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OZET

PERIODONTAL DOKU REJENERASYONU iCiN AYVA CEKIiRDEGI
MUSILAJI/DESELULERIZE KEMIK KAYNAKLI CiFT KATLI
BiYOISKELELERIN GELISTIRILMESI

Burak KARACA
Canakkale Onsekiz Mart Universitesi
Fen Bilimleri Enstitiisii
Biyomiihendislik ve Malzeme Miihendisligi Anabilim Dal1 Yiiksek Lisans Tezi
Danisman: Dr. Ogr. Uyesi Yavuz Emre ARSLAN
23/01/2020, 75

Periodontal hastaliklar olduk¢a yaygindir ve diinya niifusunun %90'm1 etkiler. Bu
calismada hem sert hem de yumusak doku ile iliskili periodontal dokunun yenilik¢i ¢ift
katmanli biyoiskele (CKB) ile rejenerasyonu amaglanmistir. Ayva ¢ekirdegi miisilaji (ACM)
ekstraksiyon iglemi ile elde edilmistir. Kemik dokusu, ticari olarak kesilmis sigirlardan temin
edilmistir. Kemik dokusunun deseliilerizasyonu Triton X-100 kullanilarak yapilmistir. Ana
matriks bilesenleri ve Deoksiribo Niikleik Asit (DNA) miktari, deseliilerizasyon isleminden
once ve sonra belirlenmistir. Bu amagla, hidroksiprolin (HP), stilfatlanmig
glikozaminoglikan (GAG) analizleri ve ¢ift sarmalli DNA (dsDNA) igerik analizi
gergeklestirilmistir.

Elde edilen biyoiskeleler fizikokimyasal olarak ateniie toplam reflektans Fourier
dontisimlii  kiz1lotesi (ATR-FTIR) spektroskopisi, termogravimetrik analiz (TGA),
Brunauer, Emmet ve Teller (BET) ve diferansiyel taramali kalorimetrisi (DSC) ile
karakterize edilmistir. Biyoiskelelerin ylizey morfolojisi taramali elektron mikroskopisi
(SEM) ve enerji kirinimi X-151mm1 analizi (EDX) ile gozlemlenmistir. Biyoiskelelerin
1slanabilirlik kapasitesi, sisme ve s1vi tutma testleri ile belirlenmistir.

Ham ve hiicresizlestirilmis kemik dokularinin dsDNA igerigi sirastyla 101.31 £ 8.13
ve 51.79 + 11.87 (ng/mg kuru agirlik, n= 3) olarak 6l¢iilmiis ve hiicresizlestirme islemi
basariyla gerceklestirilmistir. Biyoiskelelerin ylizey alan1 8,185 m?*g olarak belirlenmistir.
Yiizey analizleri, biyoiskelelerin in vitro ¢alismalar i¢in uygun yiizey morfolojisine sahip
oldugunu gostermistir. Biyoiskelelerin sisme orani 67,46 + 10,01 ve siv1 tutma kapasitesi

35,46 £ 0,75 pl olarak belirlenmistir. Mekanik test ile CKB’nin ¢ekme dayanimi
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belirlenmistir. In vitro ¢caligmalarda; insan periodontal ligament fibroblast (iPDLF) hiicreleri
kullanilmistir. Hiicre canlilik seviyeleri 1. ve 3. giin olacak sekilde MTT (3-(4,5-
dimetiltiazol-2yl)-2,5-difenil tetrazolyum bromiir) testi ile belirlenmistir. Hiicrelerin
biyoiskeleler iizerindeki davraniglarini tespit etmek amagli SEM ve histokimyasal analizler
yapilmustir.

Sonu¢ olarak, dretilen CKB’lerin doku miihendisligi ve rejeneratif tip
uygulamalarinda yeni bir biyomateryal olarak kullannm potansiyelinin olabilecegi

distintilmektedir.

Anahtar sozciikler: Cift Katmali Biyoiskele, Periodontal Doku Rejenerasyonu,
Hiicrelerinden Arindirma, Misilaj, Periodontal Ligament Fibroblast Hiicreleri, Doku

Miihendisligi



ABSTRACT

DEVELOPMENT OF QUINCE SEED MUCILAGE/DECELLULARIZED BONE-
DERIVED BI-LAYERED BIOSCAFFOLDS FOR PERIODONTAL TISSUE
REGENERATION

Burak KARACA
Canakkale Onsekiz Mart University
Graduate School of Natural and Applied Sciences
Master of Science Thesis in Bioengineering and Material Engineering
Advisor: Assis. Prof. Yavuz Emre ARSLAN
01/23/2020, 75

Periodontal diseases are prevalent and affect 90% of the world's population. This study
has aimed to regenerate the periodontal tissue, which is associated with both hard and soft
tissue, with innovative bilayer bioscaffold. Mucilage of quince seed was obtained by the
extraction process. Bone tissue was obtained from commercially slaughtered cattle.
Decellularization of the bone tissue was performed using Triton X-100. The major matrix
components and the amount of DNA were determined before and after the decellularization
process. In this purpose, hydroxyproline, sulfated glycosaminoglycan (GAG) assays, and
double-stranded DNA (dsDNA) content analysis were performed.

The obtained bioscaffolds were physicochemically characterized by attenuated total
reflectance Fourier transform infrared (ATR-FTIR) spectroscopy, thermogravimetric
analysis (TGA), Brunauer, Emmet and Teller (BET), and differential scanning calorimetry
(DSC) tests. The surface morphology of the bioscaffolds was observed by scanning electron
microscopy (SEM) and energy diffraction X-ray analysis (EDX). The wettability capacity
of the bioscaffolds was determined by swelling and liquid retention tests.

The DNA content of raw and decellularized bone tissues was measured as 101.31 +
8.13 and 51.79 £+ 11.87 (ng/mg dry weight - n=3), respectively, and successfully purified
from raw bone tissue cells. The surface area of the bioscaffolds was determined as 8,185
m?/g. The surface analyses were showed that bioscaffolds had suitable surface morphology
for in vitro studies. The swelling rate was 67.46 = 10.01, and the liquid holding capacity was
35.46 = 0.75 pl. The tensile strength of bi-layered bioscaffold was evaluated with the

mechanical test. Human periodontal ligament fibroblast cells were utilized in in vitro studies.
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Cell viability tests were determined in days 1 and 3 with the MTT test. In order to investigate
the cell behaviors on the bioscaffolds scanning electron microscope and histochemical
analyses were done.

As a result, it is thought that the produced bi-layered bioscaffolds may have the
potential to be used as a novel biomaterial in tissue engineering and regenerative medicine

applications.

Keywords:  Bi-layered  Bioscaffold, Periodontal Tissue  Regeneration,

Decellularization, Mucilage, Periodontal Ligament Fibroblast Cells, Tissue Engineering
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BOLUM 1
GIRIS

Periodontal doku ya da bir diger adiyla periodonsiyum terimi, etimolojik olarak
Yunanca peri- ve -odons kelimelerinin bir araya gelmesiyle olusur ve disin etrafini saran
doku anlamina gelir. Disin maksiller veya mandibular kemige baglanmasin1 saglayan
periodontal doku, ¢igneme ve c¢esitli ¢ene hareketleri gibi etkenlerle meydana gelen
kuvvetlere karsi dayanim gosteren karmasik bir yapidir (Babo, Reis, ve Gomes, 2017). Bu
yapi, disi destekleyen ve ¢eneye sabitleme islevi goren ayrica dis kokiinii ¢evreleyen ¢ok
sayida 6zel dokudan olusur (Basu, Rothermund, Ahmed, ve Syed-Picard, 2019). Disi, ¢esitli
oral mikroorganizmalara karsi savunma gorevi de olan periodontal kompleks; sementum
(dis kok yiizeyindeki mineralize tabaka), periodontal ligament (fibréz bag dokusu) ve
alveolar kemik (kuvvete duyarli mineralize doku) gibi disin bakimiyla veya korunmasiyla
ilgili destekleyici yapilardan meydana gelmektedir (Park, Kim, Lee, ve Seol, 2016)

Periodontitis, agiz boslugunda inflamatuar sebeplerden dolay1r plak biyofilminin
olusmasiyla meydana gelen en yaygin hastaliklardandir (Tablo 1). Bu hastaliklar, siire¢
icerisinde dis eti iltihabimin periodontitise patalojik degisim gostermesi ve sonug olarak dis
kaybina neden olan dis destek dokusunun geri doniisiimsiiz kaybi ile tanimlanir (Shimauchi,
Nemoto, Ishihata, ve Shimomura, 2013). Ayrica kronik periodontitisin, demans gelisimi
acisindan bir risk faktorii olabilecegi ve bu hastaligin tedavi edilerek demans olusumu
tizerindeki etkisinin belirlenebilecegi aragtirmalar yapilmasi diisiiniilmektedir (Choi ve
digerleri, 2019). Periodontitis, kardiyovaskiiler hastaliklar, kanser, obezite, diyabet ve
kronik nefrit gibi ¢esitli sistemik hastaliklarin ortaya ¢ikmasi ve proghozu ile de yakindan
iliskilidir. Periodontal hastalik prevalansi oranlar1 2005- 2015 yillar1 arasinda %25,4
seviyesinde artig gostermistir. Bu nedenlerden dolayi, klinige uygulanabilecek etkili ve
giivenli periodontal tedavilerin arastirilmasi diinya ¢apinda acil bir saglik ihtiyacidir (Xu ve

digerleri, 2019).



Tablo 1.
Periodontal Hastaliklarin ve Kosullarin Temel Siniflandirmasi (Dietrich ve digerleri, 2019)
PERIODONTAL SAGLIK, DiS ETi HASTALIKLARI ve KOSULLARI

Periodontal saghk

Bozulmamis periodonsiyum

Azaltilmig periodonsiyum

Dis eti iltihabi: dis biyofilmine bagh

Bozulmamisg periodonsiyum

Azaltilmig periodonsiyum

Dis eti hastaliklar1 ve kosullari: dis dis1 biyofilm kaynakh
PERIODONTITIS

Nekrotizan periodontal hastaliklar
Periodontitis
Sistemik hastaligin bir belirtisi olarak periodontitis

PERIODONSiYUMU ETKILEYEN DiGER DURUMLAR

Periodontal destekleyici dokulari etkileyen sistemik hastaliklar veya durumlar
Periodontal apse ve endodontik-periodontal lezyonlar

Mukogingival deformiteler ve kosullar

Travmatik okliizal kuvvetler

Dis ve protezle ilgili faktorler

Doku miihendisligi (DM); dejeneratif hastaliklar, travma veya kronik zayiflatici
durumlardan sonra viicudun rekonstriiksiyonunu saglamak i¢in farkli uygulamalar sunan
multidisipliner yaklagimdir (Williams, 2006). Bu yaklasim {i¢ temel unsuru icermektedir:
(1) iskele, (2) hiicreler ve (3) bilyiime faktorleri. iskele, in vitro tohumlanan hiicrede ve in
Vivo olarak hiicre biiylimesinde onemli bir rol oynar. Doku biiyiimesi i¢in ii¢ boyutlu
gozenekli ve tamamen i¢ ige gecebilen bir alan saglar, doku yapisinin olusumunu hizlandirir
ve sonugta tamamen dogal doku olusturmak igin yeni bir hiicre dis1 matriks yerine geger
(Peng ve digerleri, 2006). DM yaklasimlariyla basarili bir periodontal rejenerasyon, ele
alinmas1 gereken ¢ok sayida Onemli prensibi gerektirir. Tasarlanan dokular; yeterli
biyomekanik kuvvete, mimari Ozelliklere ve yeterli alan saglama kabiliyetine sahip
olmalidir. Tasarlanmis dokunun, alveoler kemigin biiyiimesi icin yer olusturmasi gerekir.
Ayni zamanda da uzun bir kavsak epitelinin olusumunu 6nlemek igin epitelyal dokular
acisindan dislayic1 6zellikte olmalidir. Ek olarak biyolojik fonksiyonlar: hiicresel tutunma,
cogalma, vaskiilarizasyon ve rejenerasyon icin gerekli faktorlerin saglanmasina uygun
olmalidir (P. M. Bartold ve digerleri, 2016). Periodontal yapilar; dental ve kraniyofasiyal
(bas ve yiiz) komplekslerdeki fizyolojik islevlerin saglikli bir sekilde gerceklesmesi icin,



fibroz doku demetlerinin spesifik yonelimlerini, mineralize ylizeyler arasindaki kollajen lif
entegrasyonunu ve boliimlendirilmis doku tiplerinin zamansal ve mekansal orkestrasyonunu
bir arada gerceklestirmelidir (Park, Kim, Lee, ve Seol, 2016). Kompleks periodontal sekli
ve organizasyonu taklit eden yapi iskelelerinin tasarimi, rejeneratif periodontolojide 6nemli
bir zorluktur. Her ne kadar ilave biyolojik iiretim bu engelin iistesinden gelmeye yardimci
olsa da bu stratejilerin benimsenmesi ve uzun vadeli basaris1 biiyiik 6l¢iide kullanilan
biyomalzemelere dayanmaktadir (Carter ve digerleri, 2017).

Yiiriitiilen tez ¢calismasinda, periodontal doku hasarlarini rejenere etmek amaglit ACM
ve deseliilerize kemik kaynakli jel kullanilarak CKB gelistirilmis ve karakterize edilmistir.
Daha sonra karakterize edilen CKB’ nin DM agisindan uygunlugu in vitro ¢alismalar ile
desteklenmistir. Bu sebeple; ayva ¢ekirdeklerine ekstraksiyon islemi uygulanmis ve miisilaj
elde edilmistir. Ote yandan sigir tibiasmin trabekiiler kemik kismi hiicrelerinden
arindirilarak enzimatik sindirim ile jel formuna getirilmistir. Hiicrelerinden arindirma
isleminin basarili bir sekilde gergeklestigini kamtlamak amagh jel formuna getirilmeden
once, hiicrelerinden armndirilmis kemik hiicre dis1 matriksine (HDM) DNA igerik analizi
uygulanmistir. HP, kollajenin yapisinda bulunan aminoasit yapili bir bilesendir. GAG ise
polisakkarit yapida olup genellikle bag dokularda ve g¢ogu hiicre tiirliniin yiizeyinde
mevcuttur. Bu yiizden; hiicrelerinden arindirma isleminin kemik HDM’sine olan etkisinin
belirlenmesi amagh HP ve GAG analizleri gerceklestirilmistir. DNA icerik ve HP analizleri
ticari kit prosediirii uygulanarak gergeklestirilmis; GAG analizi ise spektrofotometrik olarak
yapilmustir.  Gelistirilen CKB’leri karakterize etmek amagli yapisindaki fonksiyonel
gruplarin tayini i¢in ATR-FTIR, ylizey alanin1 belirlemek amagli BET, ylizey morfolojisini
aydinlatmak i¢in SEM, yapida mevcut olan elementlerin nicel ve nitel tayini i¢in EDX,
termal Ozelliklerin belirlenmesi amacli TGA ve DSC analizleri gergeklestirilmistir. CKB’nin
1slanabilirlik kapasiteleri ise sisme ve sivi tutma testleri ile belirlenmistir. CKB’lerin
biyobozunurlulugu Lizozim ve Proteinaz K enzimleri kullanilarak; ¢ekme dayanimlari ise
mekanik ¢cekme testi yapilarak belirlenmistir. In vitro ¢alismalar i¢in insan disinden izole
edilen insan periodontal ligament fibroblast (iPDLF) hiicreleri CKB’nin iizerine ekilmistir
ve hiicre canliliginin takibi 1. ve 3. giinler olmak lizere MTT testi ile belirlenmistir.
Hiicrelerin biyoiskeleler tizerindeki varligin1 gézlemlemek i¢in SEM analizi, hematoksilin

ve eozin (H&E) boyamasi gerceklestirilmistir.



1.1. insan Disi Anatomisi

Her dis mine, dentin, sementum ve pulpa dokularindan olusur. Bunlarin ilk gl
nispeten serttir ¢link{i onemli miktarda mineral 6zellikle de kalsiyum igerirler. Bu nedenle
bu dokular ayn1 zamanda kalsifiye olarak tanimlanabilir. Bu dokulardan sadece mine ve
sementum saglikli bir diste goriilebilir. Mine, disin anatomik ta¢ olarak bilinen kismini;
sementum ise disin anatomik kok olarak bilinen kismini kapsar. Dentin ve pulpa genellikle
saglikli bir diste goriiniir degildir.

Mine, anatomik kronun nispeten beyaz, koruyucu dis yiizey tabakasidir. Oldukca
kire¢glenmis veya mineralize olmustur ve viicuttaki en sert maddedir. Mineral icerigi ise %95
kalsiyum hidroksiapatittir. Sementum, anatomik kokiin donuk sar1 dis tabakasidir.
Sementum, 6zellikle tacin kokle birlestigi kok kisminin yaninda ¢ok incedir. Kalinligi, bir
insan sag1 kalinligi ile karsilagtirilabilir. Sementum %65 mineral igerir ve mine kadar olmasa
da kemik kadar serttir. Dentin, mine ve sementumun altinda yatan sert sarims1 dokudur. Her
dis kronu ve kokii i¢ kismindaki kiitleyi olusturur. Pulpa boslugundan, mine veya sementum
i¢ sinirina dogru uzanir. Olgun dentin, yaklasik %70 mineralize kalsiyum hidroksiapatitten
olusur; bu da onu mineden daha az sert ve kirilgan hale getirir. Pulpa, tag¢ ve kokteki boslukta
bulunan kan damarlart ve sinirler bakimindan zengin, yumusak, mineralize olmayan bag
dokusudur. Pulpa boslugu, apikal foramen adi verilen kok ucunun (apeks) yakinindaki bir
delik (veya delikler) disinda dentin ile ¢evrilidir. Sinirler ve kan damarlar1 pulpa kanallarina
bu apikal foraminadan girer. Periodonsiyum, cevresindeki alveolar kemik, dis eti,
periodontal ligament ve dis koklerinin dis tabakasi dahil olmak iizere agizdaki dislerin
destekleyici dokular olarak tanimlanir. Alveolar kemik, dislerin koklerini gevreleyen iist
(maksiller) veya alt (mandibular) kemiklerdir. Dis eti, agizdaki alveolar kemigi kaplayan
dokudaki pargadir ve saglikli bir agizda goriilen periodonsiyumun tek kismidir. Ligament
terimi en ¢ok iki kemigi baglayan sert bir lifli doku band1 olarak tanimlansada bir periodontal
ligament bir disi ¢evresindeki kemige baglayan ¢ok ince bir ligamenttir. Dig kokiiniin dig
tabakasini her bir disi ¢evreleyen yogun alveolar kemige baglayan bir¢ok mikroskobik doku
lifinden olusur. Temsil edilen periodontal bagin lifleri biiyilik 6l¢lide genisler. Saglikli bir
periodontal ligamentin kalinlig1 ortalama saglikli bir insan sa¢1 ¢apindan sadece bir kat daha
fazladir (Scheid ve Weiss, 2017). insan disinin kisimlar sekilde gorsellestirilmistir (Sekil
1).
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1.1.1. Periodontal Ligament

Periodontal ligament (PDL), alveolar kemik ve sementum arasinda yer alan ve
cigneme sirasinda dise uygulanan okliizal kuvveti dagitmada 6nemli bir rol oynayan oldukca
vaskiilarize bir bag dokusudir. PDL ayrica progenitdr hiicreleri besleyerek periodontal
dokularda homeostazin korunmasinda da rol oynar (Bright, Hynes, Gronthos, ve Bartold,
2015). Diglerin sementi, dis eti ve alveolar kemige baglayan kollajen bantlarindan
(cogunlukla tip I kollajen) olusur. Fibroblastlar, alveoler kemik ve sementumu olusturan,
koruyan ve onaran PDL'deki ana hiicrelerdir. Ek olarak, PDL'deki sensorler proprioseptif
girdi saglar ve dislere uygulanan basinci tespit eder. PDL'nin morfolojisi, dis anatomisi ve
hatta dis yiizeyine gore degisir. Ornegin, kokiin ortasinda daha incedir ve kok apeksinin ve
alveoler kretin yakininda biraz daha genistir. Bu da dis fizyolojik hareketinin dayanaginin
PDL'nin en ince bolgesinde bulundugunu gosterir. PDL'nin normal genisligi, yasla birlikte

azalan 0,15 ila 0,21 milimetre (mm) arasinda degisir (Mortazavi ve Baharvand, 2016).



