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YAYIMLAMA VE FiKRi MULKIYET HAKLARI BEYANI

Enstitii tarafindan onaylanan lisansiistii tezimin/raporumun tamamini1 veya herhangi
bir kismini, basili (kagit) ve elektronik formatta arsivleme ve asagida verilen kosullarla
kullanima agma iznini Hacettepe Universitesine verdigimi bildiririm. Bu izinle
Universiteye verilen kullanim haklar1 disindaki tiim fikri miilkiyet haklarim bende
kalacak, tezimin tamaminin ya da bir boliimiiniin gelecekteki ¢alismalarda (makale,
kitap, lisans ve patent vb.) kullanim haklar1 bana ait olacaktir.

Tezin kendi orijinal ¢alismam oldugunu, bagkalarinin haklarini ihlal etmedigimi ve
tezimin tek yetkili sahibi oldugumu beyan ve taahhiit ederim. Tezimde yer alan telif
hakki bulunan ve sahiplerinden yazili izin alinarak kullanilmasi zorunlu metinlerin
yazili izin almarak kullandigimi ve istenildiginde suretlerini Universiteye teslim
etmeyi taahhiit ederim.

Yiiksekogretim Kurulu tarafindan yayinlanan “Lisansiistii Tezlerin Elektronik
Ortamda Toplanmasi, Diizenlenmesi ve Erisime Agilmasina Tliskin Yonerge”
kapsaminda tezim asagida belirtilen kosullar haricince YOK Ulusal Tez Merkezi /
H.U. Kiitiiphaneleri A¢ik Erisim Sisteminde erisime acilir.

o Enstitii / Fakiilte yonetim kurulu karart ile tezimin erisime agilmasi mezuniyet
tarihimden itibaren 2 y1l ertelenmistir.

o Enstitii / Fakiilte yonetim kurulunun gerekgeli karart ile tezimin erisime
acilmas1 mezuniyet tarihimden itibaren ... ay ertelenmistir. ®

o Tezimle ilgili gizlilik karar1 verilmistir. @

10/06/2024
ELIF BALLIKAYA

L“Lisansiistii Tezlerin Elektronik Ortamda Toplanmasi, Diizenlenmesi ve Erisime Acilmasina Iligkin Yonerge”

O Madde 6. 1. Lisansiistii tezle ilgili patent basvurusu yapimasi veya patent alma siirecinin devam etmesi
durumunda, tez damigsmaninin onerisi ve enstitii anabilim dalinin uygun goriisii iizerine enstitii veya fakiilte
yonetim kurulu iki yil siire ile tezin erisime ag¢ilmasinin ertelenmesine karar verebilir.

@ Madde 6. 2. Yeni teknik, materyal ve metotlarin kullamildigi, heniiz makaleye doniismemis veya patent gibi
vontemlerle korunmamus ve internetten paylasilmasi durumunda 3. sahislara veya kurumlara haksiz kazang imkani
olusturabilecek bilgi ve bulgulari iceren tezler hakkinda tez danigmaninin onerisi ve enstitii anabilim dalinin
uygun goriisii tizerine enstitii veya fakiilte yonetim kurulunun gerekceli karari ile alti ayr asmamak iizere tezin
erigime agilmast engellenebilir.

® Madde 7. 1. Ulusal ¢ikarlar: veya giivenligi ilgilendiren, emniyet, istihbarat, savunma ve giivenlik, saglik vb.
konulara iliskin lisansiistii tezlerle ilgili gizlilik karari, tezin yapildigi kurum tarafindan verilir *. Kurum ve
kuruluslaria yapilan is birligi protokolii ¢er¢evesinde hazirlanan lisansiistii tezlere iligkin gizlilik karart ise, ilgili
kurum ve kurulusun énerisi ile enstitii veya fakiiltenin uygun goriisii iizerine iiniversite yonetim kurulu
tarafindan verilir. Gizlilik karari verilen tezler Yiiksekogretim Kuruluna bildirilir.

Madde 7.2. Gizlilik karari verilen tezler gizlilik siiresince enstitii veya fakiilte tarafindan gizlilik kurallar
cercevesinde muhafaza edilir, gizlilik kararmmin kaldirilmasi halinde Tez Otomasyon Sistemine yiiklenir

* Tez danismaninin onerisi ve enstitii anabilim dalinin Uygun goriisii iizerine enstitii veya fakiilte yonetim kurulu
tarafindan karar verilir



ETIiK BEYAN

Bu calismadaki biitiin bilgi ve belgeleri akademik kurallar ¢ergevesinde elde ettigimi,
gorsel, isitsel ve yazili tiim bilgi ve sonuglar1 bilimsel ahlak kurallarina uygun olarak
sundugumu, kullandigim verilerde herhangi bir tahrifat yapmadigimi, yararlandigim
kaynaklara bilimsel normlara uygun olarak atifta bulundugumu, tezimin kaynak
gosterilen durumlar disinda 6zgiin oldugunu, Prof. Dr. Betiil Celebi Saltik
damgmanhiginda tarafimdan iiretildigini ve Hacettepe Universitesi Saglik Bilimleri

Enstitlisi Tez Yazim Y 6nergesine gore yazildigini beyan ederim.

Dog. Dr. Elif BALLIKAYA
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TESEKKUR

Dis Hekimliginde Oral Biyoloji Doktora programinin agilmasini saglayan Prof. Dr.
Ritya Yazici, Prof. Dr. Esra Ergin ve bu programa emeklerini veren program
sorumlusu tiim degerli Hocalarima ve Agiz Dis Saglig1 Arastirmalar1 Ana Bilim Dali
Baskan1 Sayin Dekanimiz Prof. Dr. Tiilin Taner Hocam’a emekleri ve katkilar i¢in
tesekkiirlerimi sunarim. Rejeneratif endodonti alaninda 6grettikleri ile dental pulpa
kok hiicrelerine ilgimin gelismesinde ¢ok degerli katkilar1 olan saygideger Hocam
Prof. Dr. Zafer Cavit Cehreli’ye tesekkiirlerimi sunarim. Kok hiicre boliimiinden
aldigim se¢meli dersler sayesinde tanistigim ve hayranlik duydugum g¢ok degerli
Hocam ve danismanim Sayin Prof. Dr. Betiil CELEBI SALTIK ’a ilk 6nce danismanim
olmay1 kabul ettigi ve de tiim tez ¢alismam boyunca birikimleri ve tecriibeleriyle bana
yol gosterdigi, benden destegini hi¢ esirgemedigi, doktoranin gereklilikleri konusunda
hep bir sonraki adima beni hazirladigi ve bana her anlamda kazandirdiklari igin
minnetlerimi ve tesekkiirlerimi sunarim. Doktora tez konumun planlanmasinda ve
gerceklesmesinde cok biiylik katkilar1 olan, varligi ve pozitif enerjisi ile beni
rahatlatan, kendisiyle tanistigim i¢in sanslt oldugumu hissettiren Prof. Dr. Nalan Oya
San Keskin’e minnet ve tesekkiirlerimi sunarim. Hiicre kiiltiirii ¢alismalarimda ve tiim
deneylerimde katkilar1 olan, her giiniimde benimle laboratuvarda olan ve Kok Hiicre
Bilimlerinde yliksek lisansini basariyla tamamlayan degerli arkadasim Sena
Babadag’a, tecriibelerini ve destegini hi¢cbir zaman esirgemeyen ve bizleri motive eden
Ozlem Altundag’a, arastirmaya katkilar1 sebebiyle AHBV Polatli Fen Edebiyat
Fakiiltesi’nde yiiksek lisans dgrencisi olan Imre Tiiziin’e tesekkiirlerimi sunarim.

Oral Biyoloji doktora programina emek veren ve bizleri motive eden degerli
Hocalarim sayin Prof. Dr. Rahime Nohut¢u ve Prof. Dr. Abdullah Cevdet Akman’a,

Tez ve ders donemim boyunca her konuda desteklerini hissettiren degerli hocalarim
Prof. Dr. Meryem Uzamis Tek(;i(;ek e, Prof. Dr. M. Seval Olmez’e, Prof. Dr. Melek
D. Turgut’a, Dog. Dr. Cansu Ozsin Ozler’e, Dr. Ogr Uyesi Tiilin Ileri Kegeli’ye, Dr.
Ogr. Uyesi Gizem Erbas Unverdi’ye, Dr. Ogr. Uyesi Beste Ozgiir’e, Dr. Ogr. Uyesi
Pinar Serdar Eymirli’ye ve tiim Pedodonti Boliimii is arkadaglarima,

Sevinglerime ve hiiziinlerime ortak olan degerli arkadasim Dog¢. Dr. Nagihan Kog’a,
doktora ders doneminde edindigim ve ¢ok sevdigim arkadasim Pinar Karacakaya’ya,
Kok Hiicre Bilimleri’ne gittigimde giiler yiizleriyle bana yabancilik hissettirmeyen
basta Mehmet Emin Seker, Engin Ozcelik ve tiim Kok Hiicre Bilimleri ¢alisanlarima,
¢ekilmis disleri almamda yardimlarin1 ve desteklerini esirgemeyen Agiz Dis Cene
Cerrahisi bolimii ¢aligsanlarina,

Bana giivenen ve destekleri ile her zaman yanimda olan sevgili aileme, esime ve ¢ok
sevdigim oglum Umit’e
En icten tesekkiirlerimle. ..

Son olarak, bu tez ¢alismasi ve 6n ¢alisma i¢in maddi destek saglayan Tiirkiye Saglik
Enstitiileri Baskanligi’na (Tiiseb, A Grubu Acil Ar-Ge Proje Destek Programi, 20124
no'lu proje) ve Hacettepe Universitesi Bilimsel Arastirma Projeleri Koordinasyon
Birimi’ne (Kariyer destek projesi, proje numarasi: TKB2022-20103) tesekkiir ederiz.
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OZET

Ballikaya, E., Proantosiyanidin Tasiyan Nanofiberlerin Uretimi ve Dis Pulpas
Kok Hiicrelerinin Odontoblastik Farklilasma Potansiyeli Uzerine Etkisinin
Incelenmesi, Hacettepe Universitesi Saghk Bilimleri Enstitiisii Oral Biyoloji
Doktora Tezi, Ankara, 2024. Bu tez calismasinda, tek basina poli-laktik asit
nanofiberleri (PLA-Nf) ile birlikte proantosiyanidinlerin daha uzun siire salinimini
saglamak i¢in 75 pg/mL proantosiyanidin (PA) igeren PLA PA-Nf ve PLA-IC-Nf
matlar1 elektrospining teknigi kullanilarak iiretilmis ve nanofiberlerin dental pulpa kok
hiicrelerinin (DPKH) canlilig1 ve odontojenik farklilasma yetenegi tizerindeki etkileri
arastirilmistir. Nanofiberlerin morfolojisi, bilesimi, hidrofilitesi sirastyla SEM, ATR-
FTIR spektroskopisi ve temas agist Olglimleri ile karakterize edilmistir.
Nanofiberlerden PA'nin salimi, belirlenen araliklarda 30 giin boyunca izlenmistir.
Inkliizyon kompleksi iceren PLA-IC-Nf'ler, PLA_PA-Nf'lere kiyasla PA'min daha
uzun sireli salinmmini saglamistir. Antioksidan kapasite, 2,2-difenil-1-pikrilhidrazil
yontemi kullanilarak degerlendirilmis ve Staphylococcus aureus ve Escherichia
coli'ye kars1 antibakteriyel etkiler, koloni olusturan birimler sayilarak arastirilmistir.
Odontojenik farklilasmanin degerlendirilmesi i¢in kalsiyum birikimi, alkalen fosfataz
aktivitesi, Alizarin kirmizisi ile boyama 14 ve 18. giinlerde degerlendirilmis, OCN,
RUNX-2, DSPP ve DMP-1 gen ifadeleri ise 18. giinde degerlendirilmistir. Sonug
olarak, basariyla gelistirilen PLA-IC-Nf, S. aureus ve E. coli'ye karsi etkili
antibakteriyel aktivite, antioksidan aktivite ve inkliizyon kompleksi i¢ermeyen
nanofiberlere kiyasla artmis hidrofilite sergilemistir. Baslangicta sitotoksisite gosterse
de daha kontrolli salim yapmasi nedeniyle hiicre kiiltiiriiniin kendini yeniden
olusturmasina izin vererek zamanla tek basina DPKH’lar ile benzer canlilik
diizeylerine ulagmistir PLA-IC-Nf 6rnekleri, DSPP, DMP-1 ve ALP aktivitesini
yiikselterek DPKH'larin odontojenik farklilagmasini arttirmigtir.

Anahtar Kelimeler: elektrospining, polilaktik asit, siklodekstrin, proantosiyanidin,
dental pulpa kok hiicresi.

Bu tez caligmasi, Tiirkiye Saglik Enstitiileri Baskanligi (TUSEB) tarafindan

desteklenmistir (Proje numarasi: 20124).

Bu projedeki &n calisma, Hacettepe Universitesi Bilimsel Arastirma Projeleri
Koordinasyon Birimi tarafindan, kariyer destek projesi kapsaminda desteklenmistir
(Proje numarasi: TKB2022-20103).
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ABSTRACT

Ballikaya, E., The Production of Nanofibers Bearing Proanthocyanidins and
Their Effects on the Odontoblastic Differentiation Potential of Dental Pulp Stem
Cells, Hacettepe University Graduate School of Health Sciences, Oral Biology
Doctor of Philosophy Thesis, Ankara, 2024. In this thesis study, bare poly-lactic acid
nanofibers (PLA-Nf), 75 pg/mL proanthocyanidin-incorporated PLA_PA-Nf, and
PLA-IC-Nf mats to enable the sustained release of proanthocyanidins through a 3-CD-
inclusion complex were fabricated through the electrospinning technique. The effects
of nanofibers on viability and the odontogenic differentiation capability of DPSCs
were investigated. The morphology, composition, hydrophilicity of the nanofibers was
characterized by SEM, ATR-FTIR spectroscopy, and contact angle measurements,
respectively. The release of PA from the fibers was monitored for 30 days at
predetermined intervals. The inclusion complex enabled the electrospun PLA-IC-Nfs
to demonstrate a more sustained release profile of PA compared to the PLA_PA-Nfs.
The antioxidant capacity was evaluated using the 2,2-diphenyl-1-picrylhydrazyl assay,
and the antibacterial effects against Staphylococcus aureus and Escherichia coli were
investigated counting the colony-forming units. To assess odontogenic differentiation;
calcium deposition, alkaline phosphatase activity, Alizarin red staining was measured
at 14 and 18 days, while OCN, RUNX-2, DSPP, and DMP-1 gene expressions were
evaluated at day 18. As a result, the successfully developed PLA-IC-Nf exhibited
effective antibacterial activity against S. aureus and E. coli, antioxidant activity, and
increased hydrophilicity compared to nanofibers without the inclusion complex.
Although it showed initial cytotoxicity, which gradually decreased over time to levels
comparable with DPSCs alone, allowing the cell culture to reestablish itself due to
more controlled release. PLA-1C-Nf samples promoted odontogenic differentiation of
DPSCs by upregulating the DSPP, DMP-1 and ALP activity.

Keywords: electrospinning, polylactic acid, cyclodextrin, proanthocyanidin, dental
pulp stem cells.

This thesis study was funded by the Health Institutes of Tiirkiye (TUSEB) (Grant
number: 20124).

