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OZET

Ataman, E.T., Bone morfojenetik protein-6 ve insiilin benzeri buyume faktoru-I’
in kontrolliu ardigik saliminin sementoblast hiicreleri Uzerine etkileri,
Hacettepe Universitesi Saglik Bilimleri Enstitiisii Periodontoloji Programi
Doktora Tezi, Ankara, 2014. Periodontitis, disi destekleyen dokularin yikimina
neden olan enfeksiy6z bir hastaliktir. Periodontal tedavilerin amaci, hastaligin
baslamasina ve ilerlemesine neden olan lokal faktérleri uzaklastirarak periodontal
dokulari saglikli hale getirmektir. Geleneksel periodontal tedaviler, hastalidin
ilerlemesini durdurmada basarili olsa da, hastalik sonucu kaybedilen dokularin
yeniden olusumunun saglanamadigi “tamir” tipi iyilesmeyle sonuglanir. Periodontal
rejenerasyon; hastallk sonucu kaybedilen alveol kemigi, periodontal ligament ve
sementin yeniden olusmasi olarak tanimlanir ve periodontal rejenerasyon oldukga
karmasik olaylar sirecini kapsamaktadir. Bliyime ve farklilasma faktorleri hicresel
fonksiyonlari dizenleyen polipeptidlerdir. Bu faktérlerden bazilari hazirlayici
(competence) faktorler olarak, bazilari da ilerletici (progression) faktorler olarak
gorev alarak hicre dongusunun devamliligini saglarlar. Bu nedenle, hicre bliyume
ve gelisme slrecinin devamhhigi igin her iki grup faktérin bir arada olmasi istenir.
Ancak, maliyetlerin yliksek olmasi ve kisa biyolojik yari dmdarleri nedeniyle hedef
hicreler Gzerindeki etkilerinin sinirh kalmasi bluylime ve farkhlasma faktorlerinin
klinikte yaygin olarak kullaniimasini engellemektedir. Bu nedenle belirli tasiyicilar
kullanilarak buyime ve farklilagsma faktorlerinin kontrolli bir sekilde salimlarinin
saglanmasi gerekmektedir. Kitosan, biyolojik olarak uyumlu ve vyara iyilesmesi
Uzerinde olumlu etkilere sahip dogal bir polimerdir. Bu c¢alismanin amaci,
periodontal dokularin dogal iyilesme slrecine benzer olarak IGF-1 ve BMP-6'nin
kontrolli ve ardigik saliminin sementoblast hucrelerinin rejeneratif potansiyelleri
Uzerindeki etkilerini arastirarak, periodontal doku muhendisligi igin uygun doku
iskelesi onerisinde bulunmaktir. Kontrolli ve ardisik salimi saglamak amaciyla
kompozit yapi, Uretilen IGF-I yukli mikrokureler ve BMP-6 yUkli nanopartikullerin
kitosan doku iskelesine entegre edilmesiyle olusturuldu. Salim kinetikleri belirlenen
tasiyicilarin - sementoblastlar  Uzerindeki etkileri  degerlendirildi.  Hucrelerin
cogalmalarini degerlendirmek amaciyla yapilan MTT (3-[4,5-Dimetiltiazol-2-yl]-2,5-
Difeniltetrazolyum Bromdar) analizleri sonucunda 2, 4, 8 ve 12. gunlerde hem IGF-I
hem de BMP-6 igceren kompozit yap1 grubunda kontrol gruplarina goére belirgin fark
g6rildd. Buna ek olarak, sementoblastlarin farkhlagmalarinin ve mineralize doku
olusturma potansiyellerinin de kontrolli ve ardisik salimi saglayan kompozit yapida
kontrol gruplarina goére artmis oldugu belirlendi. Sonug¢ olarak, uretilen kompozit
yapinin periodontal rejenerasyon uygulamalari i¢in kontrolli ve ardigik salmi
saglayabilen uygun bir tasiyici oldugu ve doku mihendisligi uygulamalari i¢in Gmit
verici oldugu dusunulmektedir.

Anahtar kelimeler: periodontal rejenerasyon, periodontal doku mihendisligi,
mikroklre, nanopartikil, kitosan, sementoblast, IGF-1, BMP-6.

Bu arastirma 112S374 proje numarasi ile TUBITAK tarafindan desteklenmistir.
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ABSTRACT

Ataman, E.T., The effects of sequential and controlled release of IGF-I and
BMP-6 on cementoblasts. Hacettepe University Institute of Health Sciences
Ph.D. Thesis in Periodontology. Ankara, 2014. Periodontitis is an infectious
disease which causes loss of tooth supporting structures. The goal of periodontal
therapy is to improve periodontal health by means of removal of local factors which
initiate and progress periodontal infection. Conventional periodontal therapies can
stop disease progression but often result in “repair” or scar formation, not
reproducing the structures lost in the disease process. Periodontal regeneration is
histologically defined as regeneration of tooth supporting structures including
alveolar bone, periodontal ligament and cementum and it is a complicated process.
Growth and differentiation factors (GDF) are polypeptites which regulate cell
functions. These factors are known as competence or progression factors and they
provide continuity of cell cycle. Therefore for continuity of cell growth process, these
two group of factors are needed to act together. However, clinical use of growth
factors have two shortcomes: cost and short biological half-life which limit their
effects on cells regenerating the periodontium. Therefore by using scaffold systems,
it is needed to provide their controlled release. Chitosan is a biocompatible natural
polymer which has positive effects on wound healing. The goals of this study are to
develop micro and nanoparticles loaded chitosan carriers for controlled and
sequential delivery, to observe protein release kinetics of IGF-I (competence factor)
and BMP-6 (progression factor) which are loaded into micro and nanoparticles and
to test the effects of released factors on various cell functions and protein
expression of cementoblasts. For sequential and controlled release of growth
factors, composite structure was fabricated from being encapsulated IGF-I loaded
microparticles and BMP-6 loaded nanoparticles in chitosan scaffold. After the
characterisation of in vitro release kinetics, the effects of scaffolds on cementoblasts
were determined. Cementoblast cell proliferation was measured with MTT (3-[4,5-
Dimethylthiazol-2-yl]-2,5-Diphenyltetrazolium Bromide) assay. Depending on the
results, both IGF-I and BMP-6 containing composite structures showed greater
effects of MTT assay at 2, 4, 8, 12th days compared with control groups. In addition,
cementoblasts differentiation and mineralized tissue formation potentials were also
increased in composite structure, compared with control groups. As a conclusion,
composite structure, composed of micro and nanoparticles and chitosan, is an
appropriate scaffolds for periodontal regeneration applications via providing
sequential and controlled release and have a promising future for tissue engineering
approaches.

Key words: periodontal regeneration, periodontal tissue engineering, micropatrticle,
nanoparticle, chitosan, cementoblast, IGF-I, BMP-6
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1. GIRIS

Periodontitis; digeti, alveol kemigi, periodontal ligament ve sementten
olusan dis destek dokularinin ilerleyici yikimi ile karakterizedir ve tedavi
edilmediginde destegini yitiren disin kaybi s6z konusudur (1, 2). Periodontitis,
koroner arter hastaliklari, inme, diyabet gibi pek ¢cok sistemik hastalikla da
iligkilidir ve kalp krizi ya da diger ciddi sistemik problemler igin risk
olusturabilir (2-4). ilerleyen kemik yikimini durdurmak ve iltihabi kontrol altina
almak amaciyla bakteri plagi ve distagl eliminasyonunu takiben ideal agiz
hijyeninin saglanmasi basarili bir periodontal tedavinin temel baslangici
olmakla birlikte periodontal dokularin fonksiyonel rejenerasyonu ulasiimak

istenen nihai hedetftir (5, 6).

Son 150 vyildir periodontal hastaliklarin teshisi ve tedavisinde ¢ok
onemli bilgiler elde edilmis olmasina karsin periodontitis tedavisinde ideal bir
yaklagim olan ongorulebilir doku rejenerasyonunun saglanmasi gunumuzde
hala mimkin olamamaktadir. Geleneksel periodontal cerrahi tedavilerin
sonucunda inflamasyonun ¢oézilmesi, cep eliminasyonu, periodonsiyumun
formunun ve yapisinin kazanilmasi mumkdn olabilmektedir (7). Bu
tedavilerde hastaligin nedeni olan iltihabi durum ortadan kaldirilsa da sert ve
yumusak dokulardaki yikimda geri dénisim gorulememektedir. Geleneksel
tedavi yontemleri ile elde edilen bu iyilesme tipi “tamir” olarak isimlendirilir ve
olusan atagman tipi daha ¢ok uzun epiteliyal atagman, sinirli miktarda yeni
bag dokusu atagmani ve 6nemsiz dizeyde yeni sement icermektedir (8).
Olusan bu yapi kaybedilen dokularin morfolojik 6zelliklerine sahip olmadigi
gibi,  fizyolojik  fonksiyonlarint  gerceklestirebilecek  nitelikleri  de
tasimamaktadir. Bu nedenle, “periodontal rejenerasyon”, yani hastalik
sonucu kaybedilen periodontal ligament, sement ve alveol kemiginin yeniden
olusturulmasi klinik olarak gok bliyiik 6Gnem tasimaktadir (9, 10). Ozetlemek
gerekirse, kaybedilen dokularin form ve fonksiyon olarak yeniden
kazanilmasi anlamini tasiyan ‘“rejenerasyon”, aslinda periodontal cerrahi

tedavilerde ulasiimak istenen temel hedef olmaktadir.



Periodontal rejenerasyonda, periodonsiyum; diseti ve periodontal
ligament gibi yumusak, alveol kemigi ve sement gibi mineralize dokulardan
olustugundan, sert ve yumusak dokulari bunyesinde barindiran oldukga
karmasik bir yara iyilesme surecinin gerceklesmesi gerekmektedir (11).
Periodontal rejenerasyonda; inflamatuar hucreler, fibroblastlar, osteoblastlar,
sementoblastlar, endotel hucreleri, epitel hucreleri ve bunlara ek olarak
periodontal ligamentte ve alveol kemiginde damarlar etrafindaki alanda
bulunan, ylksek c¢ogalma ve farkhlasma potansiyellerine sahip
farkhlasmamis bag dokusu hucreleri de rol alirlar. Yara iyilesmesinin tipinin
belirlenmesinde, farkh tipte ve Ozellesmis hucrelerin; kendi aralarinda,
ekstraselluler matris bilesenleriyle ve gesitli aract molekuller ile etkilesimleri

onemli rol oynar (7, 12).

Periodontitis nedeniyle periodontal dokularda meydana gelen kayiplar
sonucunda kisinin ¢igneme ve konusma gibi énemli fizyolojik aktivitelerinin
etkinligi azalmakta ve bunlarin yarattigi estetik sorunlar yasam kalitesinin
digmesine neden olmaktadir. Periodontal hasarlarin tedavisinde uygulanan
yonlendiriimis doku rejenerasyonunda, kemik grefti ve bariyer membran
olarak cesitli biyomateryaller kullaniimakta ve elde edilen rejenerasyon sinirli
dizeyde kalmaktadir. Ayrica, tedavi sonuglarinin dngoralebilirligi mUmkan
olmamaktadir. Kullanilan gesitli seramik yapili biyomateryaller kirilgan yapilh
olduklarindan ozellikle yuk tasiyan bolgelere uygulandiklarinda tedavi
basarisizlikla sonuglanabilmektedir. Otojen kemik kullaniminin ise elde
edilebilecek doku miktarinin sinirli olmasi ve verici sahada yara iyilesme
surecinde komplikasyonlar ortaya cikabilmesi gibi dezavantajlari mevcuttur.
Ayrica, otojen kemik igerisinde yer alan canli hucre sayisi oldukga sinirlidir
ve uygulama sonrasi otojen greft icinde yer alan hicrelerin canliliklarini
koruma ve fonksiyon gorme kapasiteleri de yeterli duzeyde degildir (13).
Periodontal rejenerasyon hedefine yonelik guvenilir ve istikrarli sonuglara
ulastiracak tedavi yontemlerinin gelistirilebilmesi hastalarin yagam kalitesinin
artirlmasini saglayacaktir. Ek olarak, basarisiz veya kismi bagarili tedaviler
sonrasinda ortaya c¢ikan yeniden tedavi ihtiyacinin ortadan kaldiriimasi

ekonomik agidan da 6énem arz etmektedir. Kemik hasarlarinin gideriimesine



ve periodontal rejenerasyonu saglamaya yonelik en mukemmel ¢6zim “doku

 ryy

muhendisligi” olarak adlandirilan yaklasimdir. Doku muhendisligi; zarar
gormus doku ve organlarin yenilenmesi igin biyosinyal molekuller ve
hicrelerle birlikte kullanilacak, hastaya 6zgl, uygun anatomik formda bir
doku iskelesi olugturulmasini hedeflemektedir. Periodontal rejenerasyon
hedefine yonelik doku muahendisligi uygulamalarini kapsayan deneysel
calismalarda periodontal ligament, sementoblast, periost kaynakli hicreler ve
kemik iligi stroma hiicreleri kullaniimistir (14). Oncli olarak nitelendirilebilecek
bu calismalarda geligtirilen doku iskelelerine yuklenmis buyume ve
farkhlasma faktorlerinin  kontrolli salimlari gergeklestirilerek, periodontal
ligament, sement ve alveol kemigi rejenerasyonu saglanmasina yonelik umut

vaat eden basarili sonuglar elde edilmigtir.

Periodontal doku muhendisligi uygulamalari ile kaybedilen periodontal
dokularin rejenerasyonunu sadglayabilecek etkili ve 0Ongorulebilir tedavi
yontemleri gelistirilebilir. Bu gorusten yola g¢ikarak yapmis oldugumuz bu
calismanin amaci; periodontal dokularin dogal iyilesme surecine benzer
olarak IGF-I ve BMP-6’'nin hazirlanan mikrokureler ve nanopartikillerden
kontrolli ve ardigik saliminin sementoblast hucrelerinin  rejeneratif
potansiyelleri Gzerindeki etkilerini arastirarak, periodontal doku muhendisligi

icin uygun olabilecek doku iskelesi dnerisinde bulunmaktir.



2. GENEL BILGILER

Periodontitis; disi destekleyen dokularda, 6zgul mikroorganizmalar
veya Ozgul mikroorganizma gruplarinin etkisiyle olusan iltihap sonucu cep
olusumu ve/veya diseti ¢cekilmesiyle birlikte gorilen periodontal ligament ve

alveol kemiginin ilerleyen yikimiyla seyreden bir hastaliktir (15).

Geleneksel periodontal cerrahi tedaviler sonucunda inflamasyonun
¢bzulmesi, cep eliminasyonu ve periodonsiyumun formunun ve yapisinin
gelistiriimesi saglanmakla birlikte genellikle iyilesme tipi “rejenerasyon” degil,
“tamir” olarak gerceklesmektedir (7). Bu iyilesme tipinde olusan atagman
daha ¢ok uzun epiteliyal atagman, az duzeyde yeni bag dokusu atagmani ve
onemsiz dizeyde sementten olusmaktadir (8). Olusan yeni yapi yani skar
dokusu, kaybedilen dokularin morfolojik Ozelliklerine ve fizyolojik
fonksiyonlarini gergeklestirebilecek kapasiteye sahip degildir (16). Bu
nedenle gunimuiz periodontal tedavilerinin asil hedefi, periodontal hastalik
sonucu kaybedilen alveol kemigi, periodontal ligament ve sementin form ve

fonksiyon olarak tam bir rejenerasyonunun saglanmasidir (9, 10).
2.1 Rejenerasyon

Gergek periodontal rejenerasyon, periodontal hastallk sonucu
etkilenmis kok yuzeyinde yeni sement ve alveol kemigi ile birlikte, bu iki yapi
arasinda uzanan duzenli kollajen fibrillerine sahip periodontal ligamentin de
yeniden olusumudur (17). Ancak periodonsiyumun farkli tipte dokulardan
olusmasi ve gesitli cevresel faktorlerin de etkisiyle periodontal cerrahi sonrasi

goriulen yara iyilesmesi oldukga karmasik bir sureci kapsamaktadir.
2.2 Doku Miihendisligi

Doku muhendisligi; sentetik veya biyolojik matrisler icerisinde canli
hidcrelerin, biyolojik araci molekullerin ve buyume faktorlerinin birlikte
bulundugu yapilarin hastalara yerlestiriimesiyle hastalik ya da travma sonucu
kaybedilen veya hasara ugramis dokularin yeniden olusturulmasini
hedeflemektedir (18). Doku mihendisligi uygulamalari kapsaminda dokularin



rejenerasyonu i¢in uygun hucrelere, biyolojik sinyallere, kanlanmaya ve doku
iskelesinin varligina gereksinim duyulmaktadir (19). Hucreler ¢cogalarak ve
farkhlasarak kaybedilen dokularin yeniden olugsmasini saglarlar. Biuyime ve
farkhlasma faktorleri ise, hucreleri uyararak fonksiyonlarini dizenlerler.
Anjiyojenik sinyallerle uyarilan yeni damarsal aglarin olugsmasi ise olugan
dokunun beslenmesine ve dengelenmesine katkida bulunur. Son asamada
da doku iskeleleri yeni olusacak dokunun formunu belirleyecek Ug¢ boyutlu

gegcici yapiyi olugtururlar.