1.1.2. Periodontal Ligament Hiicreleri

PDL hiicreleri, kok sementinin alveolar kemige baglanmasini saglamak ve periodontal
ligamentin yaralanma sonrasi yeniden olusmasini saglamak i¢cin PDL ve liflerini olusturan
kollajen gibi hiicre dis1 matriks bilesenleri iiretir ve salgilar. PDL hiicreleri yiiksek bir
kollajen iiretimine sahiptir. Kollajen iretmenin yani sira, periodontal bag hiicreleri
mineralize doku da tretebilir. iPDLF hiicrelerinin yiiksek seviyelerde alkalin fosfataz
aktivitesi ve osteonektin gibi kemikle iligkili proteinleri ifade ettigi ve bu hiicrelerin
osteojenik hiicreler oldugunu diisiindiiren mineralize nodiiller olusturdugu gosterilmistir.
Ancak PDL hiicreleri kalsitonin veya paratiroid hormonuna yanit vermez ve osteoblastlarin
aksine kemik sialoprotein 1 gibi diger kemik isaretci proteinlerini eksprese etmezler. PDL
hiicreleri klasik osteoblastlar gibi tam olarak davranmadigimmi kanitlanmistir. iPDLF
hiicreleri ve dis eti fibroblastlar1 birgok fonksiyonel benzerlik gosterir, ancak ayni zamanda
farkli fonksiyonel 6zelliklere de sahiptirler. Ornegin; PDL hiicrelerinde yiiksek alkalin
fosfataz aktivitesi saptanir, ancak dis eti fibroblastlarinda bu goriilmez (Jonsson, Nebel,

Bratthall, ve Nilsson, 2011).

1.2. Kemik Anatomisi

Eriskin insan iskelet sistemi yaklasik 206 kemikten olusur ve viicuttaki diger tim
organlar i¢in kat1 bir destek saglar. Beyin ve omurilik gibi baz1 organlar, sirasiyla kafatasi
yapilart ve omurlar gibi kemik yapilarinin iginde korunur. Kaslar gibi diger organlar iskelete
baglanir. Iskelet uyarlanabilir bir yapidir ve ¢ocukluktan itibaren viicudun geri kalani onunla
birlikte biiyiir. Yap1 ve koruma saglamanin yani sira, iskelet sistemi hareket i¢in eklemler ve
kaslarla is birligi yapmaya calisir. iskelet sisteminin diger kritik fonksiyonlar1 arasinda kan
hiicresi tiretimi, mineral depolamasi ve endokrin diizenlenmesi bulunur (Le ve digerleri,
2017). Dort genel kemik kategorisi mevcuttur. Bunlar:

(1) uzun kemikler,

(2) kisa kemikler,

(3) diiz kemikler,

(4) diizensiz kemiklerdir.

Uzun kemikler klavikulalar, humeri, ulnalar, metakarplar, femurlar, tibialar, fibulalar,
metatarsallar ve falanjlar1 igerir. Kisa kemikler karpal ve tarsal kemikleri, patellalar1 ve
sesamoid kemiklerini igerir. Diiz kemikler arasinda kafatasi, ¢ene kemigi, kiirek kemigi,
sternum ve kaburgalar bulunur. Diizensiz kemikler arasinda omurlar, sakrum, koksiks ve

hiyoid kemik bulunur. Diiz kemikler membran6z kemik olusumu ile olusur, uzun kemikler
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endokondral ve membran6z kemik olusumu kombinasyonu ile olusur. Yetigkin insan iskeleti
%380 kortikal kemik ve toplam %20 trabekiiler kemikten olusur. Kemikler i¢indeki farkli
kemikler ve iskelet bolgeleri, farkli kortikal-trabekiiler kemik oranlarina sahiptir. Kortikal
kemik yogun ve katidir. Bu kemikler kemik iligi ¢evresini sararken, trabekiiler kemik, kemik
iligi boélmesine serpistirilmis trabekiiler plakalar ve ¢ubuklardan olusan petek benzeri bir
agdan olusur. Hem kortikal hem de trabekiiler kemik osteonlardan olusur (Clarke, 2008).
Kemigin hiyerarsik goriintimii sekilde belirtilmistir (Sekil 2).

Kollajen
Molekiilii

Trabekiiler Kemik
Kollajen
Kollajen Fiber Fibril

Kemik

Kortikal Kemik \ )
Kiristalleri

Osteon Havers
P 4 Kanallan

0,5 pm

H 1 nm
10-500 pm 3-7 pm

Mikro-yap1 Nano-yapi
Sekil 2. Kemigin Hiyerarsik Yapisi (Jiang ve Liu, 2016)

1.2.1. Kemik Dokusunun Temel Kisimlari

Kemik iki ana tipten olusur: kortikal ve trabekiiler kemik. Kortikal ve trabekiiler
kemik, her tipin mekanik yiiklemeye nasil tepki verdigini etkileyen degisik yapisal
ozelliklere sahiptir. Kortikal ve trabekiiler kemik arasindaki farkliliklar yogunluk ve
gozeneklilik ile belirlenir. Ornegin femur gibi uzun kemiklerin {i¢ bolgesi vardir: epifiz,
metafiz ve diyafiz. Uzun kemiklerin epifizlerde bulunan gozenekli, trabekiiler kemigin ici
ve kortikal kemigin sert dis kabugu vardir. Metafiz ve diyafiz arasinda, uzunlamasina kemik
biiylimesinin bir gostergesi olan epifiz plakasi veya biiylime plakast bulunur. Uzun
kemiklerin diyafizi sert, kortikal kemikle g¢evrili kemik iligini igerir (Sekil 3) (Kolb ve
Bussard, 2019).
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Sekil 3. Uzun Kemiklerin Temel Anatomisi (Kolb ve Bussard, 2019)

1.2.2. Kemik Matriksinin Bilesenleri

Kemik matriksi, organik ve inorganik bilesenlerden olusan kompozit bir malzemedir.
Organik matriks, kemigin 1slak agirliginin ~%20'sini olusturur ve esas olarak kollajenden
olusur. Kollajen, kemik matriksinin ana yapisal bilesenidir. Cogunluk tip I kollajendir
(~%90). Daha az miktarlarda I1, V, X ve XII kollajen mevcuttur. Kollajen, ~1000 amino
asitten olusan ve ~300 nm uzunlugunda, ip benzeri bir yapiya sahip lifli bir proteindir. Bir
kollajen fibril, tiglii sarmal prokollajen molekiilii olusturan osteoblastlar iginde sentezlenen
iki al ve bir a2 polipeptit zincirinden olusur. Prokollajen molekiilii osteoblastlardan
salgilanir ve sonra ayri kollajen molekiilleri kollajen fibrilleri olusturmak i¢in bir araya gelir.
Bireysel kollajen fibrilleri daha sonra bir kollajen lifi olusturmak i¢in kendiliginden
gruplanir (Fuchs, Thompson, ve Warden, 2019).

Kollajene ek olarak; organik matriksin %10'u, dekorin ve biglikan gibi
proteoglikanlarla birlikte fibronektin, osteopontin, osteokalsin ve kemik sialoprotein (BSP)
gibi kollajen6z olmayan proteinlerden olusur. BSP ve osteopontin, kemik matriksinde
bulunan kollajendéz olmayan proteinlerin ¢ogunu olusturur. Kollajen6z olmayan proteinler
ve proteoglikanlar organik matriksin toplam kiitlesine sadece kiiciik bir miktar katkida
bulunurken, osteoblast farklilasmasi, doku mineralizasyonu, hiicre yapismasi ve kemigin
yeniden sekillenmesi sirasinda birkag onemli fonksiyona hizmet ederler (Gordon ve
digerleri, 2007; Roach, 1994).

Inorganik matriks, kemigin 1slak agirliginin ~%65-70'ine katkida bulunur ve toplam
viicut kalsiyumunun yaklasik %99'unu, fosforun yaklasik %85'ini ve viicudun sodyumunun
ve magnezyumunun %40 ila %60'm1 depolayan bir iyon rezervuari olarak hizmet eder. Bu
iyonlar, kemige sertliginin ¢ogunu vermek i¢in kollajen liflerini ¢evreleyen kristal yapilar

olusturur. Kemik kristalleri ~200A'dir ve iskelette bulunan birincil mineral olan kalsiyum



hidroksiapatit [Ca10POsOH)] seklindedir. Hidroksiapatit kristalleri hem yiizeyde bulunabilir
hem de kollajen fibrillerinin bosluklarinda bulunabilir (Landis, Hodgens, Arena, ve

digerleri, 1996; Landis, Hodgens, Song, ve digerleri, 1996).

1.2.3. Kemigin Hiicresel Elemanlar:

Hiicresel elemanlar, iskeletin toplam kiitlesinin sadece kiigiik bir miktarina katkida
bulunur ve hematopoetik kok hiicrelerden (HKH) veya mezenkimal kok hiicrelerden (MKH)
tiiretilir. HKH'ler ve MKH'ler, sirastyla kemik rezorpsiyonuna (osteoklastlar) ve formasyona
(osteoprogenitor hiicreler, osteoblastlar, osteositler ve kemik astar hiicreleri dahil) aracilik
eden ana hiicrelere yol agar (Fuchs, Thompson, ve Warden, 2019).

a) Osteoklastlar: HKH soyunun mononiikleer hiicrelerinden kaynaklanan bir¢ok
faktoriin etkisi altinda terminal olarak farklilasmis ¢ok ¢ekirdekli hiicrelerdir. Bu faktorler
arasina osteoprogenitor MKH’ler ve osteoblastlar tarafindan salgilanan makrofaj koloni
uyarici faktor (M-CSF) ve osteoblastlar, osteositler ve stromal hiicreler tarafindan salgilanan
RANK ligand1 dahil edilmistir. Bu faktorler birlikte transkripsiyon faktérlerinin
aktivasyonunu ve osteoklastlarda gen ekspresyonunu tesvik eder

b) Osteoblastlar: Toplam yerlesik kemik hiicrelerinin %4-6'sin1 i¢ceren kemik yiizeyi
boyunca yer alan ve biiyiik 6l¢iide kemik olusturma islevleri ile bilinen kiiboidal hiicrelerdir.
Bu hiicreler, endoplazmik retikulum ve 6nde gelen golgi aparatinin yani sira gesitli salgi
vezikiilleri igeren protein sentezleyici hiicrelerin morfolojik 6zelliklerini gdsterir. Polarize
hiicreler olarak osteoblastlar, osteoidi kemik matriksine dogru salgilar.

c) Osteositler: Toplam kemik hiicrelerinin %90-95'ini olusturan osteositler, 25 yila
kadar yasam siiresine sahip en bol bulunan ve uzun 6miirlii hiicrelerdir. Kemik olusumu ve
kemik rezorpsiyonu sirasinda ilgili fonksiyonlar1 ile tamimlanan osteoblast ve
osteoklastlardan farkli olarak; osteositler daha oOnce morfolojileri ve yerleri ile
tanimlanmistir. Osteositler mineralize kemik matriksi ile ¢evrili lakunalarin iginde bulunur,
burada bir dendritik morfoloji gosterirler.

d) Kemik Astar Hiicreleri: Kemik astar hiicreleri, kemik yiizeylerini kaplayan ne
kemik rezorpsiyonunun ne de kemik olusumunun meydana gelmedigi, sakin yassi sekilli
osteoblastlardir. Kemik astar hiicrelerinin iglevleri tam olarak anlagilamamistir. Ancak bu
hiicrelerin, kemik rezorpsiyonu meydana gelmemesi gerektiginde osteoklastlar ve kemik
matriksi arasindaki dogrudan etkilesimi engelledigi ve ayrica osteoprotegerin (OPG) ve
faktor kappa-B ligandinin (RANKL) reseptor aktivatorii iireten osteoklast farklilagmasina

katildig1 gosterilmistir (Florencio-Silva ve digerleri, 2015).
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1.3. Miisilajlar

Miisilajlar; jellestirici ajanlar, koyulastiricilar, stabilizatorler ve emdiilsifiye edici
ajanlar olarak kullanilan ¢6ziiniir besin lifleridir (Fuller, Beck, Salman, ve Tapsell, 2016).
Miisilajlar, biiyiik seker molekiilleri ve glikozidik baglarla baglanan {ironik asitlerin
olusturdugu polisakkaritlerdir. Bitki miisilajlari; rizomlar, kokler ve tohum endospermleri
dahil olmak iizere c¢esitli bitki parcalarindan ekstrakte edilebilir. Suda c¢oziinmeyen
miisilajlar biiyiik miktarlarda suda siser ve suyu emer. Ancak sadece suda ¢6ziinen miisilajlar
viskoz ¢ozeltiler olusturabilir (Ciudad-Mulero, Fernandez-Ruiz, Matallana-Gonzalez, ve
Morales, 2019). Miisilaj esas olarak L-arabinoz, D-galaktoz, L-ramnoz, D-ksiloz ve
galakturonik asidi iceren ¢esitli dallarda yiiksek dallanmis yapilara sahip karbohidratlardan
olusan kompleks bir polimerik maddedir. Aym1 zamanda glikoproteinler ve tanenler,
alkaloidler ve steroidler gibi diger maddeleri de igerir (Monrroy, Garcia, Rios, ve Garcia,
2017).

1.3.1. Ayva Cekirdegi Miisilaj1

Biyopolimerler; sicaklik, pH veya iyonik gii¢ gibi dis uyaranlari algilamak igin yapisal
biitiinliik saglayan fonksiyonel malzemelerdir. Bu nedenle, 6zellikle biyomedikal bilimlerde
cesitli teknolojik uygulamalar igin ideal adaylardir. Glukuronik asit ve ksiloz
(glukuronoksilan) bazli biyomateryalden olusan ayva ¢ekirdegi miisilaji (ACM), ayva
(Cydonia oblonga) dahil olmak tizere farkli bitkilerin tohumlarindan ekstrakte edilen ucuz
ve biyouyumlu bir polisakkarit hidrojelidir (Sekil 4). Suda ¢6ziinmez ve 6nemli 6lgiide siser.
ACM ayrica sicaklik, iyonik giic veya pH gibi c¢evresel uyaranlara yanit olarak farkl
ilaglarin siirekli salimi icin matriks olarak islev gorebilen akilli bir uyarana duyarh
biyomalzemedir. ACM normalde su veya bazik tamponlarda siser; asidik kosullar, organik
coziiciiler veya tuz ¢ozeltileri altinda ¢oker. Bu nedenle ACM, diger endiistriyel
uygulamalarin yani sira farkli biyomedikallerde kullanilacak potansiyel akilli biyomateryal
olarak nitelendirilir (Tablo 2). Ayrica, ACM'nin gida, tibbi ve farmasétik uygulamalar i¢in
akilli uyaranlara duyarli bir biyomateryal olarak kullanimi da mevcuttur (Hussain,

Muhammad, Haseeb, ve Tahir, 2019).
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Tablo 2.
Ayva ¢ekirdegi miisilajinin uygulama alanlar1 (Hussain, Muhammad, Haseeb, ve Tahir,
2019)

Ayva Cekirdegi Miisilajinin Uygulama Alanlar

Eczacilik

Tip

Kozmetik

Gida Paketleme
Gida Katki1 Maddesi

o o~ w dhE

Su Aritma

Sekil 4. Ayva Cekirdegi ve Miisilaj1

1.4. Periodontal Doku Miihendisligi

DM, Langer ve Vacanti tarafindan 90'li yillarin basinda “miihendislik ve yasam
bilimleri prensiplerini doku islevini geri yiikleyen, siirdiiren veya iyilestiren biyolojik
ikamelerin gelisimine uygulayan disiplinlerarasi bir alan” olarak tanimlandi. DM, dokuya
0zgii rejenerasyon siireglerini indiikklemeyi, boylece organ transplantasyonunun iyi bilinen
dezavantajlarini (donér eksikligi, immiinostiipresif tedavi ihtiyaci) asmay1 amag¢lamaktadir
(Sekil 5) (Caddeo, Boffito, ve Sartori, 2017). Periodontal doku rejenerasyonunu amaglayan
DM yaklagimlari, iyi tanimlanmis bir mimariye sahip materyaller kullanarak ve yeterli

biyokimyasal uyaran saglayan korunmus periodontal dokunun endojen rejeneratif
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potansiyelinin arttirllmasina odaklanmaktadir. Giivenilir periodontal rejeneratif tedavilerin
gelistirilmesi i¢in On sartlar:

1) Korunmus dokudan ilk kasitli onarimi uyaran yeterli biyolojik ipuglari saglamak,

2) Yumusak dis eti dokusunun ¢okmesini onleyerek yeni doku biiyiimesi i¢in form
stabilitesi saglamak

3) Hizli ¢ogalan dis eti fibroblastlarindan alan1 tikamak seklinde siralanabilir (Babo,
Reis, ve Gomes, 2017).

Sekil 5. Klasik DM paradigmasi (Caddeo, Boffito, ve Sartori, 2017)

1.4.1 Periodontal Rejenerasyonda Doku Miihendisligi Yaklasimlari
Geleneksel cerrahi ve cerrahi olmayan periodontal tedavinin periodonsiyumun orijinal
fonksiyonunu ve yapisint yeniden olusturmadigt uzun zamandir bilinmektedir. Bu,

periodontal rejenerasyonun giivenilir ve Ongoriilebilir bir sekilde gergeklestirilmesini
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amaglayan 6zel cerrahi tekniklerin gelistirilmesine yol agmistir (Sekil 6). En yaygin olarak
kullanilan yaklasim, periodontal defektin (yani, alveolar kemik, periodontal bag) yeniden
olusturulabilen hiicreler tarafindan periodontal defektin segici repopiilasyonunu tesvik
etmek i¢in bariyer membranlart kullanan yonlendirilmis doku rejenerasyonu (YDR)
ilkesidir (S. Ivanovski ve digerleri, 2014).