The preliminary study in this project was funded by Hacettepe University Scientific
Research Project Coordination Unit as part of the Career Start Projects. (Grant
Number: TKB-2022-20103).
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Dentin-pulpa kompleksinin rejenerasyonunu arttirmak amaciyla nanofiber
matlarin kullaniminin gosterilmesi. 20

Dental pulpa kok hiicrelerinin 151k mikroskop goriintiisii (a) ve 21. giin
sonundaki adipojenik farklilagsmalarinin Oil Red O boyama (b), osteojenik
farklilagmalarinin Alizarin Kirmizisi boyama (c) ile gdsterilmesi,
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kosullarda farkli konsantrasyonlarda PA ile muamele edilmesini
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(a); ve PLA-Nf, PLA_PA-Nf ve PLA-IC-Nf matlarinin temas agis1 (b),

sisme orani (¢) zamana bagli bozunumunun (d); B-CD, PA ve IC'nin
Termogravimetrik Analiz (TGA) egrisinin (e) gosterilmesi 43

PLA-Nf, PLA_PA-Nf ve PLA-IC-Nf matlarinin antioksidan aktivitesi
(@); ve PLA_PA-Nf ve PLA-IC-Nf matlarindan zamana bagli PA

saliminin (b) gosterilmesi 44
PLA-Nf, PLA_PA-Nf ve PLA-IC-Nf matlarinin E. coli ve S. aureus'a ait
koloni sayim goriintiileri ve agar fotograflar (Ort £+ SS, n = 3). 45

DPKH’larin PLA-Nf, PLA_PA-Nf ve PLA-IC-Nf matlar1 {izerinde
kiiltiirlerinin 1., 3. ve 7. giindeki canliliginin test edilmesi (ort+SS, n=3, Tek
yonlit ANOVA, *p<0.05, **p<0.01, ***p<0.001). 46

Kontrol ve osteojenik besiyerlerinde kiiltiir edilen Nanofiber ve kontrol
gruplariin 14. (a) ve 18. (b) gilinlerdeki kalsiyum konsantrasyonlariin (ort



4.9.

Xiv

+SS, n=3, Tek yonlit ANOVA, *p<0.05, ***p<0.001) grafikleri ve
Alizarin Kirmizis1 Boyamasi (c¢) goriintiileri. 48

DPKH’larin PLA-IC-Nf matlarda 18 giin boyunca kontrol besiyeri ve
osteojenik besyeri ile kiiltiirli sonrasi, osteo/odontogenik farklilasmaya (a—

d) 6zgii genlerin (OCN, RUNX-2, DSPP, DMP-1) GZ-gPZR ile analizi
sonuglari (ort+SS, n = 3, Tek yonlii ANOVA, *p<0.05, **p<0.01). 49
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1. GIRIS

Dental pulpa; disin kron ve kok kisminda bulunan, dentin ile ¢evrelenen,
fibroblast, odontoblastlar ve farklilasmamis mezenkimal hiicreler (MKH) de olmak
tizere ¢esitli hiicrelerden olusan ektomezenkim kokenli bir bag dokusudur (1).
Odontoblastlar ve farklilasmamis kok hiicreler dentin olusumundan ve ekstraselliiler
matriks (ECM) proteinlerinin salgilanmasindan sorumludur. Ancak travma, ¢liriik
veya ¢iiriigiin uzaklastirilmasi sirasinda pulpa dokusu agiga ¢ikabilmekte, bakteri ve
bakteri {irlinlerinin dentin tiibiilleri yoluyla veya direk olarak pulpaya ulasmasiyla
pulpanin ve pulpal hiicrelerin canliligini tehlikeye diisiirecek enflamatuar olaylar
gelisebilmektedir (1). A¢iga ¢ikan pulpanin iyilesmesi ve uzun dénem prognozu igin
ideal bir pulpa Ortiicli malzemesi kullanmak hayati 6nem tasir. Giiniimiizde pulpay1
ortmek icin geleneksel kaplama malzemelerinin kullanilmasinin yani sira en ideal ve
etkili biyomalzemenin gelistirilmesi amaciyla doku miihendisligi temelli yaklasimlar
ve potansiyel terapotik etkili birgok bilesik veya hedef molekiil arastirilmaktadir (2,
3).

Dental pulpa kok hiicreleri (DPKH), {igiincii biiyiik az1 disleri ve 6zellikle
ortodontik sebeplerle ¢ekilen premolar dislerin pulpalarindan kolayca izole
edilebilmesi sebebiyle benzersiz bir mezenkimal kok hiicre (MKH) kaynagidir (4, 5).
Cok yonlii farklilagma kapasiteleri (6rnegin; dentinojenik, osteojenik, adipojenik,
norojenik), MKH’ye 06zgiil hiicre yiizey belirteglerini ifade edebilmesi, kendini
yenileme ve klonojenik cogalma o6zellikleri, ayrica salgiladiklar1 ¢oziiniir faktorler
sebebiyle immiinomodiilatér ve anti-inflamatuar kapasitelerinin olmasi sebebiyle
DPKH’lar kok hiicre temelli tedavilerde kullanim agisindan umut vaat etmektedir (5,
6) Doku miihendisligi temelli yaklagsimlarda hiicrelerin ¢ogalmasini desteklemek ve
doku defektine uygun mekanik 6zellikler sunmak i¢in ECM yapisini taklit eden iskele
(scaffold) kullanilmaktadir (7, 8). Sentetik polimerler ¢esitli biyomedikal
uygulamalarda iskele yapisi olarak yaygin kullanilmaktadir ve polilaktik asit (PLA),
poliglikolik asit (PGA), polikaprolakton (PCL) ve polietilen glikol (PEG) doku

miihendisliginde en sik kullanilan sentetik polimerlerdendir (9).

Elektroegirme teknigi, dogal ve sentetik polimerlerle iskeleler iiretmek icin

kullanilabilen popiiler ve etkili bir yontemdir ve c¢esitli dental rejeneratif



uygulamalarda da kullanilmistir (10). Elektroegirilmis nanofiberler uygun mekanik
Ozellikler sunabilir ancak yerine kullanilacaklar1 dokularin biyobozunurlugunu taklit
edebilme, hiicre baglanmasini ve c¢ogalmasini artirabilme ve hidrofilik 6zellikler
katma amaciyla cesitli bioaktif bilesikler veya ila¢ salim sistemleri ile birlikte

kullanilarak sinerjistik yaklagimlar gelistirilmistir (11).

Dogal iiriinlerin biyomalzemeler olarak kullanilmasina artan egilim goz oniine
alindiginda, bitkilerde bulunan flavonoidler gibi baz1 dogal bilesikler ¢esitli oranlarda
iskelelere dahil edilmis ve hasar gérmiis pulpa dokusu i¢in terapdtik ajan olarak da
onerilmistir (12). Uziim ve yaban mersini gibi bitkilerde bulunan ve dogal antioksidan,
antimikrobiyal ve anti-inflamatuar ozellikleriyle bilinen bir polifenol grubu olan
oligomerik  proantosiyanidinler ~(PA) dis hekimliginde birgok yoniiyle
degerlendirilmistir (13, 14). Ayrica, liziim ¢ekirdegi proantosiyanidinlerinin hiicresel
yaglanmay1 azalttigi da bildirilmistir  (15). Ancak dogal antioksidanlarin
mikrogevreden etkilenmesi ve bozulma egilimi, diisiik emilimi gibi sebeplerle
biyoyaralanimlarinin diisiik olmasi polimerik nanopargaciklarin igerisinde veya
siklodekstrinler igerisinde enkapsiilasyonu gibi yontemlerle kullanilarak stabilitesinin
arttirilmasinina yonelik ¢alismalarin ortaya ¢ikmasina neden olmustur. Dogal
bilesenler olarak kabul edilen siklodekstrinler (CD), dogal bakteriyel bozulma veya
enzimatik sindirim yoluyla nisastadan oligosakkarit yapisina doniistiiriilerek elde
edilir. Genellikle lipofilik ilaglarin suda ¢dziiniirliigiinii artirmak i¢in kullanilirlar ve
daha uzun siireli mikemmel bir ila¢ salim profili saglarlar. Bununla birlikte,
siklodekstrinlerin rejeneratif dis tedavilerinde kullanimi1 hala arastirma asamasindadir

ve sadece birkag ¢alisma mevcuttur (16, 17).

Literatiirde, DPKH’lara toksik olmayan en uygun PA konsantrasyonun ne
oldugu konusunda hem yapilan sinirili sayida c¢alisma olmasi ve degisen
konsantrasyonlarin bildirilmesi, hem de kullanilan PA igeriginin satin alinan

markaya/ilirline gore degisebilmesi (14) sebebiyle 6n ¢aligsma planlanmistir.

Literatiirde yer alan bilgiler ve 6n c¢alismamizdaki konsantrasyon sonuglari
dogrultusunda, bu doktora tez ¢alismasinda; elektroegirme islemi kullanilarak 75
ug/mL proantosiyanidin igeren (PLA_PA-Nf, PLA-IC-Nf) ve igermeyen nanofiber

(PLA-Nf) yapilarinin  {iretimi ve dretilen nanofiberlerin  karakterizasyonu,



biyobozunurlugu, antioksidan ve antibakteriyel kapasitelerinin gosterilmesi,
DPKH’larin canlilig1 ve farklilasma potansiyeline etksinin arastirilmasi1 hedeflenmis
ve bu amagcla yapilan calismalar Sekil 2.1°de sematize edilmis ve asagida maddeler

halinde verilmistir:

En uygun PA konsantrasyonunun ne oldugunu belirleyebilmek igin yapilan

calismalar kisaca su sekildedir:

- 18-24 yas arasi, saglikli ve son iki haftadir herhangi bir antibiyotik
kullanmamus, sigara icmeyen ve gomiilii yirmi yas dislerini ¢ekilmesi igin
randevusu bulunan bireylerden onamlarinin alinmasinmi takiben GO 22/431
sayili etik kurul kararinin (Ek 1.) kriterlerine uygun sekilde ¢ekim sonrasi
dental pulpa izolasyonu, DPKH eldesi, proliferasyonu ve elde edilen kok
hiicrelerin karakterizasyonu ile ilgili testler,

- 2 ug/mL LPS ile24 saat indiiklenmis ve indiiklenmemis DPKH’larin 25, 50,
75, 100 ve 200 pg/mL konsantrasyonlarinda PA ile 24 saat muamele

edilmesini takiben hiicre canliliginin WST-1 analizi ile test edilmesi,
Elektroegirme ile nanofiberlerin {iretilmesini takiben;

- Mikro yapinin incelenmesinde taramali elektron mikroskop (SEM) analizi,

- PLA, PA, CD ve PLA-IC-Nf toz formlarmin fizikokimyasal
karakterizasyonu i¢in ATR-FTR analizi,

- Nanofiberlerin hidrofilik/hidrofobik yapilarinin test edilmesinde temas agis1
ve su tutma kapasitesi, sisme testi,

- Nanofiber yapilarinin biyobozunurlugunun, PA salimmin ve antioksidan
kapasitelerin testi,

- PLA_PA-Nf ve PLA-IC-Nf yapilarinin E. Coli ve S. aureus 'a antibakteriyel

etkileri test edilmistir.

Uretilen  nanofiber ~ matlarm  biyouyumlulugunu ve  DPKH’larm

osteo/odontojenik farklilasma kapasiteleri lizerine etkilerini gostermek amaciyla;

- 18-24 yas arasi, saglikli ve son iki haftadir herhangi bir antibiyotik

kullanmamus, sigara icmeyen ve gomiilii yirmi yas dislerini ¢ekilmesi i¢in



randevusu bulunan bireylerden onamlarinin alinmasini takiben GO 21/1318
sayili etik kurul kararinin (Ek. 2) kriterlerine uygun sekilde ¢ekim sonrasi
dental pulpa izolasyonu, DPKH eldesi, proliferasyonu ve elde edilen kok
hiicrelerin karakterizasyonu ile ilgili testler,

DPKH’larin nanofiberler iizerinde birinci, ti¢lincii ve yedinci giin kiltiiri
sonrasi canlilik testi,

DPKH’larin PLA-IC-Nf matlar iizerinde 14 ve 18 giin kiiltiirii sonrasi
Alizarin kirmizist ile osteo/odontojenik farklismayr gosteren kalsiyum
odaklarinin boyanmasi ve siipernatanlardaki kalsiyum miktarinin kantitatif
olarak Quantichrom Kalsiyum Test Kiti ile degerlendirilmesi testleri,
DPKH’larin PLA-IC-Nf matlar {izerinde ve tek basina 14 ve 18 giin kiiltiirii
sonrast toplanan siipernatanlarda alkalen fosfataz aktivitesinin gosterilmesi
ve Gergek zamanli polimeraz zincir reaksiyonu (GZ-PZR) ile
odonto/osteojenik farklilasmay1 gésteren bazi gen belirteglerinin (RUNX-2,
OCN, DSPP, DMP-1) ifadesi test edilmistir.
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2. GENEL BIiLGILER
2.1. Dentin Pulpa Kompleksi

Disler, oldukca Ozellesmis yapisal Ozelliklere ve islevlere sahiptir. Disin
merkezinde ve kok kanalinda yer alan dis pulpasi, disin yasam boyu canliligin1 ve
islevselligini saglar. Dis pulpasi, heterojen pulpa hiicrelerinden olusan yumusak bir
bag dokusudur ve yapisinda fibroblastlar, odontoblastlar, bagisiklik hiicreleri,
endotelyal hiicreler, néronlar, mezenkimal kok hiicreler (MKH) ve ekstraselliiler
matriks (ECM) bulunur (18). Dentin dis pulpasini ¢evreledigi igin ¢ogunlukla pulpa-
dentin kompleksi olarak adlandirilir. Pulpa-dentin kompleksi embriyolojik olarak
kranial noral krest hiicrelerinden tiiremistir. Odontoblastlar, pulpanin ¢evresinde tek
bir tabaka halinde siralanir, dentinin organik ekstraselliiler matriksini salgilar ve bu
matriksin mineralizasyonu ile birincil dentini olusturur (19, 20). Odontoblastlarin
sitoplazmik uzantilar1 mineralize dentine niifuz eder ve dentin tiibiilleri i¢inde yer alir.
Mineralize dentin tiibiiler yap1 gosterir ve intertiibiiler ve peritiibiiler dentin olarak
ayrilir. Tibillerin genisligi, dentin-pulpa sinirindan dentin-mine baglantisina dogru
daralir. ECM molekiilleri, odontoblastlardan salgilanan matriks vezikiilleri ve kan
serumundan meydana gelen ¢okelti mineralizasyona aracilik eder ve dentin ECM'sinde

hidroksiapatit (HA) birikimi meydana gelir (21).

Dentinin inorganik fazi ve organik matriksi sirasiyla agirligin yaklasik %70 ve
%20'sini olusturur. Ozellikle tip 1 ve kismen tip V olmak iizere kolajen, dentin
matriksinin yaklasik %90'm1 olusturur. Proteoglikanlar, enzimler [(6rnegin; matriks
metalloproteinazlar (MMP)], ve yaklasik %2 lipidler dahil olmak iizere olmayan
proteinler, kalan dentin organik matriksini olusturur (22). Kolajen olmayan proteinler;
ECM yapisinin organizasyonu, mineralizasyonun kontrolii, bliylime faktorlerinin
diizenlenmesi ve hiicre proliferasyonu, farklilasma, yapisma ve go¢ gibi islevlerde rol
oynayan sinyal yollarinin etkinlestirilmesini saglar (23). MMP'ler hemen hemen tiim
ECM bilesenlerini parcalayabilir ve bu nedenle bir¢ok biyolojik ve patolojik siirecte
islevlere sahiptirler (24).

Dis pulpa dokusu, dentinogenez ve pulpa savunmasinda kritik bir role sahiptir.