Doku muhendisligi uygulamalari ile vucut igine yerlestirilen yapilar
vicudun geri kalan dogal dokulari gibi fiziksel ve biyolojik uyarilara ve
degisimlere karsi cevap vererek uyum gosterebilir. Bu 06zellik doku
muhendisligi ile olusturulan yapilarin canli hlcre igermeyen biyomateryal
uygulamalarina kiyasla en o6nemli Ustlinligudur. Canh hilicre igermeyen
biyomateryal uygulamalari doku icerisinde zamanla yikima ugrayip fiziksel
niteliklerini kaybedebilirlerken, doku muhendisligi uygulamalari ile elde edilen
yapilar dig etkenlere ve fizyolojik gereksinimlere yanit vererek istenilen

niteliklerini koruyabilirler (20).
Doku muhendisligi uygulamalarinin temel elemanlari:
1) Hedef dokuyu olusturabilme potansiyeline sahip hicreler,

2) Hucrelerin fonksiyonlarini destekleyen veya yonlendiren blyume ve

farkhlagsma faktorleri,

3) Hiucreler ve buyume/farklilasma faktorlerinin iginde yer aldidi,
olusturulmasi hedeflenen dokunun U¢ boyutlu yapisini belirleyen doku

iskelesidir.
2.3 Hiicreler

Doku muhendisligi calismalari kapsaminda, dogru hucrelerin segilmesi
basariy1 etkileyen en o6nemli faktorlerden biri olmaktadir. Hucreler
kaynaklarina gore 3’e ayriimaktadir. Bunlar; hastanin kendi dokularindan

elde edilen; otolog, baska bir insandan elde edilen; allojenik ve bagka bir



canli tirunden elde edilen; ksenojenik hucrelerdir. Hucrelerin etkinligini
surdurebilmesi, immun yanit geligsme riskinin olmamasi gibi avantajlara sahip

olan otolog hucreler kullanim agisindan 6n plana ¢ikmaktadir (21).

Doku muhendisliginde kullanilacak hucrelerin belirli 6zelliklere sahip
olmasi gerekmektedir. Bu Ozellikler; kolay elde edilebilme, in vitro ortamda
kolay ¢ogaltilabilme, immun yanit gelistirme riskinin olmamasi ve geligtiriimek
istenen doku ile benzer protein ekspresyonlarina sahip olabilme nitelikleridir
(22).

Doku muhendisligi uygulamalarinda amag¢ kemik olusturmak
oldugunda, immunojenik olmamalari ve biyopsi ile elde edilebilirliklerinin
kolay olmasi gibi avantajlari olan osteoblastlar 6n plana ¢ikmaktadir. Ancak,
elde edilen osteoblastlarin az sayida olmasi ve ¢ogaltilmalarinin zor olmasi
doku iskelesine bu hucrelerin tasinabilmesini olumsuz etkilemektedir. Bu
problemi agsmak amaciyla farkli hayvanlarin kullaniminin s6z konusu oldugu
yontemler gelistirilerek daha fazla sayida osteoblast Gretimi saglanmis, fakat
bu yontemlerle immun yanit gelisme veya hastaliklarin aktariimasi gibi riskler

de ortaya ¢ikmistir (22).

Son yillarda bu kapsamda yapilan calismalarda kok hucrelerin
kullanimi 6n plana ¢ikmaktadir. Yuksek ¢odalma ve farklilasma kapasiteleri
olan embriyonik kok hucre ya da erigkin kok hucreler kullaniimaya
baslanmistir. Embriyonik kok hicrelerin kullanimi, uygulamalardaki bir takim
problemler etik sorunlar nedeniyle etik kurullar tarafindan durdurulmustur.
Kemik dokusu olusturulmasi planlanan doku muahendisligi ¢alismalarinda
farkhlasmalari yénlendirilebilen, kolay ¢ogaltilabilen, kemik iligi, kas, dermis,
yag ve periferal kan dokusundan elde edilebilen mezensimal kok hcreler
siklikla kullaniimaktadir (22-25).

Doku muhendisligi uygulamalari kapsaminda kok hucreler basta
olmak Uzere beklenen ozelliklere sahip c¢esitli hicre gruplarinin kullanimi

halihazirda mevcuttur.



2.3.1 Kemik iligi stroma hiicreleri

Kemik iligi stroma hucreleri, kemik iligi mononukleer hlcrelerinin bir alt
grubudur ve kemik iligi aspirasyon materyallerinden izole edilebilirler. Bu
hicreler fenotipik 6zellikleri ve fonksiyonlari bakimindan heterojen bir hicre
grubundan olustuklarindan; kemik, kas, yag ve diger bag dokusu yapilarinin

rejenerasyonunda rol oynamaktadirlar (23).

Kemik iligi stroma huicrelerinin, dusuk dizeyde immun yanit
olusturduklari bildirilmistir. Ancak, kemik iliginden elde edilen yuz bin
hicreden sadece bir tanesinin kok hucre oldugu belirtiimistir. Bu nedenle s6z
konusu hucrelerin in vitro olarak uygun sitokin ya da diger faktorlerle
muamele edilerek hedef hicre sayisinin artirimasi gerekmektedir. Ayrica
yasli  bireylerden elde edilen huicrelerin  ¢ogalma ve farklilasma

potansiyellerinde azalma gorulebilmektedir (22).
2.3.2 Periost kaynakh hiicreler

Periost igerisinde yer alan hucreler, gelisim doneminde ve travmalarda
kemik dokusunun olusturulmasinda rol almaktadirlar (26). Yapilan in vitro ve
in vivo ¢alismalarda periosteal hucrelerin ektopik alanlarda kikirdak ve kemik
olusturabilme kapasitelerinin bulundugu goésterilmistir (27, 28). Ayrica periost
hicrelerinin bone morfojenetik proteinler (Bone morphogenetic protein; BMP)
ile uyarildiklarinda osteojenik belirte¢ duzeylerinde artis meydana geldigi
bildirilmistir (27, 28).

2.3.3 Osteoblastlar

Mezensimal kaynakli hicre grubu olan osteoblastlar, kemik
metabolizmasiyla ilgili temel hicrelerdir. Kemik organik matrisini sentezlerler
ve sahip olduklari alkalen fosfataz (ALP) sayesinde mineralizasyonda gérev
alirlar (29). Ayrica, dolagsimda bulunan hormon, buyume faktorleri veya
fiziksel uyarimlar etkisiyle salgilanan sitokinler ile ydnlendirilen
mekanizmalarla  kemik  dokusunun  yapim, yikkim ve yeniden

sekillendiriimesinde rol alirlar. Osteoblastlar, kemik yapim ve yikim



olaylarinin dizenlenmesindeki rolleri ile kalsiyum, fosfat gibi minerallerin kan
dizeylerinin duzenlenmesinde de gorev alirlar (30). Kemigin yeniden
sekillenme sirecinin durmasiyla inaktif olan bu htcreler ektraselliler matris
olusturarak olusturduklari matris igerisine gémullrler ve osteosit hiicrelerine
donugurler (31). Ek olarak kemik rejenerasyonu ile ilgili BMP, transforme
edici buyume faktord (Transforming growth factor/TGF)-B, insulin benzeri
blylme faktori (Insulin-like growth factor/IGF)-1, IGF-II, interldékin (IL)-1,
trombosit kaynakli bliytime faktort (Platelet derived growth factor/PDGF) gibi

sinyal proteinlerini de salgilamaktadirlar (32, 33).
2.3.4 Periodontal ligament hiicreleri

Periodontal ligament (PDL) hicreleri PDL yapilarini sentezleyebilmesi
ile periodontal rejenerasyonda 6nemli rol oynayan, temel olarak fibroblast
yapili hicrelerden olugsan, fakat cogalma, morfoloji ve protein ekspresyonlari
gibi Ozellikleri bakimindan da dis eti fibroblastlarindan farklilik gdsteren
heterojen htcre toplulugudur (34-38). PDL hicreleri farklilagsarak sement ve
kemik dokusu olusturma potansiyeline sahiptir (34-36). Yapilan ¢alismalarda
PDL hucrelerinin heterojen yapiya sahip olmalart ve ylksek
cogalma/farklilasma vyetisine sahip erigkin kdk hicrelerin de periodontal
ligamentte bulunmasi nedeniyle bu potansiyele sahip olabilecekleri ileri
surdimustur (39, 40).

Wolf ve dig. (41) immunojenik olarak baskilanmig ratlari kullanarak
yapmis olduklari in vivo c¢alismada, kollajen slinger tasiyici kullanarak
osteojenik olarak farklilasmamis PDL hucrelerini subkitan olarak ratlara
uygulamiglardir. Calismada 28. giin sonunda yapilan immunohistokimyasal
incelemelerle hicrelerde osteojenik  ve sementojenik protein

ekspresyonlarinin varligi gosterilmistir.
2.3.5 Sementoblastlar

Sement, dentin ile baglantili olarak bulunan, dis koklerinin dis yuzeyini
saran, Uretimi sementoblastlar tarafindan gercgeklestiriien ve yasam boyu

sentezlenebilen mineralize bir dokudur (42). Aktif olarak matris sentezi yapan



sementoblastlarin morfolojileri osteoblastlara benzemektedir (30). Tip |
kollajen, osteopontin (OPN), osteokalsin (OCN) ve bone sialoprotein (BSP)
gibi polipeptid yapilarin sentezine katilirlar (43, 44). Sementoblastlar sement
icerisine gomuld olan Sharpey lifleri disindaki kollajen liflerin, fibrillerde
mevcut bulunan glikoproteinlerin, fosfoproteinlerin ve proteoglikanlarin
sentezinde de gorev alirlar (45). Sementoblastlarin mineralize matris igerisine
gomulerek donustukleri sementositler duguk seviyelerde matris sentezi
yaparlar ve osteositlere benzer 6zellikler sergilerler (30). Sementin yapisini
% 50 oraninda hidroksiapatitler, % 50 oraninda kollajen ve kollajen disi
proteinler olusturmaktadir (46). Sement dokusu her ne kadar kemik
dokusuna benzer Ozelliklerde olsa da damarsiz yapisiyla, remodelasyonun
sinirll olmasi hatta hi¢ yeniden yapilanma gostermemesiyle ve sinirsel

uyarim sisteminin bulunmamasiyla bu dokudan farkhlik gostermektedir (47).

Jin ve di§. (48) yapmis olduklari bir ¢calismada, sementoblast, PDL
hicreleri veya dental folikll hacrelerini iceren poli(DL-laktik-co-glikolik asit)
(PLGA) blok seklindeki doku iskeleleri subkutandz olarak ratlara yerlestirmis
ve ratlar tGglncu ve altinci haftalarda sakrifiye edilerek incelenmistir. Yapilan
histolojik incelemelerde Uglinclu haftada sadece sementoblastlari iceren
PLGA taslyicilarda mineral olusumuna rastlanmis ve bu mineralize alanin
altinci haftada artmis oldugu bildirilmisti. Gen ifade seviyelerine
bakildiginda, OCN ifade seviyesinin de sadece sementoblast iceren PLGA
tasiyicilarda goruldigu kaydedilmistir. Zhao ve dig. (49) yapmis olduklari bir
calismada, atimik ratlarin alt birinci molarlarinin distal koklerinin bukkal
yuzeylerinde kemik defektleri olusturarak ratlari 3 gruba ayirmislardir.
Gruplardan birine kontrol grubu olacak sekilde sadece PLGA polimer siinger
tasiyici, digerine immortalize rat sementoblastlari iceren PLGA polimer
sunger ve son gruba da dental foliktl hicreleri igeren PLGA polimer sunger
yerlestiriimistir. Uclincli ve altinci haftalarda hayvanlar sakrifiye edilerek
histolojik incelemeler ve in situ hibridizasyon islemleri gergeklestirilmistir.
Histolojik incelemelerde kontrol grubunda ve dental folikil iceren PLGA
grubunda defekt alaninda fibr6z doku olusumu izlenirken, sementoblast

iceren PLGA grubunda mineralize doku olugsumu gdzlenmistir. In situ
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hibridizasyon analizinde ise sementoblast igeren PLGA grubunda olusan
mineralize dokunun BSP ve OCN genleri i¢in diger gruplara kiyasla daha

guclu sinyaller olusturdugu bildirilmigtir.
2.4 Buyume ve Farklilagma Faktorleri

Buyume faktorleri, hucrelerin buyumelerini ve/veya faklilagsmalarini
cesitli yollarla etkileyen polipeptid yapili proteinler olarak tanimlanabilir (50,
51). Farklilagsma faktorleri ise, tipki buyume faktorleri gibi islev gorirken ayni
zamanda hdcrenin fenotipik karakterini kontrol eden &éncu hucrelerin
olgunlagsmis hucrelere donusmesini saglarlar (52, 53). Buylume ve farklilasma
faktorleri kismen veya tamamen inaktif dncli molekdller olarak ortamda
bulunurlar ve proteolitik mekanizmalarla aktif hale gelirler. Blyuime ve
farkhlasma faktorleri hedef hulcrelerin ylzeylerinde bulunan reseptorlere
baglandiktan sonra protein kinazlar aktive ederek hucre igi sinyal yolunu

baslatip etkilerini gdstermektedirler (54).

Bliyiume ve farkllasma faktorleri ¢odalmayi, farkhlasmayi,
migrasyonlari, protein sentezlerini ve/veya atagman Ozelliklerini artirarak
veya azaltarak ve morfolojik  Ozelliklerini  degistirerek  hucreleri
etkileyebilmektedir (39, 55). Buyume ve farklilasma faktorleri hlcreye

yakinliklarina gére siniflandiriimaktadir (51) [Sekil 2.4.1]:

Endokrin:  BuyUme/faklilagma faktéri  hedef hlcreye uzak

bulunmaktadir. Faktoér kan yolu ile hedef bolgeye tasinir.

Parakrin:  Blyume/faklilasma faktéri  hedef hicreye yakin
bulunmaktadir. Faktérin salindidi hicrelerin etrafindaki farkl hicreler

etkilenir.

Otokrin: Hedef hlicre ayni zamanda buylime faktérinin salindigi

hicredir.

Jukstakrin: Bliyume faktorleri salgilandiklari hiicre zarina baglanarak

komsu hucreyi etkilerler.
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Intrakrin: Blyume faktdriiniin salgilanmadan, ayni hiicre iginde etki

gostermesi.

Endokrin etki Justakrin etki

“ Otokrin etki
Sekil 2.4.1 Bluyume faktoérlerinin etki yollari

Gunumuzde, hicre donglsinde DNA sentezi ve hlicre bdlinmesinin
nasil dizenlendigi net ve detayl olarak bilinmektedir (56). Erigskin dokularda
hicrelerin  gogu GO fazi olarak adlandirilan bdlinmeyen (Quiscent)
durumundadir. Bolunen hucreler interfaz (G1, S, G2) ve M fazindan gecerler.
GO durumundaki hucrelerin G1 fazina gecmesi bir takim 6zel olaylar
gerektirmektedir. Bu olaylar hiicreyi DNA sentezine yoénlendirir ve bu safha
“restriction point” (R) olarak bilinmektedir. Bolinmekte olan bir hicrenin G1,
G2, M fazlarina gegmesinde belli dizenleme noktalari mevcuttur (57, 58). Bu
dizenlemelerin bazilar protein fosforilasyonunu icerir. Protein kinazlarin
hicre dongusinin S ve M fazlarinin kontrolinde rol aldi§i da bilinmektedir
(54). Cesitli buyume faktorleri GO/G1’de hazirlayici (competence) ve/veya
ilerletici (progression) faktor olarak rol oynayarak hucrelerin bdlinmeyen
durumdan béliinme durumuna gegmesini kontrol ederler. Ornegin, PDGF gibi
hazirlayici (competence) faktorler, hicrenin GO fazindan G1 fazina gegisini
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saglayarak etkisini gosterirken, IGF gibi ilerletici (progression) faktorler, huicre
dongusunun devam etmesini saglayarak iglev gorurler (54). Bu nedenle,
hicre bluyime ve gelisme slrecinin devamlih@i i¢in her iki grup faktoran bir

arada olmasi istenir.

Cok sayida buyime ve farklilasma faktéri tanimlanmisg, karakterize
edilip yapisal benzerliklerine gore siniflandinimiglardir (51). Ek olarak ¢ok
sayida buyume faktord rekombinant teknolojiler kullanilarak Uretilebilmis ve
bdylelikle deneysel ve klinik galismalarda yaygin olarak kullanimlari mimkun
olabilmistir (59).

Blyume faktorleri doku muhendisliginde fakli uygulama sekillerine
sahiptir. Direkt olarak doku iskelesinin yapisina katilarak, doku iskelesine
disaridan uygulanarak, biyume faktorinin dogal olarak sentezlendigi ya da
genetik modifikasyonlu hucrelerle uygulamalari  gergeklestiriimektedir.
Blyume faktoérlerinin, polimer yapili doku iskelelerinin yapisin katildigi
uygulama seklinde biyolojik etkilerinin daha uzun sureli oldugu ve ek olarak

kontrollu salimlarinin saglandigi da bilinmektedir (51).

Periodontal dokularin tamir ve rejenerasyonunda gorev alan ve hicre
fonksiyonlarini dizenleyen buylume faktorleri; kemik, sement ve bag dokusu
olusumunu etkilemektedir (60). PDGF, vaskuler endoteliyal buyume faktoru
(VEGF), TGF-B, asidik ve bazik fibroblast bliyime faktéri (aFGF, bFGF),
epidermal buylime faktéri (EGF), IGF, sement kaynakli buyume faktora
(cementum-derived growth factor; CGF), paratiroid hormonla iligkili protein
(parathyroid hormone-related protein; PTHrP) ve BMP periodontal dokularda

varhgi gosterilmis blyume faktorleridir (50).
2.4.1 insulin benzeri Bilyiime Faktorii

Kemik matrisinde en fazla bulunan blylume faktord olan IGF, amino
asit dizilimi insan proinsulinine benzediginden bu adi almigtir. IGF’nin 70
amino asitlik IGF-1 ve 67 amino asitlik IGF-II olarak iki farkli alt grubu vardir
(61). Embriyogenez sirasinda organogenezi ve bluyumeyi artirmalarinin yani

sira gelisimin ileriki safhalarinda spesifik doku ve organ fonksiyonlarini da
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duzenlerler (62). IGF-I'in kemik formasyonuna ve hucresel olaylara etkisi
IGF-I'den daha fazla oldugundan genel olarak c¢alismalarda |GF-I
kullaniimaktadir (63).

