 mg/mL PBS)
eklenmigtir. Daha sonra 37°C’de 3 sa boyunca inkibasyon gergeklestiriimis ve kultar
ortami tekrar cekilerek her bir géze 400 uL 0.04 M HCI igeren izopropanol ¢ozeltisi
eklenmistir. Boylece formazan kristallerinin ¢dziinmesi saglanmis ve elde edilen
cOzeltiden 200 yL ahnarak, 96-gézlu kultir kaplarinda, 570 nm’de spektrofotometrik
(Asys UVM 340, Avusturya) olarak dlgum yapilmis ve ¢oOzeltilerin optik yogunluklari

belirlenmistir.

3.4.2. F-aktin/DAPI Boyamasi

F-aktin/DAPI boyamasi igin 4-g6zIi kdltir kaplarina besinci pasajdaki hicreler
ekilmistir. Hucreler yuzeyi kapladiktan sonra Uzerlerindeki besi ortami uzaklastiriimis
ve PBS ile 2x5 dk yikama yapilmigtir. Yikama sonrasi %4 (v/v) formalin (PBS
icerisinde) ile 20 dk fiksasyon islemi gergeklestiriimistir. Fiksasyon sonrasi 3x5 dk PBS
ile yikama yapilmigtir. Yikamadan sonra %0.1 (v/v) Triton X-100 (PBS hazirlanmistir)
ile 10 dk muamele sonucunda hucre membran gegirgenligi arttirlmistir. Ardindan
hacreler %1 (w/v) sigir serum alblimin iceren (PBS-A) ¢ozeltisi icerisinde hazirlanmig
Alexa Fluor 488 Phalloidin konjuge F-aktin antikoru (%1’lik v/v) ve 1/1000 oraninda
DAPI ile 30 dk oda sicakliginda karanlikta inkiibe edilmistir. islemi takiben 3 kez PBS-
A ile yikama yapilmistir ve floresan mikroskobu (Olympus 1X71, A.B.D) kullanilarak
hicreler goéruntilenmigstir. Hiicre morfolojisi kristal viyole ve immunofloresan boyama
(aktin filamentler AlexaFluor 488 konjuge anti-Faktin antikoru ile yesil; hlicre ¢ekirdedi

ise DAPI ile mavi boyanmistir) yontemleri ile incelenmistir.

45



3.4.3. Kristal-Viyole Boyanmasi

Hucre morfolojisi kristal viyole boyanmasi ile incelenmistir. Kristal viyole boyamasi igin,
kaltartn belirlenen gunlerinde ornekler Uzerindeki besi ortami uzaklastiriimis ve PBS
ile iki kez yikama yapilmistir. Hicreler 4°C’de 20 dk, aseton-metanol (1:1) ¢ozeltisine
tabi tutularak fiksasyon iglemi gergeklestirilmistir. Fiksasyondan sonra hicreler Uzerine
kristal viyole ¢ozeltisi (%0.5’lik w/v, %20’lik metanol ¢ozeltisi iginde) damlatilarak 30 dk
inkiibe edilmistir. inkiibasyon sonunda boyanan vyiizey su ile yikanarak invert

mikroskop altinda hiicre morfolojisi incelenmistir.

3.4.4. Akis Sitometrisi Yontemi ile iDPKH’lerin Karakterizasyonu

iDPHK’lerin kdk hlcre 6zelliklerini belirlemek icin CD44, CD90, CD106, CD73, CD34
ve HLA-DR gibi pozitif ve negatif yuzey antijenleri akis sitometrisi yontemi ile
incelenmigtir.

Pasaj 2-4 arasindaki iDPKH’ler tripsin/EDTA ile ylizeyden kaldirildiktan sonra sayilimis
ve PBS icerisinde suspanse edilmistir. 1,500 rpom’de 5 dk santriflij yapilarak hicreler
cOktlirilmus ve Uzerlerine 100 yL’sinde 1x10°-2x10° arasi hiicre olacak sekilde %0.05
NaNs ve %0.5 insan serum albumin iceren PBS eklenmigtir. Florokromlari bagl her bir
antikordan 5’er uL 6nceden isaretlenen tlplerin diplerine birakilip her bir tipe hicre
suspansiyonundan 100’er pyL ekeklenmistir. +4°C’de 30 dk karanhkta inkibasyon
yapiimistir. inkilbasyon sonunda 1,500 rpm’de 5 dk siireyle hiicreler ¢oktirilip
supernatan atilmig ve PBS ile yine 1,500 rpm’de 5 dk boyunca iki kez yikama
yapilmistir. Yikamalardan sonra htcreler 200 yL PBS ¢ozeltisi igerisinde slispanse
edilerek BD FACSAriall Cell Sorter cihazi ile analiz edilmigtir.

3.5. iDPKH’lerin Farkhlasma Kapasitelerinin incelenmesi

iDPKH’lerin farkli hlcre tiplerine farklilasma 06zelliklerinin belirlenmesi icin kemik,
kikirdak ve yag hacrelerine farklilastirma ortamlarinda kultirasyonlari yapilmistir.
Osteojenik ve adipojenik farklilasmalarin incelenmesi igin Pasaj 4’teki iDPKH’ler 3,500
hiicre/cm? yogunlukta 12 gozli kiiltlr kaplarina ekilmistir. Kikirdak farklilagsmasinin
incelenmesi igin ise pellet kultlir yontemi kullaniimigtir. 250,000 htcre 15 mL’lik santrify;
tuplerinde 1,000 rpm’de 5 dk santrifljlenerek ¢oktlralmustir ve sipernatan dokuilerek

lizerine ¢coken hiicre toplulugu bozulmayacak sekilde ortam ilave edilmistir. ilerleyen
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gunlerde santriftj tipU dibinde hucreler pellet olusturmustur. Hucre farklilagmasinin
serum varhgindan minimum duzeyde etkilenmesi i¢cin serum orani ekimden once
cogaltma asamasinda %15 iken ekim sirasinda %10’a disiriimistir. ilerleyen
gunlerde ortam degdisimlerinde serum orani kademeli olarak %7.5, %5, %3.5 ve %2.5’e
dusurudlmastur. Hucreler pasaj1’den itibaren antibiyotiksiz ortamda kultire edilmis, 12
g0OzIlu kaltur kaplarina da antibiyotiksiz ortamda ekilmigstir, ancak ekimden yaklasik 2
hafta sonra bakteriyel kontaminasyonla karsilasildidi icin %1 penisilin/streptomisin ile
kUlture devam edilmistir. EKimden 6 gun sonra, hucrelerin yuzeyi yaklasik olarak
kapladigi goruldukten sonra farklilasma gozlerine farkhlastirma ortamlari, kontrol
gOzlerine de kontrol ortami eklenerek kultire devam edilmigtir. Farkhlagsma ortamlarinin
eklendigi gin serum orani %2.5’e dusurdimustir ve bu asamadan sonraki kulttr
suresince %2.5’te tutulmustur. Belirlenen glnlerde Ornekler alinarak analizler

yapilmigtir. Farklilastirma ve kontrol gézleri iki paralel olacak sekilde ¢alisiimistir.

3.5.1. Osteojenik Farklilagmanin Belirlenmesi

iDPKH’lerin osteojenik farklilagsma 6zelliklerinin belirlenmesi igin hicreler 6 gozIU kaltir
kaplarina ekilmis ve 21 gun boyunca osteojenik farklilastirma ortaminda kultire
edilmigtir. Kontrol grubuna %10 fetal serum iceren a-MEM kdltir ortami eklenirken
farkhlastirma grubuna, ek olarak, 50 pg/mL askorbik asit, 10 yM B-gliserol fosfat ve
10® M deksametazon ilave edilmistir. Hlicre iremesine bagl olarak 2-3 glinde bir kulttr

ortami yeni kultlr ortami ile degistirilmistir.

Osteojenik olarak farklilagsan hucrelerde gorulen alkalin fosfataz aktivitesi (ALP) ve
kalsiyum birikimleri alkalin fosfataz-von Kossa boyamasi ile belirlenmistir. Hlcreler
Uzerindeki kullaniimis ortam uzaklastiriimis ve soguk PBS ile iki kez yikanmistir.
Ardindan %10’luk soguk notral formalin ¢ozeltisinde 10 dk bekletilerek hucrelerin
yuzeye fiksasyonu saglanmigtir. Tampon ¢ozelti uzaklastiriimis ve bir kez distile su ile
yikandiktan sonra 15 dk distile su igerisinde bekletiimigtir. Bekleme surecinde taze
substrat (0.005 g naftol, 200 uL N,N-dimetilformamid, 25 mL 0.2 M Tris-HCI, 0.03 g
Red Violet LB salt, 25 mL distile su) hazirlanarak 0.2 um filtreden gecirilmis,
kullanilmadan 6nce oda sicakhginda 20 dk bekletilmigtir. Distile su uzaklastirildiktan

sonra hazirlanan taze substrat eklenmis ve 45 dk oda sicakliginda inkube edilmigtir.
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Inkiibasyon sonrasi 4 kez distile su ile yikanarak ve distile su uzaklastirildiktan sonra
% 2.5’'luk gumus nitrat ¢ozeltisi ile 30 dk inkibe edilmistir. Stre sonunda gumus nitrat
gOzeltisi uzaklastirilarak 3 kez distile su ile yikanmigtir. Boyanmis hucreler distile su
icerisinde 5 dk bekletilmigtir. Hucreler, son bir kez distile su ile yikanarak gumus nitrat

tamamen uzaklastiriimis ve mikroskop altinda incelenmisgtir.

ALP o6lguimu igin kaltarin 7, 14 ve 28 inci gunlerinde drnekler Uzerindeki kultar ortami
cekildikten sonra PBS ile bir kez yikama yapilip -80 °C’ye kaldiriimistir. Olglim
yapilincaya kadar tium ornekler -80 °C’de bekletilmistir. TUm 6rnekler ayni anda analiz
edilmigtir. -80°C’den ¢ikarilan érnekler tGzerine 500 L lizis ¢ozeltisi (%0.01’lik Triton-
X-100 PBS igerisinde) eklenmistir ve 4°C’de 30 dk inkube edilmistir. Gozlerdeki lizis
¢Ozeltisi iyice homojenize edildikten sonra 1.5 mL’lik tlplere toplanmistir. Daha sonra
12,000 rpm’de, 4°C’de 10 dk santrifljleme islemi gerceklestirilmistir. Santrifigasyondan
sonra 96-gozlu kalttr kaplarina 50 yL stpernatan ve 125 pL ALP ¢o6zeltisi (1 mM MgClz
ve 56 mM 2-amino-2-metil-1-propanol iceren 10 mL p-nitrofenil fosfat sivi substrat)
eklenmigtir. Kaplar aliminyum folyo ile kaplanip 37°C’'de 30 dk calkalamali etivde
inkiibe edilmistir. 30 dk sonunda her bir gdze 50 pL 2.5 M NaOH eklenerek reaksiyon
durdurulmustur. 405 nm’de mikroplate okuyucu (Asys UVM 340, Avusturya) ile

spektrofotometrik olarak élgim yapiimistir.

3.5.2. Kondrojenik Farklilagmanin Belirlenmesi

iDPKH’lerin kondrojenik farkhlasma o6zelliklerinin belirlenmesi igin hicreler 6 gozli
kaltar kaplarina ekilmis ve 21 guin boyunca kondrojenik farkllastirma ortaminda kulttre
edilmigtir. Kontrol grubuna %10 fetal serum iceren a-MEM kdltir ortami eklenirken
farklilagtirma grubuna, ek olarak, %1 ITS (10 mg/mL insulin, 5.5 mg/mL transferin,
5 ng/mL selenyum, 0.5 mg/mL sigir serum albumin, 4.7 mg/mL linoleik asit), 0.1 mM
askorbik asit 2-fosfat, 10" M deksametazon, 10 ng/mL TGFB-1 eklenmistir. Hiicre

uremesine bagli olarak 2-3 gunde bir kultur ortami yeni kultir ortami ile degistiriimistir.

Safranin O/Fast Green Boyamasi
iDPKH’lerin kikirdak hicrelerine farkhlastiklarini géstermek igin Safranin O boyamasi
yapilmistir. Safranin O, kikirdak dokusunun ekstraseliler matris yapisinda bulunan

glikozaminoglikan ve proteoglikanlari boyamaktadir. Boyama sonunda sitoplazma
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grimsi yesil, cekirdek siyah ve kikirdak yapisi kirmizi renge boyanmaktadir. Kultar
sonrasi hucre yuzeyi PBS ile yikanip fiksasyon i¢in %0.1’lik glutaraldehit ¢ozeltisi kulttr
kabina eklenmig, 20 dk oda sicakliginda bekletiimistir. Fiksasyon sonunda hucreler 3
kez PBS ile yikanmistir. PBS dokulup Uzerlerine %1 asetik asit eklenerek 10 s
bekletilmistir. Sire sonunda % 0.1 safranin O ¢ozeltisi ile hucreler 5 dk muamele
edilmistir. Safranin O ¢ozeltisi dokulup hucreler PBS ile iki kez yikandiktan sonra optik

mikroskopta goruntulenmigtir.

3.5.3. Adipojenik Farklilagmanin Belirlenmesi

iDPKH’lerin adipojenik farklilasma 6zelliklerinin belirlenmesi icin hicreler 6 gézIU kultir
kaplarina ekilmis ve 21 gln boyunca adipojenik farkhlastirma ortaminda kultire
edilmistir. Kontrol grubuna %10 fetal serum igeren a-MEM kultar ortami eklenirken
farkhlastirma grubuna, ek olarak, 0.5 mM izobditil metil ksantin, 10-® M deksametazon,
10 pug/mL insilin, 200 yM indometazin ilave edilmistir. Hlcre Gremesine bagl olarak

2-3 gunde bir kultar ortami yeni kultur ortami ile degistirilmigtir.

Oil Red O boyama

iDPKH’lerin yad hucrelerine farklilastiklarini gostermek icin Oil Red O boyama
yapiimistir. Oil Red O, trigliseridleri boyamak i¢in kullanilan, yagda ¢6ztnen bir boya
olan lizokromdur. Oil Red O ile boyanan yag damlaciklari kirmizi renkte gortlmektedir.
Stok ¢ozelti, 200 mL isopropanol igcinde 0.7 g Oil Red O, 1 gece karistiricida bekletilerek
hazirlanmistir. Boya tamamen ¢déztundukten sonra 0.2 um filtreden gegirilerek +4°C’ye
kaldinlmigtir.  Kdltirasyon sonunda, hucreler Uzerindeki kullaniimis  ortam
uzaklastirilarak hicre yuzeyi PBS ile yikanmistir. Ardindan hucreler %10 formalin
cozeltisi (PBS icinde) eklenerek, 5-10 dk oda sicakhginda bekletilmis ve boylelikle fikse
edilmistir. %10’luk formalin ¢ozeltisi uzaklastirildiktan sonra taze formalin eklenmis ve
1 sa oda sicakliginda inktibe edilmigtir. Stre sonunda formalin uzaklastiriimis ve
%60’k izopropanol (distile su iginde) ile hiicre ylzeyi yikanmis ve tamamen kuruyana
kadar oda sicakliginda bekletilmigtir. Kuruma igleminden sonra Oil Red O calisma
cozeltisi eklenmis ve oda sicakliginda 10 dk boyunca inkiibe edilmistir. inkiibasyon
sonunda Oil Red O g¢ozeltisi alinip hicreler 4 kez distile su ile yikanmis ve bdylece

goruntuler elde edilmistir.
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3.6. nHAp/kitosan ve B-nHAp/kitosan Nanokompozit Doku iskelelerinin
Karakterizasyonu
Tez calismasi kapsaminda Uretilen kitosan, nHAp/kitosan ve B-nHAp/kitosan doku

iskelelerin kimyasal ve fiziksel analizleri agsagidaki yontemlerle gergeklestirilmistir.

3.6.1. Taramali Elektron Mikroskobu (SEM) Analizi

Dondurarak-kurutma yontemi ile elde edilen kitosan doku iskelelerinin ylzey ve kesit
morfolojileri taramali elektron mikroskobu (Zeiss Evo 50, Almanya) ile incelenmisgtir.
Ornekler yiiksek vakum altinda plazma ortaminda altin-paladyum ile kaplandiktan

sonra incelemeye alinmistir.