En distaki odontoblast tabakasinin altinda, zengin ekstraselliiler matriks igeren ve



fibroblastlar tarafindan sentelzenen hiicresiz bir bolge bulunur. Ardindan, ¢ok yonlii
mezenkimal 6ncii hiicreler, grantilositler, dendritik hiicreler ve pulpa fibroblastlari
iceren hiicreden zengin bir bolge ve damar ile sinir pleksusunu igeren pulpa ¢ekirdegi
gelir. Bu mezenkimal 6ncii hiicrelere dis pulpa kok hiicreleri (DPKH) denir ve yeni
dentin olusturarak alttaki pulpay1 koruyan odontoblast benzeri hiicrelere dontisebilirler

(18)
2.2. Dental Pulpa Kok Hiicreleri

Dis pulpa dokusu, MKH'larin benzersiz bir kaynagidir ve yapisindaki MKH’lar
(DPKH) insan kemik iligi kaynakli MKH'ar (KIMKH) ile benzerlikler tasir.
DPKH'lar, odontoblastlarin 6nciil popiilasyonudur ve ilk olarak 2000 y1linda Gronthos
ve arkadaglar tarafindan tanimlanmistir (25). DPKH’lar, ektoderm tabakasindan gog
eden noral krest hiicrelerinden olusur ve fibroblast benzeri morfolojiye sahip olma,
plastik yiizeye yapigma ve in vitro koloni olugturma, kendini yenileme, klonojenik ve
proliferatif 6zellikler sergileme gibi MKH 6zelliklerine sahiptirler (26). Mineralize
dentin matriksini olusturan odontoblastlara doniisebilir ve dentinojenik, osteojenik,
adipojenik, norojenik gibi ¢ok yonlii farklilagsma kapasitelerine sahiptir (27, 28).
Ayrica, c¢Oziiniir faktorler salgilayarak immiinomodiilatér ve anti-inflamatuar
Ozellikler gosterir ve kok hiicre tabanli rejeneratif terapiler i¢in umut vermektedir (27,
29). KIMKH’lara kiyasla DPKH'lar, 6zellikle ortodontik nedenlerle cekilen iigiincii

az1 ve premolar diglerden elde edilebildigi i¢in izolasyon agisindan kolaylik sunar (30).

DPKH'lar; ECM, diger yerel hiicreler ve bunlarin etkilesimlerinden olusan
karmasik bir mikrocevrede yer almaktadir. Hiicre-mikrogevre etkilesimleri, MKH
aracili rejeneratif tedavilerde kritik bir rol oynar. Mikrogevreyi bilmek, endojen MKH
fonksiyonunu restore etmek i¢in mikrogevreyi iyilestirmenin ¢oziimlerini gelistirmek,
MKH’larin hastalikli mikrogevreye direncini artirmak ve mikrogevreyi modiile etmek,

MKH aracili rejeneratif terapileri optimize etmek i¢in onerilen stratejilerdendir (31).

Hastalikli mikrogevre, mikrogevredeki biyokimyasal, mekanik ve fiziksel
cesitli faktorler DPKH'larin kaderini yani kendini yenileme ile farklilasma arasindaki
dengelerini etkiler. Mekanik kompresyonlar, dinamik hidrostatik basing ve dalgali s1vi

akist gibi mekanik uyarilar sinyal yollarin1 aktive ederek DPKH farklilasmasini



tetikleyebilir (32). Dentin tiibiilleri araciligiyla dogrudan bakterilere veya toksinlerine
maruz kalmak veya clrik kaynakli olarak ECM'nin enzimatik bozunmasi;
proinflamatuar mediatdrlerin salgilanmasina ve sonug olarak vazodilatasyon, artmis
kan akisi, eksiida olusumu ve dental pulpada 6dem gelisimine yol agar. Bunu takiben
ise vazokonstriksiiyon, COz2 seviyelerinde artma, pH seviyelerinde azalma ve sonug
olarak pulpal iltihaplanma meydana gelir (33). Pulpal iltihaplanmanin klasik
tedavilerinde hastalikli dokunun uzaklastirilmasini takiben etkinligi ve prognozuna
yonelik bazi kisitliliklar1 olan 6zel biyouyumlu malzemeler kullanilmaktadir (34).
Mevcut malzemelerin gelistirilip, yeni malzemelerin piyasaya ¢ikmasinin yam sira,
son c¢alismalarda pulpitisin fizyopatolojik ozelliklerine (35, 36), dental pulpanin
mikrogevresine (37, 38) ve ozellikle dentin-pulpa kompleksinin rejenerasyonuna (39,
40) odaklanilmistir. Pulpitisten etkilenmis dislerde iltihabi mekanizmay1 daha iyi
anlamak, terapotik protokollerin incelenmesi ve dolayisiyla pulpal iyilesme ve

rejenerasyonu tesvik etmek i¢in esastir.
2.3. Pulpitis

Dis / kavite preperasyonu, dis kurutma veya liikksasyon olmaksizin travma gibi
kisa siireli iritanlar genellikle akut enflamasyona neden olur. Uyaranin ortadan
kalkmasini ise siklikla enflamasyonun ¢oziilmesi ve dokunun onarilmasi izler. Tedavi
edilmemis dis ¢iiriikleri, kirik restorasyonlar, catlaklar, erozyon, kotii restorasyonlarin
mikrosizintisi, apikal kan damarlarini etkileyen ciddi travma gibi uzun siireli iritanlar
ise pulpanin kronik enflamasyonuna ve sonugta pulpa nekrozu olusumuna neden olur
(41). Baslangigtaki iritan ne olursa olsun, ¢ogunlukla bir c¢iiriik, catlak veya
restorasyon-dis ara yliziinde kirilma gibi bir yoldan bakteriyel giris, pulpa
enfeksiyonunun en yaygin nedenidir (41). Erken kolonize olan gram-pozitif
bakterilerin organik asitleri tarafindan ¢6ziinen mine hidroksiapatit kristalleri, asitlere
ve bakterilere daha gegirgen hale gelir. Bakteriyel ge¢is, mine-dentin baglantisindan
dentin demineralizasyonu ve dentin tiibiilleri ile pulpaya dogrudur. Ciiriik lezyon
derinlestikce, azalmis karbonhidrat ve oksijen, artmis pH nedeniyle mikrobiyatada
gram negatif anaerobik ¢cubuklar baskin hale gelir. Bakteriler ve metabolitleri, dentin
tiibiillerinden pulpa bosluguna niifuz eder (41). Bu patojen iliskili molekiiler yapilar
(PAMP), ciiriik kaynakli pulpa iltithaplanmasinin erken tetikleyicileri olarak bilinir



(35). Pulpa ve dentin arasinda yer alan odontoblastlar ve bunlarin dentin tiibiilleri
igerisine uzanan hiicresel uzantilari, bu iritanlar1 algilayarak savunmanin ilk hattini
olusturur (42, 43). Bu hiicrelerin yani sira pulpa fibroblastlari, 16kositler ve pulpa kok
hiicreleri de PAMP'lar1 tehdit olarak tanir ve dogustan gelen bagisiklik sistemini de
aktive ederek fagositozu uyarir. Dis ¢lriigiinde baskin olarak bulunan Gram-pozitif
bakterilerin hiicre duvar1 bileseni Lipoteikoik asit ve gram-negatif bakteri hiicre duvari
bileseni lipopolisakkarit (LPS), Toll benzeri reseptorler (TBR) tarafindan taninir.
Antijenin TBR'lere ve sitozolik niikleotid baglayici oligomerizasyon bolgesi 2'ye
(NOD2) baglanmasi, proinflamatuar sitokinlerin ve kemokinlerin salinmasina yol
acarak pulpa ve ciiriik lezyonu ara ylizline dendritik hiicrelerin ve diger bagisiklik
hiicrelerinin yonelmesini ve bakteriyel toksinlerin notralize edilmesini tesvik eder (42,
43). Odontoblastlar ve hiicresel uzantilari beta-defensinler gibi bir dizi antibakteriyel
iirlin salgilar ve boylece mikroorganizmalarin zar biitiinliiglinii bozarak antimikrobiyal
aktivite gosterir (43). Ayrica, odontoblastlar ve dendritik hiicrelerden sitokin ve
prostaglandinlerin salim1 ile inflamatuar hiicrelerin (T hiicreleri, makrofajlar,
nétrofiller, B hiicreleri) bolgeye aktivasyonu ve dolayisiyla pulpal cevap tetiklenir; T-

lenfositlerin CD4/CD8 orani artar (42, 44).

Saglikli dental pulpa invazif patojenlere karsi etkili bagisiklik yanit ve
savunma gelistirir. M1 ve M2 fenotiplerini gdsteren mononiikleer hiicreler olan
makrofajlar, bakterilere karsi dogustan gelen savunmanin ilk hatlarindan birini
olusturur. Patojen bir saldiriya karsi konak hiicrenin yanmitinin basaris1 veya
basarisizligi, hangi aktivasyon fenotipinin kullanildigina baglidir. Enfeksiyonun
baslangi¢ asamasinda, makrofajlarin M1 fenotipine dogru polarizasyonu baskindir
(45). Bunlar bakteriyel aktiviteye karsi inflamatuar yanitta hayati bir rol oynarlar.
Ayrica, proinflamatuar sitokinleri ve kemokinleri ifade ederek invaze olan bakterilerin
oldiiriilmesini ve enflamasyonun c¢oziilmesini saglarlar. M1 makrofajlarin yaniti,
dokunun zarar gormesini engellemek i¢cin M2-polarize makrofajlarin aktivasyonu
tarafindan kontrol altina alinir. M2 makrofajlar tarafindan salinan anti-inflamatuar
mediatorler, M1 makrofajlar1 diizenler, inflamasyonu bastirir ve doku onarimini,
yeniden sekillenmesini ve vaskiilojenezi destekler (45). Bakterilerin yok edilmesinde

bir basarisizlik olursa, M1 makrofaj fenotipi devam eder veya M2 fenotipi M1
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makrofaj fenotipine geri doner ve buna bagli olarak proinflamatuar yanitlar siddetlenir

ve yara iyilesme siireci bozulur (46, 47).

Rolatif olarak yavas ilerleyen cliriik lezyonunun varliginda veya patojenlerin
uzaklastirilip uygun bir restorasyonla hastaligin durdurulmasinda reaksiyoner dentin
olusumu tetiklenebilir. Odontoblastlar tarafindan olusturulan bu mineralize bariyer,
pulpal savunma ve yara iyilesmesinin onemli bir 6zelligi olup pulpay1 cliriik
lezyonundan ve bakterilerden ayirir. Ancak, daha hizli ilerleyen ciiriik lezyonu
durumunda odontoblastlarin 6liimii gergeklesir ve dis pulpasindaki kok hiicreler veya
fibroblastlar tarafindan farklilasan odontoblast benzeri hiicreler, tiibiiler ve amorf
yapiya sahip onarict dentin olusumuna yol agar (38, 42). Bakteriler ve yan iiriinleri
tarafindan uyarilan pulpanin enflamatuar mikrocevresi ve dental pulpa kok
hiicrelerinin davraniglart Sekil 2.2°de resmedilmistir. Eger enfeksiyon kontrol altina
alinamazsa, daha siddetli bir bagisiklik ve iltithap yamiti gelisir ve bu da pulpa
dokusunun nekrozu ile sonuglanabilir (39). Nekrotik doku olusumunun genellikle
oksijen, besin kaynagi, lenfatik drenaj kapasitesi ve yara temizliginde azalma
sonucunda dis pulpasindaki yerel bagisiklik hiicreleri tarafindan gergeklestigi
diistiniiliir (36).



11

Bakteri ve Endotoksinleri
™Y L]

!
o

Proinflamatuar Sitokinler

L] l-.

Enflamatuar Mikrogevre

l

Dental Pulpa K&k Hiicreleri
a”a”
Proliferasyon ve Migrasyon
VS S s o
Odontoblast benzeri hiicrelere farkhilasma
ve mineralizasyon

1
P i g

Fibroblast

Dendritik hiicre
Odontoblast

Dental pulpa kék hiicresi
Odontoblast benzeri hiicre

Granulosit

Makrofaj

ST

B hiicre

Kan Damarlari Sinir Lifleri

Sekil 2.2. Bakteriler ve yan firlinleri tarafindan uyarilan pulpanin enflamatuar
mikrogevresi ve dental pulpa kok hiicrelerinin davranislar (2).

2.4. Geleneksel ve Doku Miihendisligine Dayali Vital Pulpa Tedavi

Yontemleri
2.4.1. Geleneksel Vital Pulpa Tedavileri

Dental pulpanin canliligini siirdiirmek; olgunlasmamis daimi dislerde kok
gelisiminin devam etmesini ve dis uyaranlara cevap verebilmesini saglamak i¢in
esastir. Pulpa agiga ¢iktiginda uygulanan geleneksel vital pulpa tedavileri; direk pulpa
kaplama, kismi veya total pulpotomi‘dir. Bu tedaviler ile zarar gormiis enfekte
pulpanin uzaklastirilmasi ve iyilestirilmesi, enfeksiyon bolgesinin altindaki saglikli

dokunun ise korunmasi amaglanmaktadir (48). Pulpa kaplama malzemesi tarafindan
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indiiklenen kok hiicreler veya onciillerin odontoblast benzeri hiicrelere doniisiimiine
bagli olarak dentin kopriisii olusumu ve pulpa canliliginin korunmasi, malzemenin
basarisin1 gosterir. Pulpa {izerine koruyucu bir bariyer olarak ¢ogunlukla kalsiyum
hidroksit veya mineral trioksit agregat (MTA) gibi bir kalsiyum silikat siman
kullanilir. Ciirtige bagl pulpanin agiga ¢ikmasi durumunda kullanildiginda, hidrolik
tri-/dikalsiyum silikat simanlar, kalsiyum hidroksite kiyasla daha giivenilir ve uzun
vadeli tedavi sonuglart saglamistir (49, 50). Klinik teshis, pulpa yaralanmasinin
biiyiikligii ve tlirli (¢iiriik, travma, iatrojenik vb.), kullanilan malzeme, malzemenin
biyouyumlulugu, enfeksiyon kontrol kabiliyeti ve sizdirmazligi gibi faktorlerin
pulpanin prognozunu etkiledigi bilinmektedir (51). MTA ve kalsiyum silikat gibi
biyoseramikler doku sivilart ile temas edince kalsiyum hidroksit iiretir ve takiben
kalsiyum hidroksitin fosfat ile reaksiyona girmesi ise hidroksiapatit kristallerinin
olusumuna yol acar. Yapilan ¢alismalara gére MTA; biyouyumludur, pulpa iizerini
sizdirmaz bir sekilde kapatir ve pulpanin agiga ciktig1 bolgede mineralize doku
olusumunu indiikleme yetenegi gibi 6zellikler gostermektedir (52, 53). Ayrica, MTA
ile dental pulpa kok hiicrelerinin dogrudan temasi sonucunda, dentin sialofosfoprotein
(DSPP), kemik sialoprotein (BSP), osteokalsin (OCN) gibi odontogenezis ile ilgili
proteinlerin ifadesinde ve alkalen fosfataz (ALP) aktivitesinde artis gozlemlenmistir
(53, 54). Ancak, pulpanin iltihabi durumununun &ngoriillemezligi ve MTA'nin sinirh
anti-enflamatuar 6zellik gostermesi nedeniyle, ideal pulpa kaplama malzemesi arayisi
devam etmektedir (55, 56). Ayrica, bakteri kaynakli lokal metabolik asidoz veya doku
iltihabt nedeniyle asidik mikrogevreye maruz kalma, kalsiyum silikat bazh
malzemelerin mikrosertligini, ylizey mikroyapisin1 ve apatit olusturma kabiliyetini
degistirmektedir (57, 58, 59). Pulpitis teshisindeki belirsizlik ve hangi vakalarda vital
pulpa tedavilerinin uygulanabilecegi konusunda tam bir kanitin olmamasi mevcut vital
pulpa tedavilerinin 6nemli bir kisithiligidir. Geri doniisiimsiiz pulpa iltihabi veya
yeniden enfeksiyon nedeniyle pulpa kaplama tedavilerinin %45’inin bes y1l sonra,
%80'inin ise on y1l sonra basarisizlik gosterdigi bildirilmistir (60). Ayrica, pulpanin
cliriik maruziyeti ve ileri diizey inflamasyonu, tedavinin lisans 6grencisi veya genel
dis hekimi tarafinfan uygulanmasi pulp kaplama veya pulpotomi islemlerinin

ongoriilebilirligini en az %50'nin altina diistirmiistiir (61).
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Bugiine kadar, hidrolik kalsiyum silikat simanlarin dokuda olusturdugu
biyolojik cevap, kalsiyum hidroksite gore daha kalin ve daha yiiksek kaliteli mineralize
kopriiler olusturmasi olarak bildirilmesine ragmen, her ikisinin tepkisi de onarici
niteliktedir ve olusan sert yara dokusu tiibiiler yapida olup dentin olarak kabul edilmez
(62). Bu durum, pulpanin yara iyilesmesi sirasinda odontoblast olusumu ve gelisim
stireglerindeki karmasik dogasini tekrarlamamasi ya da mevcut malzemelerin spesifik
olmayan etkileri nedeniyle olabilir (63). Hasta veya klinik agidan, pulpa kaplama
malzemelerinin daha kalin, daha yiiksek kaliteli tiibiiler dentin olusumunu tesvik
etmesinin tedavi sonucuna etkisi az olabilir. Su anki onarici yara iyilesme tepkileri
kabul edilebilir klinik sonuglar saglasa da (64) hastalarin, klinisyenlerin ve son olarak
bilim insanlarinin istekleriyle ilgili asamalar g6z Onilinde bulundurularak
degerlendirilirse; rejeneratif doku cevabi saglayacak, iltithaplanma veya onarici
slireglere yonelik yeni nesil biyomateryallerin gelistirilmesi yararlidir ve son derece

onemlidir (3, 65).