IGF-1 tek zincirli bir polipeptid hormondur. Hem osteoblastlarin
bldylUmesini hem de pre-osteoblastlarin osteoblastlara farklilagsmasini
saglayarak kemik hicre metabolizmasinin 6nemli bir dizenleyicisi olarak
gOrev yapmaktadir (64, 65). IGF-1 hlcreler arasi matris sentezini, kemik
yapimini ve buyumesini artirirken, kemik rezorpsiyonunu da artirir (62, 64).
Ayrica IGF-l1 programli hlcre o6limUnt inhibe eder. IGF-I'in ek olarak
osteoblastlardan tip-l kollajen salinimini artirdigi bildirilmistir (65). Vaskuler
endoteliyal hulcreler icin kemotaktik ajandir ve damarlanmay! artirir.
Fibroblast, osteosit ve kondrositlerin in vitro olarak mitozunu aktive eder (60).
Insan PDL fibroblastlarinin gogalmasini doz ve zamana bagli olarak artirdigi
ancak, hlcre yapismasini, goé¢uni ve tip-l kollajen ifade seviyelerini
etkilemedigi  gosterilmigtir (66). IGF-I ayni zamanda sementoblast
boélinmesini, fenotipik gen ifade seviyelerini ve mineralizasyonunu da olumlu
yonde etkilemektedir (62).

IGF-1, hem lokal etki hem de sistemik dolasima katilarak endokrin etki
gOsterebilmektedir. Dolasimda bulunan IGF-I'in  kaynadi buyldk o6lgude
karaciger dokusuyken, osteoblastlar ve trombositler basta olmak uzere,
keratinosit, fibroblast, makrofaj ve monosit gibi hudcreler aracihigiyla da
uretilebilmektedirler. Dolasimda mevcut olan IGF-I'in hicresel seviyedeki
anabolik etkileri sadece protein sentezini artirmakla sinirl olmamakta,
periferal hucrelerde glikoz alimini ve glikojen sentezini saglamak, ndronlarin
yasam surelerini, miyelin sentezini ve kemik rejenerasyonunu artirmak gibi

gorevleri de Ustlenmektedir (67).

Saygin ve dig. (68) sementoblastlari kullanarak yapmis olduklari bir
calismada, IGF-lI ile muamele edilmis sementoblastlarda artan oranlarda
cogalma ve BSP gen ekspresyonunu bildirirken, OPN ve OCN gen

ekspresyonunun etkilenmedigini rapor etmislerdir.
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Matsuda ve dig. (69) yapmis olduklari bir galismada, PDL hucrelerini
kullanarak IGF-I'in bu hucrelerin gogalmasini ve kemotaksisini artirdigini

bildirilmislerdir.
2.4.2 Bone Morfojenetik Proteinler

BMP’ler yapisal 6zellikleri bakimindan TGF-f3 ailesinde yer alan 20’den
fazla farkh protein grubudur (60, 70, 71). BMP’ler amino asit dizilerindeki
benzerliklerine gore kendi i¢lerinde 4 alt grupta siniflandirilabilirler. BMP-2 ve
BMP-4 % 80 oraninda benzer amino asit dizisine sahip olarak ayni grupta yer
almaktadirlar. ikinci grup BMP-5, -6, -7, -8a ve -8b’den olusmaktadir (% 78
homoloji). Uclincii grubu blyiime ve farklilasma faktéri (Growth and
differentiation factor-GDF) -5, -6, -7 olustururken, dérdincl grubu ise diger
batin BMP’lerden farkli yapiya sahip olan BMP-3 ve BMP-3B (GDF-10)
olusturmaktadir (71, 72). BMP’lerin kemik, kikirdak gibi mineralize dokularin
gelisiminin yani sira embriyonik ve fotal gelisimde, boébrek ve kalp gibi

organlarin olugum sureci Uzerinde de etkileri mevcuttur.

BMP’lerin kemik ve kikirdak dokularinin gelisim ve rejenerasyonlarinin
farkli asamalarinda belirgin etkileri vardir (73). Kemik Uzerindeki etkileri su

sekilde 6zetlenebilir:

1) Farkhlagsmamis mezensimal hlcreler ve osteoprojenitor hlcrelerin
¢ogalmasini ve osteoblastlara farklilagsmalarini saglar.

2) Osteoblast hiicrelerinin ALP ekspresyonunu artirir.

3) Mezensimal hucreler igin kemoatraktandir ve bu hucrelerin tip-1V

kollajene baglanmalarini artirir (60).

BMP’ler PDL gelisiminde de rol almaktadir ve oral kemik geligimini
stimule ederler (74). Ripamonti ve dig. (75)'nin yaptigi bir ¢alismada
primatlarda deneysel periodontal defektler olusturulmus ve olusturulan bu
defektlerde BMP’lerin kullanilmasinin kemik ve sement rejenerasyonunu
artirdigi kaydedilmistir. Ek olarak, BMP’lerin yeni Sharpey liflerinin olugsmasini
sagladigi da bildirilmigtir.
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BMP-6, BMP ailesinin diger Uyelerine gore daha az arastiriimig
olmakla birlikte, yapilan ¢alismalar BMP-6'nin kemik olusumunu artirdigini ve
BMP-2 ve BMP-4’e gore osteoblast farklilasmasini 2-2,5 kat daha fazla
indUkledigini gostermektedir (76). Ayrica BMP-6’nin osteoprojenitér hlicre
farklilagsmasinin erken safhasinda 6nemli bir rol oynadigi dusunulmektedir
(77). BMP-6’nin mezensimal farklilasma boyunca osteoinduktif faktor olarak
gbrev aldigi da bilinmektedir (78). Periodontal yara iyilesmesiyle ilgili, BMP-
6’'nin kullanildidi kisith sayida c¢alisma olmakla birlikte yapilan calismalar

periodontal rejenerasyonu artirdigini géstermektedir (79, 80).

2.5 Doku iskeleleri

Doku iskeleleri hiicreler ve buyime ve farklilagsma faktorleri gibi doku
muhendisligi ¢calismalarindaki 6nemli elemanlardan biridir. Doku iskeleleri Gg
boyutlu yapi olusturarak elde edilecek hedef dokunun formunu belirler,
hicrelere fiziksel destek olusturur ve hicrelerin tutunarak fonksiyon
gOrmelerini saglar. Bunun yani sira doku iskeleleri su, buylime faktorleri,

sitokinler ve besinler icin kaynak olusturur (22, 81).

ideal doku iskeleleri uygulandiklari konak doku ile uyumlu olup,
istenilen biolojik etkileri saglamahdir. Kimyasal 6zellikleri dokuda toksik etki
yaratmamali, dokular i¢cin immunojenik olmamalidir. Doku iskeleleri dokunun
olusumu ve vaskularizasyonu icin uygun yap! olugsturmasi, buyume ve
farkhlasma faktorleri icin rezervuar goérevi gérmesi acisindan goézenekli bir
yapiya sahip olmaldir. Ancak, artan gézeneklilik yapinin mekanik 6zelliklerini
de zayiflatacagindan, doku iskelelerinin gdzenekli yapisinin ¢ok iyi
ayarlanmasi gerekmektedir (22). Yapilan calismalarla doku muhendisligi
uygulamalarinda ideal gozenek boyutunun 100-150 pm arasinda olmasi
gerektigi bildirilmistir (21). Doku iskelelerinin yuzey 6zellikleri de hucrelerin
tutunmasini ve c¢ogalmalarini etkilemektedir. Hulcrelerin tutunabilmesi
acisindan puruzlu yuzeylerin dizgun yuzeylere gore daha uygun oldugu ileri

surtlmastir (22). Yapilan in vivo uygulamalar igin doku iskelesinin mekanik
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Ozelliklerinin hedef dokuya benzer olmasi gerekmektedir. Ek olarak doku
iskelesi yapisinin biyobozunurlugunun da gelistiriimek istenen dokunun
olusum hizina paralel olmasi beklenmektedir (21). Buyume ve farklilasma
faktorlerinin yarilanma surelerinin kisa olmasi kullanilacak doku iskelelerinin
yapisal ve kimyasal 6zelliklerinin de buna uygun olmasini gerektirmektedir.
Kullanilan ideal doku iskelesiyle buyume ve farklilasma faktorlerinin biyolojik
aktiviteleri korunabilir. Tium bu 6zelliklere ek olarak buylime ve farklilasma
faktorlerinin kontrolli salimini saglayan doku iskeleleriyle faktorlerin daha

dusuk miktarlarda kullanimi ile doku igin beklenen etkiler saglanmis olur.

Doku muhendisliginde kullanilan doku iskeleleri sentetik ve dogal
malzemeler olmak Uzere ikiye ayrilmaktadir. Sentetik malzemeler grubunu
seramikler (hidroksiapatit, trikalsiyum fosfat), polimerler (polilaktid,
poliglikolid, polilakid-glikolik) ve biyoaktif camlar (silika) olusturuken, dogal
malzemeler grubunda kollajen, glikozaminoglikanlar, hyaluronik asit, aljinat
ve kitosan bulunmaktadir (82, 83).

Dogal materyallerden olusan doku iskelelerinin doku uyumlari iyi
oldugundan herhangi bir toksisiteye veya kronik inflamasyona neden
olmazlar. Fakat, bu avantajlari yaninda yapisal dayanikliklarinin zayif olmasi

gibi dezavantajlari da bulunmaktadir (22).

Sentetik malzemeler farkli formlarda hazirlabilirler ve yapisal
dayanikliklarini dogal malzemelere gore daha uzun sureler koruyabilirler.
Buna ragmen, biyolojik Ozellikleri hdcrelerin atagmani ve ¢ogdalmasi igin
yetersiz kalabilir ve bozunma hizlari degisken olmaktadir. Ek olarak
uygulandiklari bolgelerdeki ¢evre dokularla butinlesmesi ve uyumu tam

olarak saglanamayabilir (22, 84).
2.5.1 Kitosan

Kitosan, kitinin kismi deasetilasyonuyla elde edilen organik bir
kopolimerdir. Kitin, dogada selulozdan sonra en ¢ok bulunan bir protein olup,
deniz kabuklularinin ve mantarlarin hiicre duvarinda mevcuttur. Kitosan, 3(1-

4)glukozamin (2-amino-2-deoksi-D-glukoz) ve N-asetil-D-glukozamin(2-
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asetamido-2-deoksi-D-glukoz) baglanmasiyla olusur ve molekdl agirhgr 50-
2000 kDa arasinda degismektedir. Ticari olarak % 50 ile % 90 arasinda
degisen deasetilasyon derecelerine sahip formlari bulunmaktadir. Partikul
blayukligu 30 um’den kiguk ve pH degeri 6,5-7,5'tur. Suda ve bazik ortamda
¢bzunmezken organik asit igerisinde inorganik asitlerden daha lyi
¢ozunurlige sahiptir. Bu pH bagimli ¢ézunurlik, 1imh kosullarda kitosana
kolay islenebilme Ozelligi saglamaktadir. Kitosanin doku icerisinde yikimi

temel olarak lizozim tarafindan saglanmaktadir (85, 86).

Kitosan immunolojik yanit olusturmayan, toksik olmayan, biyoabsorbe
olabilen ve ¢ok cesitli biyolojik etkilere sahip organik bir bilesiktir. Muzzarelli
ve dig. (87) yapmis olduklari bir galismada yara iyilesmesinde kitosanin
dokunun stabilitesini ve yapisini destekledigini ve u¢ boyutlu bir iskele gorevi
g6rdigunt rapor etmiglerdir. Lahiji ve dig. (88) yapmis olduklari bir
calismada osteoblastlarin kitosan kapli plastik yizeylerde canliliklarini % 90
oraninda koruduklarini, hiicre morfolojisini ve fonksiyonlarini strduarduklerini
bildirmiglerdir. Ek olarak kitosanin yara iyilesme surecindeki olumlu
etkilerinden  biri de  Aggregatibacter actinomycetemcomitans ve
Porphyromonas  gingivalis gibi 6nemli  periodontopatojenlerin  ve
Streptococcus mutans ve Streptococcus aureus gibi mikroorganizmalarin
uzerinde inhibe edici yani antibakteriyel 6zelliginin olmasidir (89-91). Kitosan;
dokular tUzerinde toksik etki yaratmamasi, biyoabsorbe olabilirligi ve 6zellikle
mukozal yuzeylere iyi tutunabilen bir madde olmasi nedeniyle kontrolli salim

sistemleri icin ideal bir ajandir (90, 92).

Klokkevold ve dig. (93) farelerden elde edilen kok hucre kultirlerine
asetik asitte ¢gozinerek uygulanan 2 mg/ml’lik kitosanin, kontrol grubuna gore

iki kat daha fazla mineralize yapi olusumunu sagladigini géstermislerdir.

Akman ve dig. (94) yapmis olduklari bir calisma ile, bFGF yuklu HA-
kitosan doku iskelesinin u¢ boyutlu gozenekli yapisiyla PDL ve sementoblast
hlcrelerinin mineralizasyonunu, ¢ogalmasini ve hucre digi matris sentezini

destekledigini gostermiglerdir.
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Yilgor ve dig. (95) fare kemik iligi mezengimal kok hucrelerini
kullanarak yapmis olduklari bir galismada gelistirdikleri ¢ boyutlu fibréz
kitosan doku iskelesinden nanopartikiller araciligiyla ardisik salinan BMP-2

ve BMP-7’nin farklilasmayi indUkledigini bildirmiglerdir.

GUnUmuzde doku muhendisligi prensiplerine baglh kalinarak
periodontal rejenerasyonda doku iskelesi kullanimi ile buyime ve farklilasma
faktorlerinin kontrolli ve ¢oklu salimi Gzerinde durulmaktadir (96). Tasiyici
kullanimi ile kontrolli salim saglanarak; buayime ve farklilagsma faktorlerinin
yari dmurlerinin kisa olmasi, 6zgul bir bolgeye ulastirilma gereksinimi ve
ortamda ¢6zunur olmalari gibi problemlerin onune gegilmistir. BuylUme ve
farkhlasma faktorlerinin ¢oklu salimi ile hicre bliyume ve farkhlagsmasinin
farkli evrelerine etki gosteren faktorlerin bir arada kullanimi saglanarak hucre

fonksiyonlari Uzerindeki etkinin artiriimasi ve kontroli hedeflenmektedir.

Lynch ve dig. (97) rhPDGF ve rh-IGF-I kombinasyonlarinin es zamanli,
kontrolli saliminin periodontal rejenerasyondaki etkilerini incelemislerdir.
Kopeklerde yapilan bu ¢alismada periodontal defektlere metilsellloz jel ile
uygulanan rhPDGF ve rh-IGF-I kombinasyonunun (3/3 ug) 2-5 haftalik
iyilesme donemlerinde kontrol grubuna kiyasla sement ve kemik olusumunu

anlamli olarak artirdigini gostermislerdir.

Howell ve dig. (98) cift tarafli kemik ici veya furka defekti olan 38
hastada yapmis oldugu bir ¢calismada, rhPDGF ve rhIGF-I'in disik doz (50
pg/ml) ve ylksek doz (150 pg/ml) kombine uygulamalari ayri ayri test
edilmigtir. Calismanin sonuglari yiksek doz rhPDGF ve rhIGF-I
uygulamasinin periodontal defektlerde daha fazla kemik dolumu sagladigini

gOstermisgtir.

Chen ve digd. (96)'nin yapmis oldugu in vitro ¢alismada hidrojel tasiyici
icerisine yerlestirilmis mikrokureler igerisindeki BMP-2 ve IGF-I'in kombine
kullaniminin PDL  fibroblastlarinin  atagmanina, metabolizmasina,

¢cogalmasina ve farkhlasmasina olan etkisinin BMP-2 ve IGF-I'in ayri ayri
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saliminin saglandigi gruplara kiyasla anlamli olarak daha yuksek oldugu

bildirilmigstir.

Doku muhendisligi uygulamalari kapsaminda son zamanlarda buyuime
ve farklilasma faktorlerinin ¢oklu ve ardisik salimi Uzerinde durulmaktadir.
Doku iyilesmesinin dogal surecine benzer olarak hazirlayici (competence) ve
ilerletici (progression) buyume ve farkllagma faktorlerinin bir arada
kullanilmasi, buna ek olarak kullanilacak bu biyomolekillerin birbiriyle
sinerjistik etkisinin bulunmasi ve bu faktorlerin hedeflenen doku igin uygun
karakterde bir doku iskelesinden kontrollii ve beklenen sekilde ardisik olarak
saliminin saglanmasi doku muihendisligi kapsaminda yapilan rejeneratif

¢alismalarin gelistirilmesi i¢in 6nem arz etmektedir.
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Kompozit doku

iskelesinin olugturulmasi

In-vitro salim

calismalari

Hiicre kiltiiri

deneyleri

1) Aljinat

hazirlanmasi ve

mikrokiirelerin
IGF-1 ile
yuklenmesi
2) Karakterizasyon g¢aligmalari
e Boy ve boy dagilimlarinin
belirlenmesi
e Sisme deneyleri
e Biyobozunurluk
calismalan
e FTIR analizi
3) PLGA

hazirlanmasi

nanopartikiillerin
ve BMP-6 ile
yiiklenmesi
4) Karakterizasyon galigmalari
e Partikul
olglimii

e SEM analizi

buyukliginiin

e FTIR analizi
5) Kitosan doku iskelesine
aljinat  mikrokiirelerin  ve
PLGA

entegre edilmesi ile kompozit

nanopartikiillerin

yapinin uretimi

1) Aljinat
mikrokiirelerden BSA

saliminin incelenmesi

2) PLGA
nanopartikiillerden
BSA saliminin

incelenmesi

1) Hiicre proliferasyonu
(MTT analizi)

2) Gen ifade Seviyeleri
(RT-PCR)

3) Mineralizasyon tayini

(von Kossa boyamasi)

4) Hiicre morfolojisi
(SEM analizi)

Tablo 3.1 Gereg ve Yontem/ ¢calisma plani.