3.6.2. Fourier Donusiimlu Kizilotesi Spektroskopisi (ATR-FTIR) Analizi

Kitosan, nHAp/kitosan ve B-nHAp/kitosan doku iskelelerinde kitosana ait amid 1 ve 2
ile hidroksiapatite ait OH, COs? ve PO42 fonksiyonel gruplarin varliklari
400-4000 cm* dalga boyu araliginda ATR-FTIR (Thermo Scientific Nicolet iIS10, ABD)

ile gosterilmistir.

3.6.3. X Isini Kirinimi (XRD) Analizi

Kitosan, nHAp/kitosan ve B-nHAp/kitosan doku iskelelerinin yari kristalin yapiya sahip
kitosan ve kemik benzeri nHAp yapilari XRD (PANanalytical X"Pert Pro MPD, 45 kv-40
mA Cu source) ile incelenmistir. Sonuclar 5-80° (20) arasinda, 0.039”lik adimlarla

(adim basina 46.41 s sure) tarama yapilarak elde edilmistir.

3.6.4. Sisme Deneyleri

Uretilen kitosan doku iskelelerinin sisme oranlarini tayin etmek amaciyla érnekler
37°C'de PBS’e, (pH=7.4) konulmustur. Daha sonra sismesi tamamlanan érnekler PBS
icerisinden alinarak Uzerlerindeki fazla ¢ozelti sizge¢ kagidi ile uzaklastinimistir.
iskelelerin sisme oranlari (Q) gravimetrik olarak Esitlik 3.1 kullanilarak kuru temelde

belirlenmistir.

Sisme orani = (W —Wo)/Wo (3.1)
Esitlikteki Wo kitosan doku iskelesinin kuru agirhgini, W ise yas agirhgini
gostermektedir.
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3.6.5.Gozenekliligin Belirlenmesi
Hazirlanan kitosan doku iskelelerinin % gozenekliligi gravimetrik olarak belirlenmis ve

Esitlik 3.2 kullanilarak hesaplanmigtir:
Gozeneklilik (%) =1 - [Pdoku iskelesi/ Pgercek] X100 (3.2)

Verilen esitlikte pdoku iskelesi, doku iskelesinin agirhdinin hacmine boélinmesi ile elde
edilen yogunlugunu, pgercek (0.50g/cm3) ise doku iskelesinin yapildigi malzemenin

yogunlugunu gostermektedir.

3.7. Doku iskeleleri ile Yapilan Hiicre Kiiltiirii Calismalari

3.7.1. Doku iskelelerinin Fibronektin immoblizasyonu Oncesi Hazirlanmasi

Calisma kapsaminda kullanilan 3 grup doku iskelesinin (kitosan, nHAp/kitosan ve
B-nHAp/kitosan) her biri ultra saf su ile yikanmis ve daha sonra %70’lik (v/v) etanol
icerisinde vakum etlvinde c¢okturulerek 2 saat oda sicakliginda kapali kapta
bekletilmistir. Ardindan doku iskeleleri, yapidaki etanolt uzaklastirmak amaciyla steril
PBS ile yaklasik 3x5 dk yikanmistir. Yikama sonrasi doku iskeleleri steril kulttr
kaplarina yerlestirilerek her iki yuzeyi 45 dk UV 1sigina maruz birakarak sterilizasyon
islemi tamamlanmistir. Hlcre ekiminden 6nce steril edilen iskeleler %10 FBS ve %1
antibiyotik iceren o-MEM sartlandirma ortami igerisinde serum proteinleri ile

etkilesmeleri icin 1 gece %95 nem ve %5 CO:z2 igeren inkubatorde tutulmustur.

3.7.2. Fibronektin immobilizasyonu

Tez kapsaminda hazirlanan kitosan doku iskelelerinin kok hucre tutunmasini arttirmak
amaci ile fibronektin (Fn) immobilizasyonu yapilmistir. immobilizasyon igin karbodiimid
kimyasi yaklagimi kullanilmigtir.  Sekil 3.3’de fibronektinin baglanma bdlgeleri
gOsterilmigtir.

Hlcre kultart ¢aligmalari dort grup iskele (kitosan, kitosan+Fn, nHAp/kitosan+Fn ve

B-nHAp/kitosan+Fn iskele) ile gergeklestiriimigstir.
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Sekil 3. 3. Fibronektin yapisi ve baglanma bdlgelerinin sematik goranimda.

Immobilizasyon isleminde kullanilan ¢ozeltiler asagida siralanmistir.

0.1 M MES cbzeltisi

e MES (4-Morpholin ethan sulfonik asit sodyum tuzu) 0.65 g.
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e Ultrasafsu 30 mL.
2 mM EDC ve 5mM NHS co6zeltisi

e EDC (1-Etil-3-(3 dimetil amino propil) karbodiimid 0.00767 g.
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e NHS (N-hidroksi suksinimid ester) 0.0115 g.
\ O
N—OH
@)

e MES cozeltisi 20 mL.

EDC ve NHS, proteinlerin karboksil gruplari ile reaksiyona girerek onlari aktive

etmektedir. MES c¢ozeltisi ultra saf suda hazirlandiktan sonra EDC/NHS bu ¢ozelti
icerisinde ¢ozulmustar. Hazirlanan ¢ozelti laminar akigh kabin igerisinde 0.20 pm
filtreden gecirilerek sterillenmistir. 100 pg/mL Fn, EDC/NHS iceren sterii MES
¢ozeltisine eklenmis ve 20 dk oda sicakliginda ¢alkalamali inkubatorde karigtiriimistir.
Ardindan hazirlanmis olan protein ¢ozeltisi, kitosan doku iskelesi ylzeyinde bulunan
amino  gruplari ile reaksiyonu gerceklestirmek Uzere iskele basina
100 uL olacak sekilde, sterilizasyonu tamamlanmis doku iskelelerine ilave edilmistir.
Fn baglanmasi igin doku iskeleleri 4 sa oda sicakliginda laminar akigli kabin igerisinde
bekletilmistir. 4 sa sonunda 8x5 dk steril PBS ile yikama yapilmistir. Yikama sonrasi
Fn baglanmis doku iskeleleri %10 FBS ve %1 antibiyotik iceren a-MEM sartlandirma
ortami icerisinde serum proteinleri ile etkilesmeleri icin 24 saat %95 nem ve %5 CO:

iceren inkUbatorde bekletilmistir.

3.7.3. Doku iskelesi Yiizeyine Baglanan Amino Gruplarinin Ninhidrin Yéntemi ile
Tayini
Fibronektin immobilizasyonunun basarili bir sekilde yapildigini belirlemek igin ninhidrin

yontemi kullaniimistir.

Ninhidrin yontemi ile doku iskele yuzeylerine baglanan amino gruplarn tayin
edilmektedir [175]. Bu islemi uygulamak igin etanol (%100) icerisinde 1 mol/L
derisiminde ninhidrin ¢ozeltisi (w/v) hazirlanmigtir. Fibronektin immobilize edilen ve
edilmeyen doku iskeleleri ninhidrin ¢oOzeltisi ile 1 dk sureyle muamele edilmigtir.
Ardindan iskeleler koyu cam siselere konularak 70°C’deki su banyosunda 10 dk sureyle

bekletiimistir. Daha sonra, her bir 6érnegin tzerine 2 mL THF ve 2 mL izopropanol
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eklenerek ultrasonik karigtirici yardimi ile 6rneklerin iyice ¢ozinmesi saglanmigtir. Her
bir 6rnegin, UV-VIS Double Beam PC (Labomed, Inc. ABD) ile 560 nm dalga boyunda

absorbans degerleri dlgulmustar.

3.7.4. Hiicrelerin Doku iskelelerine Ekilmesi

Karakterizasyonlari tamamlanan doku iskelelerinin dis doku muhendisligindeki
kullanim  potansiyellerini arastirmak amaciyla hilcre kudlturd  galigsmalar
gerceklestiriimistir. Bu amagla yapilan in-vitro ¢calismalarda iDPKH’leri kullaniimistir.
Hucreler 6nce flasklarda cogaltiimig, kultir ortami olarak %15 FBS, %1 penisilin-

streptomisin iceren a-MEM besi ortami kullaniimistir.

Hucre kaltirt ¢calismalarinda 3-5 pasajdaki hicreler kullaniimig ve kitosan, kitosan+Fn
nHAp/kitosan+Fn ve, B-nHAp/kitosan+Fn olmak Uzere 4 farkl grup olusturulmustur.
Doku iskeleleri %70lik etanol icerisinde vakum etlvinde ¢okturtilmUus ve 2 sa sonunda
kaltar kaplarina yerlestirilerek 45 dk UV’ye maruz birakilmis ve bdylece sterilizasyon
islemi tamamlanmistir. Doku iskeleleri, yapidaki etanoll uzaklastirmak amaciyla steril
PBS ile yikanmis ve %10 FBS, %0.1 penisilin-streptomisin iceren a-MEM ortami
icerisine alinmigtir. Doku iskelelerinin serum proteinleri ile etkilesmeleri i¢in 24 sa
beklenmis ve hiicre ekimine gegilmistir. Hicreler, 30 uL besi ortami igerisinde, 1x10°
hicre/mL hlcre yogunlugu olacak sekilde doku iskelelerine ekilmistir. Klltlire edilen
hicreler, %95 nem ve %5CO: iceren inkibatorde (Heraus Instruments, Almanya)
tutulmustur. Hucre ekiminden 24 sa sonra doku iskelelerinin Gzerinde bulunan ortam
cekilmis ve yerine 10 mM B-gliserol fosfat 0.50 pyg/mL askorbik asit ve 10 ug/mL
deksametazon igeren odontojenik farklilasma ortami konulmustur. Kultir suresi
boyunca hucrelerin icerisinde bulundugu ortam 2-3 giinde bir yari yariya degistirilerek
tazelenmigtir. Steril ortam gerektiren tim islemler laminer akis kabininde (Bioair, Type

Il Laminer Akis Kabini, italya) gerceklestirilmistir.

3.7.5. Presto Blue Analizi

Doku iskeleleri Uzerindeki iDPK hucrelerinin canlihdi ve mitokondriyal aktiviteleri Presto
Blue analizi ile kultur suresinin farkl zamanlarinda belirlenmigtir. Bu amagla kultdrin 1,
3,5,7,9, 14 ve 21. gunlerinde doku iskeleleri Uzerindeki kultur ortami uzaklastiriimig

ve her bir gbze 50 uL Presto Blue ve 450 pL besi ortami eklenmigstir. Hiicreler 2 sa
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37°C’de inkube edildikten sonra renk degistiren ortamdan 200 uL alinip 96-g6zIU kalttr
kaplarina aktariimig, optik yogunluk 600 nm referans olmak Uzere 570 nm’de
mikroplaka okuyucu (Asys UVM 340) ile belirlenmistir (Sekil 3.4.).

Presto Blue (1) Reaktif maddenin

» : 21 inkii
hiicrelere eklenmesi (2} inkiibasyon

-

[3] Mikroplaka okuyucu i
4} Proses verileri

Sekil 3. 4. Presto Blue analizi ile iDPK hucrelerinin canlihdinin belirlenmesi.

Hucreler Gzerinde kalan Presto Blue ¢dzeltisi uzaklastirildiktan sonra 1 kez steril PBS
ile yilkama yapilmig, hucreler Uzerine taze besi ortami eklenerek kulture devam

edilmistir.

3.7.6.Taramali Elektron Mikroskobu (SEM) Analizi

Hucrelerin doku iskelelerindeki morfolojilerini ve hticre-doku iskelesi, hlcre-hlcre
etkilesimlerini belirlemek igin, kultiran 4, 7 ve 14’Gncu gunlerinde, SEM (ZeissEvo 50,
Almanya) gorintiileri alinmigtir. Orneklerin hazirlanmasi igin éncelikle doku iskeleleri
uzerindeki kultdr ortami uzaklastiriimis, iskeleler iki kez PBS (pH=7.4) ile yikanmigtir.
Daha sonra doku iskeleleri % 2.5’luk (v/v) glutaraldehit ¢cozeltisi ile 30 dk boyunca
muamele edilmis ve bdylece hiicrelerin fiksasyon islemi gerceklestirilmistir. Ornekler
analize kadar PBS icerisinde 4°C’de saklanmistir. SEM analizinden oOnce, doku
iskeleleri PBS ile yikanmis ve iskeleler sirasiyla %30, %50, %70, %90 ve %100’luk
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(v/v) etanol cozeltilerinde 2 ser dk bekletilerek dehidrasyon (kurutma) iglemi
gergeklestirilmistir. iskeleler daha sonra hekzametildisilazan (HMDS) igerisinde 5 dk
bekletilmistir. Oda sicakliginda kurutulan 6rnekler, géruntilenebilmesi icin elektron
yansitici/elektron saptirici bir madde olan altin-paladyum tabakasi ile kaplanmis ve

SEM goruntuleri alinmistir.

3.7.7. RT-PCR Analizi

Hazirlanan doku iskeleleri Gzerinde kultire edilen IDPK hucrelerinin odontojenik
farkhlasmasini gen ifadesi duzeyinde belirlemek igin alkalen fosfataz (ALP), runt-iligkili
transkripsiyon faktorti 2 (RunX2) , kollajenazl (KOL-I), p-aktin, osteopontin (OPN) ve
osteokalsin (OCN) ekspresyon seviyeleri gercek zamanli polimeraz zincir reaksiyonu

(RT-PCR) (Roche, Almanya) ile incelenmigtir.

Kdltarin 14. ve 21. gunlerinde doku iskeleleri kultir ortamindan alinarak steril
Eppendorf tuplerine (1.5 mL) yerlestiriimis, her bir 6rnedin Uzerine 1 mL Trizol
eklenerek mikromakas yardimi ile oérnekler pargalanmis, 25-30 s vortekslenmis ve oda
sicakliginda 30 dk bekletildikten sonra -80°C’ye alinmisti. RNA izolasyonu
gerceklestirilecegi zaman ornekler ¢ézinmesi icin yaklasik 30 dk oda sicakliginda
bekletiimis ve bu sire iginde iki kere vortekslenmistir. Daha sonra érneklerin Gzerlerine
200 uL kloroform eklenmis, calkalanmis ve oda sicaklhiginda 3 dk inkidbe edilmistir.
Sonrasinda, 6rnekler 4°C'de 10 dk 13,000 rpm’de santrifiijlenmis ve Ustteki sulu faz

yeni bir Eppendorf tipune aktariimigtir.

Uzerinden toplanan sivi faza esit olacak sekilde %70’lik etanol eklenmis ve hafifce
vortekslendikten sonra RNeasy spin kolonlara aktarilmistir. 4°C’de 15s 13,000 rpm’de
santrifijlenmistir. Daha sonra RNeasy mini kit kullanilarak gerekli basamaklar
tamamlanmis ve spin kolona 30 yL RNase-free su eklenerek santrifujlenmis ve RNA
yeni bir Eppendorf tipinde toplanmigtir. cDNA sentezi dncesi RNA konsantrasyonlari

NanoDrop2000c (Thermo Scientific) ile dlgulmustur.

cDNA sentezi icin Applied Biosystems Kit cDNA (ABD) kiti kullaniimistir. RT-PCR
analizi, SolisBioDyne 5xHot FirePol® EvaGreen®qPCRMix Plus (Estonya) Kiti

kullanilarak LightCycler®Nanolnstrument (Roche, Almanya) cihazinda yapilmistir.
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cDNA sentezi reverse transkripsiyon ile 40°C'de 120 dk’da gergeklestiriimistir.
Ardindan, PCR analizi, aktivasyon basamagi 95°C’de 15 dk’da, uzatma basamagi
95°C’de 15 s, 60°C’de 20s, 72°C’de 20 s ve ayrilma basamagi 60°C’de 4s ve 95°C’de

20 s olmak Uzere 45 dongude gercgeklestirilmigtir.