Periodontal rejenerasyon, dis kokii yiizeyine yeni olusan sementumun
yerlestirilmesini, yeni kemik olusumunu ve bir PDL baglantisinin yeniden kurulmasini
gerektirir. Bu, rejenerasyona ulagmak icin yiiksek derecede koordine edilmis bir uzamsal
iyilestirme yaniti gerektiren periodonsiyumun yiiksek hiyerarsik mimarisi nedeniyle zor

oldugunu kanitlamistir (Vaquette ve digerleri, 2019).

4 N

<_/

Sekil 6. Periodontal defektler i¢in mevcut alternatif tekniklerin diyagrami (F. M. Chen ve
Jin, 2010)

Ik kez, YDR karmasik periodontal yara iyilesme siirecini anlama ve manipiile etme;
ayrica yara stabilitesini artirma, yeni kemik ve periodontal baglanma meydana gelmesi i¢in
gerekli alan1 koruma ihtiyacini ele almistir. Biyoaktif molekiillerin ve dis minesi matriks
tiirevi, trombosit kaynakli ve temel fibroblast (bFGF, FGF-2) gibi biiyiime faktorlerinin
uygulanmasinda kullanilmistir (Darby ve Morris, 2013; Esposito ve digerleri, 2009;
Murakami, 2011).

Bununla birlikte, YDR ve biiyiime faktorlerinin kullanimina dayanan yaklagimlarin,

belirli bir periodontal defektlerde bir miktar rejenerasyonu tesvik ettigi gosterilmis olsa da,
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klinik sonuglar tahmin edilemez ve tam rejenerasyon oldukg¢a zordur (Saso Ivanovski, 2009).
Ayrica yara iyilesme siireci iizerinde uzamsal-kontroliin uygulanamamasi oldukga biiyiik bir
sorundur. Bu amagla, doku miihendisligi yaklagimlart bir siiredir bu sinirlamalara cevap
verme kabiliyetine sahip olarak kabul edilmektedir (P. Mark Bartold, McCulloch,
Narayanan, ve Pitaru, 2000).

Biyomalzemelerin cerrahi implantasyonu, kontrollii kosullar altinda periodontal doku
miihendisligi i¢in 1. nesil yaklagimdir. Klinik testlerde periodontal rejenerasyonun uzamsal
ve gegici olarak yonlendirilmesi i¢in ¢esitli polimerler kullanilmigtir. Hiicre terapisi ve
biyoaktif molekiiller iceren biyomalzemelerin kombinasyonu periodontal rejeneratif tipta
kullanilan 2. ve 3. jenerasyonun bir stratejisini temsil etmektedir. Mevcut klinik prosediirlere
ek olarak, 4. ve 5. nesil tedaviler biyomiihendislik periodontal doku analoglari igin,
biyomateryaller ve hiicre tabakalar1 veya genetik olarak modifiye edilmis kok hiicrelerin
yapilarina dayanarak gelismistir (Seciu, Craciunescu, Stanciuc, ve Zarnescu, 2019).

Doku miihendisliginin altinda yatan temel kavram, yeterli kan kaynagi varliginda
dokularin onarimini veya yenilenmesini destekleyen bir "doku miihendisligi yapist"
olusturmak icin bir iskeleyi canli hiicreler veya biyolojik olarak aktif molekiiller ile
birlestirmektir (P. M. Bartold ve digerleri, 2016; P. Mark Bartold, McCulloch, Narayanan,
ve Pitaru, 2000). Simdiye kadar, birgok periodontal doku mithendisligi yaklasimi, progenitor
(kok) hiicrelerin yeni periodontal baglanmay1 tesvik etme potansiyeline odaklanmustir.
Periodontal ligament kok hiicreleri ve diger mezenkimal kok hiicreler umut verici sonuglarla
kullanilmistir (Hynes, Menicanin, Gronthos, ve Bartold, 2012). Genel yaklagim, bu hiicreleri
bir tasiyict ile birlestirmek ve periodontal defektlere sokmak olmustur. Bu yaklasimin
dezavantaji, hiicrelerin periodonsiyum igindeki belirli yerlere iletilememesidir; bu nedenle,
bu karmasik yapinin basarili bir sekilde yenilenmesi icin gereklilikleri tam olarak
kargilamamaktadir. Bu baglamda, hiicre tabakalarinin kullanimi periodontal defekt i¢inde
daha kontrollii ve hedeflenmis hiicre iletimini kolaylastirma potansiyeline sahiptir (Ishikawa

ve digerleri, 2009).

1.5. Periodontal Doku Miihendisligi i¢cin Biyomalzemeler

DM'nin amact yeni bir fonksiyonel doku gelistirmek ve bir cerrahi miidahale
gerektiginde hastaliklar1 tedavi etmek i¢in in vitro veya in vivo dokuyu yeniden
olusturmaktir. Bu gibi durumlarda, 3B biyomalzeme iskeleleri yaralanmanin onarilmasinda
kritik bir rol oynar. Optimal fonksiyonel doku gelisiminde iskelenin hiicresel baglanma,

¢ogalma, biiylime ve mineral matriks birikimini saglamak i¢in herhangi bir olumsuz etkisi
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olmayan hiicrelerle etkilesime girmesi gerekir. Buna ek olarak, yapisal destek, dogal hiicre
dis1 matrikse benzeyen bir tasarim, hiicre-hiicre iletisimini ve farklilasmasini; ayrica tagima
besinlerini tesvik etmek i¢in uygun bir yiizey, gozeneklilik ve heterojen gozenek boyutlar

saglamak 6nemlidir (Khan ve Tanaka, 2017).

1.5.1. Periodontal Rejenerasyon Uygulamalar: I¢in Bariyer Membranlar

Membran teknikleri ile periodontal rejenerasyon, fiziksel bariyerlerin cerrahi olarak
yerlestirilmesi ile farkli dokularin ayrilmasi prensibine dayanir. Yumusak doku olusumu
kemik ve periodontal doku olusumundan daha hizlidir. Bariyer membranlarin kullanilmasi,
epitel hiicreleri tarafindan sizacak ve isgal edilecek olan dokular1 yenilemek i¢in kusur
alaninin korunmasina izin vermektedir. Kemik greftleri ile kombinasyon halinde kullanilirsa
membranlar ayrica greft materyallerini stabilize etmeye, icermeye ve korumaya yarar. Bu,
ayni zamanda greft emilim oranin1 da diisiirir. Periodontal YDR uygulamalari igin
sentezlenmis c¢esitli parcalanabilir ve pargalanmayan bariyer membranlar1 vardir.
Periodontal rejenerasyon amagli bariyer membranlar tasarlanirken dikkate alinmasi gereken
genel oOzellikler sunlardir: 1) Biyouyumluluk, 2) Hiicre tutunmasi 3) Bosluk birakma
yetenegi, 4) Doku entegrasyonu, 5) Bozunulabilirlik, 6) Mekanik 6zellikler ve 7) Klinik
kullanim 6zellikleri (Sheikh ve ark. 2017).

1.5.2. Bozunmayan Bariyer Membranlar

Seliiloz asetat, silikon tabakalar ve genisletilmis politetrafloroetilen laboratuvar
filtreleri gibi malzemeler, rejeneratif tedavide bariyer membranlar arastirmak igin
kullanilan ilk bozunmayan biyomateryallerdir (Dahlin, Linde, Gottlow, ve Nyman, 1988;
Gottlow ve digerleri, 1986). Bu materyaller bazi1 terapdtik potansiyel gostermesine ragmen,
materyallerde ¢evre doku ile biitiinlesememe, kirilganlik ve belirli bir siire sonra bunlari
cikarma ihtiyac1 gibi kisitlamalar goézlenmistir. Bozunmayan membranlarin islevi,
yerlestirme sirasinda yapisal biitlinliiklerini koruduklart ve daha sonra ameliyatla geri
alindiklar1 i¢in gecicidir. Bu, klinisyene membranin yerinde kalacag: siire boyunca daha
fazla kontrol saglamasina ragmen, geri alma prosediirii cerrahi alan morbiditesi riskini
arttirir ve rejenere dokular1 hasara ve ameliyat sonrasi bakteriyel kontaminasyona duyarl
birakir. Iyilesme sirasinda flep ayrismasina bagl membran maruziyeti de siklikla ameliyat
sonrasi bir komplikasyondur. Bununla birlikte, dental implantlarin yerlestirilmesinden dnce
alveoler sirt biiyiitme gibi durumlarda, yeterli iyilesmenin gerceklesmesi i¢in membranin

yeterince uzun siire islevini korumasi ve daha sonra ¢ikarilmasi arzu edilebilir. Bu nedenle,
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belirli durumlarda, parcalanamayan bir zar daha Ongoériilebilir bir performans saglar

(Hardwick, Hayes, ve Flynn, 1995; Tatakis, Promsudthi, ve Wikesjo, 1999).

1.5.3. Biyobozunur Bariyer Membranlar

Periodontal rejenerasyon uygulamasi i¢in bozunmayan bariyer membranlar
kullanmanin en biiylik dezavantajlarindan biri, ¢ikarilmasi i¢in ikinci bir cerrahi prosediiriin
gerekmesidir. Bu nedenle, kapsamli arastirmalar bozunabilir bariyer membranlari
gelistirmeye odaklanmistir. 1990'larin basinda yapilan klinik ¢alismalar, YDR tedavisi i¢in
parcalanabilir zarlarin basarili bir sekilde kullanildigini bildirmistir (Mayfield, Nobréus,
Attstrom, ve Linde, 1997). Bu amag¢ i¢in hem dogal hem de sentetik polimerler
aragtirllmistir. En ¢ok arastirilan polimerler kollajen ve alifatik poliesterlerdir. Giivenligi ve
bozunur membranlarin etkinligini etkileyen ana faktdrler bozunma sonundaki iirtinleridir.
Membran bozunduk¢a yabanci cisim tepkisini ortaya ¢ikarabilecek pargaciklar veya
fragmanlar tretir. Bu, membran malzemesinin biyouyumluluk profilinde bir degisiklik ile
sonuglanir, kemik olusumunu 6nleyebilir ve kemik emilimiyle sonuglanabilir (Suganuma,
Alexander, Traub, ve Ricci, 1991). Bu nedenle, bozunur zarlarin tasariminin, yeterli bir
iyilesme siiresi i¢in fonksiyonel 6zellikleri koruyacak sekilde olmasi 6nemlidir. Su anda, en
yaygin olarak kullanilan pargalanabilir membranlar kollajenen veya poliglikolit ve / veya
polilaktit veya bunlarin kopolimerleri ile yapilir. Mevcut biyolojik olarak bozunabilir bariyer
membranlari, 6zellikle oral sivilara ve/veya kana maruz kaldiklarinda sertlik eksikliginden
dolay1 kusur alanim1 kendi baslarina koruma konusunda yetersizdir. Bu nedenle bu
membranlar siklikla takviye, destek vidalar1 ve pimleri ile veya bunlar olmadan otojen veya

sentetik kemik greft ikameleri ile birlikte kullanilir (Sheikh ve digerleri, 2017).

1.5.4. Dogal Bozunur Bariyer Membranlar

Kollajen biyomedikal uygulamalarda yaygin olarak kullanilan; hayvan
bagirsaklarindan, deriden ve tendonlardan elde edilen bir bilesendir (Ratner, Hoffman,
Schoen, ve Lemons, 2004). Kollajen; diisiik immiinojenisiteye sahip olmak, dis eti fibroblast
hiicrelerini aktive etmek ve hemostatik olmak gibi cok sayida biyolojik 6zellige sahiptir
(Bunyaratavej ve Wang, 2001). Kollajen membranlarin fibroblast DNA sentezini uyardigi
ve osteoblastlarin diger bariyer membran yiizeylerine kiyasla kollajen membran yiizeylerine
daha iyi yapisma sergiledigi gosterilmistir (Behring ve digerleri, 2008). Kollajen liflerinin

capraz baglanma derecesi, ters orantili iliski ile bozunma oranim dogrudan etkiler (C. R.
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Lee, Grodzinsky, ve Spector, 2001). Bazi ticari kollajen bazli bariyer membranlar tabloda

gosterilmistir (Tablo 3).

Tablo 3.
Klinik kullanim i¢in ortak kollajen bazli bariyer membranlar (Sheikh ve digerleri, 2017)
Membran Yap1 Capraz Baglama Doku Rezorpsiyon
Yontemi
Kaynaklari sliresi
BioGide Tip I ve Il kollajen Yok Domuz (dermis) 24 hafta
BioMend Tip | kollajen Formaldehit Sigir (tendon) 6-8 hafta
BioMend-uzati Tip | kollajen Formaldehit Sigir (tendon) 18 hafta
Doku Modeli Atelokollajen + tendon HMDIC Sigir (tendon + 4-8 hafta
kollajeni dermis)
BioBar Tip I kollajen N/A S1g1r (tendon) 24-32 hafta
Paroguide Tip | kollajen (% 96) ve DPPA Dana derisi 4-8 hafta
Kondroitin-4 siilfat (% 4)
Biostite Tip | kollajen (% 9.5), DPPA Dana derisi 4-8 hafta
Kondroitin-4 siilfat (%
2.5) ve HA (% 88)
Periogen Tip I ve Il kollajen Gluteraldehit Si1gir (dermis) 4-8 hafta
AlloDerm Tip I kollajen Yok Insan kadavrasi 28-36 hafta
Yenileyici Doku (deri)
Matriksi (RTM)
Sitoplast RTM Tip | kollajen N/A Sigir (tendon) 26-38 hafta

1.5.5. Periodontal Doku Miihendisligi i¢cin Cok Kath iskele Gereksinimleri

Birden fazla yumusak ve sert dokunun karmasik etkilesimi nedeniyle, uygun 3 boyutlu
periodontal ¢oklu doku miihendisligi zordur. Periodontal dokularin hiyerarsik yapisi,
nihayetinde anizotropik gozenek dagilimi, yapisal geometri ve bilesim tizerinde 3 boyutlu
bir kontrol ile mikrodan makroya uzanan gézenek boyutlarinin tasarimina izin veren, iskele

hazirligi i¢in yontemlerin gelistirilmesini gerektirir. Gozenekli ve tamamen birbirine bagh
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cok fazli iskele mimarisinde yeni olusan doku olgunlastikca bozunmadan kalan yapi
iskeleleri gelistirmek ve sadece yenilenen dokunun yeniden modellenmesinden sonra
boznmasinin baglamasina izin vermek Onemlidir. Periodontal doku miihendisligi
stratejilerinin, fizyolojik yiikleme ve homeostazin restorasyonu da dahil olmak tizere, doku
olusumuna odaklanmadan doku fonksiyonuna vurgu yapmaya dogru ilerlemesi gerekir. Bu
nedenle, ¢ok katli yapr iskelelerinin fonksiyonel biyotaklite, 6zellikle periodontal ligament
ve dis kokii arasindaki anahtar ara birime deginmesi gerektigi, fonksiyonel periodontal
ligament liflerinin eklenmesi ile sementum olusumunun gerekli oldugu vurgulanmalidir. Ek
gereksinimler, kemik rejenerasyonu i¢in alan saglanmasi ve kok yiizeyi boyunca epitel
¢6kmenin onlenmesidir. Ozellikle, ¢ok katli yapi iskeleleri, rejeneratif sonuglar optimize
etmek i¢cin YDR ve biyoaktif molekiiller gibi yerlesik periodontal rejeneratif yaklagimlarin
yan1 sira progenitdr/kok hiicre bazli yaklasimlarla birlestirilebilir. Ozetle, periodontal doku
miihendisliginde ¢ok fazli yapi iskeleleri igin kilit hususlar: (1) zamanla entegre boliimlere
ayrilmis kemik ve periodontal bag dokusu olusumu, (2) kok ylizeyine sementum
formasyonunun tesvik edilmesi ve (3) yeni olusan kemik ve sementum igine yerlestirilen
periodontal ligament liflerinin uygun sekilde olusturulmasidir (S. Ivanovski ve digerleri,
2014).
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BOLUM 2
ONCEKI CALISMALAR

Peng ve ekibinin yiiriittigii ¢alismada, farkli oranlarda gozenekli kitosan/kollajen yap1
iskeleleri, ilgili ¢ozeltilerin kontrollii dondurulmasi ve liyofilizasyonu ile hazirlanmistir.
Iskeleler acikhik, gozeneklilik, sisme davranisi ve hiicre aracili biiziilme testi ile
incelenmistir. Bu {i¢ boyutlu iskelelerdeki insan periodontal ligament hiicrelerinin
morfolojisi ve dagilimi, SEM ve konfokal lazer taramali mikroskopisi ile arastirilmigtir. Tek
bilesenli bir iskele ile karsilagtirildiginda, kitosana kollajen ilavesinin ortalama aciklig
azalttigi, sisme yetenegini arttirdig1r ve kasilmay1 azalttigr goriilmiistiir. Kitosan/kollajen
yapt iskelelerinde kiiltiirlenen insan periodontal ligament hiicrelerinin yapismasi ve
bliylimesi, tek kitosan veya kollajen yapi iskelelerinden daha iyi oldugu goézlenmistir.
Kitosan/kollajen kompozitlerinin periodontal doku miihendisligi i¢in limit verici iskele
malzemeleri oldugu diisiiniilmektedir (Peng ve digerleri, 2006).

Qasim ve arkadaslarinin yiirtttigii galismada, iki farkli ¢oziicii sistem, asetik asit veya
askorbik asit yoluyla basit dondurucu jellestirme teknigi kullanilarak hidroksiapatit (HA) ile
veya bunlar olmadan gézenekli kitosan membranlar iiretilmistir. Membranlar; ultra-yapisal
morfoloji, fizikokimyasal ozellikler, su alimi, bozunma, mekanik O6zellikler agisindan
karakterize edilmis, olgun ve progenitér osteojenik hiicrelerle biyouyumluluklar
degerlendirilmistir. FTIR spektroskopisi ile HA varligi ve kitosan ile etkilesimi
dogrulanmistir. Mikro bilgisayarli tomografi analizi, membranlarin %85-77 oraninda
gozeneklilige sahip oldugunu gostermistir. Mekanik 6zelliklerin ve bozunma hizinin, ¢ziicii
tipi ve HA mevcudiyetinden etkilendigi goriilmiistiir. Insan osteosarkom ((MG-63)
hiicrelerinin ve insan embriyonik kok hiicre kaynakli mezenkimal progenitorlerin kiiltiiri,
tiim membranlarin hiicre ¢ogalmasini destekledigini ve uzun siireli matriks birikiminin HA
iceren membranlarla desteklendigi sonucunu vermistir. Bu kitosan ve HA kompozit
membranlari, periodontal lezyonlardaki uygulamalari i¢in potansiyel kullanimlarim
gostermektedir (Qasim ve digerleri, 2015).