3.1 Aljinat mikrokiirelerin hazirlanmasi ve IGF-I ile yliklenmesi

Calisma kapsaminda aljinat mikrokurelere erken dénem farklilagsma

faktori olan

IGF-I'in  yliklenmesi

islemi

gerceklestirildi.

Aljinat  (Fluka,

Almanya) mikrokureler elektrospreyleme yontemi kullanilarak hazirlandi (99).

Degisik elektriksel potansiyel farklarda kure formunda yapilar olusmasini
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saglayan elektrospreyleme, elektro hidrodinamik atomizasyon olarak da
adlandiriimaktadir. Basit bir elektrospreyleme duzenegi; siringa pompasi,
voltaj kaynagi ve toplayicidan olugsmaktadir. Sistem, igne ucu ile toplayici
arasinda potansiyel fark olusturuimasi temeline dayanmaktadir.
Elektrospreyleme tekniginde siringa pompasi yardimiyla istenilen hizda
akitilan polimer ¢ozeltisi, igne ucuna uygulanan voltajin etkisiyle kiguk
kireler halinde damlar. Olusan bu kuireler, toplayici olarak genellikle
multivalent katyonlarin ¢ozeltisine damlatilarak gapraz baglanmalari saglanir.
Uretilen mikrokdrelerin boyut dagihmi dikkate alindiginda, dagilim araliginin
dar ve standart sapmasinin ¢ok dusuk oldugu gorilmektedir. Ayrica,
puskdrtilen polimerin kire olugsma esnasinda, capraz baglayici ¢ozelti
icerisinde kendiliginden dagiimasi sonucu kimelenmemesi veya ¢okmemesi,
sistemin diger avantajlarini olusturmaktadir. Uretim sirecinde, diger
mikrokure dretim yodntemlerinden farkl olarak, toksik kimyasallarin
kullanimina yer yoktur. Elektrospreyleme yonteminde mikroklure boyutunu
etkileyen temel parametreler, uygulanan voltaj, polimerin akis hizi ve giringa-
toplayici arasindaki mesafe olarak siralanabilir (100). Oncelikle distile su
icerisinde % 2’lik aljinat ¢ozeltisi hazirlandi ve manyetik karistiricida 1 gece
boyunca karisma saglandi. Daha sonra c¢oOzelti suzildi ve 22 G uglu
siringaya alindi. Uretim parametrelerini belilemek amaciyla farklh voltajlar
(gu¢ kaynagi; Gamma High-Voltage Research, FL, ABD) ve akis hizlari
(siringa pompasi; New Era Pump Inc., ABD) uygulanarak oncul ¢aligmalar
yapildi. Belirlenen parametreler dogrultusunda, aljinat ¢ozeltisi kalsiyum
klorir (CaClz) c¢ozeltisi icerisine spreylendi ve c¢apraz baglamanin
gerceklesmesi icin bu ortamda 24 saat bekletildi. Bu sirenin sonunda CaCl2
ortamdan uzaklastirildi, kureler distile su ile 1 kez yikandi ve 1 saat % 70’lik
etanolde bekletildi. Etanol uzaklagtirildiktan sonra sirasiyla -20°C ve
-80°C’de 1’er gece kurutma islemi gergeklestirildi. Aljinat mikrokurelere IGF-I
(R&D, ABD) yuklemek igin, belirlenen konsantrasyondaki IGF-I (250 ng/mg
partiktl) aljinat ¢dzeltisi icerisine eklendi ve homojen bir ¢ozelti elde edilene

kadar karigtirma yapildiktan sonra elektro spreyleme iglemi gergeklestirildi.
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3.2 Aljinat Mikrokiirelerin Karakterizasyon Caligmalari
3.2.1 Boy ve Boy Dagilimlarinin Belirlenmesi

Aljinat mikrokurelerin boy ve boy dagilimini belirlemek amaciyla 1sik
mikroskobu altinda fotograflar gekildi. Daha sonra Image J programi (Ulusal
Saglik Enstitusu-National Institute of Health, MD, ABD) kullanilarak 100 adet
mikrokurenin ¢aplari Olguldu. Elde edilen veriler dogrultusunda mikrokurelerin

ortalama ¢aplari ve ¢ap dagilimlari hesaplandi.
3.2.2 Sigsme Deneyleri

Kuru haldeki mikroklreler fosfat tampon c¢ozeltisi (PBS) (pH:7.4)
icerisine alindi ve belirlenen zaman araliklarinda 11k mikroskobu altinda
fotograflari ¢ekildi. Mikrokurelerin zamana baglh hacimsel degisimleri g6z

onunde tutularak sisme oranlari hesaplandi ve grafik Gzerinde gosterildi.
3.2.3 Biyobozunurluk Galigsmalari

PBS igerisine alinan mikrokureler 37°C’deki etlv igerisine koyuldu.
Belli zaman araliklarinda, 1sik mikroskobu kullanilarak morfolojik gézlem

yapildi ve yapisal butunlugun takibi gergeklestirildi.

3.2.4. Fouier Transform Kizilotesi Spektroskopi (FTIR) Analizi

Aljinat mikrokurelerin kimyasal analizini gerceklestirmek amaciyla 400-
4000 cm™* dalga boyu araliinda FTIR (Thermo Fisher Scientific, Nicolet
iIS10, Waltham, MA, ABD) spektrumlari alindi. In vitro salim calismalari
kapsaminda, mikrokurelere sigir serum albumin (BSA) yuklendikten sonra da

FTIR analizi tekrarlandi ve kargilastirma yapildi.
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3.3 PLGA Nanopartikullerin Hazirlanmasi ve BMP-6 ile yiiklenmesi

PLGA (nanopartikuller emdulsiyon-difuzyon-evaporasyon yontemi ile
hazirlandi (101). PLGA kopolimeri (50:50 bilesimine sahip) etil asetat
icerisinde ¢ozllerek % 2’lik (w/v) organik faz olusturuldu. Elde edilen organik
faz, igerisinde %1 (w/v) oraninda ¢6zinmus didodesildimetilamonyumbromur
(DMAB) bulunan sulu faza ilave edildi ve olugsan karisim yuksek hizli
homojenizatorde 15000 rpm’de karistirildi. Karigsima sicak su eklenerek
icerisinde bulunan organik fazin u¢gmasi beklendi ve sulu fazda suspanse
halde PLGA nanopartikiller elde edildi. BMP-6 (Uscn, Cin)'nin partikullere
yuklenmesi igin, belirlenen konsantrasyondaki BMP-6 (250 ng/mg partikil)

organik faza eklendi ve uretim bu sekilde gergeklestirildi.
3.4 PLGA Nanopartikullerin Karakterizasyon GCalismalari
3.4.1 Partikul buytiklugu olgumu

Uretildikten sonra sulu faz icerisinde muhafaza edilen PLGA
nanopartikillerin  boy dagilimlarinin dlglilebilmesi i¢in, nanopartikillerin
bulundugu c¢ozelti 1:10 oraninda seyreltildi ve Zetasizer Nano-S (Malvern

Ins., ingiltere) ile partikiillerin boy dagilimlari belirlendi.
3.4.2. Taramal Elektron Mikroskop (SEM) Analizi

Sulu fazda bulunan PLGA nanopartikuller, analiz yapilacak ylzeye
damlatihp, kurutulduktan sonra altin-paladyum alasimi ile kaplandi ve

taramali elektron mikroskobu (Zeiss, Evo 50, Almanya) ile incelendi.
3.4.3. FTIR analizi

PLGA nanopartiklllerin kimyasal yapilarinin belirlenebilmesi igin 400-
4000 cm* dalga boyu araliginda FTIR (Thermo Fisher Scientific, Nicolet
iIS10, Waltham, MA, ABD) spektrumlari alindi. In vitro salim galismalari
kapsaminda, nanopartikillere BSA yuklendikten sonra da FTIR analizi

tekrarlandi ve spektrumlar kargilastirildi.
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3.5 In vitro Salim Galigsmalari
3.5.1 Aljinat mikrokurelerden BSA saliminin incelenmesi

Model salim c¢alismalari kapsaminda aljinat mikroklrelere BSA
yuklendi. Bu amagla aljinat ¢ozeltisi hazirlanirken, aljinat miktarinin agirlikga
(w/w) % 5’i oraninda BSA ¢Ozelti igerisine katildi ve spreyleme islemi bu
sekilde gergeklestirildi. Enkapsulasyon verimini belirlemek amaciyla 15 mg
aljinat mikroklire 10mM etilendiaminotetraasetikasit (EDTA) iceren 1 mL PBS
icerisinde 1 gece bekletildi. In vitro salim profilini elde etmek amaciyla ise, 20
mg partikil 5 mL PBS igerisine koyuldu ve 37°C’de salim calismalari
gerceklestirildi.  Aljinat  mikroklrelerden salinan BSA miktari ve
enkapsulasyon verimi NanoDrop 1000 Spectrophotometer (Thermo
Scientific, ABD) ile tayin edildi.

3.5.2 PLGA nanopartikiullerden BSA saliminin incelenmesi

Model salim calismalari kapsaminda PLGA nanopartikillere BSA
yuklendi. Bu amagla nanopartikil Uretim asamasinda sulu faza polimerin %
5’i oraninda BSA eklendi. Salim g¢aligmalari igin 25 mg PLGA 1 mL PBS
icerisine alindi ve 37°C’de in vitro salim c¢alismalari gergeklestirildi.
Enkapsulasyon verimini belirlemek amaciyla 25 mg PLGA nanopartikil 1 mL
dimetil  sUlfoksit (DMSO) icerisinde 1 gece Dbekletildi. PLGA
nanopartikillerden salinan BSA miktari ve enkapsulasyon verimi NanoDrop

1000 Spectrophotometer (Thermo Scientific, ABD) ile tayin edildi.

3.6 Kitosan Doku iskelesi/Aljinat Mikrokiire/PLGA Nanaopartikiil iceren

Kompozit Yapinin Olusturulmasi

Blyume faktorlerini sirali salan bir sistem olusturmak amaciyla
mikrokureler ve nanopartikilleri tasiyan kitosan (Sigma-Aldrich, Almanya)
doku iskeleleri dondurarak-kurutma ydntemi ile hazirlandi. Oncelikle 0.2 M
asetik asit iceren distile su icerisinde % 1.1’lik kitosan ¢ozeltisi hazirlandi
(102). Hazirlanan ¢ozelti 48 saat boyunca manyetik karistiricida karistirildi.

Bu slre sonunda belirlenen miktardaki nanopartikiller (iskele basina 2 mg



25

nanopartikal koyuldu) 500 pL distile su ile kitosan c¢ozeltisine eklendi.
Eklenen su miktarina bagh olarak hesaplanan miktarda kitosan ve asetik asit
de ¢ozeltiye eklendikten sonra karistirma islemi 2 saat daha devam ettirildi.
Daha sonra kaliplara dokulen ¢ozelti -20°C’de donduruldu ve liyofilizatérde
(Christ, Almanya) kurutma iglemi gergeklestirildi. Sirasiyla % 96’lik ve %
70’lik etanol ile muamele edilerek stabilizasyonlari gerceklestirilen doku
iskelelerine tekrar kurutma islemi uygulandi. Elde edilen doku iskelelerine
aljinat mikrokurelerin yiklenmesi emdirme ydntemi ile gerceklestirildi. Aljinat
mikrokureler ultraviole (UV) ile steril edildi ve steril PBS igerisine alinarak,
yine steril kosullarda 100 yL PBS ile doku iskelelerine yuklendi. Bir mg aljinat
mikrokire 100 uL PBS igerisinde doku iskelelerine emdirildi ve son kez

liyofilizatérde kurutma islemi gercgeklestirildi.
3.7 Hiicre Kilturu Caligsmalan
3.7.1 Sementoblastlarin elde edilmesi

Calismada NIDCR (National Institute of Dental and Craniofacial
Research) baskani Prof. Dr. Martha J. Somerman tarafindan saglanan
immortalize sementoblast hicre serisi (OC-CM) kullanildi. Sementoblast
hicre serisinin elde edilmesi icin; osteokalsin promoterdriven SV-40 T
antijeni transjenik fareler (OC-TAg) kullaniimistir. Bu amagcla, 41 gunluk
farelerin alt ceneleri rezeke edilerek molar digleri ¢ikartiimistir. Diseksiyon
mikroskobu altinda caligilarak alveol kemiginden gelebilecek osteoblastlarin
doku Orneklerine alinmasi engellenmigtir. SV-40 TAg ekspresyonunun
artmasinin  saglanmasi ile PDL hucrelerinin  degil, osteokalsin
ekspresyonunun yuksek oldugu sementoblast hucrelerinin immortalize

edilmesi saglanmistir (68).
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3.7.2 Hucre Kiiltiiri deney gruplari
Hucre kaltart ¢calismalarinda asagidaki deney gruplari olusturuldu;
1) Kitosan doku iskelesi grubu (Kitosan)

2) IGF-I yUklG mikrokUreleri iceren kitosan doku iskelesi grubu
(Kitosan/Aljinat)

3) BMP-6 yuklu nanopartikulleri iceren kitosan doku iskelesi grubu
(Kitosan/PLGA)

4) Mikrokureleri ve nanopartikllleri iceren kitosan doku iskelesi grubu

(Kompozit yapr)
3.7.3 Hucre Ekimi

Doku iskeleleri ile yapilan hicre kualtird galismalarinda parafilm ile
kaplanmis 24-gozla kaltir kaplar kullanildi. Parafilmler, 24 goézla kaplarin
tabanini kaplayacak sekilde kesildi ve kullanilincaya kadar % 70 etanol
icerisinde bekletildi. Hucre kiltari galismasindan 6nce parafilmler, kaplarin
icerisine yerlegtirilerek 30 dakika % 70 etanol ve 45 dakika UV ile sterilize
edildi. On mm capinda ve 2 mm kalinliginda doku iskeleleri 24 gozIU kaltlr
kaplarina yerlestirildi ve iskelelerin sterilizasyon islemleri 30 dakika % 70
etanol ve 45 dakika UV ile muamele edilerek gerceklestirildi. EKimden 6nce
iskeleler iki kez PBS, bir kez de serum icermeyen huicre kultur ortami ile
yikanarak etanollin uzaklagsmasi saglandi. Sementoblast hicreleri aktif olarak
uredikleri doku kualturt kaplarindan tripsin yardimiyla kaldirildi ve hicreler 50
uL buylime ortami ile iskelelere ekildi (5x10* hiicre/iskele konsantrasyonu).
Hucre yapismasini beklemek amaciyla yaklagik 3 saat beklendi ve her bir
gbze 1 mL buyume ortami [% 89 Dulbecco’s Minimum Essential Medium
(DMEM), % 10 fotal sigir serumu (FBS) ve % 1 penisilin-streptomisin]
eklendi. Yirmidért saat sonra buyume ortami, 10 mM (-gliserol fosfat, 50
pg/mL askorbik asit iceren mineralizasyon ortami ile degistirildi. Calismalar
boyunca hucreler 37°C’lik inkubatdrde (% 5 CO2, % 95 nemlilik; Hereaus,
Almanya) inkibe edildi.
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3.7.4 3-[4,5-dimetiltiyazol-2-yl]-2,5-Difeniltetrazolyum Bromur (MTT)
Analizi

Doku iskeleleri Uzerinde Ureyen sementoblast hucrelerinin
mitokondriyal aktiviteleri, kultar suresince farkl zamanlarda (2, 4, 6, 8 ve 12.
glnlerde), MTT ile kantitatif olarak tayin edildi. Canli hicrelerin mitokondrisi
tetrazolyum bilesenini indirgeyerek formazan kristallerine donustirmektedir.
MTT yonteminde olusan bu kristaller izopropanol igerisinde ¢ozdurulerek,
ortaya ¢lkan mor renkli ¢dzeltinin absorbans degerleri okunarak ve elde
edilen bu absorbans degerinin, Uremesini devam ettiren canli hiicre miktari
hakinda bilgi verdigi kabul edilir.