“Housekeeping gen” olarak B-aktin kullaniimistir. Yapilan analizin sonuglari bagil gen
ekspresyonu olarak verilmigtir. Tim veriler 222€T metoduna goére hesaplanmis,
nHAp/kitosan doku iskelesi tzerindeki hicrelerin ilgili gen ekspresyon seviyeleri temel
alinarak, B-nHAp/kitosan grubu ise bunun katlar seklinde degerlendirilmigtir.

Calismada kullanilan genlerin primer dizileri Cizelge 3.2’de verilmistir.

Cizelge 3. 2. Polimeraz zincir reaksiyonu icin primer dizileri.

Forward primer
5-GAAGCATTTGCGGTGGACGAT-3'

Reverse primer
5-TCCTGTGGCATCCACGAAACT-3'
ALP Forward primer
5'-CACCTGCCTTACTAACTCC-3'
Reverse primer
5-CGTTGGTTGAGCTTCTG-3'
RunX2 Forward primer
5'-TCCCTGAACTCTGCACCA -3
Reverse primer
5'-ATGCGCCCTAAATCACGTAG -3
Kollajen1Al Forward primer
5-AAGTCTTCTGCAACATGGAG-3
(KOL1) Reverse primer
5-TACTCGAACTGGAATCCATC-3'
Osteokalsin Forward primer
5'-CAGCCTTTGTGTCCAAGC-3'
(OCN) Reverse primer
5'-CACAGTCCGGATTGAGCT-3'
Osteopontin Forward primer
5'-GAAGCAGAATCTCCTAGCCC-3'

B-aktin

(OPN)
Reverse primer
5-ATGTGGTCATGGCTTTCGT-3'
Dentin siyalo Forward primer

hosf tei 5'-ACATGCTGTTGGGAAGAG-3'
phostoprotein Reverse primer

(DSSP) 5-TACCTTCGTTGCCTTTCC-3
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3.8. istatistiksel Analiz

Calisma kapsaminda elde edilen veriler GraphPad Software Instat programi
kullanilarak istatistiksel agidan degerlendirilmistir. Veriler (¢ deney icin ortalama *
standart sapma degerleri ile birlikte sunulmustur. Farkh gruplarin istatistiksel olarak
karsilastinimasi igin Tek Yonli ANOVA yontemi Tukey—Kramer post hoc testiyle birlikte

kullaniimis ve p-deg@erinin 0.05’den az oldugu durumlar anlaml kabul edilmigtir.
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4. DENEYSEL SONUCLAR VE TARTISMA

Bu bolumde, sunulan tez kapsaminda, yapilan ¢alismalardan elde edilen deneysel
sonuglar sunulmus ve bulgular tzerinde tartismalar yapilmistir. Oncelikle, dis doku
muhendisligi uygulamalarinda kullaniimak Gzere dondurarak-kurutma yontemi ile elde
edilen kitosan doku iskelelerinin ve mikrodalga destedi ile uretilen nHAp/kitosan ve
B-nHAp/kitosan nanokompozit doku iskelelerinin yapimi ve karakterizasyonu igin

yapilan g¢alismalarin sonuglari sunulmustur.

Calismanin ikinci asamasinda, hicre kaltir ¢galismalarinda kullanilacak olan insan dig
pulpasi kok hicrelerinin (iDPKH) izolasyonu ve karakterizasyonu ile ilgili sonuglara yer
verilmigtir. Karakterizasyon asamasinin ardindan iDPKH’leri ile durgun kosullarda
in-vitro ortamda yuratilen hicre kiltar ¢calismalarina yer verilmistir. Tez kapsaminda

yapilan galismalar Sekil 4.1.’de sematik olarak gosterilmistir.
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Sekil 4.1. iDPKH’ler ile hedeflenen galismalarin sematik gostergesi.
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4.1. Doku iskelelerinin Uretimi ve Karakterizasyonu

Sunulan tez kapsaminda oncelikle kitosan doku iskeleleri ve nHAp/kitosan, B-
nHAp/kitosan nanokompozit doku iskeleleri hazirlanmistir. Bu bdlimde doku
iskelelerinin hazirlama yontemi ve karakterizasyon c¢aligmalarinin sonuglarindan

bahsedilmigtir.

4.1.1. Kitosan Doku iskelelerinin Uretimi

Kitosan; yengec, karides, istakoz gibi eklembacaklilarin kabuklarinda, bazi bakteri ve
mantarlarin hucre duvarlarinda bulunan ve kitinin deasetilasyonu ile elde edilen bir
polimerdir. Kitosanin molekal agirhigi 25-2000 kilo Dalton (kDa) arasinda
degisebilmektedir ve molekul agirligina gore duguk, orta ve yuksek molekul agirlikh
kitosan olarak siniflandirilir. Kitinin deasetillenmesi sonucu deasetilasyon derecesi

uretim kosullarina bagli olarak % 40-100 araliginda degdiskenlik gostermektedir.

Kitosan sert ve yumusak dokulardaki yara iyilesme surecinde olumlu etkiler
gOstermektedir. Ayrica, farkl ydontemlerle Uretilerek cesitli ihtiyaglara yanit verebilecek
doku iskeleleri Uretimi icin uygun bir biyomateryaldir. Bu 6zellikleri ile kitosan doku
iskeleleri, periodontal ve kemik doku muhendisligi ¢alismalarinda kullanim igin yuksek
potansiyele sahiptir. Cesitli farmakolojik ajanlar ve biyolojik araci molekdiller igin uygun
bir tasiyici olarak kullanilabilmesi kitosanin bir diger Ustin 6zelligidir. Ancak, kitosan
doku iskelelerinin, literatirde Ozellikle rejeneratif periodontal tedavilerde kullanimi
konusundaki bilgiler yeterli dizeyde degildir [176]. Kitosanin sahip oldugu &zellikler
g6z énlne alinarak, sunulan tez calismasinda doku iskelelerinin Uretilmesinde %75-85

deasetilasyon derecesine sahip kitosan kullaniimigtir.

Kitosan doku iskeleleri dondurarak-kurutma, gaz kopuklestirme, faz ayirimi ve ¢ozicul
dokimi-parcacik uzaklastirma gibi cesitli yontemlerle hazirlanabilmektedir. Tez
kapsaminda gercgeklestirilen ¢alismalarda kullanilan gézenekli kitosan doku iskeleleri

dondurarak-kurutma ydntemi ile hazirlanmistir.

Dondurarak-kurutma yontemi ile elde edilen doku iskeleleri, ylksek go6zeneklilik,
homojen gbdzenek yapisi, kolay ve ucuz uretim kosullari olmasi gibi avantajlara ve
klguk gbdzenek capi gibi dezavantajlara sahiptir. Dondurarak-kurutma yénteminde,

dondurma basamaginda, hazirlanan kitosan ¢ozeltisi icerisinde olusmakta olan buz
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kristalleri, liyofilizasyon ile uzaklagtirilir ve ardindan igsel baglantilara sahip gozenekli
kitosan doku iskelesi elde edilir. Grubumuz tarafindan daha once yapilan bir tez
calismasinda doku iskelelerinin dondurarak-kurutma ile tretim yoéntemi belirlenmistir ve
uretim Bolum 3.2.1’de aciklanan kosullarda gercgeklestirilmistir [124]. Dondurarak-
kurutma yontemi ile elde edilen kitosan doku iskelelerinin Gretim metodunun sematik

gOsterimi Sekil 4.2’de verilmigtir.

RN {1

‘J‘ 3\ 4] Lyapinin ~—y
Sublimasyon |~ korunmasi
e ——— o ”
1A
g% L 9
Buz kristalleri nCAU \

Buharlagsma Kiigillme

Su giderilmesi

Sekil 4. 2. Dondurarak-kurutma yontemi ile elde edilen kitosan doku iskelelerinin
uretim metodunun sematik gosterimi.

Yang ve ark.[177] vyaptiklari calismada, dondurarak-kurutma yontemi ile
kitosan/kollajen doku iskelesi uUretmigler ve insan kemik morfogenetik protein-7
(BMP-7) geni kodlayan plasmid vektoru tasiyan gozenekli kitosan/kollajen doku
iskelelerinin iDPKH’ler icin mikrogevre olusumu Uzerine etkisini ve 3-boyutlu doku
gelisimini in-vitro ve in-vivo olarak incelemiglerdir. Kitosan-jelatin kompozitinin iDPKH
tutunmasini ve 3-boyutlu gdézenekli iskelelerde ¢ogalamalarini destekledigi belirtilmistir.
Uretilen kompozit doku iskeleleri lizerinde treyen iDPKH'lerin odontojenik farklilagsma
kapasitelerinin ve bu hucrelere 6zgu olan siyalo fosfoprotein ekspresyonlarinin bog

doku iskelelerine gore arttigi gozlenmistir.
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4.1.2. nHAp ve B-nHAp Uretimi ve Karakterizasyonu

Hidroksiapatit (HAp) kemigin temel ve dogal inorganik bilegenidir ve iskeletin yeniden
yapilanmasi igin implant malzemesi olarak da kullaniimaktadir. HAp biyoimplant
malzemesi olarak tek basina ya da bir nanokompozit pargasi olarak ilgi cekmektedir
[139]. Son yillarda birgok calismada hidroksiapatit ¢imentosunun kusursuz
biyouygunlugu ve biyoaktifligi kanittanmistir ve bu 6zelliginden dolay! bir ¢ok biyotibbi
urunde kaplama seklinde kullanilarak polimerin yapismasini ve kemik olusumunu

destekledigi gosterilmistir.

Osteointegrasyon sureci doku iskelesinin yerlestirildigi bdlgedeki hicre ve doku
turlerinin ortaklasa uyumunu ve doku kaybi olan bdélgede iyilesmeyi gerektirir. Doku
iskelesine uygulanan HAp kaplamalar kemik ve dis dokusu ile benzer 6zelliklere sahip
olmalari nedeniyle doku ile etkilesimini artirmakta ve osteointegrasyonu
hizlandirmaktadir.

Zhang ve ark. [178] yaptiklari calismada dis macunlari ve agiz gargaralarina eklenen
biyouyumlu ve biyoaktivitesi yuksek nano-hidroksiapatitin clrik lezyonlarinda
remineralizasyon potansiyeli oldugunu tespit etmislerdir. Roveri ve ark. [179] yaptiklari
calismada sentetik nanohidroksiapatit partikullerin disin mine apatit kristal banyesine;
morfolojik, yapisal ve kristalinite agisindan benzemesinden dolayi dis hekimliginde oral
bakim Urlnlerinde ve implant cerrahisinde kullanilan kemik defektlerinin
doldurulmasinda biyomateryal olarak kullanilir oldugunu gostermiglerdir. Yine ayni
arastirma grubu tarafindan yapilan bir diger ¢alismada iDPKH’lerinin, HAp/TCP diskler

Uzerinde kemik hucrelerine farklilastiklari gosterilmistir [180].

Tez kapsaminda kullanilan doku iskelerinin nHAp ve B-nHAp ile kaplanmasi igin
mikrodalga enerjisinden faydalanarak biyomimetik 6zellik tasiyan yapay vucut

sivisindan (SBF) ¢oktliirme yontemi uygulanmistir.

insan kan plazmasi taklit edilerek hazirlanan esit miktarda iyon konsantrasyonuna
sahip, stper doygun yari kararl sulu ¢ozeltiler SBF olarak adlandiriimigtir. SBF’ler,
uygun polimerik malzemelerin yuzeylerinde HAp mineralini “biyomimetik” olarak

olusturma yetenegine sahiptirler. Yapay vicut sivisinin doygunluk dizeyine bagl
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olarak kalsiyum fosfat (Ca/P) c¢ekirdeklenme ve c¢okelme suresi degisiklik
gostermektedir [181].

Literatire ek olarak, grubumuzda yapilan c¢alismalar isiginda, sunulan tez
calismasinda insan kan plazmasina gore daha yuksek doygunluk derecesine sahip ve
daha fazla kalsiyum ve fosfat konsantrasyonu iceren 10xSBF benzeri ¢o6zeltinin
kullaniimasi kararlastirilmistir. 10xSBF insan kan plazmasindaki kalsiyum ve fosfat
iyon derisimlerinin 10 katina sahiptir ve bdylece Ca/P cekirdeklenmesi daha hizli
gerceklesmektedir. 10xSBF ¢ozeltisinin bilesimi Bolim 3.2.2’de verilmistir ve Mavis ve

ark. [172] tarafindan belirlenen regeteye gore hazirlanmistir.

Tez kapsaminda yapilan ¢alismalarda, 10xSBF’nin doygunluk derecesine bagli olarak
2-6 sa surede gerceklesen ¢okelme islemi, mikrodalga ile disaridan verilen enerjinin

etkisi ile saatler mertebesinden dakikalara dugtrulmustar.

HAp sentezi i¢cin uygulanacak mikrodalga kosullari grubumuz tarafindan daha 6nce
yapilan galigmalarla belirlenmigtir [173]. Mikrodalga enerjisinin SBF igerisindeki iyonlar
ile etkilesimi sonucu nHAp Uretimi sirasinda istenmeyen fazlar olusmaz ve hizli, kolay
ve etkin bir bicimde ytiksek miktarlarda biyouyumlu kemik benzeri hidroksiapatitin daha
Kisa bir zaman igcersinde elde edilmesi saglanir [173]. SEM goruntuleri (Sekil 4.3),
nHAp ¢oktirme sirasinda ara fazlarin olusmadigini ve fazla tuz kristallerinin yikamalar
sirasinda ortamdan uzaklastigini géstermektedir. Sekil 4.3a’da goéraldugu gibi nHAp
nanopartikulleri mukemmel yapida homojen olarak bir araya gelerek kumeler

olusturmusglardir ve yapilari arasinda morfolojik farkliliklar bulunmaktadir.

Hidroksiapatit nanopartikilleri kemik/dis olusumu ve yenilenmesi icin dnemlidir ve bu
ozelliginin desteklenmesi icin HAp kafesindeki [Ca]?*, [PO4]* veya [OH] iyonlari birgok

degisik anyon ve katyon ile yer degistirilebilmektedir.
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Sekil 4. 3. Mikrodalga destegi ile Uretilen nHAp érneklerine ait SEM gorintileri: (a)
5,000X%, (b) 30,000X.

Bor (B) bitkiler icin gerekli bir elementtir ve insan metabolizmasindaki roli ve etki
mekanizmasi iyi anlasiimis degildir. Yapilan ¢alismalarda borun siganlarda optimal
saglik icin gerekli oldugu ve ayni zamanda embriyogenez, kemik buyumesi ve
bagisiklik sistemi fonksiyonlari igin hayati bir dnemi oldugu gosterilmistir [182, 183].
Diger taraftan borun osteoinduktif etkilere sahip oldugu ve kdk hicrelerin osteojenik

farklilagsmasini destekledigi bilinmektedir [184].

Tasli ve ark.[185] tarafindan yapilan ¢galismada sodyum pentaborat pentahidrat (NaB)
ile muamele edilen insan dis germ kaynakli MKH'lerinin (iDGKH), osteojenik ve
odontojenik gen ve protein ekspresyonlarinin diger gruplarla karsilastirildiginda arttigi
gosterilmigtir. Ayrica, NaB (20 pg/mL) ile muamele edilen iDGK hucrelerinin ALP
aktivitesi ve KOL1A, dentin siyalofosfoprotein (DSPP) ve DMP-1 odontojenik gen
ekspresyonlarinin yukseltildigi ve hucre disi matris mineralizasyonundan sorumlu

kalsiyum birikiminin arttinldigi belirtilmigtir.

Akman ve ark. [176] tarafindan yapilan c¢aligsmada, ilk olarak dondurarak- kurutma
yontemiyle % 2 ve 3 (wt/v) kitosan jel kullanarak, HAp partikullerinin varliginda ya da

yoklugunda doku iskeleleri hazirlanmigtir. Daha sonra kitosan-HAp iskeleler

64



periodontal doku muhendisligi uygulamalar igin bazik fibroblast buylime faktoru
(bFGF) ile desteklenmistir. Hucre kultur galigsmalari sementoblastlar ve periodontal
ligament (PL) hucreleri ile gergeklestiriimistir. Sonucglar bFGF yUkli kitosan-HAp
iskelelerin hucre gogalmasi ve mineralizasyonunu destekleyen uygun bir ¢ boyutlu

iskele oldugunu gostermistir.