Dentin-pulpa kompleksi rejenerasyonunu arttiran, dokunun savunmasini ve
onarimint modiile eden ideal tedavi tipi ve malzemeyi kesfetmek amaciyla son
calismalarda doku miihendisligi yaklasimlar1 kullanilmistir (66, 67). Doku
miihendisligi ve molekiiler biyoloji alanlarindaki ilerlemeler sayesinde hedefe yonelik
tedavilerin, daha akilli pulp kaplama malzemelerinin gelistirilmesi ve bu malzemelerin
otolog kok hiicreler ile kombinasyonu yenilik¢i ve umut vadeden yontemlerdir. Doku
benzeri mikroortamin karmasikligi sebebiyle rekonstriiksiiyonunda olusan zorluklar;
hiicre temelli, iskele temelli ve iskelesiz hiicre temelli olmak {izere ¢esitli terapotik

yaklagimlarin ortaya ¢ikmasina neden olmustur (67).
2.4.2. Doku Miihendisligine Dayah Vital Pulpa Tedavi Yontemleri
Hiicre Temelli Yaklasimlar

Dentin rejenerasyonu i¢in gémiilii ii¢lincli molar veya insan siit disinden elde
edilebilen otolog DPKH’larin kullanimi 6nceki ¢alismalarda onerilmistir (68, 69). Ji
ve arkadaslar1 (69), Beagle kopeklerinin premolar dislerinde olusturduklar1 pulpa
ekspozu Tlizerine otolog DPKH ve kalsiyum hidroksit uygulamis ve dentin

rejenerasyonunu degerlendirmislerdir. Pulpa ekspoz alanmma dogrudan DPKH
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implantasyonunu takiben kalsiyum hidroksit uyguladiklarinda tek bagina kalsiyum
hidroksit veya DPKH'ya kiyasla dentin rejenerasyonunda olumlu etkiler
gozlemlemislerdir (69). Hiicre temelli dentin-pulpa dokusu miihendisligi i¢in gerekli
hiicreler, hiicre transplantasyonu veya pulpada kalan kok hiicrelerin gog, proliferasyon

ve farklilagmasinin uyarildigi yaklagim (cell homing) yoluyla saglanabilir (48, 70).
Iskelesiz Hiicre Temelli Yaklasimlar

Insan kaynakli iskele yapilari; ECM bilesenleri ve bilyiime faktdrleri veya kok
hiicreler agisindan zengin yapilar klinik olarak uygulanabilir yeni rejeneratif tedavi
yontemlerine izin verir. Ancak, hiicre ekimi yapilan alandaki mevcut proteolitik
enzimler ECM ve hiicrelerin biiyiime faktorlerini parcalayabilir (71). Iskelesiz doku
miihendisligi yaklasimlarinda hiicre tabakalar1 (cell sheets), hiicresel sferoidler (cell-
spheroid), doku iplikgikleri gibi kohezif 3 boyutlu (3B) yapilar1 kullanilabilir ve kok
hiicre uygulamasimin optimizasyonu i¢in tasarlanmistir (71). Hiicre tabaka
teknolojisinde hiicreler sicaklik duyarli polimerler kullanilarak kaplanmis hiicre kiiltiir
kaplarinda yetistirilir. Normal viicut sicakliginda, hiicreler ylizeye yapisirken; sicaklik
diisiiriildiigiinde, polimer yiizeyi hidrofilik hale gelir ve hiicrelerin zarar gérmeden
ylizeyden ayrilmasina izin verir (72). Bu yontem ile doku miihendisligi igin hiicre
tabakalarinin elde edilmesi, proteolitik enzim kullanmadan hiicrelerin tabaka halinde,
hiicre-hiicre baglantilari, ECM, biiylime faktdrleri ve iyon kanallarinin da korunarak,
ayrilmasint saglar (72). Na ve arkadaslart (73), apikal papilla kok hiicrelerini
kullanarak 3B ve iskelesiz bir kok hiicre tabakasi peleti tasarlamislar. Insan islenmis
dentin matriksi pargalarina hiicre tabakasi veya hiicre tabakasi peletlerini yerlestirip
immiin yetmez farelere nakletmislerdir. 3B kok hiicre tabakasi peletlerinin dental
pulpa/dentin benzeri doku rejenerasyonu i¢in umut vaat ettigini ve ayni zamanda iki
boyutlu hiicre tabakasina kiyasla fiziksel olarak daha stabil oldugunu belirtmislerdir.
Bu pelet sistemi, yeterli biiyiikliik ve iyi islenebilirlige sahip olmasinin yani sira

rejenerasyon i¢in hayati olan ECM bilesenleri agisindan da zengindir (73).

Bir diger c¢alismada, insan gobek kordon veni endotelyal hiicreleri,
DPKH'lardan elde edilen mikro doku sferoidlerine eklenmis ve dis kok kesitlerinin
kanal bosluguna yerlestirilip immiin yetmez farelerin deri altina implante edilmistir.

Dort haftalik implantasyon sonrasi histolojik incelemede iyi vaskiilarize ve hiicreli,
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pulpa benzeri doku varlig1 gozlenmistir. Dentine komsu yiizeyde odontoblast benzeri
hiicrelerin siralandigi, dentin tiibiilleri i¢ine uzanan hiicresel uzantilarin varligr ve
nestin ve dentin sialofosfoproteinin (DSPP) ifade edildigi gosterilmistir. Mevcut
yaklasimin, hiicre tabakalarina kiyasla ylizlerce uniform boyutta kendi kendine bir

araya gelmis, daha kontrollii mikrodoku olusumu sagladigi belirtilmistir.

Sadece hiicrelerin ve hiicrelerin ECM'sinin kullanildig1 iskelesiz sistemler,
iskele temelli tedavilere kiyasla daha dogal bir alternatif sunar ve ayni zamanda
hiicrelerin eksojen iskele malzemesine homojen olmayan bir sekilde taginmasi gibi
zorluklari ortadan kaldirir. DPKH tabakalarimin norotrofik kdk/projenitor hiicrelerin
tasinmasinda daha basarili olmasi, daha iyi immiinomodiilatér etkilere sahip
olabilecegini diislindiirmektedir. Dis hekimliginde yapilan ¢aligmalarda iskelesiz
sistemler yalnizca rejenerasyon i¢in yliriitiiliirken, iskele tabanli tedaviler enflamasyon

kontroliinde uygulanmustir (73).
Iskele Temelli Stratejiler

Hiicreler, integrinler, selektinler ve kadherinler gibi hiicre yiizeyindeki
proteinler araciligiyla kolajen (COL), fibronektin ve laminin gibi ECM proteinlerine
baglanir. Integrinler, heterodimerik transmembran reseptdrlerdir ve baglandiklari
ECM proteini tiiriine bagli olarak cesitli sinyalizasyon kaskadlarmi baslatarak,
hiicrelerin proliferasyonu, farklilasmasi ve gociinii diizenlemektedir (74). Iskele
temelli doku miihendisliginde ECM’yi taklit eden dogal, sentetik veya kompozit
iskeleler olusturulur. Bu amagla polimerler, hidrojeller ve konagin kendisinden elde
edilen iskele yapilart kullanilabilmektedir (51). Biyomedikal uygulamalar igin
kullanilan iskeleler, bir dizi temel 6zellige sahip olmalidir: Kan damarlari gelisimi ve
biiyiime faktorlerinin difiizyonu icin yeterli alan saglayacak sekilde hiicre
infiltrasyonunu destekleyecek gozeneklilige, dokular tarafindan yer degistirilirken
cevreyle ve yerine gelecek dokularla uyumlu bir sekilde bozunabilme o6zelligine,
herhangi bir istenmeyen etki veya zararli bagisiklik yanit1 olusturmadan islevini yerine
getirebilme, yani biyouyumluluga sahip olmasi gerekmektedir. Ayrica, iskele
ylizeyinin hiicrelerin tutunmasini ve farklilagsmasini tesvik etmesi, cerrahi sirasinda
islenebilir olmasi ve c¢evre dokularla mekanik uyum saglayacak yeterli 6zelliklere

sahip olmast Onemlidir. Son olarak, maliyet etkinligi de gbéz Oniinde
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bulundurulmalidir. Bu nedenlerle, yenilenmesi istenen dokunun 6zelliklerine uygun
olarak giliniimiize dek birgok iskele yapisi iizerinde calisilmistir (75). Doku
miithendisligi temelli uygulamalarda dentin-pulpa kompleksinin rejenerasyonunu ve
inflamasyonunu kontroliinlii kolaylagtiran hedef yapilara ornekler Sekil 2.3.’de ,

kullanilabilen iskele yapilari ise Tablo 2.1. de 6zetlenmistir.

Dental Kok Hiicrelerden Salinan
Sekretomdaki Biyoaktif Faktorler

“W SHEOUEION
iskele Yapisina Hiicre Ekimi
Brlvivirdr

Hiicre Tabakalari

Eksozomlar

\, ) Antimikrobiyal Peptidler
) )
) =

Hiicresel Sferoidler Farmasotikler

Sekil 2.3. Doku miihendisligi temelli uygulamalarda dentin-pulpa kompleksinin
rejenerasyonunu ve enflamasyonun kontroliinii kolaylastiran hedef yapilara
ornekler (2)



Tablo 2.1. Doku Miihendisliginde kullanilabilen iskele yapilarina 6rnekler (75, 76, 77, 78).
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Konagin kendisinden elde edilen
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Poli(biitiilen tereftalat) Nisasta
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2.5. Nanofiberler ve Elektroegirme Yontemi ile Uretimi

Dogal ECM'nin nanoboyuttaki yapisina benzerlik gosteren, 1 nm-100 nm kadar
degisen c¢aplarda ¢ok ince liflerden olusan nanofiber iskeleler ve bir dizi iiretim
teknikleri gelistirilmistir. Elektroegirme teknigi ile tiretilen nanofiber iskele yapilar
hiicreler i¢in uygun 6zelliklere, yiiksek gozenekli ylizey alanina sahiptir ve nispeten
kolay tiretiminin de olmasi sebebiyle kullanimi avantajlidir (79). Bu teknikte polimer
ya da polimer olmayan yiiksek molekiiler agirlikli maddeler uygun bir ¢oziiciide
¢oziilir ve bu c¢ozelti siringaya doldurulur. Siringa pompasi siringa icerisindeki
¢Ozeltiyl siringa boyunca itecek stirekli bir basing olusturur. Yiiksek voltajli giic
kaynagi, siringa ile toplayici levha arasinda gerilim uygular. Elektrostatik itme kuvveti
ve dis elektrik alanin etkisiyle damlacik ucunda bulunan ¢6zelti Taylor konisi konik
bir sekil alir. Elektrostatik kuvvetler yiizey gerilimini etkisiz hale getirdiginde,
elektriksel olarak yiiklenmis jet damlaciktan toplayici levhaya dogru atilir. Jet icindeki
¢Oziiciinlin buharlagsmas1 ve elektrostatik itme kuvveti, jetin incelmesine yol agar
(Sekil 2.4). Bu islem sonunda toplayici ilizerinde nano boyutlarda lifler birikir.
Nanofiber tiretimini ve fiberlerin morfolojik 6zelliklerini etkileyen faktorler ii¢ ana
kategoride incelenebilir: Cozeltinin karakteristikleri (¢ozeltinin viskozitesi, ylizey
gerilimi, elektiriksel iletkenligi, dielektrik 6zellikleri ve polimer yapis1 gibi faktorler),
islem degiskenleri (uygulanan voltaj miktari, ¢6zeltinin akis hizi, siringa ucu ile
toplayict arasindaki uzaklik) ve ortamin sicakligi ve bagil nem orani gibi gevresel

faktorlerdir (80).

Cok sayida sentetik polimer, yar1 sentetik polimer ve biyopolimerden
elektroegirme yontemi ile nanofiber elde edilmesi miimkiindiir. Ancak bu polimerlerin
uygulama alanlarma gore secilmesi gerekmektedir. Ipek, kolajen, kitosan, aljinat,
fibrin, jelatin gibi dogal polimerler; polivinil alkol, polidioxanone, poli-L-laktik asit
(PLLA), poli(laktik-ko-glikolik asit) (PLGA), poli kaprolakton (PCL), polietilen oksit
(PEO) gibi sentetik polimerler ve polimer&polimer, polimer&hidroksiapatit

karigimlari gibi kompozit polimerler elektroegirme igin kullanilmustir (79) (Tablo 1).
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Polimer
Yiiksek Voltaj

ﬁ \ Giig Kaynag

Besleme Unitesi Yiiksek Voltaj 1 SirngaDOMmpasiL
Siringa + pompa Glig Kaynag! =i

Sekil 2.4. Elektroegirme diizeneginin sematik resmi ve Nanosan laboratuvarinda
kullanilan mevcut diizenek. Elektroegirme diizenegi dort ana parcadan
olugmaktadir: (1) yiiksek voltajda gii¢ kaynagi, (2) pompa, (3) siringa ve
(4) metal malzemeden yapilmis bir toplayici.