MTT analizi i¢in oncelikle doku iskeleleri Gzerindeki kultir ortami
uzaklastirildi. Ardindan, her bir gdéze 600 pL serumsuz besi ortami ve 60 pL
MTT c¢ozeltisi (2.5 mg/mL PBS) eklendi. Hticreler bu sekilde 37°C’deki etlivde
3 saat boyunca inkibe edildi. inkiibasyon siirecinden sonra, doku iskeleleri
uzerindeki ortam uzaklastirildi ve iskeleler bagka bir 24 go6zIu kiltur kabina
aktarildi. Her bir géze 400 pL izopropanol eklenerek olusan formazan
kristallerinin ¢éziinmesi saglandi. Optik yogunluk, elde edilen ¢dzeltiden 200
ML alinarak, 690 nm referans olmak Uzere 570 nm’de mikroplate okuyucu

(Asys UVM 340, Avusturya) ile spektrofotometrik olarak ol¢uldu.
3.7.5 Gen ifade Seviyelerinin Belirlenmesi

Doku iskelelerine 5x10* hiicre ekildi ve 1 mL bliyime ortami (% 89
DMEM, % 10 FBS ve % 1 penisilin-streptomisin) eklendi. Yirmidort saat
sonra bluytime ortami, 10 mM B-gliserol fosfat, 50 ug/mL askorbik asit iceren
farkhlasma ortami ile degistirildi. Calismalar boyunca hicreler 37°C’lik
inkubatérde (% 5 CO2, % 95 nemlilik; Hereaus, Almanya) inkibe edildi.
Doérdincu ve 12. gunlerde trizolQIAzolLysisReagent (Qiagen, ABD)
kullanilarak hticre lizati elde edildi. Elde edilen hiicre lizatindan RNAeasy Kkiti
(Qiagen ABD) kullanilarak RNA o6rnekleri hazirlandi. Ancak, calisma
kapsaminda elde edilen RNA kalitesinin PCR ¢alismalari igin yeterli dizeyde
olmadigl saptandigindan gen ifade seviyesi tayini deneylerinin devamlilgi
acisindan elde edilen RNA 6rneklerinin saflastiriima islemi gergeklestirildi. Bu
amagla RNA cleanup kiti (Qiagen, ABD) dretici firmanin &nerileri
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dogrultusunda kullanildi. 30 pl olan 6rnekler 70 pl distile su kullanilarak 100
ul'ye tamamlandi. Her 6rnek (izerine 250 pl etanol eklendi. Ornekler kite ait
Ozel kolonlara yerlestirilerek 30 saniye santrifljj islemine tabi tutuldu. Filtreden
gecerek kolonlarin alt kisminda biriken sivi ornek dokulerek Ust kismina kite
ait RPE c¢ozeltisi eklendi (500 pl). Yapilan 2 dakikalik santrifij igsleminden
sonra yine kolonlarin alt kisimlarinda biriken sivi ornekler uzaklastirildi.
Kolonlardan c¢ikarilan filtreli i¢ kisimlar ependorf tlplere yerlestirildi.
Uzerlerine 30 pl distile su ilave edilerek 1 dakika santrifljj islemi tekrarlandi
ve ependorf tuplerde saf RNA elde edildi. Saflastirlan RNA 6rneklerinin
konsantrasyonlari ve saflik dlgimleri NanoDrop 1000 Spectrophotometer
(Thermo Scientific, ABD) kullanilarak tayin edildi. izole edilen RNA’lar
kullanilarak cDNA sentezi yapildi. cDNA sentezi reverse transkripsiyon ile
50°C’de 30 dakikada gerceklestirildi. Ardindan, PCR’in ilk aktivasyon
basamagi 95°C’de 15 dakikada, 40 dongude denaturasyon ile g¢odalma
basamagi 94°C’de 15 saniyede, primerlerin ortamda bulunan hedef DNA
bileseni ile birlesip, ayrilma basamagi 55°C’de 30 saniyede ve uzatma
basamagi ise 72°C’de 30 saniyede gercgeklestirildi. B-aktin geni referans gen
olarak kullanilarak OCN, tip-I kollajen ve runt-related transcription factor 2
(Runx2)’nin gen ifade seviye duzeyleri tayin edildi. Her bir gen igin kullanilan

primerler (Motek, Turkiye) Tablo 3.7.1’de 6zetlenmistir.
3.7.6 von Kossa Boyamasi

Osteojenik farkhlasmanin belirlenmesi amaciyla, hicre kaltar
calismasinin 8. ve 12. Gunlerinde olusan mineralize nodullerin gosteriimesi
icin von Kossa boyama uygulandi. Oncelikle hiicrelerin (izerindeki besi
ortami uzaklastirilarak PBS ile iki kez yikama islemi uygulandi. Daha sonra,
buzla sogutulmus % 100 etanol ile oda sicakliginda 20 dakika fiksasyon
islemi gercgeklestirildi. Fiksasyon isleminden sonra hucreler 30 dakika % 5’lik
AgNOsz (0.5 g AgNOs/mL su) ile karanlikta inkiibe edildi. inkiibasyondan
sonra deiyonize su ile yikama islemi gerceklestirildi ve ornekler 2 dakika UV

Isigina maruz birakildi.
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RT-PCR analizinde kullanilan genlere ait Primerler

Genler Forward Primer Reverse Primer
ﬁ aktin 5-GTG CTATGT TGC CCT | 5-GAT GCC ACAGGATTC
-akti
AGA CTT CG-3 CAT ACCC-3
. , 5-CAA GAT GTG CCA CTC | 5-TCT GAC CTG TCT CCA
Tip-1 kollajen
TGA CT-3’ TGT TG-3'
R 5 5-GCA TGG CCA AGA AGA | 5-CCT CGG GTT TCC ACG
unx2:
CAT CC-3 TCTC-3
. 5-CTT TCT GCT CAC TCT | 5-TAT TGC CCT CCT GCT
Osteokalsin

GCTG-3 TGG-3’

Tablo 3.7.1 RT-PCR analizinde her bir gen igin kullanilan primerlerin listesi.
3.7.7 SEM Analizi

Hucrelerin  doku iskelesi Uzerindeki goruntulerinin  belirlenmesi
amaciyla SEM analizleri gergeklestirildi. Hicrelerin doku iskeleleri Gzerindeki
morfolojilerinin, yapigsma ve yayilma egilimlerinin gérintulenmesi igin 2., 4. ve
8. gunlerde SEM analizleri yapildi (Zeiss Evo 50, Almanya). SEM analizi icin
oncelikle doku iskeleleri Uzerindeki kultir ortami uzaklastirildi ve doku
iskeleleri birer kez PBS (pH=7.4) ile yikandi. Daha sonra % 2.5luk
gluretaldehit ¢ozeltisi (PBS igerisinde) ile 30 dk boyunca fiksasyon islemi
gerceklestirildi. Fiksasyon isleminden sonra tekrar PBS ile yikanan ornekler,
ikiser dakika etanol serilerinde (% 30, % 50, % 70, % 90 ve % 100 (v/v))
bekletildi ve hlcrelerin igerisindeki suyun yapidan uzaklastiriimasi saglandi.
Ornekler son olarak hekzametildisilazan (HMDS) igerisinde 5 dakika bekletildi
ve havada kurutma islemi gerceklestirildi. Orneklerin SEM gérintiileri,
yuzeyleri altin-paladyum tabakasi ile kaplanarak alindi. Farkli buyutmelerde
goruntuler elde edilerek doku iskeleleri ve hucrelerin morfolojik 6zellikleri

incelendi.
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3.8 istatistiksel Analiz

Calisma sonugclari GraphPad Instat® programi kullanilarak istatistiksel
agidan degerlendirildi. Veriler U¢ deney igin ortalamatstandart sapma
degerleri ile Dbirlikte sunuldu. Farkli gruplarin istatistiksel olarak
kargilastiriimasi igin tek yonli varyans analizi (ANOVA) kullanildi ve p-

degerinin 0.05’den az oldugu durumlar anlamli kabul edildi.
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4. BULGULAR
4.1 Aljinat Mikrokiirelerin Hazirlanmasi

Calismada erken dénem farklilasmada gorev alan bir buyime faktoru
olan IGF-I'in salimi igin biyobozunurlugu kisa surede gerceklesen bir
malzeme olan aljinat secildi. IGF-I'in saliminda kullanilacak aljinatin
elektrospreyleme yontemi ile mikrokire formunda Uretilmesine karar verildi.
Arastirmada optimum kosullari belilemek amaciyla gesitli dncul ¢alismalar
yapildi. Uygulanan voltaj 10-20 kV arasinda ve akis hizi 10, 20, 40 ve 80
mL/sa olarak degistirildi. Ayrica siringa ucu-toplayici arasindaki mesafe, 5 ve
10 cm olmak Uzere farkl denemeler yapildi. Elde edilen veriler 1s1ginda
optimum kosullar; voltaj 20 kV, akis hizi 10 mL/sa ve siringa-toplayici

arasindaki mesafe 10 cm olarak belirlendi.
4.2 Aljinat Mikrokiirelerin Karakterizasyon Caligmalari
4.2.1 Boy ve boy dagilimlarinin belirlenmesi

Aljinat mikroklrelerin morfolojik incelemeleri 11k mikroskobu altinda
gerceklestirildi. Sekil 4.2.1’de aljinat mikrokurelerin  optik mikroskop
goOruntulerine yer verimistir. Kuresel bir gorintlu sergileyen mikrokurelerin
ortalama caplari 296+18 um olarak hesaplandi. Standart sapma degerleri

mikrokurelerin es boy dagilimina sahip oldugunu gostermektedir.

x4 x10 x20

Sekil 4.2.1 Aljinat mikrokurelerin optik mikroskop goruntuleri.
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4.2.2. Sigsme Deneyleri

Aljinat mikrokureler Uretim asamasindan sonra liyofilizasyon teknigi ile
kurutuldu. Daha sonra kuru kareler sisme ¢alismalarinin yartttlmesi igin PBS
(pH:7.4) igerisine alindi. Mikrokurelerin kuru ve sismis halleri Sekil 4.2.2°de

gOsterilmigtir.

(a) (b)

Sekil 4.2.2 Aljinat mikrokurelerin kuru (a) ve sismis (b) halleri (x4).

Esitlik 1 kullanilarak aljinat mikrokurelerin sisme oranlari belirlendi ve
zamana karsi grafige gecirildi (Sekil 4.2.3). Karelerin ilk 5 dakikada hizl bir
sekilde sismis olduklari ve yaklagik 2. saat sonunda denge sismesine
ulastiklar kaydedildi. Ayrica kuruyan kurelerin sisme ozelliklerinin geri

donusumlu oldugu belirlendi.

Kuru hacim

Sisme Orani (Q)= ——— X100 (1)
Sismis hacim
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Sekil 4.2.3 Aljinat mikrokurelerin sigsme kinetigi.

4.2.3 Biyobozunurluk Caligmalari

Biyobozunurluk calismalari kapsaminda PBS tamponu (pH:7.4)
icerisinde 37°C’de bekletilen aljinat mikrokurelerin belli zaman araliklarinda
optik fotograflar ¢ekildi. Kuru halde PBS tamponuna koyulan kurelerin
oncelikle siserek dengeye geldikleri gdézlendi. Sisen klrelerin 48 saat
boyunca kuresel formlarini korudugu goézlendi. Ancak, iyonik badlarla zayif
olarak c¢apraz baglanmis mikrokUrelerin 72. saat sonunda yapisal
batanltklerini kaybetmeye basladiklari kaydedildi (Sekil 4.2.4).
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ilk halleri (x10) 48 saat sonra (x4)

24 saat sonra (x10) 72 saat sonra (x4)

Sekil 4.2.4 Aljinat mikrokurelerin biyobozunurluk g¢alismasi kapsaminda
cekilen optik fotograflari.

4.2.4 FTIR Analizi

Sekil 4.2.5°de aljinat mikrokirelere ait FTIR spektrumlari bulunmaktadir.
Yaplya ait karakteristik pikler sekil Uzerinde gdsterilmigtir. Aljinat ve BSA’nin
kimyasal yapisi birbirine benzediginden, BSA yuUklenmesinin yapinin
kimyasal Ozelliklerini ¢ok fazla degistirmedigi gozlendi. Ancak, BSA’nin
varligiyla birlikte N-H gerilme pikinin belirginlestigi, C=0O gerilme ve N-H
bukdlme, C-N gerilme piklerinin genigledigi izlendi (103).
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Sekil 4.2.5 Aljinat mikroktrelerin BSA ylklenmeden dnceki ve sonraki FTIR
spektrumliari.

4.3 PLGA Nanopartikiillerin Hazirlanmasi

PLGA nanopartikullerin Uretiminde emulsiyon-difizyon-evaporasyon
yontemi kullanildi. Yontemde, polimer bir organik ¢bzicu igerisinde
¢ozuldukten/dagitildiktan sonra elde edilen ¢oOzelti stabilizor iceren sulu
¢ozelti ile kanstirildi. Bu karistirma sonucunda, stabilizor ile gevrelenmis,
¢bzinmuUs polimeri tasiyan organik faz damlaciklari olustu. Organik faz
yapidan buharlagsarak uzaklastiktan sonra suda dagilmis polimerik partikiller
elde edildi. Organik faz ve sulu faz karistirildiktan sonra yuUksek hizli

homojenizator kullanilarak partiktl boyutu kontrol edildi.
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4.4 PLGA Nanopartikillerin Karakterizasyon Caligsmasi
4.4.1 Partikiil Biiyiikliigii Olgiimii

PLGA nanopartikillerin boy ve boy dagiimi analizi Zetasizer (Malvern
Ins., Ingiltere) ile gergeklestirildi. Uretilen nanopartikiillerin boyutlari 1232 nm
ve ¢oklu dagihm indeksleri (PDI) 0.6 olarak bulundu (Sekil 4.4.1).

Size Disfribution by Intensity
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Sekil 4.4.1 PLGA nanopartiklllerin boy ve boy dagilimlari.

4.4.2 SEM Analizi

SEM analizi sonucunda PLGA nanopartiklllerin tek tek ve kiresel
formda olduklari géruldu ve boyutlari 1311£319 nm olarak hesaplandi (Sekil
4.4.2). Elde edilen veriler Zetasizer (Malvern Ins., ingiltere) dlgimleri ile

uyumlu bulundu.
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Sekil 4.4.2 PLGA nanopartikullerin SEM goruntuleri.

4.4 3 FTIR Analizi

FTIR analizi sonucunda Sekil 4.4.3’ de verilen spektrumlar elde edildi.
PLGA’nin yapisindaki karakteristik, aldehit ve keton gruplarina ait, C=0
gerilme titregimleri 1756.23 cm*'de gozlendi. Ylklenen BSA miktari az
oldugundan varligi FTIR’ da belirlenemedi (104).
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Sekil 4.4.3 PLGA nanopartikullerin BSA yluklenmeden dnceki ve sonraki FTIR
spektrumlari.
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4.5 In vitro Salim Galigmalari
4.5.1 Aljinat Mikrokiirelerden BSA Saliminin incelenmesi

BSA yuklenmis aljinat mikroklrelerin 6ncelikle enkapsulayon verimleri
hesaplandi. Bu amagla aljinat mikrokureler EDTA ¢ozeltisi igerisine alindi
(EDTA bir selasyon ajani oldugu i¢in yapidaki Ca iyonlarini baglayarak aljinat
mikroklrelerin yapisal butunliginin bozulmasina ve enkapstle ettikleri
BSA’nin ortama salinmasina neden olmaktadir). NanoDrop ile yapilan
Olcimler sonrasinda enkapsulasyon verimi % 40 olarak belirlendi. Aljinat
mikroklreler Uretim asamasindan sonra, ¢apraz baglanmanin tam olarak
gerceklesebilmesi icin 24 saat CaClz ¢ozeltisi igerisinde bekletildi. Bu nedenle
yuklenen proteinin bir miktarinin bu esnada ortama salindigi kabul edilebilir.
Salim kinetigi incelendiginde enkapsule edilen BSA'nin yaklasik % 60’nin ilk

24 saat igerisinde salindigi ve salimin toplamda 160 saat strdigu belirlendi.
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Sekil 4.5.1 Aljinat mikrokurelerden BSA’nin salim kinetigi.

4.5.2 PLGA Nanopartikiillerden BSA Saliminin incelenmesi

PLGA nanopartikillere yuklenen BSA’nin dncelikle enkapsulasyon
verimini belirlemek igin partikillerin DMSO igerisinde 24 saat bekletilerek
¢ozunmeleri saglandi. NanoDrop ile yapilan Olgumler sonrasinda
enkapsulasyon verimi %10 olarak belirlendi. Salim kinetigi incelendiginde

enkapsule edilen BSA'nin yaklasik 30 gln boyunca kontrolll olarak salindigi
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ve salinan miktarin da, yuklenen BSA’ nin yaklasik % 80’i oldugu belirlendi
(Sekil 4.5.2).
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Sekil 4.5.2 PLGA nanopartikillerden BSA’nin salim kinetigi.

4.6 Kitosan Doku iskelesi/Aljinat Mikrokiire/PLGA Nanaopartikiil iceren

Kompozit Yapinin Olusturulmasi

Kitosan doku iskelelerini kullanarak olusturulan kompozit yapida,
PLGA nanopartiklller yapiya iskelelerin hazirlik asamasinda katildi, aljinat
mikrokureler ise doku iskeleleri kurutulduktan sonra yapiya emdirildi.
Olusturulan kompozit yapinin SEM goruntileri Sekil 4.6.1°de verilmigtir.
Kitosan doku iskelelerinin i¢sel baglantilara sahip gozenekli bir yapida oldugu
belirlendi. Ayrica nanopartikiller ve mikroklreler, yapiya katildiktan sonra,
yap! icerisinde homojen olarak dagildigi ve gézenek yapisina herhangi bir
sekilde zarar vermedigi go6zlendi. Kitosan doku iskeleleri ile yapilan
karakterizasyon calismalari sonucunda gozenek caplarinin 30-150 um
arasinda degistigi ve yaklasik % 80 gbzeneklilige sahip olduklari belirlendi.
Liyofilizasyon yontemi ile kurutulan iskeleler tekrar PBS icerisine alindiginda
3 dakika gibi kisa bir slirede denge sismeye geldikleri gozlendi ve sisme
orani % 36.7£0.2 olarak bulundu. Mekanik testler sonucunda
biyomalzemelerin elastik modidilleri 0.0917+0.0001 N/m? olarak hesaplandi
(105).



40

Sekil 4.6.1 Kitosan doku iskelesi (a) ve kompozit yapinin SEM gértntisiu (b)
(Yapi icerisindeki aljinat mikrokUreler daire igerisine alinmistir.
Blyutulmus fotografta ise vyapiya katilan nanopartikiller

goruntilenmistir).
4.7 Hucre Kulturi Galigmalarn
4.7.1 Hucre Proliferasyonu

Doku iskeleleri igerisinde bulunan hucrelerin, cogalmasi ve metabolik
aktiviteleri 12 giin boyunca incelendi ve elde edilen MTT sonuglari 570 nm’de

absorbans degerleri olarak verildi (Sekil 4.7.1).

MTT

Absorbans (570 nm)

Zaman (Gun)

Sekil 4.7.1 Sementoblast hicrelerinin MTT analizi.