Nakamura ve ark. [186] ise bir ultrasonik pUsklrtme piroliz (USSP) teknigi ile Ca/ (P +
B) ve bor katkili HAp sentezlemisler ve hazirlanan biyomalzemenin kanser tedavisinde

kullanabilecegini belirtmiglerdir.

Sunulan tez kapsaminda bor katkili nHAp Uretiminde, nHAp Uretiminde oldugu gibi
mikrodalga enerjisi ile biyomimetik olarak 10xSBF’den ¢okturme yontemi kullaniimigtir.
Mikrodalga destegi ile dretilen nHAp ve B-nHAp orneklerinin karakterizasyonlari

grubumuzca daha 6nce gergeklestirilen calismalarda yapilmistir [173, 174].

Tez kapsaminda uretilen B-nHAp’in yapisindaki B, Ca ve P, nHAp’in yapisindaki Ca
ve P oranlar enduktif eslesmis plazma optik emisyon spektrometresi (ICP-OES) ile
incelenmistir ve elde edilen sonuglar dogrultusunda B-nHAp kapli her doku iskelesinin

yaklasik 20 ug bor icerdigi hesaplanmistir.

Cizelge 4.1’de tez calismasinda kullanilan nHAp ve B-nHAp yapisinda bulunan
bilesenlerin mine, dentin ve kemikteki oranlarla karsilastirimasina ait veriler
belirtiimistir. Dogal disin agirlikga %35.1’'i Ca iyonundan, %16.9’si ise P iyonundan
olugsmaktadir ve Ca/P molar orani yaklasik 1.61 civarindadir [187]. Karsilastirma
yapildiginda, mikrodalga ile Uretilen nanohidroksiapatit yapisinin Ca/P molar orani

acisindan dis yapisi ile benzerlik gosterdigi belirlenmistir (Cizelge4.1).

B-nHAp nanokompozitin yapisinda bulunan karbonat igeriginin diger orneklerden
disuk olmasinin nedeni, bor ilave edildiginde, kismi olarak fosfat ve hidroksil
gruplarinin ortamda bulunan BO3* iyonlari ile yer degistirmesi ve yeni kalsiyum bor
katkilil HAp Ca1o{(POa)s_x(BO3)H{(BO3)y(BO2)z(OH)2_3y 2z} yapisi olusturmasidir [188].
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Cizelge 4. 1. Dentin, mine, kemik, nHAp ve B-nHAp 6rneklerinde bulunan bilesenlerin
oranlari.

Bilesenler | Ca (%) P (%) B (%) CO3? (%) Ca/P

(wiw) (wiw) (wiw) (wiw) (Molar oran)
Mine 36.5 17.7 - 3.5 1.63
Dentin 35.1 16.9 - 5.6 161
Kemik 34.8 15.2 - 7.4 1.71
nHAp 31.50+0.4 | 15.10+0.30 - 7.15£0.28 |1.61
B-nHAp 28.10+£0.3 | 15.55+0.40 | 1.15+0.10 | 4.30£0.10 |1.40

4.1.3. Nanokompozit Doku iskelelerinin Uretimi

Tez kapsaminda sentezlenen kitosan doku iskelelerinin sinirl biyoaktivitelerini artirmak
icin dogal kemik, dentin ve dis minesi dokusunun inorganik yapisini olusturan kalsiyum
fosfat esasli biyoaktif hidroksiapatit ile nanokompozit olusturma yontemi kullaniimistir.
Nano-HAp insanin kemik ve dis gibi sert dokularinin inorganik bir bilesenidir ve bu

nedenle doku muhendisliginde ideal bir nanomalzeme oldugu kabul edilmistir.

Hidroksiapatitin, gozenekli kitosan yapisi icerisine katilmasi doku iskelesinin yuzeyinin
purizli olmasina ve alan/hacim oraninin artisina neden olmakta ve bodylece
biyoaktivitenin artisini saglamaktadir [189]. Dogal kemik ve dis dokusu ile nHAp'in
yapisi arasindaki benzerlik nHAp/kitosan kompozitlerinin gelistiriimesini saglamistir ve

bu konuda c¢esitli galismalar yapiimigtir [173, 189].

SBF kullanilarak yapilan biyomimetik kaplama yontemi, iyon destekli cokelme ve
plazma spreyi gibi diger yontemlere kiyasla 6zel ekipmanlar ya da yuksek iglem
sicakliklarina ihtiyacinin olmamasi gibi pekgok ustunlige sahiptir. HAp/kitosan
kompozitleri cogunlukla polimer ¢ozeltisi icerisine HAp tozlarinin karistiriimasi, doku
iskele Uretimi sirasinda nHAp kristallerinin olusturulmasi ya da HAp ile kaplama
seklinde Uretilmektedir [190].

Kitosan doku iskelesinin, polikatyonik yapisinda bulunan amino gruplari baglanmamis
2 elektronu ile pozitif yik tasiyan merkezler igin ¢ekirdeklenme noktasi
pozisyonundadir ve mineral birikimi ¢gekirdeklenme mekanizmasi ile gergeklesmektedir.

Hidroksil (OH") grubu kalsiyumu baglayarak ve katyonik amin grubu fosfat iyonunun
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adsorbsiyonunu saglayarak, mineralizasyon igin gekirdeklenme baslatmaktadir. Ayrica

kitosan doku iskelesinin hidrofilik yapisi da apatit olusumuna yardimci olmaktadir.

Doku iskelelerin kaplanmasi igin kullanilan yapay vucut sivisindan homojen apatit
cekirdeklenmesi elde etmek igin gerekli enerji bariyeri ¢cok ytksektir ve heterojen
sekilde ¢ekirdeklenme igin tetikleyecek bir uyari gereklidir. Bu nedenle SBF ile yapilan
kaplama galismalarinin gogunda kaplamanin etkinliginin artirlmasi igin tetraetil orto-
silikat (TEOS) gibi c¢ekirdeklendirici ajanlar  kullanilarak ek islemler
gerceklestiriimektedir.

Kaplama miktarini artirmak igin yapilan bir calismada nHAp/kitosan nanokompozit
iskele hazirlanmis ve eklenen nanokristaller c¢ekirdeklenme bdlgeleri olarak
kullaniimistir. HAp eklenen nanokompozit doku iskelede bos kitosan doku iskeleye

gb6re daha fazla kaplama olusturulmustur [191].

Mikrodalga enerijisi kitosan doku iskelesi yapisinda ve ylzeyinde bulunan fonksiyonel
gruplart (OH™ ve NH2") uyararak dielektrik i1sinmaya neden olmakta, bu gruplar
Uzerinden kalsiyum ve fosfat iyonlarinin baglanmasini saglamaktadir. Hidroksil grubu,
amin grubu ile karsilastirildiginda hidroksil grubu daha polar oldugu icin hidroksil

grubunun bulundugu bélgede gekirdeklenmenin daha fazla olacagi dusunulmektedir.

Kitosan mikrodalga kaynakli yuksek enerjiyi depolayamayacagindan, bu enerji hizla
SBF icerisindeki komsu molekil olan su ve iyonlara aktariimakta ve bu enerji aktarimi

da cekirdeklenmeyi uyarmaktadir.

Kullanilan yontem ile mikrodalganin reaksiyon icin gerekli Gibbs serbest enerjisini
dusurmesi, SBF icerisinde ve kitosanin aktive olmus boélgelerinde c¢ekirdeklenmeyi
artirmasi saglanmigtir. Bu sayede kitosan doku iskelesinin nHAp ile kaplama suresi
kisaltiilmistir. Sonug olarak mikrodalga enerijisi ile kisa bir surede etkin bir sekilde
nanohidroksiapatit ya da bor katkil nanohidroksiapatit kaplama elde etmek
mumkundir. Bu yontemde kaplama doku iskelesinin hem st yizeyine ve hem

g6zeneklerin i¢ bolgelerine de homojen bir sekilde dagilmaktadir [173].
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Nielsen ve ark. [192] yaptiklari ¢alismada diyetlerinde dokuz hafta boyunca bordan
(borik asit) yoksun diyetle beslenen ve bor eklenmis (3 mg/kg) diyetle beslenen fareleri
karsilastirdiklarinda kemik hacminde belirgin bir azalma oldugunu rapor etmiglerdir
[192]. Yine ayni arastirma grubu tarafindan yapilan bir diger g¢alismada[193] bor
beslenme miktarlarinin, kemikteki kalsiyum ve fosfor miktarini belirgin gekilde
etkilemedigi fakat osteoblast ve osteoklast aktivitesini, farkllasma ve kemik

formasyonunu etkiledigi bildirilmistir.

Odontogenez ve osteogenezde 6nemli bir rol oynayan bor konusunda literatlrde sinirli

saylda galisma bulunmaktadir.

Grubumuz tarafindan daha oOnce belirlenen ve sunulan tez c¢alismasinda Bolum
3.2.2’de bahsedilen kosullarda nHAp'’in osteokonduktif ve borun osteoinduktif etkileri
birlestirilerek biyomimetik yontemle kitosan doku iskeleleri kaplanmig ve bor katkili

nanokompozit doku iskeleleri (B-nHAp/kitosan) tretilmistir [174].

4.1.4. nHAp/kitosan ve B-nHAp/kitosan Doku iskelelerinin Karakterizasyonu

Hucre kultur caligmalari igin hazirlanan nanokompozit doku iskeleleri 2 mm kalinhiga ve
9 mm c¢apa sahip olacak sekilde hazirlanmistir. Sekil 4.4’te kullanilan doku iskelelerine
ait SEM goruntuleri verilmistir. Goruntuler incelendiginde (Sekil 4.4a ve b) Uretilen
kitosan doku iskelelerinin i¢csel baglantilara sahip go6zenekli yapida oldugu
belirlenmistir. Doku iskelesinde olugsturulan gbézenekler sayesinde hucre kultara
calismalarinda hucrelerin besi ortamindan daha etkin bir sekilde yararlanmasi ve
besin/atik maddelerinin difizyonunun artmasi saglanarak hucrelerin  doku iskelesi
yuzeyine tutunmasi desteklenmektedir. Ayrica hem nHAp/kitosan (Sekil 4.4c ve d),
hem de B-nHAp/kitosan (Sekil 4.4 e ve f) doku iskelelerinin ylzeyinin ¢ap ve kalinlik
boyunca oldukga homojen bir sekilde tamamen apatit ile kaplandigi belirlenmistir.
Yapilan nHAp kaplama sayesinde Uretilen kitosan doku iskelelerinin gézeneklerinin

korunmasi saglamakta ve gézenek kararligi arttiriimaktadir.
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Sekil 4. 4. Hlcre kultlr calismalarinda kullanilan doku iskelelerinin SEM gorantuleri:
(a) Kitosan 100X, (b) Kitosan 500X, (c) nHAp/kitosan 250X , (d) nHAp/kitosan
500X, (e) B-nHAp/kitosan 250X, (f) B-HAp/kitosan 500X.
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Hazirlanan doku iskelelerinin gozeneklilik degerleri Cizelge 4.2°de belirtilmistir.
Sonuglar incelendiginde kitosan doku iskelelerinin en buyuk gézenek boyutuna sahip
oldugu goérulmektedir. Ayrica B-nHAp/kitosan iskele, nHAp/kitosan ile
karsilastirldiginda daha fazla gdzeneklilige sahip oldugu gérilmustir. ki
nanokompozitin gozeneklilik farkinin, B-nHAp/kitosan doku iskelesinin kaplamadaki
apatitin daha kuguk kristallerden olusmasindan dolay! olabilece@i dusunulmektedir.
Bdylece doku iskelesinde gdézenekler daha az miktarda kapanmis ve gézeneklilik daha

az etkilenmistir.

Iskelelerin denge sisme oranlari incelendiginde, 40-50 nm boyutunda kristallere sahip
nHAp/kitosan doku iskelesinin sisme oraninin kitosan doku iskelesine benzer oldugu
ancak 20-30 nm boyutunda kristallere sahip B-nHAp/kitosan doku iskelesinin sisme
oraninin kitosan doku iskelesine gore yaklasik olarak %20 daha az oldugu belirlenmigtir
(Cizelge 4.2). Denge sisme oraninin azalmasinda, nHAp kristallerine gore daha kuguk
caplarda olusan bor katkili hidroksiapatit kristalleriyle, kitosan doku iskelesinde daha
homojen ve siki bir kaplama yapilabilmesinin etkisi oldugu dusunulmastar. Doku
iskelelerinin karakterizasyon galismalarinin sonuglari sentezlenen iskelelerin dis doku

muhendisligi agisindan uygun oldugunu gostermektedir [174].

Cizelge 4. 2. Doku iskelelerinin ylizde gbézeneklilik ve sisme degderleri.

Doku iskelesi Gozeneklilik (%) Denge Sigsme Orani
Kitosan 89.50+1.03 34.90+1.90
nHAp/kitosan 81.90+0.76 33.19+1.73
B-nHAp/kitosan 85.70+2.57 28.91+1.41

4.2. Hiicre Kultur Galismalari

Sunulan tez calismasinda, mezenkimal kok hlicre olarak segilen iDPKH’lerin
izolasyonu vyapilmis ve bu hucrelerin karakterizasyonlari tamamlanmigtir. Tez
kapsaminda sentezlenen kitosan, nHAp/kitosan ve B-nHAp/kitosan doku iskelesi
sisteminin dis doku muhendisliginde kullanim potansiyelinin aragtiriimasi amaciyla
iDPKH’leri kullanilarak in-vitro kosullarda 21 gun boyunca hidcre kultir ¢alismalari
gergeklestiriimistir.
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Kaltur siresince yapilan analizler ile mezenkimal hicrelerin hazirlanan doku iskeleleri
uzerindeki canhliklari, morfolojileri ve odontoblastik farkhilagmalari incelenmistir. Bor
katkili nanohidroksiapatit kapl kitosan doku iskelenin kdk hicre farklilasmasina etkisi

diger iskeleler ile karsilastirilarak incelenmistir.