2.6. Elektroegirme ile Uretilen Nanofiberlerin Dentin  Pulpa

Kompleksinin Rejenerasyonunda Kullanimi

Elektroegirme teknigi ile elde edilen polimerik nanofiberler, dentin pulpa
kompleksinin rejenerasyonunda umut verici adaylar olarak onerilmektedir (79). Pulpa
yaralanmasi genellikle enflamatuar bir yanitla birlikte oldugundan ve dentin-pulpa
kompleksinin rejenerasyonu uzun siiregli bir islem oldugundan, anti-enflamatuar
etkilere sahip, kontrollii salim yaparak daha uzun siire etki gosteren elektroegirilmis
matlar tasarlanmistir (81). Terapdtik etkiyi artirmak veya nanoliflerin yiizeylerini
modifiye etmek, dental dokularin rejenerasyonunu desteklemek amaciyla bazi ilaglar
veya biyoaktif ajanlar nanoliflere katilmistir (82). Ornegin, Yang ve arkadaslar1 (83)
amorf kalsiyum fosfat (ACP) ve aspirin (ASP) yiiklii tek katmanli poli (laktik asit)
(PLA) elektroegirilmis membran iiretmisler ve bunu iki PLGA -elektroegirilmis
membran arasina hapsederek sandvi¢ yapmislardir. Dentin olusumunu tesvik etmenin
yani sira enflamasyonu uzun siireli baskiladigi i¢in dental pulpa rejenerasyonu ve diger
kemik defektlerinin onariminda bu membranin kullanim potansiyeli oldugu
belirtilmistir. Yan ve arkadaslar1 (84), deneysel pulpitis modeli olusturulan siganlarin
iist birinci az1 dislerinde pulpa ekspoz alaninin iizerini ASP/PLGA-ASP/ACP/PLLA-
PLGA kompozit membrani ile 6rtmiis ve kontrol olarak MTA kullanmislardir.
ASP/ACP/PLLA-PLGA kompozit membran grubunda, MTA grubuna kiyasla daha
yiiksek dentin matrik proteini (DMP-1) ifadesi oldugunu gdstermislerdir. Erken
asamada ASP'nin salimmin enflamasyonu kontrol altina aldigi ve DPKH'larin

proliferasyonu ve farklilasmasi i¢in uygun bir mikrogevre sagladigi, ardindan gelen
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ASP ve ACP'nin ardisik salimmin inflamasyonu azaltmada ve mineralize bariyer
olusumunu tesvik etmede olumlu etkilere sahip oldugu oOne siiriilmiistiir. Lee ve
arkadaslar1 yaptiklari in vivo bir arastirmada (85), sertlesmemis MTA’dan salinan
toksik bilesiklerin pulpaya olumsuz etkilerini gidermek, MTA’ya bagh olusan
renklenmeyi 6nlemek ve de olusan dentin kopriisiiniin kalitesini test etmek amaciyla
pulpa ve MTA arasina bir bariyer olarak elektroegirilimis PCL fiber mat
yerlestirmislerdir. Bu tedavi yaklagimi sonucunda tek basina MTA’ya kiyasla daha
kisa siirede ve daha kalin dentin kopriisii olusumu gozlenmis ve renklenme
olusmamustir. Nanofiber matlarin dentin-pulpa kompleksinin rejenerasyonunu

arttirmak amaciyla kullanimi Sekil 2.5°de resmedilmistir.

— Daimi dolgu

— Kaide

4 — MTA
f 1 t 1 bt —Nanofiber mat

Sekil 2.5. Dentin-pulpa kompleksinin rejenerasyonunu arttirmak amaciyla nanofiber
matlarin kullaniminin gosterilmesi.

2.7. Nanofiberlerin Siklodekstrinler ile Birlikte Biyoaktif Ajan/ilac

Tasiyic1 Sistemler Olarak Kullanimi

Siklodekstrinler (CD'ler), ¢esitli bakteriler tarafindan nisastadan elde edilen ve
glukopiranoz birimlerinden olusan halka seklinde makromolekiillerdir. Alfa, beta ve
gama olmak iizere {i¢ tipi bulunan CD'ler, i¢i hidrofobik ve dis1 hidrofilik bir yapiya
sahiptir. Bu 6zellikleri, CD'lerin ¢esitli hidrofobik veya amfifilik molekiillerle konuk-
konak kompleksi olusturmasini saglar, bu da molekiillerin ¢oziiniirliiglinii, kararliligini

ve biyoyararlanimini artirir (86). Siklodekstrinler, beyaz, kokusuz, tath, nem
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cekmeyen ve kristal toz formunda olduklar1 i¢in uzun siire bozulmadan saklanabilir ve
suda az ¢oziinen maddelerin ¢oziintirliglinii artirmak i¢in yaygin olarak kullanilir (87).
Ayrica molekiilleri enkapsiile ederek kararliliklarini korumalarina yardimci olmalari
veya kontrollii salimlarina olanak vermeleri nedeniyle saglik alaninda kullanimlar giin
gectikce artmaktadir (88). Ayrica, 1:1 veya 2:1 oraninda inkliizyon kompleksi
olusumu ile siirh olan ilag yiikleme kapasitelerinin, CD’lerin, nanofiber ag
yapilariin igerisine alinmasiyla, 30 kata kadar artabildigi yapilan caligmalar ile
gosterilmistir (89, 90). CD’ler nanofiberlerin fiziksel ve mekanik 6zelliklerinin
iyilestirilmesine, uyaranlara cevap verebilme, konuk molekiil hapsetme, ayarlanabilir
dolasim siiresi ve ilag salimi gibi 6nemli fonksiyonel 6zellikler sunan nano boyutlu
sistemlerin tasarimina da olanak tanimaktadir (90, 91). Daghrery ve arkadaslar1 (17),
B-CD IC kullanarak Deksametazonun (DEX) siirekli salimini saglayan bir ilag salim
sistemi gelistirmistir. Elektroegirme teknigi ile PLGA/DEX-CD-IC nanofiber matlar
elde edip siit dislerinden elde edilen kok hiicrelerin mineralizasyon kapasitesini
artirmay1 ve dogrudan pulpa kaplama stratejisi i¢in kullanim potansiyelini arastirmay1
amaclamiglardir. Arastirma sonuglarina gore, B-CD ile DEX kompleksi
olusturulduktan sonra DEX’in ¢oziiniirliigiinde 6nemli iyilesmeler gézlemlemisler ve
ozellikle %5 DEX/B-CD-IC iceren grubun kok hiicrelere toksik olmadigini,
mineralizasyonu onemli derecede artirdigini, CD icermeyen gruba (PLGA/DEX)
kiyasla daha siirdiiriilebilir DEX salimi elde ettiklerini bildirmiglerdir. Sonug olarak,
bu nanofiberlerin siirekli DEX salimi, biyouyumlulugu ve odontojenik farklilagmay1
uyarma yetenekleri sayesinde vital pulpa tedavisinde biiylik bir potansiyel tasidigi
belirlenmigtir. Mevcut bu g¢alismalardan da yola ¢ikarak calismamizda da {iziim
¢ekirdegi proantosiyanidinin kontrollii salimini yapan nanofiber ilag¢ salim sisteminin
iretimi, DPKH’lar iizerine etkileri ve bdylece vital pulpa tedavilerindeki kullanim

potansiyelinin arastirilmasi amaglanmustir.
2.8. Uziim Cekirdegi Oligomerik Proantosiyanidinleri

Uziim, icerdigi fenolik bilesikler sayesinde insan sagligina antioksidan,
antimikrobiyel, anti-enflamatuvar ve antikarsinojenik, kardiyoprotektif ve yaglanmay1
geciktirici faydalari bulunan bir meyvedir (92). Fenolik terimi bilesigin bir benzen

halkasina bir veya daha fazla hidroksil (OH") grubunun bagli oldugunu gosterir (93).
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Uziim ¢ekirdegi polifenol ekstraksiyonu i¢in énemli bir yan iiriindiir ve monomerik
flavanoller (katesin ve epikatesin), dimerik, trimerik ve polimerik prosiyanidinler,
fenolik asitler (gallik asit ve ellagik asit) gibi fenolik yapida bir¢ok flavonoid igerir.
Flavonoidler serbest radikalleri uzaklastirabilir ve boylece dokulart serbest radikal
atagi ve lipid peroksidasyonuna kars1 koruyarak antioksidan 6zellik gosterirler (94).
Uziim ¢ekirdegi flavan-3-ol bilesiginin oligomerleri olan proantosiyanidinleri (pa)
yiiksek miktarda igerir; katesin, epikatesin, flavan-3-ol olarak da isimlendirilir (94).
Oligomerik PA’lar 2-9 arast monomer birimlerinden olusur ve kolajeni garpraz
baglayabilen dogal bir ajan oldugundan kolajenin mekanik ozelliklerini artirmada
olduk¢a etkilidir (13). Houde ve arkadaglar1 (95) iiziim ¢ekirdegindeki
proantosiyanidinlerin makrofajlarda periodontopatojenlerin lipopolisakkarilerinden
kaynaklanan oksidatif stresi anlamli derecede azalttigini bildirmislerdir. Antioksidan
aktivitesini proenflamatuar mediyatorlerden nitrik oksiti ve serbest oksijen
radikallerini temizleyerek ve olusumunu inhibe ederek, indiiklenebilir nitrik oksit
sentazin (iINOS) olusumunu diizenleyerek gdsterdigini belirtmislerdir. Bu nedenle
fagositik hiicrelerin asir1 cevabindan kaynakli enflamatuvar hastaliklarda dogal

pa’larin kullaniminin ve ilag gelistirilmesinin faydali olabilecegini belirtmislerdir (95).

Flavanoidlerin ¢esitli metallerle selasyon yaptigi (96) ve doku yikiminda
onemli rol oynayan MMP’lerin aktivasyonu i¢in gerekli olan kalsiyum ve ¢inko gibi
metaller ile de selasyon yapabilecegi (97) belirtilmistir. Aggregatibacter
actinomycetemcomitans LPS’si ile makrofajlarin uyarilmasi sonrasi makrofajlar
cesitli konsantrasyonlarda tiziim ¢ekirdegi 6ziitli ile muamele edilmistir. Sonug olarak
tizim ¢ekirdegi 6ziitiiniin MMP-1, 3, 7, 8, 9, ve 13’1 inhibe ettigi, MMP saliminin
baskilanmasiin NF-kB, p65 ve AP-1 aktivasyonunun inhibisyonu ile iliskili oldugu
gosterilmistir. Uziim ¢ekirdegi oziitiindeki anti-enflamatuar dzelliklerin NF-kB sinyal
yolagini inhibe etmesinden ve ayni zamanda MMP’ lerin aktivasyonu icin gerekli

metallerin selasyonundan kaynaklanabilecegi ongoriilmiistiir (97).

Bununla birlikte, son yillarda antioksidanlarin biyoyararlanimini arttirmak ve
ozelliklerini korumak i¢in nano- ve mikroteknoloji ile antioksidanlar polimerik ya da
polimerik olmayan matrikslerde (nanopartikiiller, nanokapsiiller, nano ve

mikroemiilsiyonlar) kapsiillenmistir (80, 98). Enkapsiilasyon islemi biyoaktif
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bilesenlerin bozunmasina ve aktivitelerinin azalmasina sebep olabilecek dis faktorlere
kars1 korunma, bazi aktif bilesiklerin ¢oziiniilirligli ve biyoyararlaniminda ise
iyilesme saglar. Kong ve arkadaslar1 (99), iiziim ¢ekirdegi oziitii ve siilfobiitil eter-
BCD inkliizyon kompleksleri olusturmus ve boylece liziim ¢ekirdegi 6ziitlinlin suda
¢Ozilinlirligiiniin arttigini, 1s1, 151k ve oksijenden etkilenmesine karsi koruma

saglayarak stabilitesinin de arttigini bildirmislerdir.

Biz de calismamizda iyilesme ve doku rejenerasyonu igin uygun bir
mikrogevre saglamanin yani sira mineralizasyonun indiiklemesine izin veren, dnemli
antibakteriyel oOzelliklere sahip dogal bir biyoaktif ajan olan iiziim ¢ekirdegi
proantosiyanidini kullanmay1 ve bu biyoaktif ajanin enkapsiilasyonu i¢in CD ile
inkliizyon kompleksi olusturup, elektroegirme teknigi ile PLA, PLA_PA-NF ve PLA-
IC-Nf matlarin iiretimini amagladik. Urettigimiz nanofiberlerin karakterizasyon
islemlerini takiben DPKH’larin canliligi ve odontoblastik farklilagmasi iizerine
etkilerini de test ettik.
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3. GEREC VE YONTEM
3.1. Arastirmamn Tipi
Bu arastirma tanimlayici tipte hiicre kiiltiirli ¢aligmasidir.
3.2. Arastirma Yeri

Dental pulpa érnekleri, H.U. Dis Hekimligi Fakiiltesi Agiz Dis Cene Cerrahisi
Bolimii Lokal Ameliyathanesi’nde ¢ekilen dislerden alinmistir. En  uygun
proantosiyanidin konsantrasyonunu belirlemek i¢in yapilan 6n g¢alismada hiicre
kiiltiirii  calismalar1 H.U. Kok Hiicre Arastirma ve Uygulama Merkezi'nde
gergeklestirilmistir. Nanofiberlerin tiretimi, elektroegirme yontemi ile Ankara Haci
Bayram Veli Universitesi Polatl1 Fen Edebiyat Fakiiltesi Biyoloji Boliimii’nde, primer
hiicre kiiltiirii ¢aligmalari, molekiiler biyoloji ve immiinohistokimyasal yontemler ise
H.U. K&k Hiicre Bilimleri Ana Bilim Dali ve Kok Hiicre Arastirma ve Uygulama
Merkezi'nde gergeklestirilmistir.

3.3. Arastirmanin Evreni, Orneklemi, Arastirma Grubu

Arastirma grubu Hacettepe Universitesi Dis Hekimligi Fakiiltesi Agiz, Dis ve
Cene Cerrahisi Boliimiinde gomiilii yirmi yas disleri ¢ekimi i¢in randevu verilen,
herhangi bir sistemik hastaligi bulunmayan 18-24 yas arast 5’er hastadan
olusmaktadir. Dental pulpa 6rnekleri dislerinin arastirma amaciyla kullanilmasina izin
veren ve bilgilendirilmis onam formunu imzalayan 5 hastadan 6n g¢alisma i¢in GO
22/431 sayili etik kurul kararinin (Ek 1.) kriterlerine uygun sekilde, 5 ayr1 hastadan da
GO 21/1318 sayili etik kurul kararinin (EK. 2) kriterlerine uygun sekilde tez ¢aligmasi

i¢in elde edilmistir.
Arastirmaya dahil olma ve olmama kriterleri asagidaki gibidir:
Dahil olma kriterleri:

v’ 18-30 yas arasinda olmak
v’ Hastalarin, ¢ekilen gomiilii yirmi yas dislerinin arastirma amaciyla

kullanilmasina onam vermis olmalari
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Dahil olmama kriterleri:

v’ Hastalarin herhangi bir sistemik hastaliga sahip olmasi,
v" Son iki hafta igerisinde antibiyotik kullanmis olmalari

v' Dislerde ¢iiriik ve/veya hipomineralizasyon olmasi
3.4. Arastirmanin Yontemi ve Veri Toplama Araclari

Hastalarin ¢ekilmis dislerinden pulpa kok hiicresi izolasyonu, cesitli
konsantrasyonlarda PA’nin DPKH’larin canlilig1 iizerine etkisi, sentezlenen ¢esitli
nanofiber matlarin elde edilen kok hiicrelerle etklilesimi ve incelenecek degiskenler

asagida detaylariyla anlatildig: gibi degerlendirilmis ve kaydedilmistir:
3.4.1. Dental Pulpa Kok Hiicrelerinin Izolasyonu ve Cogaltilmasi

Hacettepe Universitesi Dis Hekimligi Fakiiltesi Agiz, Dis ve Cene Radyolojisi
Boliimiinde yapilan muayeneleri sonucunda ¢ekimi uygun goriilen ve Hacettepe
Universitesi Dis Hekimligi Fakiiltesi Agiz, Dis ve Cene Cerrahisi Boliimii’nden
gomiilli yirmi yas dis ¢ekimi i¢in randevu almis hastalardan arastirmaya dahil etme
kriterlerine uygun 18-24 yas arasindaki 5’er hastanin ¢ekilmis disleri hastalarin yazili
onamlarinin alinmasini takiben dental pulpa izolasyonu i¢in kullanilmigtir Uygun PA
konsantrasyonunun belirlenmesi amaciyla yiiriittiigiimiiz 6n arastirmadaki DPKH
eldesi ve karakterizasyonu islemleri de asagida agiklandigi gibidir. Bu nedenle, 6n
aragtirma yontem ve sonuglarindan farkli konsantrasyonlarda PA’nin DPKH’lara

etkisinin WST-1 ile analizine dair detaylara bu tez yaziminda verilmistir.