41

MTT bulgularina goére; tum zamanlarda kitosan gruba gore diger
gruplarda anlamli olarak belirgin duzeyde daha yuksek metabolik aktivite
g6ézlendi. ikinci ve 4. giinlerde Kitosan/Aljinat grubunda ve kompozit yapida
MTT degerlerinde belirgin artis gézlendi. Altinci giinden sonra Kitosan/PLGA
grubu ve kompozit yapidaki artis kademeli olarak izlendi. Sekizinci gunde en
yuksek hucre sayilari kompozit yapi grubunda kaydedildi. On ikinci ginde en
dusuk sementoblast sayilari kitosan grubunda goézlenirken, diger gruplarda

benzer hiicre godalmasi kaydedildi.
4.7.2 Gen ifade Seviyelerinin Belirlenmesi

Sementoblast hlcrelerinin osteojenik farklilagsmasi, kilttrtin 4. ve 12.
gininde 3 farkli genin (OCN, Runx2 ve tip-l kollajen) ifadeleri
degerlendirilerek belirlendi (Sekil 4.7.2). Tum bu genlerin ifade seviyeleri,
karsilastirma yapabilmek amaciyla kontrol geni olan B-aktin ifade seviyesi ile

normalize edildi.

TiP-1 KOLLAJEN

14 —
. Kitosan
12 4
10
6 Kitosan/
PLGA
4 —
2 -
—' i Kompozit yapi

4 12
Zaman (gun)

(COL1/B-aktin)x102

(@)
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RUNX2

25

Kitosan

. Kitosan/

Aljinat

Kitosan/
PLGA

(Runx2/B-aktin)x102

Kompozit yapi

0 4 12
Zaman (Gun)

(b)

OCN

18

16

14 =
Kitosan/
Aljinat

Kitosan/
PLGA

OCN/B-aktin)x102

Kompozit yapi

0 4 12
Zaman (gun)

()

Sekil 4.7.2 Kdaltarin 4. ve 12. gunlerinde elde edilen (a) Tip-I kollajen, (b)
Runt-related transcription factor 2 (Runx2) ve (c) osteokalsin
(OCN) gen ifade seviyelerini gosteren RT-PCR analizi sonuglari.
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Buyume ve farkhlasma faktorlerinin oldugu gruplarda kitosan grubuna

yani kontrol grubuna gore yuksek duzeyde gen ifade duzeyleri belirlendi.

Tip-l kollajen gen ifadelerine bakildiginda; 4. gunde kitosan ve
kitosan/PLGA grubuna kiyasla kitosan/aljinat ve kompozit yapida istatistiksel
olarak anlamli artis gézlendi. Kitosan/aljinat ve kompozit yapi arasindaki fark
anlamli bulunmadi. On ikinci ginde kitosan gruba gore diger gruplarda gen
ifade seviyeleri yuksek bulunurken, gruplar arasinda anlamli bir fark

kaydedilmedi.

Runx2 gen ifadeleri kiyaslandiginda; 4. gunde belirgin artis
kitosan/PLGA grubunda saptandi. Kitosan/ aljinat grubu ile kitosan/PLGA
grubu kiyaslandiginda, kitosan/PLGA grubunda gen ifade seviyelerinde 3 kat
artis oldugu kaydedildi. On ikinci ginde buyume ve farklilasma faktorlerinin
yukli oldugu gruplarda kitosan gruba istatistiksel olarak daha yuksek gen
ifade seviyeleri saptanirken, gruplar arasi fark istatistiksel olarak anlaml

bulunamadi.

OCN gen ifadeleri degerlendirildiginde; kitosan grubunda tim
zamanlarda gen ifadeleri tayin edilemezken, 4. ginde kitosan/PLGA
grubunda diger gruplara kiyasla anlamli artis gézlendi. Kompozit grubuna ait
gen ifade seviyeleri kitosan/aljinat grubuna kiyasla 2 kat daha fazla bulundu.
On ikinci ginde kitosan/PLGA ve kompozit yapidaki artis kitosan/aljinat
grubuna gore istatistiksel olarak anlamli kaydedilirken, kitosan/PLGA grubu

ile kompozit yapi arasindaki fark istatistiksel olarak anlamli bulunmadi.

4.7.3 Mineralizasyon

Osteoblastik farklilasmanin ve mineral-benzeri nodil olusumlarinin
gOsterilmesi amaciyla 8. gun ve 12. gunlerde yapilan von Kossa boyamalarin
sonuglari  Sekil 4.7.3'de  gosterilmigtir.  Matristeki  kalsifikasyonun
belirlenmesine yonelik bir analiz sekli olan von Kossa testinde, kalsiyum
fosfat tuzlar kahverengi-siyah renkte boyanarak gorunur hale gelmektedir.

Sekil 4.7.3’e bakildiginda her grup igin farkh derecelerde kahverengi
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boyanma oldugu goruldu. Sekizinci ve 12. gunlerde tum gruplarda boyanma
olmasina ragmen, kitosan/PLGA grubunda ve kompozit yapida beklenildigi
gibi makroskopik olarak belirgin koyu renk boyanmanin dikkat ¢ekici diizeyde

oldugu kaydedildi.

(a) (b) (c) (d)

8. GUN

(a) (b) (c) (d)

12. GUN

Sekil 4.7.3 Hucre kdltirinin 8. ve 12. gunlerine ait von Kossa boyama
sonuglari. (a) Kitosan grubu, (b) Kitosan/Aljinat grubu, (c)
Kitosan/PLGA grubu, (d) Kompozit yapi
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4.7.4. Hucre Morfolojisi

Kitosan, kitosan/aljinat, kitosan/PLGA ve kompozit yapi igerisindeki
sementoblast hucrelerinin morfolojileri, dagilimlari ve davraniglari kulturin 2,
4, 8. gunlerinde SEM ile incelendi (Sekil 4.7.4-8).

Ikinci glinde elde edilen SEM gérintiileri degerlendirildiginde, kompozit
yapiya kiyasla diger gruplarda hucresel yayillimin daha dusuk oldugu ve doku
iskelesi gdzeneklerinin izlenebildigi saptandi. Kompozit yapi ve kitosan/PLGA
gruplarinda bos gozeneklerin daha az izlendigi ve yluzeyde daha ¢ok hucre
oldugu kaydedildi. Kompozit vyapida doku iskeleleri ylzeyinde
sementoblastlarin daha yogun hucresel uzantilar ile doku iskelesi yuzeyine
yerlesmis olduklari gézlendi. ikinci giin gérintiilerinde az miktarda ECM

sentezi belirlenirken mineralize nodul olusumu tespit edilmedi.

Doérdincu gunde elde edilen SEM gorantileri incelendiginde, tim
gruplarda 2. gune gore hicre sayisinin arttigi ve sentezlenen ECM’ye bagli
olarak doku iskelesi gbézeneklerinin daha az izlendigi kaydedildi. Kompozit
yapida ylzeye hucresel uzantilariyla tutunmus sementoblastlar daha yogun
olarak izlendi. Diger gruplara kiyasla kompozit grupta gézeneklerin daha az

izlendigi belirlendi.

Sekizinci ginde elde edilen SEM goruntuleri dederlendirildiginde, tum
gruplarda 4. gune kiyasla gézenekli yapinin daha az goérunur hale geldigi
saptandi. Ozellikle kompozit yapida ylizeyel gdzeneklerin tamamen hiicreler
ve olugsan doku ile ortuldugu goruldd. Tum gruplarda sentezlenmis matriks
yuzeyinde yeni olusmus amorf noduller izlendi. Kompozit yapida olusan
amorf nodullerin daha yodun oldugu kaydedildi. Birinci haftada, kompozit
yapinin buyudk bir kisminin yeni olugan matrisle kaplandigi gozlendi. MTT
analizleri ile SEM bulgulari kiyaslandiginda gruplar arasinda s6z konusu

gunlerde hucre sayisi agisindan belirgin fark olmadigi gorulda.



46

EHT = 15004/ SigrslA=SE1__ Mags 250KX  SamplelD=

Kitosan/
Aljinat

20pm
————— EHT=1500kv  SgnelA=SET  Meg» 250KX  SsmpielD= EHT=1500Wv  SgnslA=SE1  Meg» 281KX  SampielD=

Kitosan/
PLGA

— EMT=1500kv  SgnslA=SEY  Meg» 250KX  SampielD=

Kompozit
yapl

— EMT=1500kV  SgnsiA=SE1  Mage 100KX  Semgle iD= — EMT=1500kv  SgnslA=SEY  Meg» 250KX  SempielD=

Sekil 4.7.4 Hucre Kultart Deneyleri- Morfoloji-SEM-2. Gln.
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Kitosan

20pm
I €HT=1500kv  SqnalA=SE1  Mege 250KX  Sampie iD=

Kitosan/

Aljinat

100 pm. .
b1 ENT=1500v SomiA=SEt Mage S00X  SempieiD= | ENTe1500k  SinWA=SEt  Mage 250KX  SampieiDs

Kitosan/
PLGA

— EWT=1500KkV _ SignalAsSE1_ Mags 100KX  SampelDs ——————| EWT=1500kv__ SignslA=SE!__ Meg= 250KX  SampielD=

Kompozit
yapl

20 pm
————1 EdT=1500kv  Sigmia=SEr  Mage 250KX

—————— EWT=1500kv  SignelA=SE1  Meg= 500X

Sampie 10 = Sampie I0=

Sekil 4.7.5 Hucre Kultara Deneyleri- Morfoloji-SEM-4. Gun.
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Kitosan

Sampie 10 =

Kitosan/
Aljinat

s o
— EWT=1500k/ _ SignalA=SE1  Mags 100KX  SampielD=

100 pm -
————— EWT=1500k¢  SgnalA=SE1  Mege SO0X

Kitosan/
PLGA

200 pm
—————  EWT=1500kv  SignelA=SE1  Mege 250X

Sample D=

————— EWT=1500K/ _ SgnslA=SE1  Meg» 250KX  SawpleiD=

Kompozit
yapi

EHT= 1500k SigrelA=SE1  Mags 100X

Sampie 1D =

— EHT=1600kY  SgnaiA=SE1_ Mag= 100KX  Sampie iD=

Sekil 4.7.6 Hucre Kultara Deneyleri- Morfoloji-SEM-8. Gun.
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EHT =15.00 kV Signal A = SE1 Mag= 10.00 KX Sample D =

EHT =1500kV__ SignalA=SE1 __ Mag= 250KX  sampleID=

EHT = 15.00 kv Signal A = SE1 Mag = 5.00KX Sample 1D =

Sekil 4.7.7 Kompozit yapi igerisine ekilmis sementoblastlarin 8. giindeki SEM
goruntuleri-enine kesit.
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um
F————1 FEWT=15.00k/ _ SignalA=SEi__Mag= 250KX _ SampleiD=

Sample ID =

Sekil 4.7.8 Kompozit yapi igerisine ekilmis Sementoblast hicrelerinin 8.
gundeki SEM gorintileri-boyuna kesit.
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5. TARTISMA

Gunumuzde otojen kemik, allogreftler, alloplastik materyaller travma,
enfeksiyon gibi nedenlerden kaynaklanan doku kayiplarinin tedavisinde
kullaniimaktadir. Bu materyaller kullanilarak yapilan tedavilerle periodontal
yara iyilesme surecini olumsuz yonde etkileyen bir takim faktoérlerden 6tira
¢ogu zaman basarili sonuglar elde edilememekte ve bu materyallerin
kullanimiyla periodontal rejenerasyon agisindan basarili ve o6ngorulebilirligi

olan tedavilerin gelistirilebilmesi de olumsuz yonde etkilenebilmektedir( 106).

Periodonsiyum farkli karakterde hicreleri barindiran sert ve yumusak
dokularin bir arada bulundugu karmasik bir yapidir. Bu karmasik yapiya ek
olarak, mevcut doku kaybinin komsulugunda avaskiler yapiya sahip dis
kokunun bulunmasi ortamda bulunan hicrelerin ve matris yapisinin
fonksiyonlarini olumsuz yonde etkilemekte ve bu slrecin daha da karmasik
hale donlismesine neden olmaktadir. Dolayisiyla, periodontal doku
muhendisligi uygulamalarinda kullanilacak hucrelerin, doku iskelesinin ve
biyolojik molekullerin dogru belirlenmesi uygulanacak rejeneratif islemlerin
basarisi icin temel ve en 6nemli basamaktir. Bu nedenle ilk olarak amaca
uygun hucre ve/veya hicre gruplari belirlenmeli, bu suregte hicre
fonksiyonlarini dizenleyecek biyolojik molekdllerin uygulama sureleri ve
dozlar da biyolojik temele uygun olarak dikkatlice segilerek yonlendirilmelidir.
Tum bunlara ek olarak, kullanilacak doku iskelesi de hucrelerin ve bliyume
faktorlerinin fonksiyonlarini destekleyecek fiziksel ve kimyasal Ozelliklere

sahip olmalidir.

Bu bilgiler 1siginda, yaptigimiz bu calismada, doku muhendisligi
uygulamalarinda basarili ve ongorulebilir etkileriyle gundeme gelen kitosan
doku iskeleleri kullanilarak, dogal sureci taklit edecek sekilde buylime ve
faklilagma faktorlerinin kontrolll ve ardisik saliminin periodontal rejenerasyon

surecindeki olasi etkinligi arastirilmigtir.

Calismamizda kontrolli ve ardigik salimin rejeneratif potansiyelini
degerlendirmek amaciyla buyime ve farklilasma faktorleri olarak IGF-1 ve
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BMP-6’'nin kullanimina karar verilmigtir. IGF-I; osteoblastlarin blyumesini
hem de pre-osteoblastlarin osteoblastlara farkhlasmasini saglayarak kemik
hicre metabolizmasinin 6nemli bir duzenleyicisi olmakla birlikte hucredisi
matris sentezini artirmakta ve ek olarak sementoblast cogalmasini, fenotipik
gen ifade seviyelerini ve mineralizasyonunu etkilemektedir (62, 64, 65). Chen
ve dig. (96)'nin PDL hacrelerini kullanarak yapmis olduklari galismada, IGF-I
ve BMP-2’nin mikrokureler yardimiyla ardisik ve kontrolli olarak salimi
saglanmis ve kontrol grubuna kiyasla ALP aktivitesinde, OCN ve OPN
uretiminde anlamli artis kaydedilmigtir. Kim ve dig.(107)’'nin yapmig olduklari
bir diger ¢alismada, jelatin mikrokureler ve kitosan kullanilarak IGF-I ve BMP-
2’nin kontrolli ve ardisik salimi saglanmis ve kompozit grupta daha yuksek
ALP aktivitesi gosterilmistir. Raiche ve dig. (108)'nin yapmis olduklari bir
diger calismada ise, yine IGF-I1 ve BMP-2'nin ardisik salimi saglanmis ve bu
salimin kemik iligi stroma hucrelerinin cevabini pozitif yonde etkiledigi
gOsterilmigtir. Literatirde IGF-I'in kontrolli ve ardisik salimda farkli BMP’lerle
birlikte sinerjistik etki olusturarak periodontal rejenerasyonu indukledigi

yapilan galismalarla kanitlanmigtir.

TGF-B ailesinin Gyelerinden biri olan BMP grubu, kemik dokusu icin en
onemli protein gruplarindan biridir. Yapilan farkli ¢galismalarda, tedavi amacli
olarak periodontal hasarli bélgede BMP-2'nin kullaniimasiyla, alveol kemigi
olusumunda énemli bir artis goézlenirken sement rejenerasyonundaki etkisinin
daha az oldugu belirtiimigtir. Bu nedenle periodontal sert doku Uzerine
yapilan arastirmalarda en sik kullanilan bayume/farklilasma faktérinin BMP-
2 oldugu anlasiimaktadir (109). BMP-2'nin yani sira BMP-7’nin de oOzellikle
sement Uzerindeki olumlu etkileri yapilan ¢alismalarda bildirilmistir (110). Bu
arastirmalarin sonuglari ile BMP-2 ve BMP-7’ nin periodontal rejenerasyonda
baylk bir 6neme sahip olduklari ve bu proteinlerin periodontal doku
muhendisligi c¢alismalarinda en ¢ok tercih edilen BMP grubu buyume
faktorleri olduklari belirtiimistir. Ancak, Ebisawa ve dig. (111) tarafindan 1999
yiinda yapilan bir calismada, BMP-6'nin (¢ farkli osteoblast hlicre hatti
uzerindeki etkisi incelenmis ve ALP seviyesini 6nemli dizeyde artirdigi

g6zlenmistir. Sonug¢ olarak, BMP-6'nin kemik hucrelerine farkllagsmada ve
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¢ogalmada BMP-2 ve BMP-7 kadar onemli bir rol aldigi bulgusu
vurgulanmistir. Grubumuzca yapilan bir ¢calismada da BMP-6'nin kitosan
doku iskelelerine emdiriimesiyle elde edilen yapida, MC3T3-E1 hlicre hattinin
osteojenik farklilasmasi Uzerine etkileri incelenmistir. Literatirde BMP-6'nin
iskelelere yuklenmesi hakkinda ¢ok bilgi bulunmamasi nedeniyle 6nemli olan
bu ¢alismanin sonucunda, BMP-6'nin hacre farklilagmasi i¢in uygun hicre
disi matris ortamini olusturdugu ve hucre aktivitelerini artirdigr gorulmustar.
Sonug olarak, BMP-6’nin kemik doku muahendisligi icin dnemli bir biyolojik
ajan oldugu vurgulanarak periodontal yikimin geri kazanimi i¢in dogru bir
biyosinyal molekulu olabilecegi ileri surtlmastur (80). Yapilan g¢alismalarda,
blylme faktorlerinin ¢oklu salimi es zamanh olarak gercgeklestiriimis olup,
periodontal rejenerasyona yonelik hicre bluyime ve farklilasma faktorlerinin
ardisik saliminin incelendigi bir sistem mevcut degildir. Bu kapsamda
geligtirilecek sistemlerle birlikte kontrolli ardigik salimin saglanmasi ve buna
ek olarak, bu suregte hem hazirlayici (competence) hem de ilerletici
(progression) faktérin bir arada bulunmasi, dogal strece uygun olmasi
nedeniyle daha yararli olacaktir. Ayrica, yapilan ¢alismalardan farkli olarak
secilecek buyime ve farklilasma faktorlerinin  kombine kullaniminda
muhtemel mekanizmalarinin ve hlcreler Uzerine olan etkilerinin belirlenmesi
bilimsel literatire katki saglayacaktir. Bilgilerimiz kapsaminda literattrde IGF-
I ve BMP-6'nin kontrolli ve ardisik saliminin sementoblastlar Uzerinde

etkilerinin degerlendirildigi in vitro bir calismaya rastlaniimamistir.