4.2.1. iDPKH izolasyonu

Calisma kapsaminda kullanilacak olan dis pulpasi kdkenli mezenkimal kok hicrelerin
izolasyonu ve karakterizasyonu simdiye kadar yapilan aciklamalarin isiginda
gerceklestiriimistir. 20 yas gomulu diglerin orta kismindaki pulpa dokusundan izole
edilen iDPKH’ler Lonza firmasindan satin alinan flasklarda kultire edilmis ve kok
hidcrelerin  secici olarak plastik yuzeylere yapismasi, yayillmasi ve c¢ogalmasi
ozelliginden vyararlaniimistir. Boylece, mezenkimal kok hucreler ylzeye tutunma
Ozellikleri ile sUspanse olarak ureyen hematopoetik kok hucrelerden ayrilmistir. Plastik
kaltar kaplarinin ylizeyine bagimli olmayan hematopoietik hlcreler, besi ortaminin
alinmasiyla ortamdan uzaklastiriimistir. iDPKH’ler %80-90 oraninda kultlr kabini
kapladiklarinda pasajlanmis ya da ¢alisma icin belirlenen sayida olacak sekilde 1/3
veya 1/2 oraninda uygun ortamda suspanse edilmigtir. 1/3 pasaj oraninda yaklasik
olarak 3 gun icerisinde yuzeyi kapladiklari gozlenmistir. Sekil 4.5’te gosterilen optik
mikroskop goruntiulerinde hucrelerin kultir kabinin ylzeyine tutunup yayildiklari ve
fibroblast benzeri igsi bir morfoloji sergiledikleri belirlenmistir. iDPKH’ler pasaj 0'da (PO)
igsi ve mekik yap! sergilerken pasaj orani ilerledikge hucreler ince igsi seklinde daha

fazla yayilmigtir (Sekil 4.5¢,d).

iDPKH kultirinde morfolojik agcidan heterojen yapi gdzlenmis, biri igsi digeri ise daha
kiresel sekilde olmak Uzere iki farkli morfolojide hucre ayirt edilmistir. iDPKH’lerin
primer kultirine ait morfolojik bulgularimizda saptadigimiz iki farkli hicre tipinin
Aanismaa ve ark.[194] tarafindan gémuld Ggluncl blylk azi disi pulpasindan izole
edilen hucreler ile benzer 6zellikler gosterdigi belirlenmistir. Ayni zamanda pasaj O’'a
(PO) ait bu bulgumuz Carinci ve ark.[195] tarafindan yapilan ¢alismayi
desteklemektedir. iDPKH’lerin subkultirleri yapildikca heterojen yapi homojen hale
gelmis ve hucrelerin klltir suresi ilerledikge tipik morfoloji sergilemeye basladigi

gorulmustur. Kok hucrelerin gogalmasi ve idamesi igin kullandigimiz besi ortaminin
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ortamda bulunan farkli hiicrelerin kultar kaplarinin ylizeyine tutunmalarini engelleyerek
degiskenligi azaltip kok hucreleri daha homojen hale getirdigi dugunulmustar. Sekil

4.5’te izole edilen iDPKH’lerin optik mikroskop fotograflarina yer verilmigtir.
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Sekil 4. 5. izole edilen iDPKH'lerin flasklarda kiiltiire edilmesi (a) ve besi ortamindan
kok hucrelerin toplanmasi (b), kék hiicrelerin optik mikroskop goruntuleri; (¢) iDPKH
PO 20X, (d) iDPKH P3 20X, (e) iDPKH P5 20X, (f) iDPKH P5 20X.
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4.2.2. iDPKH’lerin Karakterizasyonu
20 yas gomula diglerinden izole edilen mezenkimal kok hiicrelerin karakterizasyon

calismalari pasaj 5’te gercgeklestirilmistir. Bu amagla,

e MTT analizi ile htcrelerin kultur kaplarindaki Greme davraniglari,

o F-aktin/DAPI ve kristal viyole boyamalari ile hicrelerin morfolojileri ve iskelet
organizasyonu,

e ALP-von Kossa boyamalari ile hucrelerin osteojenik farklilagmasi,

¢ QOil Red O boyamasi ile yag farklilasmasi,

e Safranin O/Fast Green boyalari ile kikirdak farklilasmasi ve

e Akis sitometrisi analizi ile iDPKH’lere 6zgu fenotipik karakterleri belirlenmigtir.

4.2.2.1. MTT Analizi

20 yas gomull diglerin dis pulpasindan izole edilen mezenkimal kék hicrelerin kiltir
kaplarinda proliferasyonu ve metabolik aktiviteleri 21 giin boyunca MTT analizi ile takip
edilmigtir. Sekil 4.6'te iDPKH’lerin 21 gln boyunca buylime egrisi gosterilmigtir.

iDPKH’lerin ikilenme slresi 33 sa olarak bulunmustur.
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Sekil 4. 6. iDPKH’lerin buylime edgrisi.
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4.2.2.2. F-aktin/DAPI Boyamasi

Hucre morfolojilerinin belirlenmesi amaciyla, immunositolojik analizler yapilmistir. Aktin
filamentler, hucre ylzey seklinin olusumunda goérev alan hicre iskeletindeki énemli
yapilardir. Bu boyama tekniginde kullanilan Alexa Fluor 488 Phalloidin, plazma zari
iligkili F-aktin (yesil) isaretleyicidir ve floresan mikroskobu altinda hicre iskeletinin yesil
renkte gorunmesine neden olmaktadir. Cekirdek boyamasi olan DAPI hicrelerin
cekirdeklerinin gbérinir hale gelmesi igin bir ajandir ve hlicre ¢ekirdeklerinin, floresan
mikroskop altinda mavi renkte gorinmesini saglar. iDPKH’lere yapilan ikili boyama
sonucunda c¢ekilen floresan mikroskobu fotograflari Sekil 4.7°da gorulmektedir (Sekil
4.7c ve d). Hucreler igsi bir goérunum sergilemis ve tipik fibroblastik morfoloji
g6zlenmistir (Sekil 4.7d). Ayrica, batln hcrelerin ¢ekirdek buttnliklerini koruduklari

da gorulmastur (Sekil 4.7a).

Sekil 4. 7. iDPKH’lere ait F-aktin/DAPI boyamalari (a) DAPI 20X (b) F-aktin 20X,
cakisik goruntiler (¢)20X, (d)20X. Ok hicrelerin yonelmelerine isaret etmektedir.
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4.2.2.3. Kristal Viyole Boyamasi

Calisma kapsaminda F-aktin/DAPI boyamalarina ek olarak hicre morfolojisinin
belirlenmesi icin kristal viyole boyamalari da gergeklestiriimistir. Kristal viyole
boyamasinda hicre iskeletleri agik mora, hicre ¢ekirdekleri ise koyu mora boyanmistir.
Goruntller optik mikroskop kullanilarak alinmistir. Sekil 4.8'de de goéruldagu gibi
iDPKH’ler fibroblastik morfoloji sergilemiglerdir. Bdylece, kristal viyole boyamasinin F-

aktin/DAPI ile boyanmis hicre fotograflarini dogrular nitelikte oldugu gériimustar.

Sekil 4. 8. Kristal viyole ile boyanmis iDPKH’lerin optik mikroskop gorintileri (a) 10X,
(b) 20X.

4.2.2.4. Hiicrelerin Farklilagsma Potansiyellerinin incelenmesi
Uluslararasi Hucresel Tedavi Dernedi’'nin Mezenkimal ve Doku Koék Hicre Komitesi
tarafindan belirlenen insan MKH’lerine ait minimal kriterlere gére mezenkimal kdk

hdcrelerin sahip olmasi gereken 3 temel 6zellik bulunmaktadir:
1. Standart klltlr ortaminda plastik ytzeylere tutunabilme,
2. Uygun ylzey antijenlerinin ifadesi (CD73, CD90, ve CD105 ),

3. Multipotent (osteoblast, yag hicresi ve kondroblast) farklilagsma yetenegi [196].
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Dis pulpasindan izole edilen MKH’ler adipojenik, osteojenik ve kondrojenik ortamlarda
kultare edilmis ve gesitli boyamalar ile bu hucrelerin farklilagsma potansiyelleri ortaya

koyulmustur.

Osteojenik Farklilagsma

Durgun kosullar altinda, osteojenik induksiyona yol agan, askorbik asit, B-gliserol fosfat
ve dekzametazon yardimiyla, hdcreler uyariimigtir. Osteojenik farkilasmanin
gOsterilmesi amaciyla yapilan ALP-von Kossa boyamasinda kirmizimsi alanlar ALP
enzim aktivitesini, kahverengi alanlar ise mineralize bolgeleri géstermektedir. Kulturin
ilk haftasindan sonra ilerleyen giinlerinde, kalsiyum birikimine 6zel olarak nodul benzeri
yapilar olugsmaya baslamis ve olusan nodullerin miktari zaman ilerledikge artis
gOstermistir. Kok hicrelerin osteojenik farklilasma yeteneginin diger belirteglerinden
biri de matris mineralizasyonudur. Matris mineralizasyonunu tespit etmek i¢in kullanilan
boyalar, hlcre igi mineralize kristallere baglanir ve hucreler tarafindan olusturulan

kalsiyum fosfat yapilarinin varligini ortaya koyar.

iDPKH’lerin matris mineralizasyonunu belirlemek igin kaltirin 14. ve 28. gunlerinde
ALP-von Kossa (ALP-VK) boyamalari yapiimis, boyamalar optik mikroskop altinda
goOruntilenmis ve sonugclar Sekil 4.9’de sunulmustur. Hicrelerin osteojenik farklilasma
Ozellikleri incelediginde 14. gunde farklilasma grubunda ALP aktivitesi yuksek iken
(Sekil 4.9b) 28. glinde ALP aktivitesi beklendigi gibi kontrol grubuna gére azalmistir
(Sekil 4.9d). ALP aktivitesi, kemik farklilasmasinin erken bir gostergesi oldugu igin,
kultirin basinda daha yuksek olmasi, ilerleyen glinlerde ise azalmasi ve kalsiyum

birikimlerinin ortaya ¢ikmasi beklenilmektedir [197].

Kontrol grubunda iDPKH’lerin boyanma sonrasi (Sekil 4.9b) mineralizasyonunu isaret
eden herhangi bir boyanma goérilmezken, osteojenik farklilagma ortami varliginda,
hiacreler arasinda noduller ve siyah-kahverengi mineralizasyon bolgeleri tespit
edilmistir (Sekil 4.9d).
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Sekil 4. 9. iDPKH’lere ait ALP-VK boyamalari: 14.gln - kontrol grubu (a) 20X,
osteojenik farklilagma grubu (b) 20X; 28.gln - kontrol grubu, (c) 20X osteojenik
farklilagma grubu, (d) 20X.

ALP enzim aktivitesi olguldugunde ise 7. ve 14. gunlerde gruplar arasinda anlamh bir
fark yok iken 21. gunde farkhlagsma grubunda kontrol grubuna gore yaklasik iki kat daha
az aktivite elde edilmistir. Hucrelerin ALP enzim aktivitesi azalirken mineralizasyonun
artmasi beklenmektedir. Enzim aktivite dlgimunden elde edilen degerler de boyama

sonuglarina benzerlik géstermistir (Sekil 4.10).
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Sekil 4. 10. iDPKH’lerin ALP enzim aktivitesi 6lgim sonuglari

Kondrojenik Farklilagsma

iDPKH’lerin  kondrojenik  farkllasmasinin  saglanmasi  igin  hucreler ITS
(insulin-Transferrin-Selenyum), deksametazon, L-askorbik asit ve TGF-B1 igeren
farkhlasma ortaminda kultlre edilmistir. Kultirtn 28. gininde yapilan Safranin O/Fast
Green boyamalari ile iDPKH’lerin kondrojenik farkhlasmasi gosterilmistir (Sekil 4.11).
Safranin O boyamasi, kondrojenik farklilasmada matrisin proteoglikan sentezinin
derecesini degerlendirmek uzere yapilmaktadir. Boyama sonucu

glikozaminoglikanlarin (GAG) birikim bolgeleri kirmiziya boyanmaktadir.

Kondrojenik farkhlasma icin 14. ve 28. glinlerde drnek alinmigtir. 28. giin érneklerinde
farkhlasma daha belirgin oldugu icin bu o6rneklerden elde edilen sonuglara yer
verilimigtir. iDPKH’lerin  boyama goruntuleri incelendiginde hucreler arasindaki
ekstraselller matris olusumu kondrojenik farklilasma ortamindaki hlcrelerde belirgin
iken kontrol grubunda bdyle bir olugsuma rastlanmamistir. Bu nedenle, farkhlagsma
ortamindaki pellet butunligu kontrol ortaminda kulture edilen pellete gore hucrelerin
saglikli oldugunu ve hucre digi matrisin sentezlendigini gostermektedir. Kikirdak
dokusunda oldugu gibi glikozaminoglikanlarin turuncu renk ile boyandigi farklilagsma

grubunda acikga gorilmektedir (Sekil 4.11).
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Sekil 4. 11. Safranin O/Fast Green boyamasi; (a) iDPKH kontrol grubu, (b) iDPKH
kondrojenik farklilagma grubu.

Choi ve ark. [198] insan 20 yas gomdulu dislerinden izole edilen periodontal ligament
kok hucreleri (PLKH) ile yaptiklari galismada, 10 ug/L TGF-B3 ve 100 ug/L BMP-6’yI
tek bagina ve kombine sekilde kondrojenik farklilagsmay! uyarmak icin kullanmislardir.
Sonug olarak TGF-f3 ve BMP-6 kombine sekilde kullanildiginda SOX9, agrekan ve
kollajen Il ifadesinin tek baslarina kullanildigi duruma goére artig goOsterdigini

belirtmiglerdir.

Adipojenik Farklilagsma
iDPKH’lerin adipojenik farklilasmasi igin, hucreler yuzeyi kapladiktan sonra besi ortami

%10 fetal serum, 10 pM insulin, 0.5 mM 3-izobutil-1-metilksantin (IBMX),
deksametazon, insulin ve indometazin iceren adipojenik farklilagsma ortami ile
degistirilmistir. Adipojenik farklilasma icin kuiltire 56 giin devam edilmistir. Hcreler
icerisinde lipidce zengin yag damlaciklar ilk olarak indiksiyondan 30 glin sonra
goOrulmeye baglanmigtir. Kulttirtin ilerleyen ginlerinde lipid vakuolleri biylimeye devam
etmis ve hucrelerin igerisini doldurmustur. Kuilturin 56. gununde gercgeklestirilen
boyamalarda, kontrol grubunda herhangi bir kirmizi boyanma goériimezken ($ekil
4.12a), adipojenik ortamda kiiltire edilen hiicreler Oil Red O ile boyanmis ve kirmizi

yag damlaciklari gérunttlenmistir (Sekil 4.12b).
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Sekil 4. 12. Adipojenik (Oil Red O) boyamasi; (a) iDPKH kontrol grubu, (b) iDPKH
adipojenik farkhlasma grubu.

4.2.2.5. Akis Sitometrisi Analizi

Mezenkimal kok hucrelerin karakterizasyonunda, galismalarin tutarhliginin saglanmasi
icin belirli kriterler Uzerinde durulmustur. Bu kriterlerden bir tanesi Dominici ve
arkadasglarinin [16] belirttigi gibi yuzey antijenlerinden en az 2 adet fenotip negatif ve
en az 2 adet fenotip pozitif antijenin varliginin hicrelerde gosterilmis olmasidir. Fenotip
pozitif antijenler; (295%+): CD (cluster of differentiation, farklanma kumeleri) 105,
CD73, CD90 ve fenotip negatif antijenler (£2%+): CD45, CD34, CD14 ya da CD11b,
CD79 a ya da CD19 olarak belirlenmigtir [199].

Attari ve ark. [200] yaptiklari galismada dis pulpasi pluripotent kdk hicrelerin (DPPKH)
SSEA4*, OCT3/4*, NANOG*, SOX2*, LIN28*, CD13*, CD105*, CD34", CD45", CD90",
CD29*, CD73*, STRO1* and CD146" oldugunu rapor etmigler.

iDPKH’lerde bulunmasi ve bulunmamasi gereken ylzey antijenlerinden bazilari su
sekilde belirlenmigtir: fenotip pozitif antijenler (=%95): CD106, CD146, Stro-1, CD29,
CD73, CD105, CD44 ve fenotip negatif antijenler (< %2): CD45, CD34 ve CD14 [7, 56].

CD90 (Thy-1) immunoglobin ailesine aittir ve MKH'ler icin en iyi bilinen yuzey
antijenlerindendir. CD166 immunoglobulin ailesine aittir ve aktif |6kosit adezyon

molekull ve transmembran glikoproteindir. CD44 hiyaluronik asit reseptorl olup, ayni
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zamanda osteopontin, kollajen, ve matris metaloproteinaz gibi baska ligandlar ile
etkilesime girebilir. CD29 (integrin-B1) MKH ylzeyinde varligi kanittanmig hicre-matris
CD73 (5'-nukleotidaz)

donustirmek icin hizmet vermektedir. CD105 (Endoglin) hlicre ylzeylerinde bulunan

reseptorlerindendir. adenozin monofosfati adenozine

bir glikoproteindir ve TGF beta reseptdr kompleksinin bir parcasidir.

CD14 geni, tarafindan

monositler/makrofajlar tizerinde ifade edilir. CD34 bir hiicre ylzey glikoproteini olarak

kodlanan protein ylzey antijenidir ve tercihen
hicre-hicre tutunmasini ve kok hucrelerin kemik iligi hidcre digi matrisine veya
dogrudan stromal hicrelere tutunmasini destekler. CD45 (protein tirozin fosfataz,

reseptdr) hematopoetik ve endotel hiicrelere 6zgu bir antijendir.