Cekilen disler %70’lik alkol emdirilmis gazli bezler ile silinip kron ve kok
kismindaki doku artiklar steril kretuar ile uzaklastirilmistir. Ardindan fosfat tamponlu
salin ¢ozletisi (PBS) ile yikanmis ve dis kronu mine-sement sinir1 boyunca steril distile
su sogutmasi altinda elmas frez kullanilarak pulpa dokusuna kadar inceltilmis ve kron
kok birbirinden ayrilmadan +4°C’deki o -MEM (Minimum Essential Medium - Alpha,
Biological Industries, Israel), %5 penisilin-streptomisin (Pen-Strep, Sigma) ve %5
Amfoterisin B (Amf B, Biological Industries) igeren 50 ml’lik steril falkon igerisinde

10-15 dk i¢inde H.U Kok Hiicre Arastirma ve Uygulama Merkezi’ne tagmmustir.



26

50 mI’lik steril falkon i¢inde hiicre kiiltiirii laboratuvarina getirilen dis steril bir
davye yardimiyla kok kismindan sabitlenip mine-sement sinir1 boyunca inceltildigi
yerden diger bir davye yardimiya nazikce kirilarak pulpa dokusu agiga ¢ikarilmis ve
kok icerisindeki pulpa dokusu steril kanal egeleri ile izole edildikten sonra cam petri
kabi igerisinde bisturi ile kiigiik pargalara ayrilarak mekanik pargalama yapilmistir. 0,3
mg/ml kolajenaz (Sigma) ile 37°C’de 2 saat enzimatik sindirim gerceklestirildikten
sonra 1500 rpm’de 5 dakika santrifiij edilmis, takiben hiicreler pipetlenerek
homojenize edilmis ve 40 pm’lik filtreden (Cell Strainer, Bd Biosciences Discovery
Labware, Ct, ABD; 352340) gecirilmistir. Tekrar santrifiij (1200 rpm, 5 dakika)
edildikten sonra enzimatik besi yeri uzaklastirilmis ve hiicreler daha 6nceden 37°c’de
su banyosunda 1sitilmis o-MEM +%1 pen-strep (100u penicillin/0,1 mg/ml
streptomycin) + %20 fetal sigir serumu (FBS, Gibco) + 1% L-glutamin igeren besi
yerinde T-75 ya da T-25 flasklara ekilerek 37°C ve %5 CO2’li inkiibatore
kaldirilmigtir. Kiiltiir besi yeri 3 gilinde bir degistirilmis ve hiicreler %80-85 konfluense
ulastiginda tripsin (Grisp) ile pasajlama islemi yapilip tripan mavisi boyasi ile canli
hiicrelerin sayis1 hesaplanmistir. Pasaj 2 ve 3 ’deki hiicrelerin karakterizasyonlar
yapilarak daha sonraki deneylerde kullanilmak {izere azotta muhafa edilmistir (100).

Islemler H.U Kok Hiicre Arastirma ve Uygulama Merkezi’nde gerceklestirilmistir.
3.4.2. Dental Pulpa Kok Hiicrelerinin Karakterizasyonu

Uluslararast Hiicresel Tedaviler Dernegi'ne (ISCT) goére MKH’lert
tanimlamak i¢in gereken minmum kriterlerden ilki standart kiiltiir kosullarinda
hiicrelerin hiicre kiiltiir kabmna yapisabilmesidir (101) ve bu 6zellik ters 1s1k
mikroskobu ile degerlendirilmistir. Ikinci gerekli kriter olan mezenkimal kok
hiicrelere 6zgii ylizey belirtgelerini ifade edip etmedigi ise hiicreler 2. pasaja
ulastiklarinda akim sitometri ile bakilmistir. Ugiincii kriter olan multipotent
farklilagma potansiyellerine sahip olmas1 gerekliligi ise 2.pasajdaki hiicrelerin standart
in vitro farklilagma kosullar1 altinda osteojenik ve adipojenik farklilasma testlerinin
yapilmasi ile gergeklestirilmistir. Calismamizda ayrica kokliliik belirtegleri olan
SOX2, NANOG ve OCT3/4 genlerinin ifade edilip edilmedigi ger¢ek zamanli

polimeraz zincir reaksiyonu ile degerlendirilmistir.



27

Akim Sitometri ile Dental Pulpa Kok Hiicrelerinin Yiizey Belirteglerinin

Tayini

Akim sitometri analizi igin pasaj 2’ deki hiicreler, 2,5x10° hiicre /ml FACS
tamponu ile siispanse edilerek 4 FACS tiipline boliinmiis ve 1200 rpm’de 5 dakika
santriflij ile ¢oktiiriilmistiir. Takiben hiicreler floresan-konjuge anti-insan antikorlari
(anti-human CD90-FITC, anti-human CD73-FITC, anti-human CD105-PE, anti-
human CD45-APC ve anti-human CD34-PE) ile isaretlenmistir. Tiim antikorlar
Becton Dickinson Pharmingen’den (BD, USA) temin edilmistir. Antikorlar ile
isaretlenen hiicreler 30 dakika karanlikta bekletildikten sonra FACS tamponu ile 2 defa
yikama yapilmistir. Izotip kontrol olarak IgG1-PE, 1gG1-FITC ve I1gG1-APC
kullanilmistir. Analizler akim sitometri cihaz1 (BD Accuri) ile yapilmstir (102).

Dental Pulpa Kok Hiicrelerin Farklilasma Kapasitelerinin Tayini
Adipojenik farklilasmanin degerlendirilmesi

Hiicreler ikinci pasaja geldiklerinde 5x10* hiicre/kuyucuk olacak sekilde alti
kuyucuklu kiiltiir kaplarina ekilmistir. Konfluense ulasan hiicrelerin {izerine
adipojenik farklilasma besi yeri [DMEM-LG, 10 mm Indometazin (Santa Cruz
Biotechnology, Oregon, ABD), 0,5 mm 3-isobutil-1-metil-ksantin (Sigma), 1 um
Deksametazon (Sigma), 10 pg/ml insulin (Santa Cruz Biotechnology)] eklenmistir.
Kontrol grubu olarak hiicreler, standart biiyiime besi yerinde (DMEM-LG, %1
penstrep, %1 I-glutamin ve %10 FBS) kiiltiir edilmistir. Kuyucuklar 21 giin 37°C’ de
%S5’ lik CO2’ li ortamda inkiibe edilerek haftada iki kez besi yeri degisimi yapilmustir.
Hiicre farklilagsmasi, kiiltliriin 7, 14 ve 21. giinlerinde inverted 151k mikroskobu ile takip
edilmistir. Adipojenik farklilasma 21. giiniin sonunda Oil Red-O boyamasi sonucu
tayin edilmistir. Kontrol ve farklilasma kuyucuklarinda bulunan hiicrelerdeki
adipojenik farklilasma (yag damlaciklarinin olusumu) 151k mikroskobu ile yapilan

morfolojik inceleme sonucu tayin edilmistir (41).
Osteojenik farklilagsmanin degerlendirilmesi

izole edilen hiicreler, ikinci pasaja geldiklerinde 5x10* hiicre/kuyucuk olacak

sekilde alti kuyucuklu kiiltiir kaplarina ekilmistir. Konfluense ulasan hiicrelerin
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lizerine osteojenik farklilasma besi yeri [ DMEM-LG, %10 FBS, 10" M deksametazon
(Sigma), 0,2 mM askorbik asit (Sigma) ve 10 mM B-gliserofosfat (Sigma)]
eklenmistir. Kontrol grubu olarak ise hiicreler, standart biiylime besi ortaminda
(DMEM-LG, %1 penstrep, %1 L-glutamin ve %10 FBS) kiiltire edilmistir. Tim
kuyucuklar 21 giin 37°C’ de %5’ lik CO2’ i ortamda inkiibe edilmis ve haftada iki kez
besi yeri degisimi yapilmistir. Hiicre farklilasmasi, kiiltiirtin 7, 14 ve 21. giinlerinde
ters 151k mikroskobu ile takip edilmistir. 21. giiniin sonunda Alizarin Kirmizis1 Boyasi
ile kontrol ve farklilasma ortamlarinda bulunan hiicrelerdeki osteojenik farklilasma
(kalsiyum kristallerinin birikimi), 151k mikroskobu ile yapilan inceleme sonucu tayin

edilmistir (102).
Hiicre Kokliiliik Belirteclerinin Degerlendirilmesi

Ug germ yapragi olan ektoderm, mezoderm ve endoderm tabakalarina ve bu
tabakalarin olusturdugu yapilara farklilasabilme potansiyeline pluripotensi denir ve
heniiz farklilasmamus hiicrelerden ifade edilen SOX2, NANOG ve OCT3/4 belirtegleri
hiicrelerin kokliliigiinii gostermektedir. Kokliiligli gdsteren bu belirteglerin erken
pasajlardaki dental pulpa kok hiicrelerinden ifade edildigi onceki caligmalarda
bildirilmis ve ¢alismamizda da degerlendirilmistir (103). ikinci pasaj dis pulpast kok
hiicre peletinden total RNA izolasyonunun gergeklestirilmesi igin total RNA zolasyon
Kiti (Nepenthe) iireticinin talimatlarina gore uygulanmistir. Kisaca, ilk olarak hiicre
peleti tizerine 750 uLL RL (RNA lysis buffer) eklenmis ve takiben pipetleme yapilarak
oda sicakliginda 5 dakika inkiibe edilmistir. Iinkiibasyon sonrasinda pelet iizerine 200
uL kloform eklenmis ve vorteks edildikten sonra oda sicakliginda 3 dakika inkiibasyon
ve takiben 4°C'de 13000 rpm'de 12 dakika santrifiij edilmistir. Ustteki siv1 faz
toplanarak yeni bir tiipe aktarilmis ve %100 etanol eklenmistir. Ardindan 60 saniye
13.000 rpm’de santrifiij edilerek siipernatan yeni bir tiipe aktarilmis ve tizerine 500 pL.
PW tamponu eklenip 3.000 rpm'de 2 dakika santrifiij edilmistir. Kolon yeni tiiplere
aktarilarak tizerine 10 pL RN Az icermeyen su eklenerek 12.000 g’de 2 dakika santrifiij
edilmistir. Izolasyonu gerceklestirilen RNA konsantrasyonu 260 nm’de, NanoDrop
spektrofotometre (ND-1000 spectrophotometer, Thermo Ficher Scientific Inc.) cihazi
ile 6l¢iilmiistiir. RNA 6rneklerinden cDNA Sentez Kiti (iScript cDNA Synthesis Kit,
Bio-Rad, Kat No: 1708891) kullanilarak tamamlayict DNA (cDNA) sentezi
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gerceklestirilmis ve ardindan LightCycler® 480 II (Roche, Almanya) PZR cihazi
kullanilarak gen ifadeleri (NANOG, OCT3/4 ve SOX2 genlerin ifadesi ve referans gen
Glikozaldehit 3-Fosfat Dehidrogenaz (GAPDH) karsilastirilmali olarak) 6l¢tilmiistiir
(Tablo 3.1). LightCycler® 480 II yazilimi kullanilarak hedef ve referans genler i¢in
esik dongii (Ct) degeri hesaplanmis, hiicrelerdeki gen ifadelerindeki degisimler
goreceli (272" yontemi) kantitasyon ile hesaplanip istatistiksel analizi

gerceklestirilmistir.

Tablo 3.1. Hiicre kokliiliik belirteclerinin ifadesini degerlendirmek i¢cin GZ-qPZR
deneylerinde kullanilan primer ¢iftleri ve dizileri

Gen Forward Reverse
NANOG AAAGAATCTTCACCTATGCC GAAGGAAGAGGAGAGACAGT
SOX-2 TAATTAGAATTCATGTACAACA | TAATTAGGTACCTCACATGTGTGAG
TGATGGAGACG AGGGGCAGTGTGC
OCT3/4 | GTATTCAGCCAAACGACCATC CTGGTTCGCTTTCTCTTTCG
GAPDH | CGAGATCCCTCCAAAATCAA CATGAGTCCTTCCACGATACCAA

Kantitatif PZR Kosulu:

95°C 10 dakika,

95°C 10 saniye

60°C 30 saniye,

72°C 1 saniye (45 dongii) ve

40°C 30 saniye.

3.4.3. DPKH’larin Farkh Konsantrasyonlarda PA ile Muamele Edilmesi

ve Uygun Konsantrasyonun Belirlenmesi

Proantosiyanidinin farkli konsantrasyonlarinin DPKH'lar tizerinde hem LPS ile
indiiklenmis hem de indiiklenmemis ortamdaki etkilerini degerlendirmek amaciyla 2
ug/mL LPS ile 24 saat indiiklenmis ve indiiklenmemis DPKH’lar dncelikle 25, 50
ug/mL  PA konsantrasyonlari ile muamele edilmistir. Herhangi bir etkisi
gbzlenmemesi iizerine konsantrasyon gruplari arttirilarak 75, 100 ve 200 ug/mL PA
konsantrasyonlari ile 24 saat muamele edilmesini takiben hiicre canliligini test etmek

amactyla WST analizi yapilmistir.
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3.4.4. Malzeme Sentez ve Karakterizasyonu
Nanofiber Ag Yapularimin Elektroegirme Yiontemi ile Uretilmesi

Calismamizda nanofiberlerin  {iretimi  i¢in  elektroegirme  yontemi
kullanilmistir. Polimer olarak Polilaktik Asit (PLA, mw=60,000 da, Sigma-Aldrich),
¢oziicii olarak ise Kloroform (Isolab, HPLC i¢in, %99.8) ve Metanol (MeOH, %99.8,
Baker HPLC Analyzed, j.t. Baker) kullanilmistir. Elde edilen nanofiberlerin
boncuksuz (bead-free), diizglin yapida ve caplarinin nano boyutta olmasi igin
elektroegirme teknigi ile birgok parametre diizenlenmistir. Sistemde kullanilan
polimerin cinsi/molekiiler agirhigi, ¢oziicliniin c¢esidi, ¢ozeltinin vizkositesi ve
¢Ozeltinin 1iletkenligi denemelerle optimize edilmistir. Ayrica, elektroegirme
aparatinda uygulanan voltaj, liflerin toplanma mesafesi, polimer ¢ozeltisinin akis hizi,
siringa ucunun ¢ap1 da istenilen 6zellikte nanofiber elde edilmesi i¢in dnemlidir ve

ayarlanmistir. Elektroegirme yontemiyle iiretilen nanofiber materyaller su sekildedir:

1) PLA-Nf (Kontrol)
2) PLA_PA-Nf
3) PLA-IC-Nf

Sadece PLA nanofiberlerin iiretimi i¢in, PLA polimeri, Kloroform/MeOH
(2:1) (v/v) iginde %20 (W/V) olarak hazirlanmis ve manyetik bir karistirici tizerinde
karistirtlmigtir. PA yiiklii PLA nanofiberi elde etmek igin, %20 (W/v) PLA polimeri,
Kloroform/MeOH (2:1) (v/v) ¢bziicli ile homojen bir karisim elde edilene kadar
karistirilmistir. Ardindan, 75 pg/ml PA polimer karigimina eklenerek manyetik bir

karistiricida karistirilmastir.