Varoni ve arkadaslarimin, periodontal rejenerasyonu saglamak i¢in yiriittigi
calismada, kitosan bazli li¢ katmanli gozenekli iskele sentezlenmistir. Genipin ile orta
molekiiler agirlikh (MMW) veya diisiik molekiiler agirlikli (LMW) kitosan1 capraz
baglayarak elde edilen bu iskelelerin dondurularak kurutulmasiyla kemik ve dis eti
yenilenmesi i¢in iki gézenekli katman iretilmistir. Kitosan elektrokimyasal birikimi ile

periodontal ligament (PDL) rejenerasyonu igin ligiincii bir katman sentezlenerek; bu, PDL
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lif bliytimesini dis kokiine dogru yonlendirmek i¢in yaklagik 450 um ¢apinda yiiksek odakli
mikrokanallar tiretilmesini saglamistir. In vitro karakterizasyon, MMW-CH ve LMW-CH
katmanlari i¢in hizli denge su igerigi gosterdigi goriilmiistiir. (5 dakikadan sonra %85'ten
fazla denge suyu igerigi). MMW-CH katmani daha yavas bir sekilde bozunmustur. Kemik
ve dis etinin fizyolojik iyilesme oranlarim ve mekanik 6zelliklerini eslestirmek i¢in gerektigi
sekilde oldugu goriilmiistiir. (34% = 1%; 7.7 + 0.8 kPa) llgili kompartiman iizerinde test
edilen tim primer periodontal hiicre popiilasyonlarinin %90'1indan fazlasi, alkalin fosfataz
ve kollajen biriktirme deneylerinde aktif hiicre metabolizmasini gosteren, sito-uyumluluk
testleri sirasinda hayatta kaldigi belirtilmistir. In vivo testler; vahsi tip farelerde, doku
biliylimesinde ve yapi iskelesinde vaskiilarizasyonda yiiksek biyouyumluluk gostermistir.
Farelerde periodontal ektopik model kullanarak insan dis eti fibroblastlari, osteoblastlar ve
PDL fibroblastlari ile iskele katmanlari hazirlanmistir ve MMWCH bolgesi i¢inde dentin
arayliziinde zay1f mineralize birikintilerle yogun bir mineralize edilmis matriks olusmustur.
Bu sonuglar periodontal rejenerasyon i¢in limit verici bir aday olarak bu emilebilir {i¢
katmanli iskeleyi desteklemektedir (Varoni ve digerleri, 2018).

Srinivasan ve arkadaslarinin yaptig1 ¢alismada, aljinat kompozit iskele i¢eren nano
biyoaktif cam seramik partikiil imal edilmis ve SEM, EDAX, AFM, FTIR, XRD ve diger
yontemler kullanilarak karakterize edilmistir. Sismenin kabiliyeti, in vitro bozunmasi, biyo-
mineralizasyon ve iskelenin sito uyumu da degerlendirilmistir. Sonuglar azalmis, sisme ve
bozulma ile gelismis biyo-minerallesme ve protein adsorpsiyonunu gostermistir. Ek olarak;
IPDLF ve MG-63 hiicreleri, kontrol aljinat yapilarina kiyasla aljinat / biyocam kompozit
yapi iskeleleri iizerinde iyi bir sekilde yapistirilmis ve ¢ogaltilmistir. Nano biyoaktif cam
seramik partikiiliin varligi, bilesik yapi iskelelerinde kiiltiirlenen iPDLF hiicrelerinin alkalin
fosfataz aktivitesini arttirdig1 goriilmiistiir. Bu nedenle, sonuglar bu biyouyumlu kompozit
yapi iskelelerinin periodontal doku rejenerasyonu igin faydali olabilecegini gostermektedir
(Srinivasan ve digerleri, 2012).

Zahid ve calisma arkadaslarinin yaptigi ¢alismada, termoelastik 6zelliklere sahip
gozeneksiz bir list katmana (poliliretan) ve gozenekli alt katmana (polikaprolakton ve
biyoaktif cam kompozit) sahip iki katmanl bir zar, liyofilizasyon yoluyla gelistirilmistir.
Morfoloji, gozeneklilik ve katmanlar eki ¢oklu ¢oziicii sistemi kullanilarak kontrol
edilmistir. In vitro ve in vivo biyouyumluluk, hiicre baglanmasi ve hiicre ¢ogalmasi
immiinohistokimya ve histoloji ile analiz edilmistir. Hiicre proliferasyon hizi ve hiicre
baglanma sonuclart her iki ylizeyin de biyouyumlulugunu gostermistir. Ancak hiicre

metabolik aktivitesi polikaprolakton-biyoaktif cam yiizeyinde daha iyi oldugu gortilmiistiir.
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Ayrica, hiicreler gézenekli olmayan poliiiretan yiizeyinde kasitli olarak tasarlanmis ve
giidiimlii doku rejenerasyon/yonlendirilmis kemik rejenerasyon membranlari i¢in 6nceden
gerekli olan diisiik hiicre eki sergilerken; gozenekli olmayan poliiiretan yiizeyinde diisiik
gozenekli biyoaktif ylizey lizerinde canli, yapistirilmis ve cogaltilmistir. Ek olarak; alt1 hafta
boyunca bir sigan modelinde gergeklestirilen in vivo g¢alismalar, membranlarin iyi
uyumlulugunu ortaya koymustur. Histolojik analiz (hematoksilen ve eozin ile boyama),
iltihaplanma veya konak¢i immiin hiicrelerinin birikimi belirtilerini gostermemistir. Bu
sonuglar, fabrikasyonu yapilan biyo-uyumlu iki tabakali membranin periodontal doku
rejenerasyonunda kullaniminin uygun oldugunu sdylemistir (Zahid ve digerleri, 2019).

Kafi ve arkadaslarinin gerceklestirdigi calismada ise, insan mezenkimal kok hiicre
(IMKH) yapismasi, ¢ogalmasi ve farklilagsmasi {izerindeki etkilerini arastirmak i¢in kitosan,
kollajen ve kitosan-kollajen kompoziti kullanilarak 3B gbzenekli yapi iskelelerinin imalat
ve karakterizasyonu gerceklestirilmistir. Go6zenekli morfolojideki malzemeye bagh
degisiklikler ve iiretilen kitosan, kollajen ve kitosan-kollajen iskelesinin mekanik davranist,
iIMKH yapisma, ¢ogalma ve farklilasma iizerinde 6nemli bir etki gosterdigi belirtilmistir.
Uretilen tiim iskele gruplari arasinda kitosan-kollajen iskelesinde maksimum iMKH
yapisma ve c¢ogalma sagladigi bildirilmistir. Kitosan-kollajen iskele ic¢indeki gézenek
yapisinin birbirine baglanabilirligi, iskele boyunca bu kadar gelismis biiylime ve dagilim
i¢in tercih edilen bir 6zellik olarak kabul edilmistir. Ayrica, birbirine iyi baglanmig gozenekli
kitosan iskelesinin yetersiz yapisma motifleri nedeniyle zayif yapisma ve g¢ogalma
gostermistir. Kollajen iskelesi durumunda iMKH 'nin optimum biiyiimesi ve dagilimi,
gozenek yapilarinda ara baglanti olmamasi nedeniyle sadece ylizeyde gergeklestigi
vurgulanmistir. Benzer sekilde iMKH'nin osteojenik farklilasmasi, en ¢ok tercih edilen
sekliyle tiim iskele gruplari arasinda kitosan-kollajen kompozit iskele oldugu sonucuna
varilmistir. Kitosan-kollajen iskelesinde bu gibi gelismis iMKH proliferasyonu ve
farklilasmasi, bir kemik dokusu implantinin in vivo uygulamasi i¢in gerekli olan iskelenin
mekanik davranigini 6nemli olgiide etkilemistir. Bu nedenle; kitosan-kollajen kompozit
iskele, kemik dokusu implantinin in vitro miithendisligi i¢in uygun bir platform olacagina
dair umut vadetmektedir (Kafi, Aktar, Phanny, ve Todo, 2019).

Liang ve arkadaslarinin yaptig1 ¢alismanin amact; biyobozunur polimer poli (D, L-
laktid-ko-glikolit) (PLGA) ve biyoaktif seramik HA ile kaplanmig bir PLGA polimerik
matriks katmanindan olusan iki katmanli PLGA / PLGA-HA kompozit yapi iskelelerinin
osteokondral rejenerasyon potansiyelinin arastirilmasidir. Kompozit iskele kompresyon

kaliplama / partikiil ligi ve plazma islemli yiizey biriktirme ile imal edilmistir. iskelenin
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g6zenek morfolojisi, mekanik 6zellikleri ve ylizey birikimi karakterize edilmis ve iskeletteki
kemik iligi kaynakli mezenkimal kok hiicrelerin veya tibbi sinyal hiicrelerinin gelisimi
dogrulanmistir. Daha sonra, eklemde yapay osteokondral defektli tavsan modelleri ti¢ tedavi
grubuna randomize edilmistir. Bunlar: iki katli iskele, MKH'lerle in vitro &nceden
hazirlanmais iki katli iskele ve tedavi edilmemis bos kontrol. Postoperasyonun 16. haftasinda
hem hiicresiz iskele hem de hiicre tohumlu ¢ift katmanli iskele; biyomekanik analiz,
histolojik degerlendirmeler ve Western blot ile dogrulanmistir. Ayrica osteokondral onarim
sergiledigi gozlenmistir. Sonuglar; osteokondral doku miihendisligi i¢in ve 6zellikle doku
rejenerasyonu veya in situ doku indiiksiyonu i¢in iki katmanli PLGA / PLGA-HA kompozit
iskelesinin potansiyelini, gozenekli biyomalzemelerde muhtemelen lokal hiicreleri
kondrojenik ve osteojenik farklilasmaya yonelterek vurgulandi (Liang ve digerleri, 2018).

Shanhnavazi ve ekibinin ¢alismasinin amaci HA 'y1 organik polimer ile birlestirerek
kemik-dis dokusu miihendisliginde kullanmaktir. Bunun igin nano-hidroksiapatit / kitosan
yapi iskeleleri, farkli yontemlerin yap1 iskeleti 6zellikleri tizerindeki etkisini arastirmak i¢in
iki farkli yontemle sentezlenmistir. Iskelenin gozenek ebadi ve lif ¢ap1 gibi morfolojik
ozellikleri SEM degerlendirmesi kullanilarak arastirllmig ve ayrica iskeletlerin
biyoaktivitesi simiile viicut sivisinda Olgiilmiistiir. Sonuglar, kitosan/nano-hidroksiapatit
iskelesinin dis miihendisligi i¢in uygun bir iskele olabilecegini gosterirken; elektroegirme
teknikleri donma kurutmadan daha fazla esneklik ve kontrol edilebilir gézenek boyutu
sunmustur. Donma kurutma teknigi kullaniminda hidroksiapatit yiizdesinin %40'a kadar
yiikseldigi, daha iyi makro-mekanik ve fiziksel 6zellikler gosterdigi sonucuna varilmistir
(Shahnavazi ve digerleri, 2016).

Akman ve arkadaslarmin yaptigi ¢alismada amag; periodontal doku miihendisligi
uygulamalari i¢in temel fibroblast biiylime faktorii (bFGF) yiiklii kitosan ve HA-kitosan yapi
iskelelerinin uygunlugunu degerlendirmektir. Iskeleler, HA partikiillerinin yoklugunda veya
%2 ve %3 kitosan jeli kullanilip dondurularak kurutma teknigi ile tretilmistir. HA
boncuklarinin kitosan jellerine eklenmesi, gdzenek ebatlar1 ve ara baglantilarin korundugu
yeni bir iskele olusturdugu belirtilmistir. iskeleler gémme teknigi ile 100 ng bFGF ile
ylklenmistir. HA-kitosan yapi iskeleleri, kitosan yap1 iskeleleri ile karsilastirildiginda bFGF
icin daha iyi kontrollii salma kinetigi saglamis ve toplam salim 168 saate kadar devam
etmistir. Hiicre kiiltiirii ¢aligmalari, PDL hiicreleri ve sementoblastlarla yapilmistir. Hem 3-
[4,5-dimetiltiazol-2-il] -difeniltetrazolyum bromid (MTT) deneyi hem de konfokal lazer
tarama mikroskobu analizi, iskele i¢cinde ¢ogalan hiicreleri ortaya ¢ikarmistir. Sonuglar;

bFGF yiiklii HA-kitosan yap1 iskelelerinin, hiicresel yapi, ¢ogalma ve mineralizasyonu
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destekleyen uygun bir ii¢ boyutlu ortam sagladigini gostermistir (Akman, Tigli,
Gumusderelioglu, ve Nohutcu, 2010).

Glimiisderelioglu ve arkadaslarinin yaptigi c¢aligmada periodontitis tedavisi i¢in
kitosan bazli, ¢ok fonksiyonlu ve ¢ift yiizlii bir bariyer membrani gelistirilmistir. Membranin
gozenekli yiizeyi, mikrodalga destekli biyomimetik yontemle {iretilen ve kitosanin
biyoaktivitesini arttirmak i¢in kemik morfogenetik faktér 6 (BMP-6) ile zenginlestirilmis
kemik benzeri HA ile kaplanmistir. Membranin bu ylizeyi periodontitis nedeniyle hasar
goren sert doku ile temas edecek sekilde tasarlanmistir. Enflamatuar yuamusak doku ile temas
halinde olan gdzeneksiz membran yiizeyi, epitel hiicrelerinin defekt alanina go¢iinii 6nlemek
i¢in elektrospun polikaprolakton lifleri ile kaplanmistir. PrestoBlue (hiicre canliligi reaktifi),
SEM ve gergcek zamanli PCR sonucglari, membranin gdézenekli yiizeyinin MC3T3-E1
preosteoblastlarinin proliferasyonunu ve farklilasmasini arttirirken, zarin  gézeneksiz
ylizeyinin epitelyal Madin Darby sigir bobreginin hiicrelerinin gogiine izin vermedigini
gostermistir. Burada gelistirilen bariyer membranin biyolojik olarak parcalanabilir ve
kolayca manipiile edilebilir, osteojenik aktiviteye sahip ve epitel hiicreleri igin hareketsiz
oldugu saptanmigtir. Boylece, bu zarin hasarli periodontal dokuya implante edilmesi ile
kemik rejenerasyonu gercgeklesecek ve periodontal dokularin biitlinligiiniin korunacagi

diisiiniilmektedir (Giimiisderelioglu, Sunal, Demirtas, ve Kiremitci, 2020).
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BOLUM 3
MATERYAL VE YONTEM

3.1. Materyal

Bu tez ¢alismasinda, ticari amaglarla kesilen sigir tibiasi kullanildigi i¢in s6z konusu
deneylerde etik kurul izni gerekmemistir. iPDLF hiicrelerinin izolasyonu igin gerekli olan
insan etik kurul izni Canakkale Onsekiz Mart Universitesi Rektorliigii Klinik Arastirmalar
Etik Kurulu’ndan alinnustir. (Karar No: 2019-14, Karar Tarihi: 24.07.2019) ilgili belge Ek
1’ de sunulmustur. Aksi belirtilmedigi siirece tim kimyasal maddeler Millipore-Sigma

firmasindan satin alinmistir. Cihaz marka ve modelleri, ilgili yontem icerisinde belirtilmistir.

3.2. Yontem

3.2.1. Ayva Cekirdeklerinin Temin Edilmesi

Tez c¢aligmasinda kullanilan ayva c¢ekirdekleri, Canakkale-Kepez bdlgesinden
mevsiminde toplanan olgunlagsmis ayvalardan temin edilmistir. Ayva igerisinden ¢ikarilan
cekirdeklerin saglikli olanlan (kiif igermeyen ve sekilsel olarak diizgiin olan g¢ekirdekler
gbzlem ile belirlenmistir) ayrilmistir ve g¢ekirdekler yikama vb. gibi higbir isleme tabi

tutulmadan uygun numune kaplarinda +4 C°’de muhafaza edilmistir (Sekil 7).

Sekil 7. (A) Ayva me
¢ekirdekleri

3.2.2. Ayva Cekirdegi Miisilajimn Ekstrakte ve Liyofilize Edilmesi

ACM’nin ekstraksiyon igslemi doner buharlastiricida gergeklestirilmistir (Rotavapor
R-200, Buchi, Isvigre). Bu islem igin 4 g ayva ¢ekirdegi tartilarak (ATX224, Shimadzu,
Japonya); 75 ml ultra saf su (Milli Direct-Q 3UV, Merck-Millipore, Almanya) igerisine
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konmustur ve 30 C°’de doner buharlastiricinin 6. hiz seviyesinde bir gece boyunca ekstrakte
edilmistir. Ardindan c¢ekirdek taneciklerinin uzaklastirilmasi ve berrak bir miisilaj elde
etmek amagli ekstrakt, buchner hunisi ve nuge erleni yardimiyla vakum altinda stiziilmistiir
(Vacuum Pump V-700 Buchi, isvicre). Elde edilen berrak miisilaj cam balonlara
dokiilmiistiir ve bir gece boyunca -26 C°’de dondurulmustur. Daha sonra cam balonlar
icerisindeki donmus miisilaj gece boyunca liyofilize edilmistir (LyoQuest -55, Telstar,
Ispanya) (Sekil 8). Islem sonunda elde edilen liyofilize miisilaj numune kaplarina aliarak

+4 C°’de muhafaza edilmistir.

j h p 4 : — g
Sekil 8. Ayva cekirdeklerinden miisilaj elde etme prosediirii (A) Miisilaj ekstraksiyonu (B)
Miisilajin partikiillerden vakum altinda siiziilerek ayristirilmasi (C) Misilajin liyofilize
edilmesi

3.2.3. Sigir Tibiasinin Temin Edilmesi ve Trabekiiler Kemigin Uygun Boyutlarda
Kesilmesi

Deneysel ¢alismalarda kullanilmak tizere gerekli olan sigir tibiasi, Canakkale ilinde
kesimi yapilan sigirlardan temin edilmistir. Kemik dokusun, saglikli ve kesimi yeni yapilmis
sigirdan olmasina 6zen gosterilmistir (Saglik Bakanligi’nin onay verdigi kesimhanelerden
temin edilmistir). Alinan kemik dokulart soguk zincir altinda 1-2 saat igerisinde laboratuvara
transfer edilmigtir. SiZir tibiasinin trabekiiler bolimii ayrilmistir ve 15x10x5 mm

boyutlarinda uygun boyutlara kesilerek -26 C°’de saklanmustir (Sekil 9).