Calisma kapsaminda oOncelikle IGF-I salimini kontrolli ve ardisik
olarak saglayacak aljinat mikrokdrelerin Uretimi gerceklestirildi. Materyal
olarak aljinat secilmesinin nedeni; erken dénem farklilasmayi saglayan,
baslatici (competence) faktor olarak IGF-I'in 6ncl salimini saglayacak
sekilde aljinatin biyobozunurlugunun kisa slUrede gerceklesmesi 6zelligine
dayanmaktadir. Aljinat mikroklire dretiminde farkli birgok yodntem
kullanilmaktadir. Emulsifikasyon metodu bunlardan biri olmakla birlikte
yergekimi etkisi, koaksiyal hava/sivi akisi, titresen kapiller borular, rotasyon
sistemleri ya da elektrostatik potansiyel gibi cesitli yontemler kullanilarak

aljinat ¢ozeltisinin gapraz baglayici bir ajana damlatiimasiyla da mikrokure
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aretimi mumkundur (112). Ancak bu teknikler arasindan en ¢ok kullanilanlar
karistiricih ortamda emulsifikasyon teknigi ile mikrokure sentezlenmesi (113),
multivalent katyonlardan birinin ¢dzeltisine (en ¢ok kullanilan CaCl2) sivi
aljinatin damlatiimasi ile mikroktre sentezlenmesi (114) ve elektrospreyleme

teknigi ile mikrokure sentezidir (115).

Ik yontem olan emdilsifikasyon teknigi ile mikrokire sentezlenmesinde
uygun boyutlarda mikroklre Gretiimesine karsin, kullanilan organik
¢Ozeltilerin ortamdan yeterince uzaklastirlamamasi ve bu nedenle toksik
Ozellik goOstermesi en Onemli problemlerden biridir. Ayrica, yapilan
calismalarla bu yontemle uretilen mikroklrelerde kire formunun bozuk ve
cap dagihm oranlarinin yuksek oldugu kaydedilmigtir (113). Multivalent
katyonlarla c¢apraz baglama teknigi ise Uretilen mikrokUrelerin ¢aplari
genellikle 1 mm’den blaylk olmakta ve kirelerde kimelesme
gorulebilmektedir (114). Her iki yontemde de aljinat konsantrasyonu dusik
cOzeltilerle gahgilmaktadir. Bu durum, mikrokire dayanikhligi ve hizli salim
profili sergilemesi nedeniyle de doku muhendisligi uygulamalarinda cesitli
sorunlar c¢ikarabilmektedir. Elektrospreyleme ise mikrokire boyutunu
kgultmek icin kullanilan en 6nemli tekniklerden biridir. Bu yontemdeki en

onemli sorun mikrokure kosullarinin optimizasyonundaki zorluklardir (115).

Calismamizda aljinat mikrokurelerin Uretiminde elektrospreyleme
yontemi kullanildi. Sill ve dig.(100)’nin yapmis oldugu ¢alismanin sonuglarina
gore elektrospreyleme yonteminde mikrokare boyutuna etki eden
parametreler voltaj, polimer akig hizi ve siringa-toplayici arasindaki mesafe
olarak belirlenmistir. Burdan yola ¢ikarak arastirmamizda gergeklestirilen
oncul gahsmalar sonucunda optimum kosullar; voltaj 20 kV, akis hizi
10mL/sa ve siringa-toplayici arasindaki mesafe 10 cm olarak belirlenerek
aljinat mikrokurelerin karakterizasyon caligmalari yapildi. Kontrolli salim
sistemlerinde, mikrokire boy ve boy dagiliminin homojen olmasi buyuk bir
dneme sahiptir. Ornegin kiiciik boyuttaki mikrokireler, zayif kapsiilasyon
verimliligine sahip olmalari nedeniyle uzun slreli salim mekanizmasi igin

uygun bir ajan olarak goérilmemektedirler. Diger taraftan blyUk boyuttaki



55

mikrokurelerde ise yuklenme oranlarina bagimli olarak hizli salim
goOrulmekte; boyutlarina bagh olarak da hedeflenen bdlgeye tagsinmalarinda
sorunlar meydana gelmektedir (116). Yapilan calismalar kapsaminda
kirelerin boyutlari 151k mikroskobu altinda degerlendirilerek 296+18 um
bulundu. Es boy dagilimina sahip olduklari standart sapma degerleriyle
gosterildi. Bulunan bu degerler Soran ve dig.(99)'nin ¢calismasiyla uyumluluk

gOstermektedir.

Materyallerin sisme Ozellikleri in vivo uygulamalarda doku sivilariyla
etkilesim duzeylerini belirlemektedir. Asir sisme Ozelligi gosteren materyaller
fazlaca boyut degistirdiklerinden in vivo uygulamalarda problem yaratabilirler.
Aljinat mikrokUrelerin Uretimi tamamlandiktan sonra liyofilizasyon yontemiyle
kurutuldu ve kuru haldeki kureler PBS (pH:7.4) icerisine alinarak sisme
deneyleri ylurataldi. Bes dakikada hizl bir sekilde sisen ve yaklasik 2. saat
sonunda denge sismesine ulasan kurelerin sisme 06zelliklerinin geri
donusuimlu oldugu belirlendi. Kompozit yap! olusturma asamasinda aljinat
mikrokureler yapiya kuru olarak katildigi i¢in kurelerin sisme 6zelliklerinin geri
donlsimlli olmasi buylime faktorlerinin salinabilmesi acisindan 6nemli
olmaktadir. PBS tamponu (pH:7.4) icerisinde 37°C’de bekletilen
mikrokurelerin biyobozunurlugu da degerlendirildi. Kirelerin 48 saat boyunca
yapilarini korudugu, 72 saat sonunda bozunmaya basladiklari belirlendi.
Mikrokureler ardisik salimi gergceklesecek buylime faktorlerinden erken
dénemde etkileri beklenen IGF-I'in salimindan sorumlu olduklarindan elde
edilen bu veriler aljinat mikrokurelerin bagslatici faktor (competence) olan IGF-

I igin uygun tasiyici oldugunu gostermektedir.

Calismamizin devaminda BMP-6 salimini kontrolli ve ardigik olarak
saglayacak PLGA nanopartikillerin ~ Gretimi  gerceklestirildi. PLGA
nanopartikiller (10nm—-100nm) ylksek aktif madde yuUkleme kapasitesine
sahiptir. Hapsettikleri aktif maddenin hedefe ulasana kadar bozunmasini
engelleyerek salimin kontrolli ve sirekli olmasini saglarlar. Nanopartikullerin
uretiminde sentetik ve dogal polimerlerden olusan biyokompozitler, sahip

olduklari fizikokimyasal 6zellikler ve sentetik polimere uygulanan ¢ogu isleme
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teknigi ile Uretilebilmeleri agisindan genis bir uygulama alanina sahiptirler
(117).

Calismamizda kullanilan PLGA, Amerikan Gida ve ilag Dairesi'nce
(FDA) onaylanmisg, poliester bazh poli (laktik asit) (PLA), poli (glikolik asit)
(PGA) ve kopolimerleridir. Toksisitesi ve guvenilirligi yapilan calismalarla
kanitlanmigtir (117). PLGA biyobozunur polimerlerin altin standardi olarak
kabul edilir ve genis bir kullanim alani bulmaktadir. Nanopartikul sentezinde
halihazirda kullanilan bir ¢ok yontem bulunmaktdir. Calismamizda PLGA
nanopartikiller emulsiyon-difizyon-evaporasyon yontemi kullanilarak Uretildi.
S6z konusu yontem kolay olmasi, farkl bircok maddeye uygulanabilir olmasi
ve yuksek verimli sonuclar elde edilebilmesi sebebiyle siklikla tercih
edilmektedir (118).

Calismamiz kapsaminda PLGA nanopartikullerin Uretiminden sonra
karakterizasyon caligmalari yapildi. Nanopartikul Uretiminde homojen partikul
boyutu eldesi icin genellikle poli (vinil alkol) (PVA) gibi stabilizatorler
kullaniimaktadir. Ancak, kullanilan stabilizatorlerin olusan partikul ylzeyinden
uzaklastiriimasi olduk¢a zordur. Yuzeyden uzaklagtirilamayan stabilizatorun,
biyolojik sistemlerde toksik etkiye neden olmasi ve polimerin bozunma
rejimini etkilemesi nedeniyle stabilizator veya ylizey aktif madde kullanmadan

nanopartikul Gretimi tercih edilmektedir (119).

Didodesildimetilamonyumbromiar  (DMAB),  katyonik  ddérduncul
amonyum yuzey aktif maddeleri sinifina ait ¢ift zincirli bir yapidir. PLGA
nanopartikdl tretilen bir gaismada DMAB ve PVA nin partikdl bayukligine
etkisine bakiimis ve DMAB’nin bulundugu c¢ozeltilerdeki nanopartikullerin
daha kuguk boyuta sahip oldugu gozlenmigtir. Ayrica, DMAB
konsantrasyonunun tek basina enkapsulasyon verimine ve partikul
bayukligune anlamh bir etkisinin olmadigi tespit edilmistir. Stabilizator
konsantrasyonunundan ¢ok tipinin partiktl buyuaklugu ve Zeta potansiyeline
etki ettigi sonucuna varilmigtir (120). Calismamizda PLGA nanopartikllerin
boy ve boy dagiimi analizi “Zetasizer” ile gerceklestirildi. Uretilen

nanopartikullerin boyutlari 1232 nm ve c¢oklu dagihm indeksleri (PDI) 0.6
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olarak bulundu. Cekilen SEM goruntileri de partikullerin  bayuklukleri,
yogunluklari ve yuzey morfolojileri hakkinda daha fazla bilgi sahibi olmamizi
sagladi. SEM gorintuleri partikll boyutu agisindan incelendiginde boyutlar
1311£319 nm olarak hesaplandi ve Zetasizerdan elde edilen sonuglar
destekler nitelikte bulundu. SEM gorintuleri degerlendirildiginde, Uretilen
nanopartikullerin yuvarlak bir morfolojiye sahip olduklari ve yuzeylerinde
herhangi bir purizin yer almadi§i goéruldd. Yapilan karakterizasyon
calismalarinda Uretilen partikillerin, hem kimyasal hem de fiziksel yapilarinin

literaturde yer alan bilgilerle paralellik gosterdigi saptandi (101).

Literatirde yapilan salim galigmalarinda in vitro salim kinetiklerinin
belirlenmesinde BSA kullaniimaktadir (121-123). Calismamizin takip eden
asamasinda literatire uygun olarak BSA ile 6ncul salim ¢alismalar yapildi.
BSA ylklenmis aljinat mikrokurelerin 6ncelikle enkapsllayon verimleri
hesaplandi. Nanodrop kullanilarak yapilan bu islemde enkapsulasyon verimi
% 40 olarak bulundu. Aljinat mikrokureler Uretim asamasindan sonra salim
kinetigi incelendiginde enkapsule edilen BSA’ nin yaklasik % 60 oraninin ilk
24 saat icerisinde salindi§i belirlendi. Tasarlanan sistemde, IGF-l yudkli
aljinat mikrokureler kitosan doku iskelelerine emdirilerek sonrasinda IGF-I'in
once aljinat mikrokurelerden ve daha sonra da kitosan doku iskelesinden
salinmasi planlandi. BSA’nin aljinat mikrokurelerden buyuk oranda ilk 24
saatte salinmis olmasi, aljinat mikroklrelerin  periodontal doku
rejenerasyonunun erken déneminde goérev alan IGF-I' in salimi i¢in uygun bir
malzeme oldugu fikrini destekledi. PLGA nanopartikillere yuklenen BSA’nin
yine dncelikle enkapsulasyon verimi belirlendi. NanoDrop ile yapilan dlgumler
sonrasinda enkapsullasyon verimi % 10 olarak hesaplandi. Salim kinetigi
incelendiginde enkapsule edilen BSA’nin yaklasik 30 glin boyunca kontrollG
olarak salindidi ve salinan miktarin da, yuklenen BSA’'nin yaklagik % 80’i
oldugu belirlendi. Bu sonuglar dogrultusunda PLGA’nin, kemik doku
iyilesmesindeki uzun donemli etkileri gosterilmis olan BMP-6’nin kontrollu ve
uzun sureli saliminda kullanilabilecek uygun bir malzeme oldugunu
destekledi. Ancak yapilan c¢alismada, enkapsulasyon verimi literatirdeki

¢alismalardan daha dusuk bulundu (124). Bu nedenle g¢alismamizin bir
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sonraki agsamasinda buyume faktorinun yapiya katilmasi igin, sulu faz yerine
organik fazin kullaniimasina karar verilerek ¢alismanin devaminda sistemin

bu sekilde degistirilerek uygulanmasi saglandi.

Calismamizin devaminda kompozit yapinin olusturulmasi iglemi
gerceklestirildi. Bu amagla ilk asamada kitosan doku iskeleleri sentezlendi.
Kontrolli salim sistemlerinde ve doku iskelelerinde, Uzerinde en ¢ok galigilan
biyopolimerlerden biri kitosandir. Doku muhendisligi uygulamalarinda
kitosanin doku destek malzemesi olarak segilmesinde biyolojik, fiziksel ve
kimyasal Ozelliklerinin  kolaylikla kontrol edilebilmesi, biyouyumlulugu,
antibakteriyal ve hidrofilik 6zellikleri ve enzimatik olarak pargalanabilmesi gibi
parametreler en o©6nemli nedenlerdir (125). Grubumuzca daha O6nce
gergeklestirilen galismalar dogrultusunda, kitosan doku iskelesi i¢in en uygun
uretim parametrelerinin >% 85 deasetilasyon derecesine ve % 2 (w/v)
bilesimine sahip kitosan oldugu belirlenmistir. Elde edilen sonuglar, yiksek
deasetilasyon derecesine sahip kitosan ile hazirlanan doku iskelelerinin
yuksek igsel baglantiya ve duslk biyobozunurluk oranina sahip oldugunu
gOstermistir. Ek olarak, fibroblastik hiicre tutunmasi ve Gremesinde de daha
iyi sonuglar alindigi belirlenmistir (102). Calismamizda Tigh ve dig. (102)
tarafindan belirlenen parametreler dogrultusunda hazirlanan ve liyofilizatérde
kurutularak uretilen gozenekli kitosan doku iskelelerine ait SEM fotograflari
alindi. Yapilan karakterizasyon caligmalariyla i¢sel baglantilar iceren ve 30-
150 uym arasinda degisen gozenek buyuklugune sahip yapilar olduklar
belirlendi ve iskelelerin % 80 gbdzeneklilige sahip olduklari sonucuna ulasildi.

Calismamizin sonugclari Tigh ve dig.’nin bulgulari ile uyumlu bulundu (102).

Yuksek gozeneklilik orani ve birbiri ile baglantili gozenek olusumu
doku miuihendisligi calismalari igin istenen oOzelliklerdir. CUnkd doku
iskelelerinin birbiriyle baglantih (interconnected) gdzeneklere sahip olmasi
hdcrelerin yayllmasi, besin maddelerinin tasinimi ve vaskuler dokularin
iskelenin icerisine dogru go¢ etmesi bakimindan oldukga dnemlidir (126,
127). Ek olarak nanopartikullerin doku iskelelerine yuklendigi durumlarda da;

uretim sirasinda gozeneklere yerlesen partiklllerden salinan maddenin
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istenilen bolgeye ulasabilmesi icin gozeneklerin birbiri ile baglantili olmasi
gerekmektedir. Gozenek boyutu agisindan ele alindiginda, gézeneklerin gcok
klguk olmasi durumunda gobzenekler hicreler tarafindan tikanacak; bu da
hicre penetrasyonu, ECM olusumu ve doku iskelesinin i¢ kisimlarinin
vaskulerize olmasini engelleyecektir (22). Calisma grubunca daha dnceden
yapilan deneylerle en uygun yukleme yontemi olarak belirlenen yontemle,
PLGA nanopartiklller kitosan doku iskelesinin Uretim asamasinda yapiya
entegre edildi (128). ikinci asamada ise mikokireler yapiya katildi.
Mikrokurelerin doku iskelelerine yuklenmesi igin, ¢ozeltiye karistirma (129),
doku iskelesine emdirme (130) ve fuzyon (123) gibi farkh teknikler
kullaniimaktadir. Kitinin deasetilasyonu sonucu yapidaki asetamit, birincil
amin grubuna dénismekte ve buna bagl olarak kitosan, hidrofilik karakter
kazanmaktadir. Kitosanin bu 06zelligi nedeniyle, yuzeyden mikrokurelerin
emiliminin daha iyi olacadi dusunulmastar (102). Elde edilen sonuglarla
nanopartikillerin ve mikrokurelerin yapiya katildiktan sonra, yapi icerisinde
homojen olarak dagildigi ve gozenek yapisina herhangi bir sekilde zarar
vermedigi belirlenmistir. Ek olarak liyofilizasyon yontemi ile kurutulan
iskelelerin tekrar PBS igerisine alindiginda 3 dakika gibi kisa bir slrede
denge sismeye geldikleri gézlenmis ve sisme orani % 36.7+0.2 olarak
hesaplanmigtir. Doku iskeleleri uygulandiklari bolgelere bagli olarak yeterli
fiziksel direnci gostermelidirler. Ozellikle yik tasiyan bélgelere kullanilan
biyomateryallerin yUksek fiziksel stabiliteye sahip olmalari yapisal
batunluklerini ve fonksiyonlarini koruyabilmeleri agisindan buylk 6nem
kazanmaktadir. Calismamizda yapilan mekanik testler sonucu doku
iskelelerinin elastik modili 0.0917+0.0001 N/m? olarak hesaplandi. Bulunan

bu sonuglar Akman ve dig. (94)'nin calismasiyla uyumluluk géstermektedir.