Kati1 halde PA/CD inkluzyon kompleksi (IC) tiretimi i¢in dondurarak kurutma
teknigi kullanilmigtir. Bu amagla, B-CD 1:2 oraninda etanol-su karisiminda
¢Ozdiiriilmiis ve PA homojen B-CD ¢ozeltisine karistirilarak eklenmistir. Cozelti,
manyetik karistiricida bir gece boyunca karistirilmis ve -80°C'de 24 saat
dondurulmustur. Karigim 48 saat boyunca bir liyofilizasyon cihazina konulmustur
(104). IC ile yiiklenmis PLAmin {iiretimi i¢in, %3 IC, %20 (W/v) PLA polimerine

eklenerek manyetik bir karistiricida karistirilmastir.
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Her bir ¢ozelti i¢in akis hiz1 3 ml/saat, uygulanan gerilim 15 KV ve uctan
toplayictya mesafe 10 cm olarak ayarlanmistir. Elektroegirme islemleri, %20 bagil

nemde ve 24 °C'de gergeklestirilmistir (105).
Uretilen Nanofiberlerin Karakterizasyon Calismast
Taramal1 elektron mikroskop analizi

Uretilen nanofiberin morfolojisini belirlemek icin SEM ile goriintiileme
yapilmistir. Bu amagla iretilen nanofiber 6rnegi SEM stabma yerlestirilmis ve
yaklasik 5 nm kalinliginda paladyum-altin kaplama yapildiktan sonra SEM analizi
(Tescan Gaia 3 Fib-Sem Mikroskobu, Cek Cumbhuriyeti) yapilmistir. Elde edilen
mikrografilar iizerinde nanofiberlerin ¢ap Ol¢limleri en az 100 noktada Image J
programi (Ver. 1.53n, nith, ABD) ile dlgiilerek hesaplanmistir. SEM ile goriintiileme

icin Hacettepe Universitesi Hiinitek Arastirma Merkezi’nden hizmet alimi1 yapilmistir.
Temas acis1 analizleri

Uretilen nanofiber ag yapilarmin hidrofobik/hidrofilik 6zelliklerini belirlemek
i¢in kalibre edilmis bir mikrosiringa kullanilarak nanofiber matlarin tizerine ultrasaf
su damlas1 damlatilmis ve ardindan, damla-yiizey arayiiziinii kaydeden bir optik
mikroskoba (Biolin Scientic, Attention Theta Model, Isve¢) bagli kamera ile

goriintiiler ¢ekilmis ve yiizey ile su damlasi arasindaki ag¢1 hesaplanmustir.

Zayiflatilmig toplam yansima-fourier dontisiimlii kizil6tesi spektroskipi (ATR-

FTIR) analizi

PLA, PA, CD ve PLA-IC-Nftoz formlarimin fizikokimyasal karakterizasyonu,
ATR-FTIR (Shimadzu, Iraffinity-1s Model, Japonya) ile gerceklestirilmistir. Bu
amagcla, 6rneklerin ATR-FTIR spektrumlari, her bir spektrumda 64 tarama ile 4000 ila
400 cm-! dalga sayis1 araliginda kaydedilmistir. Ayrica, termogravimetrik analiz
(TGA) ile inkliizyon kompleksinin (IC) varligi dogrulanmustir. Olgiimler, Shimadzu
DTG-60 cihazi ve platin kap kullanilarak yapilmistir (1sitma 10 °C/dak; N2 atmosferi).
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Sigme testi/su tutma kapasitesinin belirlenmesi

Nanofiber yapilarinin sisme davranisinin belirlenmesi i¢in O6rnekler PBS
igerisinde 24 saat boyunca bekletilerek test edilmistir (106). Bu test i¢in nanofiber
yapilar 0.8 x 0.8 cm boyutlarinda kesilmis ve sonra PBS ¢ozeltisinde (ph: ~7.2, 10
mm) bekletilmistir. Orneklerin agirliklarin1 dlgmeden once yiizeylerindeki fazla su
siizgec kagitlar1 ile alinmis ve ardindan 6rnekler oda sicakliginda kurutulmustur.
Nanofiberlerin sisme/su tutma testleri AHBV Universitesi, Nanosan Laboratuvari’nda

yapilmigstir.

Sigsme orami asagidaki formiil kullanilarak hesaplanmistir:

, g\ Ws—-W,
Sisme Oranu (—) =—
9 W,
Bu formiilde W1 kuru agirhigr ve Ws sismis Orneklerin agirligini temsil

etmektedir.
Nanofiberlerin biyobozunumunun incelenmesi

Nanofiber matlar 0.8 x 0.8 cm boyutunda kesildikten sonra her bir kesilmis
matin baslangig¢ agirhig 6l¢iilmiis ve ardindan in vitro biyobozunumunun incelenmesi
icin 20 ml yapay viicut stvisi (124 mm NaCl, 2 mm KCI, 2 mm MgSO4, 1.25 mm
NaH2.PO4, 2 mm CaCl2, 26 mm NaHCO3, 10 mm d-glukoz igeren damitilmis su, pH:
~7.4) igeren erlenmayerlere konulmustur. Erlenmayerler 37 °C'de 1, 2, 7, 14 ve 28 giin
boyunca inkiibe edilmistir. Farkli zaman araliklarinda, {ic adet mat ¢ikarilmis ve
bozunmus 6rnekler once damitilmis suyla yikanmis ve ardindan oda sicakliginda 24

saat kurutulmustur. Matlarin agirligi, bozunma derecesini belirlemek i¢in 6l¢iilmiistiir.
Nanofiberlerin antioksidan analizleri

Antioksidan analizleri 2,2-difenil-1-pikrilhidrazili [(DPPH), Sigma Aldrich)]
temel alan protokol ile yapilmistir. Bu amagla metanol igerisinde ¢oziilerek DPPH
sollisyonu hazirlanmis, bu soliisyondan 3 ml alinarak antioksidan 6zellige bakilacak
ornek icerisine eklenmis ve 15 dk inkiibasyon siiresi sonrasi renk degisimi 517 nm’de

UV-Vis spektrofotometre kullanilarak 6l¢iilmiistiir.
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Nanofiberlerin antibakteriyel analizleri

Sadece PLA-Nf, PLA_PA-Nf ve PLA-IC-Nf’nin antibakteriyel etkisi, gram (+)
Staphylococcus aureus (ATTC 6338) ve gram (-) Escherichia coli (ATTC 8739)
bakterileri lizerine koloni olusturma sayim yontemi ile arastirilmistir. Bu amagla,
oncelikle bakteriler bulyon besi yerinde 37 °C’deki 100 rpm g¢alkalamali inkiibatorde
24 saat stliresince aktiflestirilmistir. 0,8 c¢m biytlkliiglinde kesilmis fiberler, 0.5
mcfarland degerine ayarlanmis E. coli and S. aureus igeren tiiplere eklenerek, 37 °C’de
100 rpm calkalamali inkiibatorde 24 saat inkiibe edilmistir. Inkiibasyon siiresi
sonunda, tiiplerden alinan 6rnekler, PBS tampon ile seri diliisyon yapilarak 10 pl agar
besi yeri lizerine drigalsi 6zesi yardimiyla yayilmistir. Agarlar, 37 °C’de 24 h inkiibe
edilmis ve sonrasinda canli bakteri sayimi1 yapilmistir. Sonuglar koloni olusturan birim
(kob) olarak degerlendirilmistir. Calismada kullanilan bakteri kiiltiirleri, Nanosan

Laboratuvari kiiltiir koleksiyonundan elde edilmistir.
In vitro salim deneyleri

Nanofiberlerin tasidigt PA’nin in vitro salim deneyleri PBS igerisinde
(pH=6.8) yapilmistir. Bu amagla, yaklasik 25 mg nanofiber 30 ml PBS igerisinde 37
°C, 100 rpm calkalama hizinda inkiibasyona birakilmig. Belirlenen zamanlarda 6rnek
alinarak yerine ayn1 hacimde PBS eklenmis ve inkiibasyon devam ettirilmistir. Alinan
ornekler, UV-vis spektrofotometrede Once dalga taramasi yapilarak bulunan
maksimum absorbans degerinde okutulmus ve ¢ikan sonuglar standartlara goére

hesaplanmastir.

3.4.5. Dental Pulpa Kok Hiicrelerinin Elektroegirilmis Nanofiber Matlar
ile Kiiltiirii ve Odontojenik/Osteoblastik Farklilasma Analizleri

Dental Pulpa Kok Hiicrelerinin Malzemeler ile Kiiltiirii

Elektroegirilmis matlar (PLA, PLA_PA-Nf ve PLA-IC-NY) yaklasik 0,8x0,8
c¢m boyutlarinda kare seklinde kesilerek her bir yiizeyi ultraviyole (UV) 1511 ile 30 dk
dezenfekte edilmistir. +4 °C’de muhafaza edilen matlar hiicre kiiltiiriinde kullanim

oncesinde de her iki yiizeyi UV altinda 20’ser dk boyunca steril edilmistir.
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Pasaj 2 (P2)’deki DPKH’lar 24 kuyucuklu hiicre kiiltiir plakalarina, nanofiber
ornekleri iceren ve nanofiber icermeyen negatif kontrol kuyucuklar1 da dahil olmak
her bir kuyucuga 10.000 hiicre/ml yogunlugunda olmak iizere ekilmistir. Hiicrelerin
matlara ve kuyucuk tabanina (kontrol grubu) tutunmasi i¢in 30 dk boyunca
inkiibatorde bekletildikten sonra {izerlerine besi yeri [DMEM-LG (Gibco) +100 u/ml
pen/strep+ %10 fetal sigir serumu (FBS, Gibco)] eklenmistir. Kiiltiirler 1, 3 ve 7 giin
boyunca siirdiiriilmiistiir. Hiicre metabolik aktivitesi, birinci, li¢lincii ve yedinci
giinlerde suda ¢oziiniir bir tetrazolium tuzu olan WST-1"in (%10) her bir kuyucukta 2
saat boyunca bekletilmesi sonrasinda degerlendirildi. Her bir kuyudan alinan 350 pl
besi yeri spektrofotometrik dl¢iim igin mikroplaka okuyucularma (ELISA okuyucu,
TECAN) aktarildi. Cozeltilerin absorbanslart 450 nm'de spektrofotometrik olarak

sleiildi.

Dental Pulpa Kok Hiicrelerinin Osteo/Odontojenik Farklilagsmasinin

Degerlendirilmesi

PLA-IC-Nf matlar1 24 kuyucuklu plakalar igerisine yerlestirilip her iki
yilizeyden 20dk boyunca UV ile sterilize edildikten sonra Nf matlar iizerine 10.000
hiicre/ml eklenip 30 dk boyunca inkiibatorde hiicrelerin matlara tutunmasi

beklendikten sonra kontrol ve osteojenik besiyerleri nazik¢e eklenmistir.

Tiim Orneklerin 37°C° de %5’ lik CO2 inkiibatorde 18 giin kiiltiirleri
yapilmistir. 21 giin kiiltiir yapilmasi planlanan malzemelerin 18 giin kiiltiirlerinin
yapilmasina nanaofiber mebranlarin biyobozunum deneylerinde bozunumun 18.gilinde
artmasi ve malzemenin etkisini gérmek istememiz sebebiyle karar verilmistir. 2 farkl
grup (tek basina DPKH, PLA-IC-NfY), iki farkli besi yeri ile [kontrol besi yeri (KB);
DMEM-LG (gibco) +100 u/ml pen/strep+ %10 fetal sigir serumu (FBS, Gibco),
osteojenik farklilagsma besi yeri (OB); (Stempro, Gibco)] muamele edilerek 4 farkl

grup elde edilmistir.
Kalsiyum tayini

14. ve 18. giinde farklilasma besi yeri ilave edilen ve edilmeyen gruplardaki

kalsiyum sentezinin kantitatif 6l¢timii i¢in Quantichrom Kalsiyum Test Kiti (Bioassay
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Systems, Abd) kullanilmistir. Hiicreler lizerindeki besi yeri atilip 0.6 m HCI eklenerek
4 saat 37 °C’de inkiibe edilmistir. Inkiibasyondan sonra hiicrelere pipetleme yapilmis
ve kit icerigindeki bilesenler {ireticinin talimatlarima gore eklenmistir. Diliisyon
yapilmis 6rnekler ve kit i¢erisinde bulunan standart kalsiyum 6rnekleri hazirlandiktan
sonra mikroplaka okuyucuda (ELISA okuyucu, TECAN) 620 nm dalga boyunda

okutulmus ve ¢ikan sonuclar standartlara gore hesaplanmustir.
Alkalen fosfataz aktivitesinin tayini

Kiiltiirin 14. ve 18. giinlerinde her bir kuyudaki stipernatanlar (Conditioned
medium) isimlerinin kaydedildigi ependorflara alinmis ve ALP aktivitesinin test
edilmesi islemlerine kadar -20°C’de muhafaza edilmistir. Hiicre i¢i ALP aktivitesinin
test edilmesi i¢in ependorflar -20°C’den alinarak oda sicakligina getirilmis ve Alkalen
Fosfataz Test Kiti (ALP Kolorimetrik Test Kiti, Abcam, Cambridge, United Kingdom)
kullamlmustir. Uretici firmanm talimatlar1 dogrultusunda ependorflardan alman
ornekler ve teste ait olan standartlar, reaktifler ve soliisyonlar hazirlanmistir.
Mikroplaka okuyucuda (ELISA okuyucu, TECAN) 450 nm dalga boyunda okutulmus

ve ¢ikan sonuglar standartlara gore hesaplanmustir (107).
Alizarin kirmizist boyama testi

Alizarin kirmizis1 boyama (AKB) testi i¢in 14 ve 18. giinlerde kuyucuklardaki
besiyerleri uzaklagtirilip her bir grup iki defa PBS (1ml) ile yikandiktan sonra %3,7
noétral tamponlu formaldehit (Sigma) ile 37°C'de 20 dakika siireyle sabitlenmistir. PBS
ile bir defa daha yikandiktan sonra ornekler sulu Alizarin kirmizisi ¢ozeltisiyle oda
sicakliginda 15 dakika boyunca boyanmistir. Ardindan kuyucuklar distile su ile
yikanip kuyucuklardaki boyamanin yogunlugu fotograflar1 c¢ekilerek gorsel olarak

degerlendirilmistir.
Gercek zamanl polimeraz zincir reaksiyonu ile hiicre farklilagsmasinin tayini

DPKH’larin tek basina ve PLA-IC-NF’ler {izerinde kontrol ve osteojenik besi
yeri kullanilarak 18 giinliik kiiltliriinii takiben her bir gruptan alinan 6rneklerde
hiicrelerin osteojenik/odontojenik farklilagmaya 6zgii genleri (RUNX-2, OCN, DSPP,
DMP-1 ve referans gen GAPDH; Tablo 3.2) ifade edip etmedigi ger¢ek zamanl
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polimeraz zincir reaksiyonu (GZ-PZR) ile kantitatif olarak tayin edilmistir. GZ-PZR
ile 6l¢tim protokolii “Hiicre Kokliiliik Belirteglerinin Degerlendirilmesi” altbasliginda

aciklandigi gibi yapilmistir.