25



. i y
Sekil 9. Ham kemik dokusunun uygun boyutlarda kesilme asamalar1 (A) Sigir tibiasi (B)
Ayrilmis trabekiiler kemik (C) Uygun boyutlara getirilmis trabekiiler kemikler

3.2.4. Trabekiiler Kemigin Demineralize ve Deseliilerize Edilmesi

15x10x5 mm boyutlarinda kesilen kemik dokularinin hacmini belirlemek amagli cam
meziir i¢erisine belli hacimde saf su konulmustur ve ardindan kemikler cam meziir i¢erisine
almmustir. Olusan hacim farkindan kemiklerin hacmi belirlenmigstir. Saglikli  bir
demineralizasyon ve deseliilerizasyon igin islemler dinamik ¢alkalayicida ve uygun
sicaklikta (170 rpm, 25 C°) gergeklestirilmistir (Incu-Shaker, Mini Benchmark, ABD).
Demineralizasyon islemi igin belirlenen hacmin 20 kati kadar %5’ lik HCI ¢ozeltisi
hazirlanmistir ve kemikler hazirlanan HCI ¢ozeltisi ile 24 saat muamele edilmistir (Sekil
10). Daha sonra asit kalintilarinin uzaklastirilmasi ig¢in gece boyuca kemikler saf su ile
yikanmistir. Deseliilerizasyon islemi i¢in kemikler 24 saat boyunca pH seviyesi ayarlanmis
(FE20 FiveEasy™ Benchtop pH Meter , Mettler-Toledo, ABD) hipotonik (10mM Trizma.HCI
ve 5mM EDTA pH:8,00) ¢ozelti igerisine alinmistir. Kemikler olas1 kimyasal bulasilart
onlemek i¢in her islemin ardindan ultra saf su ile yikanmistir (Milli Direct-Q 3UV, Merck-
Millipore, Almanya). Daha sonra kemikler 48 saat boyunca %1 Triton X-100 igeren
hipertonik (1,0 M KCI, 50mM Trizma.HCl ve SmM EDTA pH:8,00) ¢ozelti ile muamele
edilmistir. Deseliilerizasyonun son basamaginda ise kemikler; yapidaki DNA ve RNA
molekiillerinin istenilen seviyede giderilmesi i¢in 200 pg/mL DNase I (Sigma DN25, >400
Kunitz units/mg protein) ve 50 pg/mL RNase A (Sigma R5503, 50-100 Kunitz units/mg
protein) (10mM MgCl12, 5S0mM Trizma.HCI) igeren ¢ozelti igerisinde 24 saat boyunca
37°C’de inkiibe edilmistir. Son olarak dekontaminasyon amacli kemikler 5 saat boyunca %4
etanol ve %0, 1 perasetik asit igeren ¢ozelti ile muamele edilmistir ve sonrasinda ultra saf su
ile yikanarak liyofilizasyon igin gece boyunca -26 C°’de dondurulmustur. Ardindan
kemikler gece boyunca liyofilize edilerek +4 C°’de muhafaza edilmistir (Sekil 10).
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Sekil 10. (A) Demineralize edilmis kemik dokusu (B) Deseleliilerize kemik dokusu

3.2.5. DNA i¢erik Analizi

Kemik dokularinin basarili bir sekilde deseliilerize olduklarin1 kanitlamak ve
dokularin i¢erisindeki DNA miktarini belirlemek amagli DNA igerik analizi uygulanmastir.
Bu sebeple ticari GeneJET DNA saflastirma kitinin (Thermo Scientific, ABD) prosediirleri
uygulanarak DNA icerik analizi yapilmistir. izolasyonu gerceklestirilen DNA’larin
bulundugu ¢ozelti kuvars mikrokiivetlere alinarak, spektrofotometrik analizler (UV mini-
1240 UV-Vis, Shimadzu, Japonya) 260 nm ve 280 nm dalga boyunda gergeklestirilmistir.
Ortalama DNA konsantrasyonu ve safligi asagidaki matematiksel isleme gore
hesaplanmistir (Arslan, Galata, Sezgin Arslan, ve Derkus, 2018; Erten, Sezgin Arslan,
Derkus, ve Arslan, 2016).

DNA Konsantrasyonu (ng/ul) = (A0 — Az20) X 50 (3.1)

3.2.6. Hidroksiprolin ve Glikozaminoglikan Iceriginin Belirlenmesi

Ham ve hiicreleriden arindirilmis kemik dokularinin yapisinda mevcut olan kollajen
miktarinin belirlenmesi ve kiyaslanmasi igin ticari hidroksiprolin test kiti (Merck, Almanya)
kullanilmistir. ilk olarak ham ve hiicrelerinden arindirilmis kemik dokulart 5 mg olacak
sekilde tartilmistir ve ayr1 ayri kriyo viallere konmustur. Daha sonra iizerlerine 100 pl ultra
saf su ve 100 pl 12,18 M HCI ilave edilmistir. Kriyo vialler 120 C° etiivde 3 saat boyunca
hidroliz amagli inkiibe edilmistir (UN-55,Memmert, Almanya). Kémiirlesmeyi engellemek
amagli inkiibasyon 6ncesi numuneler Nz() ile muamele edilmistir. Hidroksiprolin igeriginin
belirlenmesi adina hidroliz olan Orneklere hidroksiprolin kit prosediirii uygulanmaistir.
Ornekler, 96 kuyucuklu hiicre kiiltiirii plastiginin 1 kuyucuguna 2 pl olacak sekilde ilave

edilmistir ve 60 C°’de 1 saat boyunca etiivde kurumaya birakilmistir. Kurutulan 6rneklere
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kloramin T/oksidasyon tampon karigimi ve 4-(Dimetilamino) benzaldehit eklenmis ve 30
dakika boyunca karanlik ortamda ve 25 C°’ de inkiibe edilmistir. Ardindan 560 nm dalga
boyunda spektrofotometre cihazinda 6l¢iim yapilmistir ve hidroksiprolin miktar1 asagidaki

esitlige gore hesaplanmistir (Erten, Sezgin Arslan, Derkus, ve Arslan, 2016).

Hidroksiprolin Miktart
(3.2)

_ < Asgo Numune

— AceoN x 0,4
Asgo Spike Kontrol) seoNUMUNE (ng)

Ham ve hiicrelerinden arindirilmig kemik dokularinda meveut GAG miktart (Erten,
Sezgin Arslan, Derkus, ve Arslan, 2016) tarafindan gelistirilen metot ile tayin edilmistir.
Ham ve hiicrelerinden arindirilmis kemik dokular1 10 mg olacak sekilde papain ¢ozeltisi
(100 mM NazHP0s, 10 mM Na2 EDTA, 10 mM L-sistein ve 0,125 mg/mL papain, ultra saf
su i¢inde pH 7.5) ile blok 1siticida (Jeiotec, Kore) gece boyunca 65C°’de muamele edilerek
sindirilmistir. Daha sonra papain enzimi 100C°’de 15 dakikada inaktive edilmistir. Ardindan
orneklere 1,9-Dimetil-Metilen mavisi eklenmistir. Bu islem sonrasinda, 525 nm'de
spektrofotometrik 6l¢iim alinmis ve GAG igerigi agagida verilen esitlige gore hesaplanmigtir

(Erten, Sezgin Arslan, Derkus, ve Arslan, 2016).

GAG Kuru Agirlik (ug/mg)
= [(0Ds,5/Egim) X (Seyreltme Faktori (3.3)
X Toplam Hacim)]/Kemik Dokusu Agirligt (mg)

3.2.7. Deseliillerize Kemik Dokularinin Jel Formuna Getirilmesi ve
Notralizasyonu

Liyofilize edilmis deseliilerize kemik dokusunun 1 grami, 100 mg pepsin igeren 100
ml 0.01 N HCl ¢6zeltisi igerisinde 3 giin siireyle manyetik karistirici araciligiyla sindirilerek
jel formuna getirilmistir. Ardindan elde edilen jel icerisinden istenmeyen partikiillerin
uzaklastirilmasi amagli gazli bez yardimiyla stizme islemi gergeklestirilmistir. Notralizasyon
amaciyla elde edilen jele toplam hacmin 1/10’u kadar 0,1 N NaOH ve 1/9’u kadar 10X PBS
(2,70 gram Na2HPO4.2H20, 0,485 gram NaH:PO4.2H20 ve 9 gram NaCl 100 ml ultra saf
su icerisinde pH:7,4) ilave edilerek jel nétralize edilmistir. Notralize jel, 50 ml’lik falkon tiip

igerisinde +4 C°’de saklanmustir (Sekil 11).

28



(B)

Sekil 11. (A) Deseliilerize kemik dokularinin jel formuna getirilmesi (B) Deseliilerize kemik
jeli

3.2.8. Kollajen Tip I Cozeltisinin Hazirlanmasi

Kollajen tip I ¢ozeltisi, dogal yapistirict olarak kullanilmak amagli %1,5(w/v) olacak
sekilde hazirlanmigtir. Sican kuyrugundan izole edilen kollajen lifleri makas yardimiyla
lyice kiyilmistir ve 60 mM fosforik asit (HsPOas) ¢ozeltisi i¢erisinde oda sicakliginda 5 saat
boyunca manyetik karistirict (IKA, Almanya) yardimi ile karistirilmistir. Ardindan bir gazl
bez yardimi ile siizme islemi yapilarak partikiiller uzaklastirllmistir. Elde edilen si¢an

kuyrugu kaynakli kollajen tip I ¢6zeltisi +4 C°’de muhafaza edilmistir (Sekil 12).

Sekil 12. (A) Sigan kuyrugundan elde edilen kollajen lifleri (B) Kollajen tip I ¢ozeltisi
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3.2.9. Ayva Cekirdegi Miisilaji/Deseliillerize Kemik Kaynakh Cift Kath
Biyoiskelelerin Uretilmesi, Capraz Baglanmas ve Istenilen Boyutlarda Kesilmesi

Biyoiskelelerin iiretiminde 6 kuyucuklu teflon kalip kullanilmistir. ilk olarak
deseliilerize si18ir kemigi kaynakli jel, 2 ml olacak sekilde kuyucuklara dokiilmiistiir.
Ardindan jelin olgunlagsmasi ve istenilen viskoziteye gelmesi (notralizasyon) i¢in teflon
kalip 90 dakika boyunca 37 C° etiivde bekletilmistir. Bu islemden sonra her bir kuyucuga
dogal bir yapistirici vazifesi gérmesi icin 500 pl kollajen tip 1 ¢ozeltisi (%1,5 (w/v))
eklenmistir. Kemik jeli ve kollajen ¢ozeltisi arasinda bag etkilesimlerinin ger¢eklesmesi icin
teflon kalip 30 dakika boyunca 37 C° etiive tekrar alinmistir. Daha sonra kollajen ¢ozeltisinin
fazlasi kuyucuklardan dikkatlice ¢ekilmis ve her bir kuyucuga 2 ml, konsantrasyonu 5 mg/ml
olan miisilaj ¢6zeltisi ilave edilmistir. Katmanlar arasinda etkilesimlerin (Hidrojen baglari,
London etkilesimleri vb.) gerceklesmesi amagli teflon kalip 5 saat siireyle +4 C°’de
bekletilmis ve sonrasinda liyofilizasyon i¢in bir gece -26 C°’de dondurulmaya alinmistir ve
ardindan liyofilize edilmistir. Liyofilize olan biyoiskeleleri ¢apraz baglamak amaglh 2-(N-
morfolino) etansiilfonik asitin (MES) (Sigma, kat. no. M 3885) 0,05 M’ lik ¢6zeltisi %70°1ik
etil alkol (Sigma-Aldrich, kat. no. 32221) igerisinde hazirlanmig ve pH’1 5.5 olarak
ayarlanmigtir. 1 ml MES ¢ozeltisi basina 13,8 mg EDC/6,72 mg NHS ilave edilmis ve
ultrasonik banyo (S30H, Elma, Almanya) yardimiyla ¢ozelti homojen hale getirilmistir.
Capraz baglama isleminden once biyoiskelelerin yapisinin korunmasi ve daha rijit hale
gelmesi i¢in biyoiskeleler 30 dakika boyunca EtOH (%100) igerisinde beklemeye alinmistir.
Daha sonra alkol kuyucuklardan uzaklagtirilmig ve biyoiskelelerin her birine 3 ml olacak
sekilde hazirlanan ¢apraz baglayici ¢ozeltisi (EDC/NHS, 0,05 M MES c¢ozeltisi igerisinde,
pH:5.5) eklenmistir. 2 saat boyunca durgun sekilde capraz baglama islemi
gerceklestirilmistir. Ardindan ¢apraz baglayici kalintilarinin uzaklastirilmasi i¢in dinamik
sekilde 2 saat boyunca saf su ile yitkama (1. saat sonunda saf su degisimi gerceklestirilir)
yapilmistir (Cozeltilerin eklenmesi ve uzaklastirilmasi direkt olarak biyoiskelelerin {izerine
degil kuyucuklarin i¢ cidarindan yavas sekilde yapilmistir). Yikanan iskeleler liyofilizasyon
amagli gece boyunca -26 C°’de dondurulmus ve ardindan gece boyunca liyofilize edilmistir.
Liyofilize capraz bagh iskeleler 5x5 mm boyutlarinda kesilmis ve + 4 C°’de muhafaza
edilmistir. Yapilan test ve analizlerde cift tabaka iskele ve onu olusturan kemik ve miisilaj
katmanlarinin kiyaslanmasi i¢in yalnizca kemik jeli ve miisilaj igeren biyoiskeleler de
tiretilmistir. Bunun i¢in ilk 6nce 6 kuyucuklu teflon kalip igerisine 2 ml olacak kemik jeli
dokiilmiis ve cift tabaka tiretimde oldugu gibi 90 dakika boyunca 37 C° etiivde bekletilmistir.

Daha sonra kalibin bos kuyucuklarina 2 ml kadar miisilaj dokiilmiistiir ve kalip 5 saat siireyle
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+4 (C°de bekletilmistir. Sonrasinda liyofilizasyon i¢in gece boyunca -26 C°’de
dondurulmaya alinmustir. Capraz baglama, dondurma, liyofilizasyon ve istenilen boyutlara
kesilme islemleri ayni sekilde uygulanmistir (Capraz baglayici ¢ozeltisi kuyucuk basina 2
ml olacak sekilde kullanilmistir). Tiim test ve analizlerde g¢apraz bagli biyoiskeleler

kullanilmastir.

3.2.10. Fourier Doniisiimlii Kizilotesi Spektroskopisi (ATR-FTIR) Analizi

Capraz bagh kemik, miisilaj ve ¢ift tabaka biyoiskelelerin arasindaki kimyasal bag
farkliliklarinin belirlenmesi ve yapidaki fonksiyonel gruplarin tayini icin ATR-FTIR analizi,
(Nicolet IS50 Flex Gold Kizilotesi Spektrometre, Thermo Fisher Scientific, Madison, WI,
ABD) cihazi kullamlarak yapilmustir (Sekil 13). Spektrumlar, 650-4000 cm™ frekans

araliginda, 64 kez tarama yapilarak ve 16 cm™ ¢dziiniirliikte alinmustir.

Sekil 13. ATR-FTIR cihazi

3.2.11. Brunauer, Emmet ve Teller (BET) Analizi

Capraz bagli cift tabaka biyoiskelenin yiizey alanin1 belirlemek ve gozenek hacmini
tayin etmek amagh (QUADRASORB SI Automated Surface Area and Pore Size Analyzer,
Quantachrome Instruments, ABD) cihazinda BET analizi yapilmistir (Sekil 14). Analiz

oncesinde biyoiskelelerin gézeneklerini tam olarak agmak ve boylece tam bir adsorbsiyonun
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gerceklesmesi igin biyoiskelelere 1 saat boyunca 95 C°* de degaz islemi uygulanmistir. 77
°K’ de nitrojen adsorpsiyon/yiizeyden salma es sicaklik egrisi ve BET metodu kullanilarak
yiizey alani belirlenmistir. G6zenek hacmi ise Barrett—Joyner—Halenda (BJH) metodu

uygulanarak tayin edilmistir.

iﬁ) [ " . S_(B) N

Sekil 14. (A) Degaz iinitesi (B) BET cihazi

3.2.12. Taramal Elektron Mikroskobu (SEM) ve Enerji Yayilimh X-Isim Analizi
(EDX)

Capraz bagl ¢ift tabaka biyoiskelenin hem kemik hem miisilaj katmanlarinin yiizey
morfolojisini gézlemlemek ve cift tabaka biyoiskelenin kesit kalinligin1 belirlemek amagh
SEM (FE-SEM JFM 7100F EDS, JEOL, Japonya) analizi yapilmistir. Ayrica yapida mevcut
olan elementlerin nicel ve nitel tayini i¢in EDX analizi ger¢eklestirilmistir. Biyoiskelelere
iletken 6zellik kazandirmak amagli analiz 6ncesi 90 saniye boyunca bir mini piiskiirtmeli
kaplayic1 tarafindan (SC7620, Mini Sputter Coater, Ingiltere) Au (%80) — Pd (%20) ile
kaplanmustir (Sekil 15). Numunelerin goriintiileri yiiksek vakum altinda, 10 kV gerilimde ve

farkl biiylitmelerde alinmistir.
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Sekil 15. (A) Au-Pd kaplama islemi (B) SEM {initeleri

3.2.13. Temas Acis1 Belirleme Analizi

Cift tabaka iskeleyi meydana getiren kemik ve miisilaj katmanlarinin yiizey gerilimini
ve sivilara karsi hidrofilik 6zelliginin belirlenmesi i¢in temas agist dl¢iimii yapilmistir (KSV
Attension Theta Lite Optical Tensiometer, ABD) (Sekil 16). Analiz 30 saniye boyunca ve
saniyelik goriintii sayis1 12 olacak sekilde gergeklestirilmistir. Ayrica tabakalara damlatilan
stvi miktar1 3 pl olacak sekildedir.

Seil 16. Temas a(;ISI- cihazi

3.2.14. Diferansiyel Taramah Kalorimetre (DSC) Analizi

DSC, termal analitik bir yontemdir. Bu amagla; miisilaj, kemik ve ¢ift tabaka iskeleler
icin 20-400 C° sicaklik araliginda, dakikada 10C° sicaklik artisi olacak sekilde ve dakikada
20 ml Nz gonderilerek analiz gerceklestirilmistir (Sekil 17) (4000 Series Differantial
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Scanning Calorimetry, Perkin-Elmer, Hollanda). Analiz 6ncesi yapilan numune tartimlarinin

en az 6 mg olmasina dikkat edilmistir.

Sekil 17. DSC cihaz1

3.2.15. Termogravimetrik Analiz (TGA)

Capraz bagl kemik, miisilaj ve cift tabaka biyoiskelelerin, sicaklik degisimine karsi
kiitlesindeki degisimleri belirlemek i¢in termogravimetrik analiz yapilmistir (Sekil 18)
(TGA 8000™, Perkin Elmer, ABD) cihazi ile ger¢eklestirilmistir. Cihaz parametreleri; inert
azot gazi altinda (15 ml azot/dakika), 30-800 C° sicaklik araliginda, dakikada 10 C° sicaklik
artis1 seklindedir.
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Sekil 18. TGA cihazi ve analiz islemi

3.2.16. Sisme ve S1vi Tutma Kapasitesi Belirleme Testleri

5x5 mm boyutlarinda kesilmis miisilaj, kemik ve ¢ift tabaka biyoiskelelerin kuru
kiitleleri tartilmigtir (N=3).