Tez kapsaminda kullanilan insan kdokenli DPKH’lere ait akis sitometri analiz sonuglari
Sekil 4.13.'de verilmistir. Hicrelerin CD90, CD166, CD44, CD29, CD73, CD105 (=2%95)
isaretleyicileri icin pozitif ve CD14, CD34, CD45, CD133, HLA-DR ic¢in fenotip negatif

oldugu gorulmastar. Tum sonuglar birlikte degerlendirildiginde hucrelerin  yuksek

saflikta oldugunu sdylemek mumkundur.
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<, 3 <, ] <, CD90-FITC 9923
b 23 O’y ‘ Wi e
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Sekil 4. 13. iDPKH’lerin akig sitometrisi ile belirlenen ylzey antijenleri.
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4.2.3. Hiicre Ekimi ve Odontojenik Farklilagsma
Hucre kultar galigmalar fibronektin (Fn) immobilize edilen 3 grup doku iskelesi ve
iDPKH'ler ile yurutalmustir. Kontrol olarak Fn immobilize edilmeyen doku iskelesi
kullaniimistir. Dolayisiyla ¢alismada kullanilan doku iskeleleri

1. Kitosan,

2. Kitosan+Fn,

3. nHAp/kitosan+Fn ve

4. B-nHAp/kitosan+Fn

olarak siralanmigtir.

4.2.3.1. Doku iskelesi Yiizeyine Baglanan Amino Gruplarinin Ninhidrin Yontemi
ile Tayini

Tez kapsaminda hazirlanan kitosan ve nanokompozit doku iskeleleri, hucre
tutunmasini arttirdid1 bilinen Fn ile modifiye edilerek doku iskelelerinin biyoaktivitesinin
arttirlmasi  hedeflenmistir. Doku iskelelerine fibronektin  immobilizasyonunun
gerceklesip gerceklesmedigi, a-amino grubunun en karakteristik reaksiyonu olan
ninhidrin yontemi ile belirlenmistir. BUtin a-amino asitler ve peptidler bu renk
reaksiyonunu verirler. Fn ile modifiye edilen kitosan+Fn, nHAp/kitosan+Fn ve
B-nHAp/kitosan+Fn doku iskeleleri ninhidrin ile etkilestirildigi zaman mor renk
almiglardir. Aminoliz iglemi uygulanmayan doku iskeleleri ise, renk degisimi
gostermemiglerdir (Sekil 4.14). Renk degisimlerinin absorbans degerleri ise UV-vis
spektrofotometre (Labomed, Inc., ABD) ile dlguilmiistir. iskelelerden okunan absorbans
degerlerinin bos kitosan doku iskelesinin absorbans degerinden daha yuksek olusu

aminoliz isleminin gergeklestigini gostermektedir (Sekil 4.15).
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Sekil 4.14. Doku iskelelerinde ninhidrin analiz sonuglarini gésteren fotograflar.
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Sekil 4.15. Ninhidrin analizi sonuglarina ait absorbans degerleri.
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4.2.3.2. Presto Blue Analiz sonuglari

Kitosan, kitosan+Fn, nHAp/kitosan+Fn ve B-nHAp/kitosan+Fn doku iskelelerinde
kiltire edilen iDPKH’lerin Ureme davraniglari ve mitokondriyal aktiviteleri 21 gunlik
inkiibasyon suresince kulttrin belirli gtnlerinde (1,3,5,7,9,14 ve 21inci ginlerinde)
yapilan Presto Blue analizi ile belirlenmigtir. Presto Blue analizi sonucu elde edilen
veriler 570 nm’de belirlenen optik yodunluk degerleri olarak verilmigtir. Hucre
ekiminden 24 saat sonra hicre besi ortami odontojenik ortam ile degistirilmistir ve
iDPKH’ler tim doku iskelelerine tutunmus ve c¢odalmaya devam etmislerdir.
Odontojenik ortam ilavesinden sonra kulturiin 1. guintiinde kontrol grubu olan kitosan
iskele ile diger iskeleler arasinda hicre canliliginda anlamli farkhlik gézlenmistir. Sekil
4.16’da kultarun birinci ginlinde tutunmayi en az destekleyen grubun kitosan ve en ¢ok
destekleyen grubun B-nHAp/kitosan+Fn oldugu belirlenmistir (p<0.001). ilk giinde
kitosan+Fn ve nHAp/kitosan+Fn iskelelerinde hicre canliiginda artis devam ederken
en yuksek hucre canliligina B-nHAp/kitosan+Fn iskelede ulagiimistir (p<0.001). Ayrica
nHAp/kitosan+Fn iskeledeki hicre canlihdi kitosan+Fn iskeleden daha ylksek
bulunmustur  (p<0.01). B-nHAp/kitosan+Fn iskelede  hucre  canliiginin
nHAp/kitosan+Fn iskeleden istatistiksel olarak anlamli sekilde daha yuksek oldugu

gorulmastur (p<0.001).
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Sekil 4.16. Kitosan, kitosan+Fn, nHAp/kitosan+Fn ve B-nHAp/kitosan+Fn doku
iskeleleri lizerinde gogalan iDPKH'lere ait Presto Blue grafigi (istatistiksel olarak
anlamli farklilik, n=3, kontrol grubu kitosan i¢in * p<0.05, ** p<0.01, *** p<0.001; kontrol
grubu kitosan+Fn icin + p<0.05, ++ p<0.01, +++ p<0.001; kontrol grubu nHAp/kitosan
icin # p<0.05, ## p<0.01,### p<0.001).

Sekil 4.16’da hicre ekiminden sonraki 3. gun buttn iskelelerdeki hiicre canhliginda
artis gortlmustir. iskelelerin tizerindeki hiicrelerin canhhigi acisindan kitosan ile B-

nHAp/kitosan+Fn arasinda anlamli fark gézlenmigtir (p<0.01).

Kultaran 5. gununde kitosan doku iskelesinde hicre canhligi 3 Ginct gune gore azalmis
ve kitosan ile kitosan+Fn (p<0.01), nHAp/kitosan+Fn (p<0.001) ve B-nHAp/kitosan+Fn
(p<0.001) arasinda istatistiksel olarak olduk¢a anlamh fark go&zlenmistir. Ancak
kitosan+Fn ile nHAp/kitosan+Fn ve B-nHAp/kitosan+Fn iskeleleri arasinda hucre
canlihdi agisindan anlamli bir fark gézlenmemistir (p>0.05). Ayrica nHAp/kitosan+Fn
ile B-nHAp/kitosan+Fn doku iskelesi arasinda da hucre canliigi agisindan anlamli bir

fark gézlenmemigtir (p>0.05).
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Kaltaran 7. gininde kitosan doku iskelesinde hucre canhligi 5 inci gune gore biraz
daha azalmig ve kitosan ile kitosan+Fn (p<0.05), nHAp/kitosan+Fn (p<0.01) ve
B-nHAp/kitosan+Fn (p<0.01) arasinda anlamli fark gdézlenmistir. Ancak kitosan+Fn ile
nHAp/kitosan+Fn ve B-nHAp/kitosan+Fn iskeleleri arasinda htcre canliidi agisindan
anlamh bir fark go6zlenmemistir (p>0.05). Ayrica nHAp/kitosan+Fn ile
B-nHAp/kitosan+Fn doku iskelesi arasinda hucre canliligi agisindan istatiksel olarak

anlamli bir fark gézlenmemistir (p>0.05).

Kaltarin 9. gununde kitosan doku iskelesindeki hicre canlihginda hafif bir artis
gorulurken, kitosan ile kitosan+Fn (p<0.05), nHAp/kitosan+Fn (p<0.01) ve B-
nHAp/kitosan+Fn (p<0.01) arasinda anlamli fark gézlenmistir. Ancak kitosan+Fn ile
nHAp/kitosan+Fn ve B-nHAp/kitosan+Fn iskeleleri arasinda hicre canlilidi agisindan
anlamh  bir fark go6zlenmemigtir (p>0.05). Ayrica nHAp/kitosan+Fn ile B-
nHAp/kitosan+Fn doku iskelesi arasinda da hucre canhligi agisindan anlamli bir fark

g6zlenmemistir (p>0.05).

Kaltiran 14. gununde kitosan doku iskelesinde hucre canliligi 9. gune gore ¢cok az
miktarda azalmis ve kitosan ile kitosan+Fn arasinda anlamli bir fark gbézikmezken,
kitosan ile nHAp/kitosan+Fn (p<0.001) ve B-nHAp/kitosan+Fn (p<0.001) arasinda
hicre canlihdi acgisindan oldukga anlamh fark go6zlenmistir. Kitosan+Fn ile
nHAp/kitosan+Fn (p<0.01) ve B-nHAp/kitosan+Fn (p<0.001) iskeleleri arasinda hucre
canhligi agisindan anlamh bir fark gozlenmigtir. Ayrica nHAp/kitosan+Fn ile
B-nHAp/kitosan+Fn doku iskelesi arasinda hlicre canhligi agisindan istatistiksel olarak

oldukca anlamli farkhlik gézlenmistir (p<0.001).

Kiltdrin 21. gundnde kitosan doku iskelesinde hicre canhh@r azalmigtir. Ayrica
kitosan+Fn doku iskelesinde hiucre canlihigi 14 Gncl gune gore azalmig ve kitosan
doku iskelesi ile nHAp/kitosan+Fn (p<0.01) ve B-nHAp/kitosan+Fn (p<0.001) arasinda
hdcre canlihdi agisindan istatistiksel olarak anlamli farklilik gdézlenmistir. Kitosan+Fn ile
nHAp/kitosan+Fn (p<0.05) ve B-nHAp/kitosan+Fn (p<0.001) iskeleleri arasinda hicre

canlihdi agisindan anlamh bir fark gbézlenmigtir. Ayrica nHAp/kitosan+Fn ile
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B-nHAp/kitosan+Fn doku iskelesi arasinda da hicre canliigi agisindan anlamli bir

fark gozlenmigtir (p<0.001).

Sonug olarak doért grup doku iskelesinde de hiicrelerin tutundugu, fakat kitosan doku
iskelesinde Uremedikleri belirlenmigtir. Ayrica B-nHAp/kitosan+Fn ve nHAp/kitosan+Fn
iskelelerinde hucrelerin oldukga iyi gogaldiklari belirlenmis ve en yuksek treme hizina
B-nHAp/kitosan+Fn iskelede ulagmistir. Genel olarak kitosan+Fn grubunda hicresel
aktivitenin kultaran ilerleyen gunlerinde ozellikle 9. gunden sonra azaldigi ve doku
iskelesinde Fn varligina ragmen kitosanin hicre tutunmasini ve ¢ogalmasini
desteklemedigi gozlemlenmigtir. Nano HAp/kitosan+Fn ve dzellikle B-nHAp/kitosan+Fn
doku iskelelerinde 21 gunluk kultar sturesi boyunca hicrelerin optik yogunluklarinin artis
gostermesi hicrelerin logaritmik fazda olduklarinin gdstergesidir. 21. giune kadar
kitosan doku iskelesinde absorbans diugsmeye devam ederken, B-HAp/kitosan+Fn doku
iskelelerine ekilen hucrelerin Presto Blue degerleri 21. gune kadar artmakta ve 21.
glnde Kkdaltirdeki en yuksek degere ulagsmaktadir. Bu da hucrelerin odontojenik
fakllasmaya dogru giderken mitokondriyal aktivitelerini ve hicre canliliklarini

koruduklarinin gostergesidir.

4.2.3.3. SEM Analizi

Hucrelerin doku iskelesinin Uzerine yapismasi ve yayilmasi, hicre ¢ogalmasi ve
farklilasmasi acisindan o6nemlidir. Bu nedenle hazirlanan kitosan, kitosan+Fn,
nHAp/kitosan+Fn, B-nHAp/kitosan+Fn doku iskelelerin ylzeylerinde bulunan
iDPKH’lerinin morfolojileri ve doku iskeleleri ile hicreler arasindaki etkilesim SEM
gorantaleri ile incelenmigtir. Kitosan iskelelerinin sirasiyla kultirin 4. (Sekil 4.17 a, b,
c),7. (Sekil 4.17 d,e, f) ve 14. (Sekil 4.17 g, h ve 1) gunune ait SEM goruntuleri
incelendiginde hucrelerin kitosan doku iskelelerine az sayida tutunduklari, ve bu
hicrelerin kiresel morfoloji olusturduklari agikga gortlmektedir (Sekil 4.17). Ayrica 7
ve 14’lUncu gunlere ait SEM gorintuleri karsilastinldiginda, doku iskelesinde bulunan
kimelenmis hdcrelerin sayisinin azaldigi ve sferoidlerin boyutlarinin  ki¢uldugu
gorulmektedir (Sekil 4.17). Kitosan doku iskelelerine ait SEM gortntilerinden, Presto
Blue analiz sonuglari ile paralel bir sekilde kultirin 14. gununde hicre yogunlugunun,

4. ve 7. gunune oranla azaldigi anlasiimaktadir. Literatur incelendiginde kitosan doku
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iskelesinin kok hiucre yapismasini desteklemedigini belirten ¢alismalara rastlanmigtir
[194, 201, 202].
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Sekil 4.17. Kitosan doku iskelelerin Uzerinde ¢ogalan iDPKH’lere ait 4, 7 ve 14. gin
SEM goruntileri. Sirasiyla 500x (a,d,g), 2500x (b,e,h) ve 5000x (c,f,1) bayltmeler
verilmigtir.
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Insan DPKH’leri kitosan doku iskelelerine az sayida sferoid morfolojide tutunduklar
icin, bu sorunu ¢bzebilmek amaciyla kitosan doku iskelelerine Fn immobilizasyonu
yapiimigtir. Fn immobilizasyonu yapiimis kitosan doku iskeleleri ile hucreler arasi
etkilesim ve hucrelerin morfolojileri kaltirin 4., 7. ve 14. gininde SEM analizi ile
incelenmigtir. Kitosan+Fn Uzerinde kulture edilen iDPKH’lerin goruntuleri Sekil 4.18’de
verilmigtir. SEM goruntuleri incelendiginde kitosan iskelelerde oldugu gibi kitosan+Fn
doku iskelelerinin de iDPKH’lerin yapismasini az miktarda destekledigi gértlmustar.
Kaltarin 4 dncit guninde iDPKH’lerin doku iskelelerine tutunduklari ve iskelenin
g6zenekleri boyunca yayildiklari $ekil 4.18'de (a,b ve c¢) gorulmektedir. Ancak 7 inci
gun SEM goruntileri incelendiginde hiicrelerin daha az miktarda ve ki¢uk boyutlarda
doku iskelesi Uzerine tutunduklari, fakat tam yayilamadiklari goérilmektedir (Sekil 4.18
d ve e). Kilturin 14 Uncd gininde iDPKH’lerin ¢ok az sayida tutunduklari,
yayllamadiklari ve MKH’ler igin tipik olan igsi morfoloji yerine kuresel morfoloji
sergiledikleri dikkat cekmektedir (Sekil 4.18 g, h ve 1). Fibronektin immobilizasyonu
yapilmamis kitosan doku iskeleleri Gzerinde uUreyen iDPKH’lerin 14. glininde SEM
analiz goéruntuleri (Sekil 4.17 g, h, ve 1) fibronektin immobilizasyonu yapilmis kitosan
doku iskeleleri ile kargilastirldigi zaman, Fn’siz kitosan doku iskelesine ¢ok az sayida
ve daha kicuk boyuta sahip kiiresel morfolojide hicrelerin tutunduklari gérilmektedir.
Ayrica 4. gin SEM analiz goruntileri karsilastirildigr zaman iDPKH’lerin kitosan doku
iskelesi Uzerinde kitosan+Fn doku iskelelerine gore daha hizli bir sekilde sferoid

olusturduklari gérulmuastur.
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Sekil 4.18. Kitosan+Fn doku iskelesi Uzerinde ¢ogalan iDPKH’lere ait 4. ,7. ve 14. gln
SEM goérintileri. Sirasiyla 500x (a,d,g), 2500x (b,e,h) ve 5000x (c,f,1) bayutmeler
verilmistir.
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Sekil 4.19'da yer alan SEM goruntuleri incelendiginde nHAp/kitosan+Fn doku
iskelerinin iDPKH’lerin tutunmasini ve gogalmasini destekledigi agikca gorulmektedir.
Hucrelerin nHAp/kitosan+Fn doku iskelerinin yuzeyine tutunduklari, yayildiklari ve
nano boyutlardaki uzantilari ile doku iskele gozenek duvarlari boyunca kopruler
olusturarak U¢ boyutlu sekilde gogaldiklari ve sitoplazmik uzantilari ile birbirleri ile
temas kurduklar $ekil 4.19'da (b, c, ve f) gorulmektedir. Ayrica iDPKH’ler sadece iskele
yuzeyinde kalmamis, hucre ekimi sonrasinda birbirleriyle etkilesmek Uzere nHAp
partiktllere dayanak olarak kullanarak bu parikiller tUzerinde ve arasinda hicresel
kopriler olusturmus ve igsel baglantil gdzeneklerden iskelenin i¢ bolgelerine dogru
yayllmaya devam etmislerdir (Sekil 4.19 e ve f). SEM goéruntulerinden, Presto Blue
sonuglari ile uyumlu bir sekilde kiltariin 14. gtininde hicre yogunlugunun, 4. ve 7.
glnlne oranla arttigi anlasiimaktadir. Ayrica, 14. gunde iDPKH’lerin salgiladiklari
hdcre digi matris miktarinin artmasi nedeniyle iskele ylzeyini tamamen kapladiklari ve
odontojenik farklilagsmaya isaret olarak, hicre membranlarinda mineral birikimleri

g6zlenmistir (Sekil 4.19 h ve 1).
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Sekil 4.19. nHAp/Kitosan+Fn doku iskelelerin Gzerinde ¢gogalan iDPKH’lere ait 4,7 ve
14.gin SEM goérintileri. Sirasiyla 500x (a,d,g), 2500x (b,e,h) ve 5000x (c,f,i1)
bayutmeler verilmigtir.