Calisma kapsaminda olusturdugumuz bu sistemle, IGF-I gibi
hazirlayici (competence) bir faktorin ilk asamada ortama salinarak ortamda
bulunan mevcut hicrelerin  ¢ogalmasini desteklemesi hedeflenmistir.
Cogalan bu htcrelerin matris sentezleyerek mineralize doku olusturabilmeleri
icin ge¢ donemde kontrolsizce ¢odalmaya devam etmesi yerine

farkhlagsmalari istenir. Bu amagla ge¢ donemde devreye giren ve ilerletici
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(progression) faktor olarak gorev alan BMP-6'nin da etkisiyle hucrelerin
farkhlasmasi amaclanarak dogal surece ¢ok yakin bir model olusturulmasi

saglanmistir.

Doku muhendisligi caligmalarinda, doku iskelelerinin buyume ve
farkhlasma faktorleri icin uygun tasiyici sistem olusturmalarinin yani sira
kullanilacak hucrelerin fonksiyonlarini destekleyecek u¢ boyutlu yapiyi
olusturmalari da 6nemlidir. Calismamizda olusturdugumuz kompozit yapinin
periodontal rejenerasyona yonelik uygulamalar igin kullanilabilirliginin
degerlendiriimesinde sementoblastlar kullanildi. Uretilen doku iskeleleri
Uzerine ekilen sementoblastlarin proliferasyonunun tayini igin MTT analizi

yapildi.

MTT analizi i¢in kitosan, yapisinda aljinat mikrokure barindiran kitosan
iskeleleri, yapisinda PLGA nanopartikil iceren kitosan iskeleleri ve yapisinda
hem mikrokire hem de nanopartikll iceren kitosan doku iskeleleri (kompozit
yapl) icerisinde sementoblastlar 12 gun sidreyle kultire edildi. Tdm
zamanlarda kitosan gruba gore diger gruplarda anlamh olarak belirgin
diizeyde daha ylksek metabolik aktivite gozlendi. ikinci ve 4. glnlerde
kitosan/aljinat grubunda ve kompozit yapi gruplarinda kaydedilen artis,
ortama erken donemde salinan IGF-I'in proliferasyona etkisini belirgin bir
sekilde gostermektedir. Altinci ginden sonra kitosan/PLGA grubu ve
kompozit yapi gruplarindaki artis BMP-6’'nin kemoatraktif etkisiyle hicre

¢ogalmasina ek bir katkida bulundugu yorumu yapilabilir.

Calismamizda sementoblast hdcrelerinin farklilagsma o6zellikleri gen
ifade seviyelerinin belirlenmesi ile degerlendirildi. Bu amacla tip-1 kollajen,
Runx2 ve OCN gen ifade seviyeleri kaltlrin 4. ve 12. gunlerinde yapilan RT-
PCR analizi ile belirlendi. Tip-1 kollajen alveol kemigi, periodontal ligament ve
sement hucre digi matrisinin temel yapitasidir.  RT-PCR  sonuglari
degerlendirildiginde, 4. ginde kitosan gruba goére bulylime ve farklilasma
faktorleri iceren gruplarda istatistiksel olarak anlamli artis gézlendi. Dérdinc
gunde kitosan/aljinat ve kompozit yapidaki tip-1 kollajen gen ifade

seviyelerindeki artis, yapilarinda bulunan IGF-I'in erken donemde matris
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sentezine olan olumlu etkilerinden kaynaklandigi dusunulebilir. On ikinci
gunde bayume ve farklilagsma faktorlerini iceren gruplarda kitosan gruba gore
tip-1 kollajen gen ifade seviyelerinde farkhliklar goralirken,, gruplar arasi fark
istatistiksel olarak anlamli bulunmadi. On ikinci ginde 4. glne kiyasla
kitosan/aljinat, kitosan/PLGA ve kompozit gruplarinda tip-1 kollajen gen
ifadesinde azalma gozlendi. Bu azalma ge¢ donemde yani mineralizasyon

asamasinda matris sentezi duzeyinin azalmig olmasi seklinde yorumlanabilir.

Runx2 osteoblastik farklilagsmanin erken donem temel transkripsiyon
faktord olarak kabul edilir. Farkli biyolojik ve mekanik etkilerle aktive olarak
osteokalsin sentezini dizenler. Runx2 gen ifade seviyelerine bakildiginda, 4.
gunde kitosan/PLGA ve kompozit yapi gruplarina gore kitosan/aljinat
grubunda anlamli olarak daha duguk degerlerin gorulmesi IGF-I'in baskin
etkisiyle cogalmayi artirmasi ve kismen farklilasmayi baskilamasi seklinde
aciklanabilir. On ikinci gunde kitosan gruba goére diger gruplarda istatistiksel
olarak belirgin artis dikkati cekmektedir. On ikinci gun Runx2 gen ifadesi
degerlerine bakildiginda kitosan/PLGA ve kompozit yapida BMP-6’'nin ge¢
dénemde hicre faklilasmasi Gzerine etkileri net bir sekilde gértlmektedir. On
ikinci glinde 4. gune gore kitosan/PLGA ve kompozit gruplarda kademeli artis
dikkati ¢cekerken kitosan/aljinat grubunda belirgin bir artis kaydedilmistir.
Kitosan/aljinat grubunda artmis seviyelerdeki Runx2, IGF-I'in ge¢ donemde

hicre farklilasmasina olan katkisi kapsaminda yorumlanabilir.

OCN, osteojenik farklilasmanin ge¢ doneminde ortaya ¢ikan, 6zgun
osteoblast belirtecidir. Blyume ve farkllasma faktorlerinin  etkisi
gorulmediginden kitosan grubunda osteoblastik belirte¢ olan OCN gen ifade
duzeyleri ¢cok dustk oldugundan RT-PCR’da tespit edilemedi. Diger gruplar
kiyaslandiginda 4. glinde kitosan/PLGA grubunda BMP-6'nin osteojenik
etkisiyle OCN gen ifadeleri yiksek bulundu. On ikinci ginde beklenildigi gibi
kitosan/aljinat grubunda diger gruplara kiyasla dusik gen ifade seviyeleri
g6zlendi. On ikinci guin OCN gen ifade seviyelerinin kitosan/PLGA ve
kompozit yapida anlamli olarak yuksek olmasi baskin olan BMP-6 etkisiyle

farklilagmanin arttig1 distnulebilir. Ek olarak, 4. gine kiyasla 12. glinde yine
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kitosan/PLGA ve kompozit yapi gruplarinda gozlenen OCN gen ifadelerindeki
belirgin artis BMP-6'nin farklilagsma Uzerindeki etkilerini dogrulamaktadir.
RT-PCR sonuglarina gore Runx2 ve OCN gen ifade seviyelerinin tim

zamanlarda birbiriyle uyumlu oldugu vurgulanmalidir.

Matris mineralizasyonu analizi i¢in kultirin 8. ve 12. gunlerinde von
Kossa boyamasi yapildi. Von Kossa analizinin limitasyonlari dahilinde tim
gruplarda belirli derecelerde boyanma olmasina ragmen, kitosan/PLGA
grubunda ve kompozit yapida beklenildigi gibi makroskopik olarak belirgin
koyu renk boyanmanin  oldugu  kaydedildi. ECM  sentezinin
biyomineralizasyon surecinin dnemli bir agamasi oldugu bilindiginden, bu
bulgu SEM goériuntilerindeki ECM sentezindeki farkliliklar ile agiklanabilir.
Von Kossa boyanmasindaki bu farkliliklar elde edilen RT-PCR sonuglariyla

uyumluluk gostermektedir.

Calismamizda hucrelerin morfolojileri, dagihimlari ve davraniglarini
deg@erlendirmek icin SEM analizinin kullaniimasina karar verildi. Bu amacla
kalturlerin 2, 4 ve 8. gunlerinde SEM goruntuleri elde edildi. Ekstraseluler
matris (ECM) osteoblastik hucre fonksiyonunun dagiliminda énemli bir rol
oynamakta ve ECM komponentleri 6zellikle de tip-1 kollajen sentezi
mineralizasyon igin gereklilik arz etmektedir (131, 132). SEM bulgularinda
sadece kitosan iskele kullanilan gruplara gore buyume ve farklilasma
faktorleri iceren gruplarda 2. gunden baslayarak ECM sentezinde, hucre
cogalmasinda ve mineralize doku olusumunda belirgin fark oldugu
kaydedildi. Bu bulgunun, kismen MTT deneylerinde elde edilen hicre sayilari
arasindaki farktan kaynaklandigi dusundlebilir. Kompozit yapi igerisine
ekilmis hucrelerde daha fazla ECM sentezi oldugu ve diger gruplara kiyasla
doku iskelesinin gbézeneklerinin izlenememesi dikkat ¢ekicidir. Blyime ve
farkllagma faktorlerinin  olmadidi bos kitosan doku iskelesi Uzerinde
hdcrelerin yayllmasinin iyi olmadigi izlenirken tam tersine kompozit yapida
sementoblastlarin bosluklar Gzerinde ¢ok iyi derecede tutunup yayildigi ve
yuzeyi neredeyse kapattigi goruldd. Bu veriler 1s1ginda, aljinat mikrokureler,

PLGA nanopartikllleri igeren kitosan doku iskelesinden olugsan kompozit
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yapinin kontrolli salim sistemi olarak islev gordugu ve kitosan, kitosan/aljinat
ve kitosan/PLGA gruplarina gore hucre fonksiyonlari Gzerinde daha pozitif bir
etki olusturdugu belirlenmigtir. Elde edilen SEM géruntaleri, farklilasma
analizlerini desteklemekte ve hem kitosan doku iskelelerinin hlcre tutunmasi
ve yayllmasindakini 6nemini, hem de aljinat mikrokireler ve PLGA

nanopartikullerin doku olusumunu destekleyici etkilerini isaret etmektedir.

Periodontal rejenerasyon ve doku muhendisligi kapsaminda literattrde
sementoblastlar ~ Uzerindeki  arastirma  sayisi  azdir.  Periodontal
rejenerasyonda onemli etkileri olabilecegi dusundlen IGF-1 ve BMP-6’nin
sementoblastlar Gzerindeki etkilerini inceleyen c¢alisma sayisi ise son derece
sinirhdir. Buyime ve farkllasma faktorlerinin kontrolli ve ardisik saliminin
sementoblastlar Uzerindeki etkisini inceleyen c¢alismaya ise literatlrde

rastlaniimamistir.

Calisma grubumuzdan Kutlu ve dig. (133) sementoblastlar Uzerinde
yapmis olduklari bir calismada trombositten zengin plazma emdirilmis kitosan
doku iskelelerinin PDGF, IGF-1 ve TGF-B salim kinetikleri degerlendirilerek
hicreler Uzerindeki etkilerini arastirmiglardir. Calisma sonuglarina gore
trombositten zengin plazma ylklenen kitosan iskelelerin sementoblast
hicrelerinin ¢godalmalarini, farklilagsmalarini ve mineralizasyonlarini artirdigi

kaydedilmistir.

Saygin ve dig. (68)’nin yaptiklari calismada IGF-I, PDGF-BB ve TGF-
B’'nin sementoblastlar Gzerine etkileri incelenmis, IGF-I ile 24 saat muamele
edilen hucrelerde OCN ve OPN gen ifade seviyelerinin azaldigi, BSP mRNA
ifade seviyelerinin arttigi bildiriimistir. Calismamizda, sementoblast hlcre
kaltarinun 4. ve 12. glnlerinde yapilan gen ifade analizinde, OCN gen ifade
seviyelerinin tek basina IGF-I'in saliminin saglandigi kitosan/aljinat
grubunda, kitosan/PLGA ve kompozit gruplarina gore incelenen tum
zamanlarda anlaml olarak daha dusuk oldugu kaydedildi. Kaydedilen bu
sonuglar Saygin ve dig. (68)’nin bulgulariyla uyumlu bulundu.
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Huang ve did. (79)'nin yapmis olduklari in vivo ¢alismada ratlarda
olusturulan defektlere BMP-6 uygulanarak yeni kemik ve sement olusumu
incelenmigtir. Calismanin sonuglarina gére BMP-6 uygulanan gruplarda
uygulanmayan kontrol grubuna goére artan oranlarda kemik ve sement
olusumu rapor edilmigtir. Calismamizda da benzer olarak, BMP-6'nin
saliminin saglandig1 (tek basina veya IGF-I ile birlikte) kitosan/PLGA ve
kompozit yapi gruplarinda bos kitosan ve kitosan/aljinat gruplarina goére

mineralizasyonun daha belirgin oldugu kaydedildi.

Arastirmamizin  sonuglarini  6zetlemek gerekirse; calismanin ilk
kisminda planlanan gsekilde kontrolli ve ardisik salimi saglayabilecek
kompozit yapinin Uretimi gergeklestirildi. IGF-I'in salimini saglayacak aljinat
mikrokureler dretilip karakterizasyon c¢alismalart  yapildi. Calismalar
sonucunda IGF-I'in beklenildigi gibi erken dénem salimini saglayacak
karakterizasyonda oldugu belirlendi. Sonraki asamada, BMP-6’nin salimini
saglayacak PLGA nanopartiklllerin  Gretimi  gergeklestirildi.  Yapilan
karakterizasyon calismalariyla PLGA nanopartikullerin BMP-6 icin uygun bir
tasiyici olduguna karar verildi. Olusturulan sistemlerin BSA ile éncid salim
calismalari sonucunda IGF-I ve BMP-6'nin salimi igin uygun tasiyici
sistemler oldugu belirlendi. Sonraki asamada mikrokureler ve nanopartikulleri
tasiyacak doku iskelesi olan kitosanin Uretimi ve karakterizasyon galismalari
tamamlanarak, grubumuzca o©nceden yapilan c¢alismalarla uygunlugu
deg@erlendirildi. Kompozit yapi Uretiminin son basamaginda ise mikrokure ve
nanopartikiller kitosan doku iskelesi icerisine entegre edilerek sistemin
uretimi tamamlandi. Boylelikle dogdal surecin taklit edilmesini saglayacak yeni
ve farkh bir tasiyici sistemin olusturulmasi planlanan dogrultuda ve basaril

bir sekilde gerceklestirildi.

Doku iskelelerinin fiziksel ve kimyasal yapilarinin kullanilacak hicre
fonksiyonlari Gzerindeki etkisi doku muhendisligi uygulamalarinin basarisini
belirler. Arastirmamiz kapsaminda gergeklestirdigimiz hiicre kultart (in vitro)
deneylerinde, doku iskeleleri ile periodontal rejenerasyonda onemli bir roll

oldugu bilinen sementoblast hucreleri kullanildi. Elde edilen bulgular,
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planlanan sekilde kontrolli ve ardisik olarak salinan IGF-I ve BMP-6’nin
sementoblastlarin hucresel fonksiyonlarini desteklemesi acgisindan uygun
oldugunu gdstermektedir. Boylece; kitosan, aljinat mikrokire, PLGA
nanopartikilleri iceren kompozit yapinin uygun fiziksel 6zellikleriyle ve hem
ardisik hem de kontrolli olarak IGF-I ve BMP-6'nin salimini saglamasiyla
doku muhendisligi uygulamalari igin uygun bir doku iskelesi oldugu kabul

edilebilir.

Calismamizin bulgular periodontal doku muhendisliginde buyume ve
farkhlasma faktorlerinin es zamanl olarak saliminin aksine dogal slrece
uygun olarak ardisik saliminin  saglandigr bir sistemin Uretilerek
karakterizasyonunun belirlenmesi ve olusturulan bu yeni sistemin periodontal
rejenerasyonda Onemi olan sementoblastlar Uzerinde arastiriimis olmasi

acisindan 6nemlidir.
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6. SONUG VE ONERILER

1. Elektrospreyleme yontemi ile uretilen aljinat mikrokureler IGF-I'in

kontrollu salimi igin uygun 6zelliklere sahiptir.

2. Emdulsiyon-difizyon-evaporasyon yontemi ile elde edilen PLGA
nanopartikillerin BMP-6'nin kontrolli salimi igin uygun karakterde

bir tasiyici oldugu kabul edilebilir.

3. Aljinat mikrokureler ve PLGA nanopartikillerin kitosan doku
iskelesine entegre edilmesiyle elde edilen kompozit yapir doku
muahendisligi i¢cin uygun U¢ boyutlu, ara baglantili ve gdzenekli

yaplya sahiptir.

4. Olusturulan kompozit yapi ile dogal sureci taklit eder tarzda IGF-1 ve

BMP-6'nin kontrolli ve ardisik salimi saglanabilir.

5. Uretilen kompozit yapi periodontal rejenerasyonda 6nemli role
sahip sementoblastlarin  ¢ogalmalarini, farkhlasmalarini  ve

mineralize doku olusturma potansiyellerini artirmaktadir.

6. Elde edilen bu sonuglarin periodontal doku muhendisligi
kapsaminda uygunlugunun desteklenerek dogrulanabilmesi igin
yapilacak hayvan deneyleri ve sonrasinda klinik ¢alismalar c¢ok

deger tasiyacaktir.
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