Ardindan 10 ml PBS numune kaplarina ilave edilmistir ve PBS’nin net kiitleleri
tartilmistir. PBS igerisine alinan biyoiskeleler 24 saat boyunca 37 C°de etiivde
bekletilmistir. Daha sonra biyoiskelelerin sisme kapasitesini belirlemek amaglh 1slak
biyoiskelelerin kiitlesi (Sekil 19), sivi tutma kapasitesini belirlemek igin ise numune
kaplarinda kalan PBS’nin net kiitleleri 6l¢iilmiistiir. Sisme ve PBS tutma i¢in uygulanan
hesaplamalar asagidaki denklemlerde sirasiyla verilmistir.
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(Islak Kitle —Kuru Kiitle)
Kuru Kiitle

X 100 = Sisme Orant (3.4

(Iik PBS Hacmi —Son PBS Hacmi)

X 100 = Sisme Oram (3.5)

Son PBS Hacmi
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Sekil 19. Biyoiskelelere uygulanan sisme ve sivi tutma testleri

3.2.17. Mekanik Test Analizi
Mekanik test analizi; CKB’nin ve onu olusturan miisilaj ve kemik katmanlarinin
¢ekme dayanimimi 6lgmek amacgh gergeklestirilmistir (Sekil 20) (AGS-X, Shimadzu

Japonya). Sagliki bir analiz i¢in uygun numune uzunlugu Smm ve iizeri olarak belirlenmistir.

36



Sekil 20. Biyoiskelenin analiz esnasindaki gorseli

3.2.18. Biyobozunurluluk Testi

CKB’lerin biyobozunmalarini belirlemek amagli biyoiskeleyi olusturan kemik jeli ve
miisilaj katmanlarma ayr1 ayr1 6 kuyucuklu hiicre kiiltiirii plastigi icerisinde enzimatik
bozunma uygulanmistir. Kemik ve miisilajdan olusan biyoiskeleler i¢in sirasiyla %0,01
Proteinase K (20mM Tris-HCI, pH:8 igerisinde) ve 1,5 (ug/mL) Lizozim (PBS, pH:7.2-7.4
icerisinde) enzim ¢ozeltileri hazirlanmistir. Her bir biyoiskele basina 2 ml enzim ¢6zeltisi
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kullanilmistir. Mikrobiyal kontaminasyonu Onlemek amagli enzim ¢ozeltilerine %0,01
(g/mL) (sodium azid) ilave edilmistir. Biyoiskelelerin baslangi¢ kiitleleri tartildiktan sonra
6 kuyucuklu hiicre kiiltlirii plastigine alinmigtir ve iizerlerine hazirlanan enzim ¢ozeltileri
ilave edilmistir. Ardindan biyoiskeleler 37 °C sicaklikta etiivde inkiibe edilmistir.
Biyoiskelelerin bozunma takibi 3. ve 7. giinlerde gergeklestirilmistir. Bu giinler sonunda
etiivden alinan biyoiskelelerin kiitleleri tartilmis ve asagida belirtilen formiilden yola ¢ikarak

biyobozunurluluklar1 hesaplanmistir.

(iik Kutle—Son Kiitle)
Son Kiitle

% Kiitle Kaybt = ( ) x 100 (3.6)

3.2.19. Insan Periodontal Ligament Fibroblast Hiicrelerinin (iPDLF) izolasyonu

Izolasyon igin 23 yasinda kadin bireyin saglikli premolar disi, dis hekimi tarafindan
cekilmistir. Alinan dis, hiicre kiiltiirli laboratuvarina transfer besi yeri (1 adet dis i¢in 20 ml
transfer besi yeri; %5 Pen./Strep. ve %95 DMEM High Glucose i¢ermektedir) igerisinde en
hizli sekilde (yaklasik 20 dakika) getirilmistir. Temin edilen dis, laminer kabinde (Bio Il
Advance, Telstar, Ispanya) bir petri kabr icerisinde 2-3 tur 1 ml PBS ile yikanmis ve ardindan
bistiiri yardimi ile periodontal doku dis iizerinden dikkatlice kazinmistir ve kryilmistir (Sekil
21). Ardindan 15 ml’lik tiibe, bir dis basina %20 FBS iceren 3 ml %0,25’lik kollojenaz
¢ozeltisi steril PBS icerisinde hazirlanmistir. Hazirlanan ¢6zelti igerisine alinan izole edilmis
periodontal dokular, 1 saat boyunca 37 C°” de dinamik sekilde inkiibe edilmistir. Enzimatik
sindirimi sonlandirmak amaciyla tiip igerisine 10 ml tam besi yeri (%10 FBS, %1
Pen./Strep., %1 non essential amino acid, %1 L-Glutamine) eklenmistir. Ardindan 200 x
g’de 5 dakika santrifiij edilmistir (NF1200, Niive, Tirkiye). Daha sonra siipernatant
uzaklastirilmis ve tiipte kalan pellet iizerine 1 ml tam besi yeri ilave edilmistir (homojen
dagilim icin naif bir sekilde pipetleme yapilir.) icerisinde 6 ml tam besi yeri bulunan T25
hiicre kiiltiirii plastigi igerisine izole edilen doku dikkatlice alinmistir. T25, 37 C° sicaklik,
%5 CO2, %95 bagil nem kosullarinda inkiibasyona birakilmistir (MCO-18 AC-PE,
Panasonic, Japonya). Hiicrelerin T25 de kapasiteyi doldurmasini dnlemek i¢in, T75 hiicre
kiiltiiri plastiklerine gegis yapilmistir. Bu amagla, T25 plastigindeki besi yeri alinip
atilmistir. Ardindan hiicreler PBS ile yikanip, tripsin enzimi ile plastik ylizeyine yapisan
hiicrelerin kaldirilmasi saglanmistir. Bu islemden sonra besi yeri ilave edilerek tiim ortam
15 ml falkon tiipe alinmis ve santrifiij edilmistir. Siipernatantin atilmasindan sonra, 1 tam

besi yeri eklenip hiicreler siispanse edilerek, T75 hiicre kiiltiirii plastigine aktarilmistir.
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Hiicreler, T75 hiicre kiiltiirii plastigi icerisinde tamamen ¢ogalana kadar giin asir1 besi yeri

degistirilerek kiiltiire devam edilmistir.

2

Sekil 21. (A) Periodontal dokunun dis tizerinden kazmma'srl,r h(B) Ayrilan periodontal
dokunun kiyilma islemi

3.2.20. Cift Katmanh Biyoiskelelerin insan Periodontal Ligament Fibroblast
Hiicreleri ile Hiicrelendirilmesi

[k olarak biyoiskelelere, laminar akisli kabin icerisinde UV 151k (254 nm) altinda 1
saat boyunca sterilizasyon islemi uygulanmistir. Daha sonra biyoiskeleler 48 kuyucuklu
hiicre kiiltiirii plastigine alinmigtir. Ardindan, pasaj sayis1 4-6 olan iPDLF hiicreleri 20.000
hiicre/iskele yogunlugunda biyoiskelelere ekilmistir. Her bir biyoiskele tizerine 750 uL tam
besi yeri eklenmis ve iPDLF hiicrelerinin ekili oldugu biyoiskeleler %5 CO2 ve %90 bagil
nem ve 37 °C kosullarinda inkiibasyona birakilmistir. Besi yeri giin asir1 yenilenerek kiiltiire
1. ve 3. giinler olacak sekilde devam edilmistir. Kiiltiir tamamlandiktan sonra histokimyasal
analizler i¢in %10 Formalin, SEM analizleri i¢in %?2,5 glutaraldehit g¢ozeltileri ile

biyoiskeleler fikse edilip 4 °C’ de muhafaza edilmistir.

3.2.21. Insan Periodontal Ligament Fibroblast Hiicrelerinin Cift Katmanh
Biyoiskeleler Uzerindeki Canlhihk Seviyelerinin Belirlenmesi

Substratin canli hiicreler tarafindan kromojenik {iriine doniistiiriilmesine bagli olan
canlilik analizleri arasinda, MTT testi glivenilir analizler arasindadir. MTT analizi, suda
¢Oziiniir sart MTT’ nin mitokondriyal rediiktaz etkisi ile ¢éziinmeyen mor bir formazana
doniistiiriilmesi prensibine dayanir (Sekil 22). Formazan daha sonra ¢oziindiiriiliir ve

konsantrasyon, 570 nm'de spektrofotometrik olarak belirlenir.
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Sekil 22. MTT testi kimyasal reaksiyonu (Kumar, Nagarajan, ve Uchil, 2018)

MTT analizi yapmak amagh ilk olarak CKB {izerindeki besiyeri uzaklastirilmistir.
Ardindan biyoiskeleler 1 kez PBS ile yikanmistir. Daha sonra her bir CKB {izerine 180 ul
serumsuz besiyeri ve 20 ul MTT reaktifi iceren ¢ozelti eklenmis ve %5 CO2 ve %90 bagil
nem ve 37 °C kosullarinda 4 saat inkiibe edilmistir. Siire tamamlandiktan sonra
biyoiskeleler iizerindeki ¢ozelti tamamen uzaklastirilarak her bir iskele tizerine 200 ul MTT
coziiciisii (0,1 M HCl i¢inde hazirlanan susuz izopropanol) eklenmistir. Ependorfa aktarilan
biyoiskeleler 5 dakika boyunca mini spin yardimiyla ile spinlenmistir. Olugan mor renkli
¢Ozelti 96 kuyucuklu hiicre kiiltiirii plastigine alinarak 570 nm’de absorbansi 6l¢iilmiistiir.

Bu analiz kiiltiiriin 1. ve 3. giinlerinde uygulanmistir.

3.2.22. Histokimyasal Analiz

iPDLF hiicrelerinin ekili oldugu CKB’lerin histokimyasal degerlendirilmesi H&E
boyalar1 kullanilarak gergeklestirilmistir. Ilk olarak, tiim iskeleler %10’luk nétr tamponlu
formaldehit c¢ozeltisi ile muamele edilmistir. Ardindan numuneler akan su altinda
yikanmistir. Daha sonra numuneler EtOH serilerinden (%60, %70, %80, %90, %96 ve
%100) gecirilerek dehidrate olmasi saglanmis ve parafine gomiilerek 3-5 um’lik kesitler
alinmistir. Ardindan numunelerin tekrar hidrate olmasi i¢in numunelerden parafin
uzaklastirilmistir. Parafinin uzaklastirilmasi amaciyla asagidaki islemler takip edilmistir:

I. Numunelerin kurutulmasi, lama tutunmasi ve parafinin giderilmesi amagl
numuneler 15 dakika boyunca 55 °C’de etiivde bekletilmistir.

Il. Numunelerden parafinin tam anlamiyla giderilmesi amaciyla numuneler 5’er
dakika siireyle ksilen ile muamele edilmistir (Bu islem iki defa uygulanmistir).

III. Numuneler sirasiyla %100, %95 ve %70 alkol serilerinden gegirilmistir. Daha
sonra 10 dakika siireyle distile su ile muamele edilerek biyoiskelelerin tekrar su igerigi
kazanmasi saglanmustir.

Son olarak numunelere H&E boyama protokolii uygulanmustir.
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3.2.23. Hiicrelendirilmis Cift Katmanh Biyoiskelelerin SEM Analizi

iPDLF hiicrelerinin ekili oldugu CKB’lerin yiizey morfolojisini ve bu hiicrelerin
biyoiskeleler {lizerindeki davraniglarini (tutunma, gog, ¢cogalma) incelemek amagli SEM
analizi gergeklestirilmistir. Bu analizin yapilmasi amagh %2,5 glutaraldehit ile fikse edilmis
halde bulunan biyoiskeleler 30 dakika boyunca saf su ile yikanmistir. Ardindan analiz
edilecek biyoiskeleler 5 dakika boyunca sirasiyla %50, %70, %80, %90, %95 ve %100
EtOH serilerinden gegirildikten sonra oda sicakliginda kurumalar1 amagli bir gece boyunca
bekletilmistir. Kurutulan biyoiskeleler 90 saniye olacak sekilde mini piiskiirtmeli kaplayici
yardimiyla Au (%80) — Pd (%20) ile kaplanmistir. Analiz yiiksek vakum altinda, 10 kV
gerilimde gergeklestirilmistir (Numuneler stub {izerine kemik ve miisilaj tabaka olmak iizere

iki farkli sekilde yerlestirilmistir.).

3.2.24. istatistiksel Analiz

Microsoft Office 365 Pro Plus Excel programi ile deneysel veriler ve verilerin standart
sapmalar1 hesaplanmistir. Origin Pro 8SRO (v8.0724, Origin Lab Corporation, MA, ABD)
kullanilarak ayni deney grubundaki gruplar arasindaki istatistiksel anlamlilik, Tukey testi
tek yonlii varyans analizi (ANOVA) ile tespit edilmistir. Istatistiksel olarak 0,05'ten kiiciik
p degeri anlamli kabul edilmis ve anlamlilik derecelerini belirlemek icin Prism'in
smiflandirma sistemi kullanilmistir (0,0001<p<0,001 = son derece anlamli (***),
0,001<p<0,01 = ¢ok anlaml1 (**), 0,01 <p<0,05 = anlaml1 (*) ve p>0,05 = anlaml1 degil).
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BOLUM 4
ARASTIRMA BULGULARI VE TARTISMA

4.1. Ayva Cekirdegi Miisilajimin Elde Edilmesi
Cift katmanli biyoiskelenin olusturulmasi i¢in ihtiya¢ duyulan ACM’nin elde edilme
prosediirii Ekin 2020 ile yapilmis ve sonug olarak ileri karakterizasyon adimlari i¢in basarili

bir sekilde ekstraksiyon saglanmistir (Simsek, 2020).

4.2. Trabekiiler Kemigi Isleme Siireclerinin Degerlendirilmesi

Yeni insa edilen bir dokunun, alic1 organizmaya naklinden sonra, organizmanin bu
yeni dokuyu kabul edebilmesi ve zaman iginde degisiklikler yaparak organizmaya ait bir
yap1 olarak degerlendirebilmesi i¢in; isleme siireci esnasinda igindeki birtakim biyolojik
faktorlerin yok edilmesi/azaltilmasi (DNA miktari, hiicresel yapilar vb.) ve bir takim diger
faktorlerin de sabit tutulmasi gerekmektedir (HDM bilesenleri, sinyal molekiilleri, mekanik
ozellikler vb.) (Arslan, Galata, Sezgin Arslan, ve Derkus, 2018). Calismamizda
uyguladigimiz trabekiiler kemik demineralizasyon ve deseliilerizasyon siire¢leri, doku

miihendisliginin bu ilkeleri ¢ergcevesinde uygulanmaya caligilmistir.

4.2.1. DNA Icerik Analizi Sonuclan

Doku miihendisliginde kullanilacak farkli birey ve/veya canli kaynakli biyolojik
materyaller (doku, organ vb.), uygulamada meydana gelebilecek immiin tepkinin en aza
indirgenmesi i¢in dondr canliya ait hiicresel materyallerin de minimize edilmesi
gerekmektedir (Erten ve Arslan, 2018). DNA igerik analizi sonuglart ham ve deseliilerize
dokular i¢in sirasiyla, 101,38+8,13 ng DNA /mg kuru agirlik ve 51£11,87 ng DNA/mg kuru
agirhik olarak bulunmustur (n=3). Ote yandan ham doku ile deseliilerize edilmis doku
arasinda istatistiki olarak anlamli fark gériilmiistiir (p<0,01) (Sekil 23). Onceki ¢alismalarda,
50ng/mg kuru agirliga kadar hiicre aritimi esik deger olarak degerlendirilmistir (Crapo,
Gilbert, ve Badylak, 2011). Calismamizdaki degerler, esik seviyesini karsilamakta olup;
bagka bir deyisle, yeni doku rejenerasyonunun baslamasi i¢in gerekli olan immiin yanitt
olusturabilecek seviyededir. Immiin yanginin belirli bir seviyede saglanmasi doku yeniden

insa siirecini tetikleyecek biyolojik bir gerekliliktir (Badylak ve Gilbert, 2008).
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Sekil 23. DNA igerik analizi grafigi

4.2.2. Hidroksiprolin ve Glikozaminoglikan icerik Analiz Sonuclari

Kemik dokusunun en 6nemli yapisal bilesenlerinden birisi de kollajendir (Chocholata,
Kulda, ve Babuska, 2019). Kollajen tip 1 tiim proteinler arasinda kemikte en ¢ok bulunan
proteindir ve %95 kadar ¢ogunlugu kaplayan kollejen tip 1 aymi sekilde hidroksiprolin
acisindan da zengindir (Zaitseva, Shandrenko, ve Veliky, 2015). Kollajenin kemik
dokusundaki ana islevleri arasinda, dayaniklilik, kemotaksis, hiicre adhezyonu ve direkt
doku gelisimine etki etmek olarak da gosterilmektedir (Kusindarta ve Wihadmadyatami,
2018). Bu bilgiler 1si1ginda, hidroksiprolin igeriginin kemik doku mihendisligi
uygulamalarinda korunmasi istenen bir yapi olup, ozellikle deseliilerizasyon siirecinde
eksilmemesi arzu edilen bir bilesendir (Erten, Sezgin Arslan, Derkus, ve Arslan, 2016).
Calismamizda elde edilen hidroksiprolin analiz sonuglari ham ve deseliilerize doku icin
sirastyla, 10,62+1,10 pg/mg kuru agirhik, 15,93+1,64 pg/mg kuru agirlik olarak
belirlenmistir. Bu sonuglar, istatistiki olarak anlamli bir fark gostermemislerdir (p>0,05)

(Sekil 24).
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Hidroksiprolin ile birlikte bir diger 6énemli bilesen ise glikozaminoglikandir. Kemik
dokusunda da bulunmakla beraber, biiyiime faktorleri tizerine ciddi bir rol {istlenmektedirler
(K. Chen ve digerleri, 2015; Hortensius ve Harley, 2013). GAG bilesenleri, osteojenik
farklilasma, hiicre proliferasyonu gibi, kemik dokusu i¢in hayati 6nem tasiyan biyolojik
aktivitelerde ciddi katkilar saglamaktadir (Chocholata, Kulda, ve Babuska, 2019). GAG
igerigi de kemik doku miihendisliginde korunmasi arzu edilen biyolojik bir bilesendir (De
Witte, Fratila-Apachitei, Zadpoor, ve Peppas, 2018; Salih ve Thomas, 2013). Yapilan GAG
analizleri sonucunda elde edilen ham doku ve deseliilerize doku verileri sirasiyla, 3,53+0,30
ng GAG/mg kuru agirlik ve 6,35+0,60 ng GAG/mg kuru agirlik olarak 6l¢iilmiis; istatistiki
olarak anlamli fark goériilmistiir (p<0,01) (Sekil 25). Deseliilerizasyon siireci sonrasinda
ham dokuya gdre anlamli bir artis goriilmesinin sebebi, ham dokuyu olusturan hiicresel
materyallerin ve ¢oziinebilir bilesenlerin (lipit vb.) prosediir esnasinda dramatik olarak
bozunmasi/uzaklastirilmasi ile ilgili olabilecegi daha onceki ¢alismalarda belirtilmistir

(Oziidogru, 2019).