B-nHAp/kitosan+Fn iskelelerinin sirasiyla 4., 7. ve 14. gunlere ait SEM goruntuleri
incelendiginde, doku iskelesinde hucre yogunlugunun arttigi ve B-nHAp/kitosan+Fn
grubunda hicre yogunlugunun diger gruplara gore daha fazla oldugu belirgin sekilde
gorulmektedir (Sekil 4.20 a, d, ve g ). Kultirtin 14. gindnde hiicreler kendi ekstraseluler
matrislerini Uretmigler ve hucrelerin olusturdugu hicre digi matris yapisiyla doku
iskelesinin ytzeyini ve gbtzeneklerini kapatmislardir (Sekil 4.20 g, h ve 1). Hicrelerin
nano boyutta kollajen fiberleri Urettikleri Sekil 4.20°de (h ve 1) belirgin bir sekilde
gorulmektedir. insan DPKH'ler sitoplazmik uzantilari ile bor iceren HAp nanotaneciklere
yonelmekte ve onlara tutunmaktadirlar. HAp nanotaneciklerinin osteoinduktif yapisi ve
borun odontoinduktif 6zelligi nedeniyle htiicre farklilasmasina katkisi olmaktadir. B-
nHAp/kitosan+Fn grubunda hucrelerin nanopartikillerin yodun oldugu bdlgelerde
yuzeye tutunarak yayildiklari gorulmektedir (Sekil 4.20 c,e ve f ). Ayrica, 14. gunde
hicrelerin  odontoblastik farklilagmaya isaret olarak hicre membranlarinda
mineralizasyon kimelerinin olusumu goézlenmistir. (Sekil 4.20 g,h ve 1). Bu durum,
hicrelerin B-nHAp'In etkisi ile gelisen farkli sinyal yollari ile sadece Uremeye degil de

farklilagsmaya yonelmis olabilecegini dusundurmektedir.

Presto Blue analizi sonucglari ve SEM gorintileri degerlendirildiginde, biyomimetik
yontem ile Uretilmis bor katkili nanohidroksiapatit doku iskelelerinde iDPKH’ler igin
herhangi bir toksik etkileri gdzlenmezken, diger doku iskelelerine gore hucre tutunmasi,
cogalmasi ve farkhlasmasinin daha fazla desteklendigi goriimektedir. Bu etkinin
nedeninin, nHAp'In yapisina ilave edilen borun ya da borat iyonlarinin, apatitin kafes
yapisini degistirmesi olabilecedi gibi, asil etkinin kemik ve dig benzeri apatitten
gerceklesen bor iyonlari salimindan kaynaklanan odontoinduktif etkiye bagl olabilecegi
dusunulmektedir. Sonug olarak hem nHAp/kitosan+Fn ve hem daha etkin bir sekilde
B-nHAp/kitosan+Fn doku iskelelerinin iDPKH’lerin tutunmasini, yayilmasini,
cogalmasini destekledigi ve odontoblastik farklilasma strecini hizlandirdigi
belirlenmistir. Literatlr bilgileri incelendiginde iDPKH’lerin uygun farklilagma besi
ortami saglandiginda HAp vyuzeyler Uzerinde odontoblast benzeri morfolojiye

donustukleri gérulmastdr [4, 19]. Literatur bilgileri, calisma kapsaminda incelenen SEM

95



goruntulerini desteklemekte olup, iDPKH’lerin odontojenik farklilagsmaya gittiklerini

vurgulamaktadir.
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Sekil 4.20. B-nHAp/Kitosan+Fn doku iskelelerin Gzerinde ¢ogalan iDPKH’lere ait 4,7
ve 14.gin SEM gorintileri. Sirasiyla 500x (a,d,g), 2500x (b,e,h) ve 5000x (c,f,1)
bayutmeler verilmigtir.
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Daha rahat karsilastirmak igin Sekil 4.21, 4.22 ve 4.23'de sirasiyla 4 farkh doku
iskelesindeki 14. Gune ait iDPKH SEM goruntuleri nHAp ve B-nHAp iceren doku
iskelelerindeki 7. guin (Sekil 4.22) ve 14. gun (Sekil 4.23) SEM gortntuleri verilmigtir.

Sonug olarak, iDPKH’lerin 2 farkli nHAp/kitosan+Fn ve B-nHAp/kitosan+Fn doku
iskelesine de yapistigl ve ¢ogdaldigi ancak, hicrelerin mitokondriyal aktivitelerinin en
yuksek oldugu orneklerin, bor igeren érnekler oldugu gorilmektedir. Bu durum borun

iDPKH’lerin Gremesini arttirdigini kanitlamaktadir.
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Sekil 4.21. Kitosan, kitosan+Fn, nHAp/Kitosan+Fn ve B-nHAp/Kitosan+Fn doku
iskelelerin Uzerinde ¢ogalan iDPKH’lere ait 14.giin SEM gdrintileri. Sirasiyla 250x
(a,d,g,i), 2500x (b,e,h,j) ve 5000x (c,f,1,k) bayltmeler verilmistir.
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Sekil 4.22. Nano HAp/Kitosan+Fn (a,b,c ve d) ve B-nHAp/Kitosan+Fn (e,f,g ve h) doku iskelelerin Uzerinde ¢ogdalan
iDPKH’lere ait 7.giin SEM goruntuleri. Sirasiyla 500x (a,e),1000 (b,f), 2500x (c,g) ve 5000x (d,h) buyudtmeler verilmistir.
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Sekil 4.23. Nano HAp/Kitosan+Fn (a,b,c ve d) ve B-nHAp/Kitosan+Fn (e,f,g ve h) doku iskelelerin Uzerinde gogalan
iDPKH’lere ait 14.gin SEM gdéruntuleri. Sirasiyla 500x (a,e),1000 (b,f), 2500x (c,g) ve 5000x (d,h) blyutmeler verilmistir.
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4.2.3.4. RT-PCR Analizleri

Odontojenik farkhlasma sirasinda, alkalen fosfataz (ALP), runt-iligkili transkripsiyon
faktori 2 (RunX2), kollajen-I (KOL-I), osteokalsin (OCN), osteopontin (OPN) ve
dentin siyalofosfoprotein (DSPP) gibi osteoblastik/odontoblastik belirteclerin
ifadelerinde artis gozlenmektedir [4]. Sunulan tez galismasi kapsaminda iskeleler
Uzerine ekilen hicrelerin odontoblastik farklilagsmasinin belirlenmesi amaciyla
hicrelerdeki ALP, KOL-I, B-aktin, RunX2, OCN, OPN ve DSPP gen ifadeleri
RT-PCR analizi ile belirlenmistir. RT-PCR sonuglari mRNA ekspresyonunda
nHAp/kitosan grubundaki degerin kat artigi olarak gosterilmistir. Kitosan iskelelerin

RT-PCR analizleri ise hicre tutunmasi yeterli olmadidi i¢in yapiimamigtir.
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Sekil 4.24. Kitosan+Fn, nHAp/Kitosan+Fn ve B-nHAp/Kitosan+Fn Uzerinde ¢ogalan
iDPKH’lerine ait bagil ALP gen ifadesi grafigi (Istatistiksel olarak anlamh farkllik,
n=3), kontrol grubu kitosan+Fn i¢in * p<0.05, ** p<0.01, *** p<0.001; kontrol grubu
nHAp/Kitosan+Fn igin + p<0.05, ++ p<0.01,+++ p<0.001).

Hucrelerin  odontojenik  farkllasma  Ozellikleri incelediginde 14. ginde
nHAp/kitosan+Fn ve B-nHAp/kitosan+Fn doku iskelesinde ALP aktivitesi ytksek
iken (Sekil 4.24) 21. gunde ALP aktivitesi beklendigi gibi 14. gune gore azalmistir
(Sekil 4.24). Ayrica 21. gunde ALP aktivitesi B-nHAp/kitosan+Fn grubunda diger
gruplara gore daha yuUksektir. ALP aktivitesi mineralizasyon baslamadan 0Once

dentin ve kemikte matriks olusumu ile iligkilidir [203]. Bundan dolayi ALP aktivitesi,
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odontoblast/osteoblast farklilagsmasinin erken bir gostergesi oldugu igin, kulturtn
basinda daha yuksek olmasi, ilerleyen gunlerde ise azalmasi ve kalsiyum

birikimlerinin ortaya ¢cikmasi beklenmektedir [197].
10 -
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Sekil 4.25. Kitosan+Fn, nHAp/Kitosan+Fn ve B-nHAp/Kitosan+Fn tzerinde gogalan
iDPKH’lerine ait bagil RunX 2 gen ifadesi grafigi (Istatistiksel olarak anlamli farkllik,
n=3), kontrol grubu kitosan+Fn i¢in * p<0.05, ** p<0.01, *** p<0.001; kontrol grubu
nHAp/Kitosan+Fn igin + p<0.05, ++ p<0.01,+++ p<0.001).

RunX2 osteoblast farklilagsmasi ile iligkili 6Gnemli bir transkripsiyon faktérudir ve
mezenkimal kok hdcrelerin  olgunlasmamis osteoblastlara farkhlagmasini
induklemekte. Normal olarak, RunX2 osteoblastlarin olgunlasmasini engeller ve
kemik gelisiminin ilerleyen asamalarinda RunX2 gen ifadesi azalir.

Komori [204] tarafindan yapilan galismada endojen RunX2 proteini olgunlagsmamis

odontoblast cekirdeklerinde ve 3 glnlik fare dis kesesi igcinde mezenkimal
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hicrelerde tespit edilmistir. Calismanin devaminda RunX2 gen ifadesinin
odontoblastlarin osteoblastlara trans farklilagsmasini uyarabildigi ve RunX2 ve
DSPP geninin ifadesi odontoblastlarin dis hticrelerine yonelik farklasmasina neden

oldugunu gostermistir.

Sekil 4.25 incelendiginde doku iskelelerindeki hucrelerin RunX2 gen ekspresyonun
kaltarin ilerleyen gunlerinde nHAp/kitosan+Fn ve B-nHAp/kitosan+Fn gruplarinda
arttigi  gorulmektedir. Gruplarin  21. gundeki degerleri karsilastirildiginda
nHAp/kitosan+Fn iskelede azalma gorulurken, B-nHAp/kitosan+Fn iskelede belirgin
bir artig gozlenmistir (p<0.05). Ayrica 21. guinde nHAp/kitosan+Fn iskele ile
B-HAp/kitosan+Fn iskele arasinda anlamli bir farklilik gézlenmistir (p<0.05). RunX2
ifadesinin her iki giinde de B-nHAp/kitosan+Fn iskelede daha ylksek oldugu
gorulmektedir.

Hakki ve ark.[205] 1 ya da 10 ng/mL bor takviyesinin bor konsantrasyonlari ile
kargilastirildiginda 0 ve 0.1 ng/mL mineralize nodul olusumu ve kultarlenmis
osteoblast hucre tarafindan tip 1 kolajen, osteopontin, kemik sialoprotein,
osteokalsin ve RunX ve mineralize dokuya iligkili mRNA ifadelerin arttirdigini tespit
etmistir. Tez calismasinda elde edilen sonuglar dogrultusunda B-HAp/kitosan+Fn
doku iskelesindeki hicrelerde RunX2 gen ifadesinin artisinin nedeninin bordan
kaynaklandidi sdylenebilir.

Kollajen kemigin temel yapilarindan biridir ve kemik hticre disi matrisinin yaklagik
% 90’n1 KOL-I'den olugmaktadir. Dig dentin dokusunun organik matriksini de KOL-|
olusturmaktadir [206].
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Sekil 4.26. Kitosan+Fn, nHAp/Kitosan+Fn ve B-nHAp/Kitosan+Fn Uzerinde ¢godalan
iDPKH'lerine ait bagil KOL-I gen ifadesi grafigi (istatistiksel olarak anlamli farklilik,
n=3), kontrol grubu kitosan+Fn i¢in * p<0.05, ** p<0.01, *** p<0.001; kontrol grubu
nHAp/Kitosan+Fn icin + p<0.05, ++ p<0.01,+++ p<0.001).

Doku iskeleleri Gzerindeki hiicrelerin KOL-I gen ifadeleri incelendiginde (Sekil 4.26)
14. ginde kitosan+Fn, nHAp/kitosan+Fn ve B-nHAp/kitosan+Fn iskeleler arasinda
anlamli bir fark olmadigi ve gruplarin hepsinde gen ifadesinin fazla oldugu
gorulmektedir. Yirmibirinci glin degerleri kendi icinde degerlendiginde gen ifade
seviyesi B-nHAp/kitosan+Fn grubunda nHAp/kitosan+Fn grubunun yaklasik olarak
4 katina ¢iktigr gorulmustar ve iki grup arasinda istatistiksel olarak anlamli farklilik
g6zlenmistir (p<0.001). Ayrica gen ifade seviyesi B-nHAp/kitosan+Fn grubunda
kitosan+Fn grubunun yaklasik olarak 5 katina ¢ikmis ve iki grup arasinda gen ifadesi

acisindan istatistiksel olarak anlaml farklilik gézlenmistir (p<0.001).
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Sekil 4.27. Kitosan+Fn, nHAp/Kitosan+Fn ve B-nHAp/Kitosan+Fn tzerinde gogalan
iDPKH’lerine ait bagil OPN gen ifadesi grafigi (Istatistiksel olarak anlamli farklilik,
n=3), kontrol grubu kitosan+Fn i¢in * p<0.05, ** p<0.01, *** p<0.001; kontrol grubu
nHAp/Kitosan+Fn igin + p<0.05, ++ p<0.01,+++ p<0.001).

Olgun sementten ekstrakte edilen kemik sialoproteini, osteopontin ve osteonektin
proteinin gingival fibroblastlar ile periodontal ligament hiicrelerindeki sentezini uyarir
ve hlcre gogunu ve tutunmasini destekler. Sialoprotein ve osteopontin digin sirmesi
sirasinda kok ylzeyi boyunca yerlesmis hucreler tarafindan eksprese edilir ve
sementoblast projenitor hicrelerini sementoblastlara farklilastirdigi
dusundlmektedir. Ayrica osteopontin, osteojenik farkhlagsmanin ge¢ dénemlerinde
mineral kristallerinin buyimesini inhibe ederek negatif dizenleyici olarak gorev

yapar [207].