44



*% n<0,01

*%

ng GAG/mg kuru agirhk
(&)}
|

Ham Doku Deseliilerize Doku
Sekil 25. GAG igerik analizi grafigi

4.3. Cift Katmanh Biyoiskele Uretimi ve Karakterizasyonu
Cift katmanli biyoiskeleler, 6 kuyucuklu teflon kalip icerisinde 1 mm yiikseklik ve 3
cm ¢apinda dairesel formda elde edilmistir. Biyomalzeme karakterizasyonlart ve in vitro

calismalar i¢in bu dairesel iskeleler, 5x5 mm boyutlara kesilmislerdir (Sekil 26)
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Sekil 26. Cift Katmanli Biyoiskele Uretimi; (A) CKB nin kaliplanmasi, (B) CKB nin ¢apraz
bagl 1slak formu, (C) Capraz bagli CKB’nin liyofilize edilmis formu ve (D) Istenilen
boyutlara kesilmis CKB

4.3.1. Fourier Doniisiimlii Kizilotesi Spektroskopisi (ATR-FTIR) Analizi
Sonuclarimin Degerlendirilmesi

CKB ve onu olusturan kemik jeli/miisilaj katmanlar1 arasindaki kimyasal bag ve
fonksiyonel grup farkliliklarini ortaya koymak amaghi ATR-FTIR analizi
gerceklestirilmistir. Miisilaj tabakasini temsil eden polisakkarit parmak izi bolgesine ait pik
800-1200 cm™ de goriilmiistiir. Bu bolgede sdz konusu pik, spektrumda goriildiigii gibi
(Sekil 27) miisilaj tabakasi i¢in siddetli ve keskin, ¢ift tabakali biyoiskele igin ise; zayif bir
pik olarak goze carpmaktadir. Kemik tabakaya ait spektrumda, boyle bir pik
gozlemlenmemektedir. S6z konusu aralik literatiirde karbohidratlar i¢in uygun araliklarda
oldugu goriilmektedir (Can ve digerleri, 2018; Simsek, 2020). S6z konusu analizde, kemik
dokusunda gériilmesi beklenen GAG igeriginden kaynakli titresim literatiirde 1376 cm™
olarak belirtilmistir (Sanden ve digerleri, 2019). Elde edilen spektrumlarda, kemik doku
kaynakli iskelenin spektrumunda 1381 cm™ de GAG igerigini temsil eden pik orta siddette
goriilmiistiir. CKB spektrumunda ise s6z konusu pik zayif olarak goriilmektedir. Bunla
birlikte, miisilaj i¢eriginde s6z konusu spektrumda pik mevcut degildir. (Sekil 27). CKB
olusturulabilmesi i¢in kullanilan sigan kuyrugu kaynakli kollajen tip ligerigini temsil eden
pik 1600 cm™ ile 1670 cm™ spektrumlar1 arasinda gozlemlenmistir (Sekil 27). Béylece,
literatiirde kollajen tip 1 i¢in belirtilen pik 1660 cm™ olarak belirtilmis; bizim degerlerimiz

ile Ortistigli goriilmistir (Sanden ve digerleri, 2019). Son olarak, c¢ift katmanh

46



biyoiskelenin basariyla capraz baglandigi 2922 cm™ civarinda gozlenen piklerle
goriilebilmekte ve literatiir ile bu veriler bagdasmaktadir (Leon-Mancilla, Araiza-Té¢llez,
Flores-Flores, ve Pifia-Barba, 2016). Tiim spektrumlar ayri ayr ele alindiginda, CKB’yi
olusturan her bir katmanin basarili bir sekilde kendilerine 6zgii karakteristik 6zelliklerini
gosterdigi ve bunun yaninda CKB’nin gelistrilmesinde katmanlar arasinda basarili bir

entegrasyon oldugu ATR-FTIR aracilifi ile ispatlanmaistir.
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Sekil 27. ATR-FTIR analizi grafigi

4.3.2. Brunauer, Emmet ve Teller (BET) Analizi Sonug¢lar

Gelistirilen CKB’nin yiizey alanini belirlemek amaghi BET analizi yapilmistir. Yiizey
alan1 ve gozeneklilik, besin maddesi akisi i¢in kanal gorevi gordiikleri ve yapr iskelesindeki
hiicrelerin biiyiimesi i¢in genis ylizey alani sagladiklarindan dolay1 ¢ok 6nemli bir 6zelliktir
(Loh ve Choong, 2013). Yapilan analiz sonucu CKB’nin yiizey alan1 8.185 m?/g, gbzenek
hacmi ise 0.020 ml/g olarak bulunmustur (Tablo 4). Uluslararast Temel ve Uygulamali
Kimya Birligi’ nin (IUPAC) smiflandirma sistemi géz 6niine alindiginda CKB’nin makro
gozenek yapili oldugu goriilmektedir (Broekhoff ve de Boer, 1967).

Badhe ve arkadaslarinin yaptigi ¢alismada, kitosan ve jelatinden {irettikleri ¢ift katli

biyoiskelelerin yiizey alan1 ve gézenek hacmi sirastyla; 11.93 m2/g ve 0.06 ml/g olarak
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bulunmustur. Literatiir ile 6rtlisen sonuglar dikkate alindiginda, gelistirilen CKB’nin doku
miithendisligi i¢in uygun ylizey alani ve goézenek hacmine sahip oldugu kanitlanmistir

(Badhe ve digerleri, 2017).

Tablo 4.
BET analizi sonuglari
Iskele  Yiizey Alam (m?/g) Gozenek Hacmi (ml/g) Gozenek Boyutu

CKB 8,185 0,020 Makro Gozenek

4.3.3. Taramah Elektron Mikroskobu (SEM) ve Enerji Yayihmh X-Isim1 Analizi
(EDX) Sonuglari

In vivo transplantasyondan once in vitro kiiltiirleme bir iskele tizerine hiicre ekilmesi ile
olabilir. Ideal iskeleler, hiicrelerin HDM’ ye tutunmasi, ¢ogalmasi ve farklilasmasi icin bir nis
ve baslangic destegi saglar (Agrawal & Ray, 2001). Hiicreler bir iskele ylizeyine yapistiginda,
hiicreler ve iskele arasinda bir dizi fiziko-kimyasal reaksiyon meydana gelir. Bir doku
miihendisligi iskelesi bir organizmaya transplante edildikten veya hiicre kiiltiirii ortamlariyla
temas ettikten hemen sonra, yiizeye protein adsorpsiyonu meydana gelir; hiicre yapismasina
aracilik eder ve ayrica hiicre yapismasi reseptorleri, 6zellikle integrinler araciligryla, hiicreye
sinyaller saglar. Hiicreler, doku miihendisligi iskelelerinin yiizeylerine yapisabilir ve sinyal,
hiicre dis1 matriks birikimi, hiicre proliferasyonu ve farklilasmasi igin aktif bilesikler salabilir
(Chang & Wang, 2011). Bu sebeplerden dolay1 gelistirilen CKB’nin yiizey morfolojisini
aydinlatmak amagli SEM analizi yapilmistir. Yiizey analizleri sonucunda, elektron mikroskobu
goriintiileri, CKB’nin karakteristik Ozelliklerini gostermistir (Sekil 28). Bununla birlikte,
CKB’nin kemik jeli kaynakli biyoiskele katmaninin kimyasal kompozisyonunu aydinlatmak i¢in
yapilan EDX analizi sonuglarinda, (Sekil 28) kemik dokusunda bulunan, inorganik bilesenlerin
¢ogunu olusturan Ca ve P elementlerinin sonuglar1 sirasiyla, %0,0 ve %0,1 olarak tespit
edilmistir. Bu sonuglar ¢ergevesinde, basarili bir demineralizasyon yapildigi goézlemlenmistir

(Galia ve digerleri, 2011)
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Sekil 28. Hiicresiz CKB’nin SEM goriintiileri ve EDX analizi; (A) MT nin SEM goriintiisii
(500x), (B) KJT’nin SEM goriintiisii (500x), CKB kesitinin SEM gériintiisii (50x) ve (D)
KJT’nin EDX analiz sonucu

4.3.4. Temas Acisi Belirleme Analizi Sonuglar:

Yiizey 1slanabilirligi, bir malzemenin belirli uygulamalarda kullaniminin belirlenmesi
icin 6nemli 6zelliklerden biridir. Islanabilirligin belirlenmesi, malzeme yiizey temas agisinin
ol¢iilmesine dayanir (Slepickova Kasalkova, Slepicka, Kolska, ve Svorcik, 2015).

Bir biyomateryalin in vitro biyouyumlulugu belirlendiginde, esas olarak sertlik, ylizey
yiikii, kimyasal islevsellikler, piiriizliilik ve 1slanabilirlik gibi kendi yiizey 6zelliklerine ve
iskelenin bozunma iiriinleriyle hiicre etkilesimlerine baglidir. Bunun yani sira, kiiltiir ortami1
ve kosullari ile hiicre tipi, hiicrelerin davranisini modiile eden 6nemli parametrelerdir. Bir
ylizeyin biyolojik ortamda kesin bir etkilesim mekanizmasinin tahmini; viicut sivilarinin
bilesimi (su, ¢esitli proteinler) ve ayrica hiicrelerin sinerjistik etkilesimi, yiizey 6zellikleri
bakimindan ise hidrofobikliklerine veya hidrofilikliklerine gore 1slanabilirlik, bir
biyomateryalin biyolojik tepkisini etkilemede Onemli bir role sahiptir. Islanabilirlik
ozellikleri ile birlikte yiizey yiikii, literatiirde protein adsorpsiyonu ve hiicre yapismasini
yoneten iki fiziksel konu olarak genis bir sekilde yer almaktadir (Ferrari, Cirisano, ve Moran,
2019).

CKB’yi olusturan kemik jeli-miisilaj katmanlari i¢in ayr1 ayri yapilan temas agisi
belirleme analizinde; kemik katman 2,75-11.00 saniye araliginda (8,25 saniyede), miisilaj
katman ise 1,17-1,75 saniye araliginda (0,58 saniyede) 3ul suyu tamamen emmistir (Sekil
29). Siiperhidrofilik yiizey; genel olarak bir sivinin (veya 6zellikle suyun) tamamen sifir

temas agisina yayildig yiizey olarak tanimlanir (Marmur ve digerleri, 2017). Sekil 29’da da
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goriildigi gibi ylizeylere damlatilan su yiizeye tam olarak yayilmistir (Sekil 29). Bu
sonugtan yola ¢ikarak CKB’nin siiperhidrofilik bir biyomalzeme oldugu goriilmiistiir.
Ayrica su emme siireleri goz oniine alindiginda misilaj temelli yiizeyin, kemik jeli temelli
yiizeyden daha hidrofilik oldugu sdylenebilir.

©
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Sekil 29. Temas agis1 analizi; (A), (B), (C) KJT’nin su emme siireci, (D), (E), (F) MT nin
su emme siireci

4.3.5. Diferansiyel Taramali Kalorimetre (DSC) Analizi Sonug¢lari

Kalorimetrik testler materyallerin termal 6zelliklerini 6lgmek i¢in kullanilan temel
tekniklerden birisidir. Ayrica, maddelerin sicaklik ve spesifik fiziksel 6zellikleri arasinda bir
baglanti kurmak i¢in de kullanilabilmektedir. Bu metot biyokimyada, biyolojide, hiicre
biyolojisinde, farmakolojide, biyoteknolojide ve kimyada kullanilmaktadir. Kalorimetrik
yontemler arasinda en popiiler yontemlerden biri olan DSC analizi; lipit, karbohidrat, protein
gibi biyolojik molekiillerin termal davraniglarini tespit etmek i¢in kullanilmaktadir (Gill,
Moghadam, ve Ranjbar, 2010). Sekil 30°da goriildiigii izere miisilaj tabakaya ait 230 C° ve
330 C° araliginda gozlenen endotermik pik, karbohidrat yapidaki miisilajin
depolimerizasyonunu gosterdigi diislintilmektedir (Archana ve digerleri, 2013) (Sekil 30).
Kemik tabakaya ait termogramda ise, 190 C°-380 C° araliginda varlik gésteren ekzotermik
pikler, kollajen bozunmasini temsil ettigi diisiiniilmektedir (Lozano ve digerleri, 2003).
CKB’nin ortaya koydugu termogramda ise, grafifin baglangicinda 1s1 akisina verdigi
tepkinin ayn1 kemik tabaka gibi ekzotermik pik vermesi ve ilerleyen sicakliklarda miisilaj

benzeri endotermik pik vermesi, bu biyomalzemenin termal bozunma agisndan hem kemik
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hem de miisilaj tabakalarinin 6zelliklerini birlestirdigi, bununla birlikte TGA sonuglari ile

uyum sergiledigi goriilmektedir.
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Sekil 30. DSC analizi grafigi

4.3.6. Termogravimetrik Analiz (TGA) Sonuclar:

Sicaklik degisimine karsilik kiitlede meydana gelen bozunmalar belirlemek amaciyla
miisilaj,kemik jeli katmanlar1 ve CKB i¢in termogravimetrik analiz yapilmistir.
Termogramlar incelendiginde (Sekil 31), miisilaja ait termogram igin; 20-100 °C
araligindaki bozunma yapida mevcut olan nemin uzaklagsmasina, ikinci bozunma
basamaginda ise 260-380 °C araliginda polisakkarit ayrismasina yani yapinin
depolimerizasyonuna, son olarak 600 °C ve sonrasi i¢in ise yapinin tamamen okside
olduguna karsilik gelen sonuglar, literatiirde benzer calismalara paralel olarak elde
edilmistir. (Singh ve Bothara, 2014). Kemige ait termogram incelendiginde; 100 °C civarina
kadar olan bozunma yapidaki nemin uzaklagmasindan, 300-400 °C araligindaki bozunma
yapida mevcut Kollajen, kollajenéz olmayan proteinler ve hiicre zarlar1 dahil olmak tizere
proteinlerin termal bozunmasindan ve son olarak 450 °C ve sonrasi i¢in gézlenen bozunma
matrikste mevcut inorganik icerigin bozunmasindan kaynakli oldugu diisiiniilmektedir (D.
J. Lee ve digerleri, 2014) CKB’ye ait termogram incelendiginde ise miisilaj ve kemik jeli

katmanlarina ait bozunmalarin gergeklestigi sicaklik araliklarina benzer araliklarda
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bozundugu, hem miisiaj hem de kemik jeli katmanlarinin 6zelliklerini tagidigi goriilmektedir
(Sekil 31). Miisilaj, kemik jeli katmanlar1 ve CKB igin sirasiyla; 314,59°C’de %49,184,
349,99 °C’de %56,933 ve 331,09 °C’de %62,445 bozunma degerleri bu ¢ikarimi
desteklemektedir. Ayrica analiz sonucunda baslangic kiitlesinden kalan artik (komiirlesmis)
madde miktar1 miisilaj, kemik jeli katmanlar1 ve CKB i¢in sirasiyla; %2,27, %12,55 ve %7
olarak bulunmustur. Tim bu sonuglar 1s18inda CKB’nin termal bir stabiliteye sahip
oldugunu ve kendisini olusturan katmanlar ile saglikli bir sekilde entegre oldugunu

gostermektedir.
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Sekil 31. TGA analizi grafigi

4.3.7. Sisme ve Sivi Tutma Kapasitesi Belirleme Testi Sonug¢lar:

S1v1 tutma ve sisme bir biyomalzemenin biyolojik konaklarinda ikame edebilmesi i¢in
hayati 6nem tagimaktadir. Doku mihendisligi uygulamalarinda sivi mobilizasyonunun
Onemi basta hiicrelere biiylime faktorleri saglamasi acisindan O6nem arz ederken,
biyouyumluluk i¢in de bir faktor olarak degerlendirilebilmektedir. Zira malzemenin sivi
alimi ve salim1 goézeneklilik ¢cercevesinde fikir verebilmekte, gdzenekli yapinin da hiicrelere
nis olusturmasi adina énemli bir rolii bulunmaktadir (E.-J. Chung, Ju, Park, ve Park, 2015;

Shimauchi, Nemoto, Ishihata, ve Shimomura, 2013). Calismamizda elde edilen sonuglara
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gore miisilaj tabaka, kemik tabaka ve CKB i¢in PBS sivist ile yiizde sisme oranlari sirasiyla
(n=3), % 6997,78+1750,18, % 4755,56+716,13 ve % 6746,30+1000,66; PBS tutma
kapasitesi, 55,08+1,63 0181pul, 42,06+3,87ul ve 35,46+0,75 ul olarak belirlenmistir. Sekil
32 de de goriilebilecegi gibi miisilaj tabaka, karbohidrat yapisi sebebi ile yiiksek sigsme
yetenegine sahip oldugu, kemik tabakanin ise gorece kompakt yapisi nedeniyle daha az
sisme egilimi gosterdigi diistiniilmektedir (Sekil 32). Bununla birlikte, CKB bilesenlerinden
birinin miisilaj tabakaya ait olmas1 hem tek basina miisilaj tabakaya gore diisiik, hem de
kemik tabakaya gore yiiksek sisme orani sergilemistir. Ote yandan; PBS tutma yetenekleri
acisindan, miisilaj tabaka en yiiksek oraniyla hem yiiksek hacimli sivi tutma kapasitesi hem
de sisme orani etkili olabilecegi diisliniilmektedir. Kemik tabakanin sisme testine nazaran
yliksek goriilen PBS tutma yetenegi, kemik tabakanin oldukca gbézenekli yapisi sayesinde
oldugu diisiiniilmektedir. Son olarak CKB’nin PBS tutma yetenegi diger tabakalara gore
nispeten diisiik olmasi, her iki tabakaya gore gozeneklilik agisindan kompakt yapida

olmasiyla iligkili olabilecegi diisiiniilmektedir (Sekil 33).

MT
Sekil 32. Sisme analizi grafigi
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4.3.8. Mekanik Test Analizi Sonuclar:

Mekanik oOzellikler, iskelelerin imalatinda dikkate alinmasi gereken temel
faktorlerdendir. Mekanik mukavemet, implantasyon ve/veya transplantasyon sirasinda
iskele biitiinliiklerini korumak i¢in nihai bir zorunluluktur. Ciinkii iskelelerin dogal doku
veya organinkine yakin mekanik 6zelliklere sahip olmasi stresten kaynaklanan olasi yan
etkilerden kaginilmasi anlamina gelir (Tran, Hamid, ve Cheong, 2018).