Doku iskeleleri Uzerindeki hucrelerin OPN gen ifadeleri incelendiginde (Sekil 4.27)
14. ginde kitosan+Fn ve B-nHAp/kitosan+Fn iskeleler arasinda gen ifadesi
acisindan istatistiksel olarak anlamli farkhlik gézlenmistir (p<0.05). Yirmibirinci giin
degerleri kendi icinde degerlendiginde gen ifade seviyesinin B-nHAp/kitosan+Fn

grubunda nHAp/kitosan+Fn ve kitosan+Fn grubundan yaklasik olarak 5 kat arttigi
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ve gruplar arasinda gen ifadesi agisindan istatistiksel olarak anlaml farklilik oldugu
go6zlenmigtir (p<0.01).
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Sekil 4.28. Kitosan+Fn, nHAp/Kitosan+Fn ve B-nHAp/Kitosan+Fn tzerinde gogalan
iDPKH’lerine ait bagil OCN gen ifadesi grafigi (Istatistiksel olarak anlaml farkhlik,
n=3), kontrol grubu kitosan+Fn i¢in * p<0.05, ** p<0.01, *** p<0.001; kontrol grubu
nHAp/Kitosan+Fn igin + p<0.05, ++ p<0.01,+++ p<0.001).

Osteokalsin, kemik, dentin ve muhtemelen diger mineralize dokularin organik
matrikslerinde bulunan kalsiyum baglayan proteindir [208]. Doku iskeleleri
Uzerindeki hucrelerin OCN gen ifadeleri incelendiginde (Sekil 4.28) 14. gunde
kitosan+Fn, nHAp/kitosan+Fn ve B-nHAp/kitosan+Fn iskeleler arasinda anlamli bir
fark olmadigi ve gruplarin hepsinde gen ifadesinin duslk oldugu gorilmektedir.
Yirmibirinci gun degerleri kendi icinde degerlendiginde gen ifade seviyesinin
B-nHAp/kitosan+Fn grubunda nHAp/kitosan+Fn grubuna gore yaklasik 4 katina
ciktigr ve iki grup arasinda istatistiksel olarak anlamli farklilik oldugu gozlenmistir
(p<0.001). Ayrica gen ifade seviyesi B-nHAp/kitosan+Fn grubunda kitosan+Fn
grubundan yaklasik olarak 5 kat artmis ve iki grup arasinda gen ifadesi agisindan

istatistiksel olarak anlamli farklilik gézlenmistir (p<0.001).

Wei ve ark.[209] tarafindan yapilan c¢alismada iDPKH’lerin mineralizasyon

kapasitesi ve odontoblast farklilagsmasina ait belirtegler incelenmistir. Sonug¢ olarak
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iDPKH’lerin in-vitro da 21 gunlik odontojenik indlkleyici varlhiginda ALP
aktivitesinde artis gozlendigi saptanmistir. Ayrica RT-PCR ile OCN ve DSPP
ekspresyonlarinin  zamana bagl olarak induksiyon ortamlarina gore arttigi
saptanmistir. Gronthos ve ark.[4] tarafindan yapilan ¢alismada iDPKH’ler icin OCN

ait ekspresyon miktari yuksek olarak belirtilmigtir.
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Sekil 4.29. Kitosan+Fn, nHAp/Kitosan+Fn ve B-nHAp/Kitosan+Fn Gizerinde ¢godalan
iDPKH’lerine ait bagil DSPP gen ifadesi grafigi (istatistiksel olarak anlamli farklilik,
n=3), kontrol grubu kitosan+Fn i¢in * p<0.05, ** p<0.01, *** p<0.001; kontrol grubu
nHAp/Kitosan+Fn igin + p<0.05, ++ p<0.01,+++ p<0.001).

Dentinin olusumunda énemli rol oynayan DSPP tek bir protein agiga ¢ikarir. Ancak
bu protein, dentin sialoprotein (DSP) ve dentin phospho protein (DPP) adi verilen
farkh islevlere sahip iki proteine boltnur. DPP kollajen ve kalsiyuma bol miktarda
baglanarak ilk minerallesmeyi gerceklestirir. DSP dentin mineralizasyon

baslamasini duzenler [210].

Qin ve ark.[211] tarafindan yapilan calismada kemik yapisinda 1/400 arasinda
DSPP izole edilmigtir. Ancak DSPP kemikte sentezlenmesine ragmen, odontojenik
farklilagsma icin oldukga spesifik bir belirte¢ olarak kabul edilir ve dentinogenez

sirasinda onemli bir rolt vardir.
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Doku iskeleleri Gizerindeki hticrelerin DSPP gen ifadeleri incelendiginde (Sekil 4.29)
14. gunde kitosan+Fn, nHAp/kitosan+Fn ve B-nHAp/kitosan+Fn iskeleler arasinda
gen ifadesi acgisindan istatistiksel olarak anlamli farklilik gézlenmistir (p<0.05).
Yirmibirinci gtin degerleri kendi iginde degerlendiginde gen ifade seviyesi B-
nHAp/kitosan+Fn grubunda nHAp/kitosan+Fn grubundan istatistiksel olarak anlamli
farklihk gostermektedir (p<0.01). Ayrica gen ifade seviyesi B-nHAp/kitosan+Fn

grubunda kitosan+Fn grubundan istatistiksel olarak daha yuksektir (p<0.01).
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5. GENEL SONUCLAR

Sunulan tez g¢alismasi kapsaminda, dis doku muhendisligi igin mikrodalga yardimi

ile hazirlanmis bor katkili kitosan-nHAp nano kompozit doku iskeleleri gelistiriimis

ve bu matrislerin etkinligi in-vitro hdcre kultart galismalariyla incelenmigtir. Bu

amagcla, 20 yas gdmulli azi dislerden elde edilen iDPK hicreleri nanokompozit doku

iskeleler icerisinde kultire edilerek bu hicrelerin odontojenik farklilagmalari,

incelenmigtir. Calisma kapsaminda elde edilen O6nemli bulgular asagida

Ozetlenmigtir.

>

Calismanin birinci asamasinda kitosan doku iskeleleri gézenekli ve igsel
baglantilari olan sekilde dondurarak-kurutma yontemi ile hazirlanmistir.
Kitosan doku iskelelerinin odontoindiktif 6zelligini arttirarak dis doku
olusumunu desteklemesi amaciyla doku iskelelere yuzeylerine yapilacak
olan nHAp ve B-nHAp kaplamalar igin grubumuzca yapilan g¢alismalarda
belirlenen kosullarda ve surelerde (600 W glg; 30sx9 tekrar) mikrodalga
destekli biyomimetik yontemi uygulanarak kemik benzeri nHAp ve B-nHAp ile
kaplanmigtir.

Kitosan bazl doku iskelelerinin yluzey ve kesit morfolojileri SEM analizi ile
incelenmis ve iskelelerin yuzeyindeki nHAp ve B-nHAp kaplamanin varhgi
gOsterilmigtir.

Doku iskelelerin yluzeyindeki nHAp ve B-nHAp kaplamanin varhgi ylizey
alani/hacim orani nano-boyutta artirimasina neden olmustur.

20 yas gomullu azi dislerden elde edilen iDPK hucreleri mezenkimal kok
hicre izolasyonu yapilmistir. Hicrelerin morfolojileri F-Aktin/DAPI ve kristal
viyole boyamalari ile incelenmistir. Hicre proliferasyonu ve metabolik
aktiviteleri MTT analizi ile takip edilmistir.

Gomuald Gguncu azi disi pulpasindan elde edilen mezenkimal kdk hucrelerin
multipotensi 6zellikleri osteojenik, kondrojenik ve adipojenik farklilagmalar ile
belirlenmistir. Osteojenik farkllagsma ALP/vonKossa, kondrojenik farklilagsma
Safranin O/Fast Green, adipojenik farkllasma ise Oil Red O boyamasi ile
goruntilenmigtir.

Osteojenik farklilasmanin belirtegleri olan ALP aktivitesi ve mineralize
noduller ALP/vonKossa boyamasi ile gorintilenmigtir. Boyamalar,
osteojenik kultirin 14. Ve 28. glnlerinde gercgeklestiriimistir. Osteojenik
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farkllagsmanin erken gostergelerinden olan ALP aktivitesi 14. gunde
iDPKH’lerinde yuksek iken 28. Gunde beklendigi gibi azalmistir. Ayrica
kontrol grubunda iDPKH’lerin boyanma sonrasi mineralizasyonunu isaret
eden herhangi bir boyanma goérilmezken, osteojenik farklilagsma ortami
varhiginda, hicreler arasinda noduller ve siyah-kahverengi mineralizasyon
bdlgeleri tespit edilmistir.

Safranin O/Fast Green boyamasi ile kondrojenik farklilagsmanin belirteci olan
glikozaminoglikanlarin varligi tespit edilmistir. Kultirin 28. gintinde yapilan
boyamalarda hucreler arasindaki ekstraseluler matris olusumu kondrojenik
farklilagsma ortamindaki hucrelerde belirgin iken kontrol grubunda bdyle bir
oluguma rastlanmamistir.

Adipojenik farklilagsmanin belirlenmesi icin Oil Red O boyamasi yapilimistir.
Kaltirin 56. gununde gerceklestirilen boyamalarda, kontrol grubunda
herhangi bir kirmizi boyanma goérulmezken, adipojenik ortamda kulture
edilen hicreler Oil Red O ile boyanmis ve kirmizi yad damlaciklari
goruntulenmistir.

Hucrelerin kok hucrelere 6zgu yluzey antijenlerini tasiyip tasimadigini kontrol
etmek icin besinci pasajdaki iDPKH’lere akis sitometrisi analizi yapilmigtir.
Hucrelerin CD90, CD166, CD44, CD29, CD73, CD105 isaretleyicileri igin
pozitif ve CD14, CD34, CD45, CD133, HLA-DR igin fenotip negatif oldugu
tespit edilmigtir.

Tez kapsaminda hazirlanan kitosan ve nanokompozit doku iskeleleri, hiicre
tutunmasini arttirdi§i bilinen Fn ile modifiye edilerek doku iskelelerinin
biyoaktivitesinin arttiriimasi hedeflenmistir. Doku iskelelerine fibronektin
immobilizasyonunun gerceklesip gerceklesmedigi, a-amino grubunun en
karakteristik reaksiyonu olan ninhidrin yontemi ile doku iskele yiizeylerine
baglanan amino gruplarin varligi belirlenmigtir. Hlcre kultirld c¢alismalari
fibronektin immobilize edilen ve edilmeyen olmak Uzere dort farkli iskeleler
ile gergeklestirilmigtir.

iDPKH’ler ile gergeklestiren hucre kulltir calismalari kapsaminda yapilan
Presto Blue ve SEM analizlerinde hucrelerin dort farkl iskele yuzeyine de
tutundugu, ancak kitosan iskele yuzeyinde tutunup, uremedikleri ve
kitosan+Fn grubunda htcresel aktivitenin kadltaran ilerleyen gunlerinde

azaldigr ve doku iskelesinde Fn varligina ragmen kitosanin huicre
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tutunmasini  ve ¢ogalmasini desteklemedigi belirlenmigtir.  Ayrica
nHAp/kitosan+Fn ve 0Ozellikle B-nHAp/kitosan+Fn doku iskelelerinde doku
iskelelerine ekilen hucrelerin Presto Blue degerleri 21. gune kadar artmakta
ve 21. glnde kultirdeki en ylksek degere ulasmaktadir. Bu da iDPKH’lerin
odontojenik faklilagsmaya dogru giderken mitokondriyal aktivitelerini ve huicre
canliliklarint koruduklarinin gostergesidir.

SEM analiz goéruntuleri fibronektin immobilizasyonu yapilmis kitosan doku
iskeleleri ile karsilastirildi§gi zaman, Fn’siz kitosan doku iskelesine ¢ok az
sayida ve daha kuguk boyuta sferoid olusturduklari gostermigstir. Ayrica
iDPKH’lerin 2 farkh nHAp/kitosan+Fn ve B-nHAp/kitosan+Fn doku iskelesine
de yapistigl ve ¢ogaldigi ancak, hlcrelerin mitokondriyal aktivitelerinin en
yuksek oldugu orneklerin, bor iceren 6rnekler oldugu belirlenmigtir. SEM
goruntulerinden, Presto Blue sonuglari ile paralel bir sekilde kalttrin ikinci
haftasinda hucre  yogunlugunun  B-nHAp/kitosan+Fn iskelelerinde
nHAp/kitosan+Fn oldukca ytksek oldugunu gdéstermistir. Bu durum borln
iDPKH’lerin Gremesini arttirdigini kanitlamaktadir.

iDPKH’lerin odontoblastik farklilasmasi RT-PCR analizi ile incelenmigtir. Bu
amacgla 14. ve 21. gunlerde Odontojenik farkllasma sirasinda, alkalen
fosfataz (ALP), runt-iligkili transkripsiyon faktori 2 (RunX2), kollajen-I
(KOL-), osteokalsin (OCN), osteopontin (OPN) ve dentin siyalofosfoprotein
(DSPP) gibi osteoblastik/odontoblastik belirteglerin ifadelerinde artig
gozlenmektedir.

Hucrelerin odontojenik farkllasma ©zellikleri incelediginde 14. glnde
nHAp/kitosan+Fn ve B-nHAp/kitosan+Fn doku iskelesinde ALP aktivitesi
yuksek iken 21. ginde ALP aktivitesi beklendigi gibi 14. gine gore azalmistir.
Ayrica 21. ginde ALP aktivitesi B-nHAp/kitosan+Fn grubunda diger gruplara
gOre daha yuksektir. ALP aktivitesi, odontoblast/osteoblast farklilagmasinin
erken bir gostergesi oldugu icin, kultirin baginda daha yuksek olmasi,
ilerleyen gunlerde ise azalmasi ve kalsiyum birikimlerinin ortaya ¢ikmasi
beklen mektedir.

Erken donem farklilasma belirteci olan Runx2 gen ifadelerinin, 14. gunde
nHAp/kitosan+Fn ve B-nHAp/kitosan+Fn gruplarinda arttigi gértilmektedir.
Ancak 21. gtiinde B-nHAp/kitosan+Fn iskelede Runx2 gen ifadesinde belirgin

bir artis gézlenmisgtir.
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» Doku iskeleleri Gizerindeki hucrelerin KOL-I gen ifadeleri incelendiginde 14.
guinde tum gruplarda gen ifadesinin fazla oldugu gorulmektedir. Ancak 21 .
gin gen ifade seviyesi B-nHAp/kitosan+Fn grubunda yiksek olarak
gozlenmisgtir.

» Farkhlasmanin son donemlerinde matrisin olgunlasmasi siresince ifade olan
OPN gen ifadeleri, B-nHAp/kitosan+Fn gruplarinda 14. gunde belirgin bir
sekilde ylUkselmis ve 21. glinde en yuksek seviye ulasmis. Ge¢ dénem
osteoblastik ve odontoblastik farklilagsma belirteci olan OCN gen ifadesi, en
yuksek seviyesi B-nHAp/kitosan+Fn grubunda 21. gununde gozlenmistir.

» Dentinin olusumunda 6nemli rol oynayan DSPP gen ifadeleri incelendiginde
14. gunde B-nHAp/kitosan+Fn grupunda gen ifadesinin fazla oldugu
gorulmektedir. Ayrica 21 . glininde gen ifade seviyesi B-nHAp/kitosan+Fn

grubunda en yuksek seviyeye ulastii gézlenmektedir.

Tez calismasi kapsaminda elde edilen tum sonuglar birlikte degerlendirildiginde,
B-nHAp/kitosan+Fn doku iskelelerinin iDPKH’lerin tutunmasini, yayilmasini,
¢ogalmasini destekledigi ve odontoblastik farkllasma surecini hizlandirdigi
belirlenmistir. Ayrica bor katkili nano hidroksiapatitin mezenkimal kdk hucrelerin
canhligi ve odontojenik farklilagsmasi Uzerine 6nemli derecede etkisinin oldugu
gOsterilmigtir. Hidroksiapatitin osteokonduktif etkisinin borun odontoinduktif etkisi ile
guglendiriimesinin  dis  kdkenli mezenkimal kok hucrelerin  odontojenik

farkhlasmasini uyarabilecegi belirlenmisgtir.
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