Miisilaj, kemik jeli katmanlar1 ve CKB’nin degerlendirildigi cekme testi sonuglarinin
grafigi Sekil 34’teki gibidir. Miisilaj, kemik jeli katmanlar1 ve CKB i¢in sonuglar sirasiyla;
19,25, 49,33 ve 61,82 kPa’dir (Sekil 34). Bu sonuglar ele alindiginda ¢ekme mukavemeti
acisindan en fazla dayanim gosteren CKB’dir. Bunun sebebi; kalinlik agisindan CKB’nin
(1,78 mm) miisilaj (0,81 mm) ve kemik jeli (1,18 mm) katmanlarindan daha kalin olmasi
olarak distiniilebilir. Literatiir ile karsilastirildiginda; CKB’nin, Chung ve arkadaslarinin
yapmis oldugu calismada aljinat/galaktosillenmis kitosan iskeleye gore, (43,5 kPa)
mukavemetinin daha fazla oldugu; Zakhem ve arkadaslarinin ¢aligmasinda yer alan ig lifli
kitosan iskele (65 kPa) ile mukavemetinin Ortiistiigii ve son olarak Gentleman ve
arkadaglarinin yapmis oldugu ¢alismadaki kollajen fiber iskeleye gore (2900 kPa) ise
mukavemetinin diisiik oldugu gortilmiistiir (T. W. Chung ve digerleri, 2002; Gentleman ve

digerleri, 2003; Zakhem ve Bitar, 2015)
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Sekil 34. Mekanik test analizi grafigi

4.3.9. Biyobozunurluluk Testi Sonuglar:

Biyobozunur iskeleler genellikle dogal dokularin miihendisligi i¢in vazgegilmez
unsurlar olarak kabul edilir. Ozellikle dogal HDM benzeri yapilar mekanik ve biyolojik
ozelliklere sahip gecici sablonlar olarak kullanilirlar. Biyolojik olarak fonksiyonel dokunun
veya dogal HDM’nin rejenerasyonundan once hiicre yapismasini, gogiinii, cogalmasini ve
farklilasmasint modiile ederler. Elde edilen HDM’nin hiicreler tarafindan yeniden
diizenlenebilmesi ve doku rejenerasyonuna katki saglamasi biyobozunurluluk ile iligkilidir
(Guarino ve digerleri, 2014). CKB’yi olusturan miisilaj ve kemik tabakalarina sirasiyla 3. ve
7. giinler i¢in uygulanan enzimatik bozunma siiregleri sonunda elde edilen % kiitle kayb1
verileri miisilaj tabaka icin %8,59+2,01 ve %9,39+1,46; kemik tabaka i¢in ise %40,31+4,12
ve %67,41£1,05 olarak elde edilmistir (Sekil 35). Bu sonuglar ele alindiginda, bozunurluluk
acisindan farkliliklarin sebebi; miisilaj ve kemik jeli tabakalarinin farkli kaynaklardan elde
edilmesi ve bu tabakalara uygulanan enzimlerin farkli aktiviteler gostermesi olarak

distintilebilir.
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4.4. Cift Katmanh Biyoiskele ve Hiicre Etkilesimleri

Optimum sartlara en yakin ya da bu sartlar1 saglayabilen bir biyoiskele, hiicrelere
destek saglamali, nis olusturmali; biiylime, ¢ogalma, tutunma gibi hiicrenin hayati
fonksiyonlarini gergeklestirmesine imkan saglamalidir. Ayni1 zamanda hiicrenin yasamini
devam ettirebilmesi i¢in iskelelerin yapisal olarak hiicrelere yeterli bosluklar sunmasi ve
hiicreler arasi ortami olusturabilmesi sarttir. Ote yandan, olusturulan biyoiskelelerin
iceriginde ve/veya yiizeyinde hiicre Oliimlerine sebep olabilecek kimyasal ajanlarin,
biyolojik faktorlerin ve fiziksel yapilarin bulunmamasi, sitotoksik etkilerden arinmis yapida
olmasi biyoiskele-hiicre etkilesimlerinde son derece dnemli niianslardir (Erten ve Arslan,
2018; Sadeghi, Moztarzadeh, ve Aghazadeh Mohandesi, 2019). Bu bilgiler dogrultusunda,
CKB’nin hiicre etkilesimlerini incelemek i¢in iPDLF izolasyonu gerceklestirilmistir.
Ardindan, izole edilen hiicrelerin biyomalzeme iizerindeki canliliklari, etkilesimleri ve

davraniglari incelenmistir.
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4.4.1. Insan Periodontal Ligament Fibroblast Hiicrelerinin (iPDLF) izolasyonu
Izolasyonu yapilan iPDLF hiicrelerinin belirli giinlerde hiicre kiiltiirii plastigine

tutunmalarinin, ¢ogalmalarinin ve morfolojilerinin takibi invert faz-kontrast mikroskop

(Primovert, Zeiss, Almanya) ile yapilmistir (Sekil 36).

Sekil 36. iPDLF hiicrelerinin kiiltiir esnasindaki mikroskobik goriintiileri (10x); 5. giin (A),
7. giin (B), 9. Giin (C) ve 14. giin (D)

Fibroblast hiicrelerinin kiiltiiriin ilk giinlerinde diizensiz morfolojiye sahip oldugu
goriilmiistiir. llerleyen giinlerde hiicrelerin karakteristik yapis1 olan igsi morfoloji sergiledigi
gozlemlenmistir. Farkli davranis sergileyen hiicrelerin bazilar1 eksplanta bagli kalmak
suretiyle, siireklilik i¢inde biiyiimeler olustururken, digerlerinin ¢ogalmadan 6nce mesafe
alarak gog ettikleri fotograflanmustir (Sekil 36). Sonunda ayrik koloniler birbiri ile birleserek
daha biiyiik koloniler olusturmus; daha yakindan incelendiginde ise, birlesme noktasina
ulasilmadan 6nce yogun olusumlar ortaya ¢ikmis ve hiicreler genellikle birbirine dik olarak
(igsi morfolojide) konumlanmislardir. Gozlenen bu hiicre aktivitelerinin, daha 6nceden
yapilan benzer ¢aligmalarla uyum gosterdigi tespit edilmistir (Adams, Soames, ve Searle,

1993). Ayrica izole edilen hiicrelerin morfolojileri Arslan ve ark. yaptigi ¢alismada yer alan
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iPDLF hiicrelerinin morfolojileri ile agik¢a benzerlik gosterdigi goriilmektedir (Arslan ve
Kantarcioglu, 2019).
Tiim bu veriler goz 6niinde bulunduruldugunda iPDLF hiicrelerinin basarili bir sekilde

izole edildigi ve kiiltlirlendigi kanitlanmastir.

4.4.2. Hiicrelendirilmis CKB’nin Sitotoksisite Acisindan Degerlendirilmesi

Pasaj sayis1 4-6 olan iPDLF hiicreleri dnceki tecriibelerimizden yola ¢ikarak, 20.000
hiicre/iskele yogunlugunda biyoiskelelere ekilmis, CKB iizerindeki canlilig1 ve davraniglar
incelenmistir. Hiicrelerin iskelelere ekilmesine miiteakiben, 1. ve 3. giinlerde hiicre
canliligin belirlemek i¢in MTT testi uygulanmistir. %55,65 & 8,11 ve %100 £7,35 oranlari
sirasiyla 1. ve 3. giinler igin belirlenmistir (Sekil 37). 1. ve 3. gilinler arasinda istatistiki olarak
anlaml fark goriilmiistiir (p<<0,005). Bu bilgiler 1s1¢inda CKB’nin hiicre dostu bir yapiya
sahip oldugu, sitotoksik etkilerden arinmis ve hiicre proliferasyonunu destekleyen faktorleri

icerdigi diisiiniilmektedir.
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Sekil 37. iPDLF hiicrelerinin 1. ve 3. giinlerdeki canlilig1, iPDLF hiicrelerinin CKB iizerinde
MTT reaktifi ile 1. giin (A) ve 3. giin (B) i¢in boyanmis makro gorselleri

4.4.3. iPDLF Hiicrelerinin CKB Uzerindeki Davramslarinin incelenmesi

iPDLF hiicrelerinin iiretilen biyoiskeleler iizerindeki davraniglarinin derinlemesine
incelenmesi ve iskelelerin mikro mimari yapisini ortaya koymak i¢in SEM analizleri
gerceklestirilmistir. Bu analizler 1s1ginda, hiicresiz miisilaj ve kemik tabakalarina gore,
hiicrelendirilmis miisilaj ve kemik tabakalar1 arasinda, hiicrelerin tabakalarin yiizeyini

kaplamalart agisindan, dramatik farklar gozlemlenmistir (Sekil 38). Miisilaj tabakayi
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olduk¢a yogun kaplayan iPDLF hiicreleri kiiresel yapida gézlenmekteyken (Simsek, 2020),
kemik tabakay1 yogun kaplayan iPDLF hiicreleri de ipliksi ortii yapida gézlenmistir (Arslan
ve Kantarcioglu, 2019). Bu gozlemler literatiirde daha onceden yapilan g¢aligmalar ile
benzerlik gostermektedir. Gozenek boyutu dagilimlari, gozenekler arasindaki ara
baglantilar, ylizey puriizliligi gibi parametreler doku miihendisligi ve rejeneratif tip igin
yararli iskelelerin yapiminda dikkate alinmasi gereken temel parametrelerdir. SEM
mikrograflari hem miisilaj ve kemik tabakalar1 hem de CKB ile ele alindiginda, doku

mihendisligi ve rejeneratif tip uygulamalarinda kullanilan iskelelerde ihtiya¢ duyulan

gbzenekli yapiy1 ortaya koydugunu gostermektedir (Sekil 38).

— lpm  coMU 12 — lpm  coMU 12/2/202
5,000

Sekil 38. iPDLF rleriin C iizerindeki davra$lar1 gtren SEM grﬁntleri; 1.
giine ait (A) ve (B) MT, (C) ve (D) KJT {izerindeki iPDLF hiicrelerini temsil etmektedir. 3.
giine ait (E) ve (F) MT, (G) ve (H) KJT tizerindeki iPDLF hiicrelerini temsil etmektedir.
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Sekil 38’i deva D hcelerinin CKB ijzdeki daranslan gstere SEM
goriintiileri; 1. gline ait (A) ve (B) MT, (C) ve (D) KJT iizerindeki iPDLF hiicrelerini temsil
etmektedir. 3. giine ait (E) ve (F) MT, (G) ve (H) KJT tizerindeki iPDLF hiicrelerini temsil
etmektedir.

4.4.4. Histokimyasal Analiz Sonuclar1

HDM iizerindeki hiicrelerin davraniglarini incelemek icin H&E ile boyanmislardir.
Mikroskobik incelemeler sonucunda 1. glinde oldukga seyrek dagilimli fakat az sayida olan
hiicreler bir arada goriiliirken; 3. giinde ise ilk giine gore nispeten hiicre sayisi artmis ve
kiimelenmis olarak goriilmektedir (Sekil 39). 1. ve 3. giinler arasinda mikroskobik
incelemelerde de tipki MTT testi ve SEM analizlerinde elde edilen sonuglarda oldugu gibi
goreceli bir artig belirlenmistir. Bu bilgiler 1s1¢inda, hiicrelerin CKB {izerinde biiyiime ve

cogalma gibi fonksiyonlar1 basariyla sergiledikleri histokimyasal olarak goriilmiistiir.
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Sekil 39. H&E boyanﬁai yapilan kesitlerin goriintiileri (10x); (A) 1. giine ait ve (B) 3. giine
ait CKB’ye tutunan iPDLF hiicrelerinin goriintiilerini temsil etmektedir.
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BOLUM 5
SONUC VE ONERILER

Periodontal hastaliklar; dis eti ve disleri destekleyen, diger dokular1 etkileyen iltihabi
hastaliklardir. Erigkinlerde dis kayiplarinin %70 inden periodontal hastaliklar sorumludur.
Bu hastaliklar erken donemde teshis edildiklerinde kolay ve basarili bir sekilde tedavi
edilebilirler. Dis eti hastaliklarinin 6nlenmesi veya tedavisi; dogal dislerin korunmasi, daha
rahat ¢ignemenin ve daha iyi bir sindirimin saglanmasi gibi diger faydalar1 da beraberinde
getirir. Periodontal hastaliklar dis eti iltihabi ile baslar. Yani; gingivitis periodontal
hastaligin erken donemidir. Bu dénemde dis etleri kanamali, kirmizi durumdadir ve hacim
olarak biiylimiistiir. Erken donemde ¢ok fazla rahatsizlik vermeyebilir. Tedavi edilmezse
hastalik periodontitise ilerleyerek dis eti ve disleri destekleyen alveol kemiginde geriye
doniigsiiz hasar olusturabilir. Periodontitis periodontal hastaliklarin daha ilerlemis bir
sathasidir. Disleri destekleyen diger dokularla birlikte alveol kemiginde de hasar olusur. Dis-
dis eti arasinda "periodontal cep" olusur. Periodontal cep varlig1 enfeksiyonun yerlesimini
ve hastaligin ilerlemesini kolaylastirir. Hastalik ilerledik¢e disler sallanmaya baslar, hatta
dislerin ¢ekilmesine kadar gidebilir.

Hasar gérmiis periodontal dokular gibi hastalikli doku ve organlarin degistirilmesi ve
tedavisi i¢in alternatiflere olan talep giderek artmaktadir. Klinik periodontolojide
karsilasilan en biiyiik zorluklardan biri, kemik i¢i kusurlar, tahrip olmus sement ve PDL gibi
periodontal defektleri her zaman tedavi etmek ve yonetmek olmustur. Periodontal
rejenerasyon, hem yumusak dokular (yani PDL) hem de sert dokular (yani, alveoler kemik
ve sement) gibi hasarli periodontal dokular1 onarmay1 amaglamaktadir. PDL, sementum,
alveolar kemik, dis eti bag dokusu, dis eti epitelyumu ve ilgili tim vaskiilatiir dahil bir
periodontal lezyonun yeniden yapilandirilmasi igin alti doku yer alir. Periodontal
rejenerasyon, viicutta meydana gelen en karmasik prosediirlerden biridir.

Periodontal doku miihendisliginde, periodonsiyumun kendi kendine iyilesme
kabiliyetini uyararak bir periodontal defektin yenilenmesi saglanir. Bu nedenle; periodontal
dokunun yeniden biiytimesini kontrol etmek i¢in dayanikli bir matriks ile birlikte hiicrelerin
ve uyarict molekiillerin uygun dengesi gereklidir. Yeni kemik olusumu i¢in alan1 korumak
ve fonksiyonel rejenere doku elde etmek i¢in yumusak dis eti dokusunun defektte
biliylimesini 6nlemek onemlidir. Rejenerasyon kabiliyeti, bahsedilen dokularin her biri i¢in
degisir. Ornegin alveoler kemik, orijinal dokuya benzer kemigi yeniden iiretebilirken;

sementum ve PDL'nin rejeneratif kabiliyeti ¢ok sinirli ve yavastir.
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Kemik greftlerinin kullannmi ve YDR gibi bir¢ok rejeneratif tedavi teknigi
belirlenmistir. Ancak, basar1 oranlar1 zayif ve sinirlidir. Bu nedenle aragtirmalar periodontal
rejenerasyon i¢in kok hiicre temelli tekniklere yonelmistir. Bununla birlikte, bu tekniklerin
de simirlamalar1 vardir. Ornegin; iskele dejenerasyonuna iltihaplanma, nekroz, kararsiz
transplante hiicreler vb. neden olabilir.

Periodontal rejenerasyonda kullanim igin, 3B gozenekli matrikslerin yapist ve
mekanik 6zellikleri, periodonsiyumun karmasik yapisi dikkate alinarak uyarlanmalidir.
Ayrica, hiicre nekrozuna yol acan iskele orta bolgesinde besin bulunmamasi durumunun
onlenmesi i¢in biyomalzemelerin ve godzenek biiyiikliiglinlin optimum diizeyde olmasi
gereklidir. Periodontal rejenerasyon igin biyoaktif seramikler, biyobozunur polimerik
kompozitler, allogreftler ve otogreftler dahil olmak {iizere ¢esitli biyomateryaller, oral
dokulardan HDM’nin dogal bilesimine biyomimetik matrikslerin gelistirilmesi 6nemlidir.

Bu amagla yapilan tez ¢alismasinda hem sert hem de yumusak doku ile baglantili olan
periodontal dokunun, gelistirilen CKB ile rejenerasyonu hedeflenmistir. Ayva ¢ekirdeginin
miisilaji ekstraksiyon islemi ile elde edilmistir. Kemik dokusu, ticari amagli kesimi yapilan
sigirdan temin edilmistir. Kemik dokusunun deseliilerizasyonu Triton X-100 kullanilarak
gerceklestirilmistir. Deseliilerizasyon isleminden 6nce ve sonra ana matriks bilesenleri ve
DNA miktar;; HP, GAG testleri ve ¢ift sarmal DNA icerik analizi ile belirlenmistir.
Biyoiskelelerin yapisindaki fonksiyonel gruplar, ATR-FTIR ile tayin edilmistir. Yiizey
alanint belirlemek amagli BET analizi yapilmistir. Biyoiskelelerin yiizey morfolojisini
aydmlatmak i¢in SEM; yapida mevcut olan elementlerin nicel ve nitel tayini i¢in EDX
analizleri yapilmistir. Termal Ozelliklerin tayini amaghi TGA ve DSC analizleri
gerceklestirilmistir. Biyoiskelelerin 1slanabilirlik kapasiteleri sisme ve sivi tutma testleri ile
belirlenmistir.  CKB’nin  biyobozunurluluk  testleri  enzimatik  bozunma ile
gergeklestirilmistir. CKB’nin hidrofilik o6zellikleri temas acgist analizi uygulanarak
aydinlatilmistir. Ham ve hiicrelerinden arndirilmis kemik dokularinin DNA igerik miktari
sirastyla 101,31 + 8,13 ve 51,79 + 11,87 (ng/mg kuru agirlik / n=3) olarak 6l¢iilmiistiir ve
basarili sekilde ham kemik dokusu hiicrelerinden arindirilmistir. Biyoiskelelerin yiizey alani
8,185 m?/g belirlenmistir. Alinan SEM goriintiilerinde biyoiskelelerin in vitro ¢alismalari
icin uygun yiizey morfolojisinde oldugu goriilmiistiir. Ayrica mekanik test ile CKB’nin
cekme dayanimi belirlenmistir. Sisme oran1 67,46 + 10,01; s1v1 tutma kapasitesi ise 35,46 +
0,75 pl olarak dlgtilmiistiir. Yapilan in vitro ¢alismalarda; 20.000 hiicre/iskele olacak sekilde
1PDLF hiicreleri ekilmistir. Hiicre canlilik seviyeleri 1. ve 3. giin olmak tizere MTT testi ile

belirlenmistir. Bu sonuglara gore hiicre canliliginin artti1 ve biyoiskelelerin hiicreler igin
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sitotoksik etki gostermedigi kanitlanmistir. Yapilan H&E boyama ve SEM analizi ile
hiicrelerin biyoiskeleler iizerinde tutundugu kanitlanmistir. Sonug olarak; iiretilen CKB’nin

doku mithendisligi ve rejeneratif tip uygulamalarinda yeni bir biyomalzeme olarak kullanim

potansiyelinin olabilecegi diisiiniilmektedir.
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