Tablo 3.2. Osteojenik/odontoblastik farklilagsma belirteglerinin ifadesini
degerlendirmek i¢cin GZ-qPZR deneylerinde kullanilan primer ¢iftleri ve

dizileri
Gen Forward Reverse
GAPDH | CGAGATCCCTCCAAAATCAA CATGAGTCCTTCCACGATACCAA
RUNX-2 | ACCAGATGGGACTGTGGTTA AAGGTGAAACTCTTGCCTCG
OCN CTCACACTCCTCGCCCTATTG GCTTGGACACAAAGGCTGCAC
DMP-1 'I(;TGTGAACTACGGAGGGTAGAG TTGTGAACTACGGAGGGTAGAGG

T

DSPP TAGCATGGGCCATTCCAGTT ACTGGCATTTAACTCATCCTGTAC

3.5. istatistiksel Analiz

Proje kapsaminda yapilan deneylerden elde edilen verilerin analizinde
GraphPad Prism 5.0 yazilimi1 (GraphPad, San Diego, CA, ABD) kullanilmis ve p<0.05
istatistiksel olarak anlamli kabul edilmistir. Veri dagiliminin normal olup olmadigin
degerlendirmek igin Shapiro-Wilk testi kullanilmis; veriler normal dagilim
varsayimina uydugunda coklu grup karsilagtirmalari i¢in tek yonlii varyans analizi
(Tek yonliit ANOVA) ardindan Tukey’in post-hoc testi uygulanmistir. Veriler normal
dagilim varsayimini karsilamadiginda, c¢oklu grup karsilastirmalart i¢in Kruskal-
Wallis testi ve ardindan Dunn’in post hoc testi uygulanmustir. Her farkli deney kosulu

i¢in en az li¢ tekrar (n=3) ¢alisilmistir.
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4. BULGULAR

4.1. Dental Pulpa Kok Hiicrelerinin Izolasyonu, Cogaltilmas1 ve

Karakterizasyonu

Bu calismada, ti¢ saglikli katilimcidan ¢ekilen {igiincii biiyiik az1 dislerinden
izole edilen DPKH’larin hiicre ekimden 3 giin sonra kiiltiir kabina yapistigi ve
proliferatif potansiyelle kisa zamanda yogunluga ulasip igsi morfolojiye sahip
olduklar1 gozlemlenmistir (Sekil 4.1a). P2 DPKH’larin kiiltiiriiniin 21. giiniinde,
adipojenik farklilagmalart Oil Red-O boyamas: ile yag damlaciklart olusumunun
osteojenik farklilagmalar1 ise Alizarin Kirmizis1 boyamasi sonucundaki kalsiyum

birikiminin mikroskobik olarak gézlemlenmesiyle dogrulanmustir (Sekil 4.1.b ve Sekil

4.1.c)

Elde edilen hiicrelerde mezenkimal kok hiicrelerine 06zgli ylizey
belirteglerinden CD90 (%98,5), CD73 (%99,6) ve CD105 (%89,5) pozitiflikleri ve
hematopoetik hiicrelere 6zgii yiizey belirteglerinden CD34 (%1,3) ve CD45 (%0,2)
negatiflikleri yapilan akim sitometri analizleri ile gdsterilmistir (Sekil 4.1d). Ayrica
DPKH’larm kokliiliik belirtegleri olan NANOG, SOX2 ve OCT3/4’1i ifade ettigi ger¢ek

zamanl polimeraz zincir reaksiyonu ile gosterilmistir (Sekil 4.1¢)
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DPKH Adipojenik Farklilagma Osteojenik Farklilagma
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Sekil 4.1. Dental pulpa kok hiicrelerinin 151k mikroskop goriintiisii () ve 21. giin
sonundaki adipojenik farklilasmalarmin Oil Red O boyama (b), osteojenik
farklilasmalarinin ~ Alizarin Kirmizisi boyama (C) ile gosterilmesi,
DPKH’larin CD90, CD73 ve CDI105 pozitifligi, CD34 ve CD45
negatifliginin akim sitometri ile gosterilmesi (d), DPKH’lardan OCT3/4,
NANOG ve SOX2 ifadesinin GAPDH referans geni kullanilarak GZ-gPZR
ile analizi (ort+SS, n= 3) (e).
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4.2. Farkh Konsantrasyonlarda PA ile Muamele Edilen DPKH’larin
WST Analizi Sonugclari

WST analizi sonuglarina gore (Sekil 4.2a), 25, 50 ug/mL konsantrasyonlarda
PA’nin  DPKH’larin  canlilign iizerinde belirgin bir etkisi goriilmemistir.
Konsantrasyon gruplari arttirilarak 50, 75 ve 100 ug/mL PA konsantrasyonlari ile 24
saat muamele edilmesini takiben hiicre canliligt WST analizi ile test edildiginde ise 75
pg/mL PA'nin DPKH'larin canliligini 1,48 Kat arttirdigi gézlenmistir (p<0.05) (Sekil
4.2b). Sadece dental pulpa kok hiicrelerine kiyasla 100 ve 200 pg/ml PA
konsantrasyonlari ile muamele edilen DPKH'larda ise hiicre canlilig1 anlamli derecede
daha diisiik bulunmustur (sirastyla 2,80 kat ve 2,85 kat, p<0.05). DPKH’larin 24 saat
2 ug/mL LPS ile indiiklendigi ortam kosullar1 igin ise 75 pg/ml PA ile 24 saat muamele
edilen DPKH'larda PA ile muamele edilmeyen LPS ile indiiklenmis DPKH’lara
kiyasla hiicre canlilig1 artma egilimi gostermistir (p>0.05). Bu nedenle DPKH’lara

toksik etki gostermeyen 75 pg/ml PA igceren nanofiberlerin sentezlenmesine karar

verilmistir.
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Sekil 4.2. DPKH’larin LPS ile indiiklenmemis (a,b) ve indiiklenmis (c) kosullarda
farkli konsantrasyonlarda PA ile muamele edilmesini takiben birinci
giindeki canliliginin test edilmesi (ort+=SS, n=3, Tek yonli ANOVA,
*p<0.05).
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4.3. Malzeme Sentez ve Karakterizasyonu
4.3.1. SEM Analizleri

Nanofiberlerin sekli ve c¢ap1 gelistirilen materyallerin  6zelliklerini
belirlemektedir. Sadece PLA-Nf (a-c), PLA_PA-Nf (e-g) ve PLA-IC-Nf (I-k) matlarin
SEM goriintiileri Sekil 4.3’de gosterilmektedir. SEM analizi sonuglarina gore, tek
basina PLA-Nf'ler diizenli ve boncuksuz bir morfolojiye sahiptir ve ¢aplar1 56.9 £ 12.6
nm'dir (Sekil 4.3d). PLA-Nf'ye PA katilmasi, serit seklinde liflerle sonug¢lanmis ve en
yiiksek ¢apa (117.5 +45.5 nm) sahip olmustur (Sekil 4.3h). Son olarak, PLA-IC-Nf'ler;
69.2 + 25.2 nm ¢apinda (Sekil 4.3l), boncuksuz ve yeterince diizenli morfoloji
gostermistir. PLA PA-Nf'ler ile karsilastirildiginda PLA-IC-Nf nanofiberlerinin ¢ap1

cok daha kiiciiktiir.

d
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Sekil 4.3. Sadece PLA-Nf (a-c), PLA_PA-Nf (e-g) ve PLA-IC-Nf (i-k) matlarinin
taramali1 elektron mikroskobu goriintiileri ve sadece PLA-Nf (d), PLA_PA-
Nf (h) ve PLA-IC-Nf (I) matlarinin ¢ap boyut dagilimlari.
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4.3.2. ATR-FTIR Analizleri

B-CD, PLA, PA tozlarinin ve PLA-IC-Nf matinin ATR-FTIR spektrumlari
Sekil 4.4a’da gosterilmektedir ve literatiirde bildirilen degerler ile uyumludur.
Karakteristik pikler, B-CD'nin toz formunda 1030 cm™ !, 1080 cm™ ' ve 1155 cm™ "de
O gerilme, 1638 cm™ "de H-OH egilme, 2927 cm™ "de C—H alifatik gerilme ve 3401
cm” "de O-H gerilme i¢in ortaya ¢ikmaktadir (108). PLA'nin toz formundaki
karakteristik absorpsiyon bantlari, 1749 cm™ "de C=O titresim pikini, 1453 cm™ "de
CH3 asimetrik makaslama, 1181 cm™ "de C-O asimetrik germe ve CH3 burkulma,
1080 cm™ "de C—O-C germe, 1042 cm™ "de C—CH3 germe ve 867 cm™ "de C—COO
germe pikini igerir (109). PA spektrumunda, 3365 cm™ '"de pik yapan genis bir
absorpsiyon bandi, proantosiyanidinlerin fenolik hidroksilleri arasindaki hidrojen
bagimin olusumuna atfedilmistir. 1610 cm™ "de ise poliflavonoid bdlgesinin

karakteristik fonksiyonel gruplarina atfedilmistir (108).
4.3.3. Nanofiberlerin Islanabilirliginin Analizi

Potansiyel bir doku miihendisligi malzemesinin hidrofilik olmasi hiicrelerin
tutunmasi ve ¢ogalmasi i¢in gerekli oldugundan, nanofiber matlarin 1slanabilirligi ile
iliskili olarak su temas agis1 6lglilmistiir. Sekil 4.4b sadece PLA-Nf, PLA_PA-Nf ve
PLA-IC-Nf'nin temas acilarini gostermektedir. PLA-Nf (124,5 + 0,8°) ve PLA_PA-Nf
(108,8 + 0,6°) hidrofobik 6zellikler gosterirken, IC eklendikten sonra 1slanabilirligin
degistigi temas agist Ol¢limleriyle dogrulanmistir. PLA-IC-Nf matlar en yiiksek
1slanabilirligi (62,6 + 0,3°) gostermis ve iyi 1slanabilirlige sahiptir (p<0.001). 24 saat
boyunca PBS c¢ozeltisinde bekletildikten sonra nanofiber matlarinin sisme derecesi
Sekil 4.4c'de gosterilmistir. Inkliizyon kompleksi iceren PLA nanofiberleri, tek basina
PLA ve PLA_PA nanofiberlerine kiyasla en fazla sisme derecesi gostermistir
(p<0.05). Matlardaki CD ve PA, suyun diflizyonunu ve sismeyi tesvik etmistir. Diger
yandan, PLA hidrofobik bir bilesik oldugundan, nanofiber matlarinin hidrofobikligini

artirarak sisme derecesinin azalmasina neden olmus olabilir.
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4.3.4. Nanofiberlerin Bozunum Testi

Nanofiber matlarin bozunma profili Sekil 4.4d'de gosterilmektedir. Yapay
viicut sivisina batirilmasimin 28 giinii boyunca PLA-Nf kiitlelerinde herhangi bir
degisiklik olmazken PA ve IC igeren PLA-Nf farkli bir davranis gostermistir. PA
igeren PLA-NT, 28 giin sonra %31,2 bozunurken, IC kompleksi igeren PLA-Nf %33,9
oraninda bozunmustur. B-CD i¢in, ilk agirlik kayb1 yaklasik 100°C'ye kadar suyun
buharlagmasi nedeniyle ve ikinci énemli agirlik kaybi yaklasik 350°C'de B-CD'nin
bozunmasi nedeniyle gergeklesir. PA icin agirlik kayb1 100°C'de baslar ve 500°C'ye
kadar stirekli agirlik kaybi gézlemlenir. IC tozu termogramy, ti¢ agirlik kaybi gosterir;
birinci 100°C'de yine suyun buharlasmasi nedeniyle, ikinci ve ligiincii 300 ve 350
°C'de gerceklesir. PA'nin artan termal bozunumu, IC olusumu ile PA ve CD

molekiilleri arasindaki etkilesimlerin kanitidir (Sekil 4.4¢).
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B-CD, PLA, PA tozlarinin ve PLA-IC-Nf matinin ATR-FTIR spektrumlari

(@); ve PLA-Nf, PLA_PA-Nf ve PLA-IC-Nf matlarinin temas agist (b),
sisme orani (¢) zamana bagli bozunumunun (d); B-CD, PA ve ICnin
Termogravimetrik Analiz (TGA) egrisinin (e) gésterilmesi. Nf'lerin temas
acisinin ve sisme oraninin ¢oklu karsilastirmalari i¢in sirastyla ANOVA ile
Tukey'in post-hoc testi, Kruskal-Wallis testi ile Dunn'in post-hoc testi
kullanilmistir (Ort = SS, n = 3, *p <0.05, ***p <0.001).
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4.3.5. Nanofiberlerin Antioksidan Analizleri

DPPH antioksidan analiz yontemi kullanilarak PLA_PA-Nf ve PLA-IC-Nf
icindeki PA'min antioksidan kapasitesi arastirilmis ve sonuglar1 Sekil 4.5a'da
gosterilmistir.  PLA-Nf, PLA_PA-Nf ve PLA-IC-Nf'nin antioksidan aktivitesi
sirastyla %1.3 + 0.1, %96.3 = 0.2 ve %97 + 0.2 olarak hesaplanmistir. Tepkime
oncesindeki DPPH ¢6zeltisinin fotograflar ile tepkimeden sonra PLA-Nf, PLA_PA-
Nf ve PLA-IC-Nf’nin fotograflar1 Sekil 4.5a'da gosterilmistir. Beklendigi gibi, PLA-
Nf oluk¢a diisiik antioksidan aktivite gostermistir ve bu nanoliflerin yiiksek yiizey
alanina bagli olarak DPPH ¢dzeltisini absorbe etmesi ile iliskilendirilebilir. PLA-IC-
Nf'nin antioksidan aktivitesi, PLA_PA-Nf'ninkine kiyasla bir miktar yiiksek olsa da
her iki ¢ozeltinin renginin agik sari oldugu goriilmiistiir. Elektroegirme, PA'nin
antioksidan aktivitesini olumsuz etkilememis; PLA_PA-Nf ve PLA-IC-Nf hala
oldukca yiiksek antioksidan aktivite gostermistir.

Sekil 4.5b, PLA-Nf ve PLA-IC-Nf'den PA salimin1 gostermektedir. PA igeren
PLA nanofiberden 2 giinde PA'nin yaklagik %20'si salinmis ve ardindan yaklasik
%100 salinana kadar 28 giin boyunca oldukga yavas bir salim ger¢eklesmistir. Buna
karsilik 1C, PA'y1 korumus ve PLA-IC-Nf’den salim orani, 28 giin sonra bile %20

seviyesinde kalmustir.
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Sekil 4.5. PLA-Nf, PLA_PA-Nf ve PLA-IC-Nf matlarinin antioksidan aktivitesi (a);
ve PLA_PA-Nf ve PLA-IC-Nf matlarindan zamana bagli PA saliminin (b)
gosterilmesi. Nf'lerin antioksidan aktivitesinin ¢oklu karsilastirmalari i¢in
ANOVA ile Tukey'in post-hoc testi kullanild1 (Ort + SS, n = 3, ***p <
0.001).
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4.3.6. Nanofiberlerin Antibakteriyel Analizleri

PLA-Nf, PLA_PA-Nf ve PLA-IC-Nfnin Gram-negatif E. coli ve Gram-pozitif
S. aureus bakterilerine kars1 antibakteriyel aktivitesi test edilmistir. Bakteri sayilari ile
birlikte temsili fotograflar Sekil 4.6'da gosterilmistir. Tablolarda ve sayimlarda
goriildiigii izere PLA-NTf; E. coli' ye antibakteriyel aktivite gostermemistir. Kontrol
olarak kullanilan E. coli says1 29 x 10* (kob/mL)’diir. PLA_ PA-Nf ve PLA-IC-Nf
igeren gruplardaki bakterilerin sayisinin azaldig1 gdzlenmis ve sirastyla 0,289 x 10%3
(kob/mL) ve 7,5 x 10 (kob/mL) olarak hesaplanmustir. Antibakteriyel aktivite
deneyleri S. aureus ile gergeklestirildiginde, sadece PLA-Nf antibakteriyel aktivite
gostermezken, 27 x 102 (kob/mL) S.aureus sayist PLA PA-Nficeren 6rnekte 1,41 x
10° (kob/mL) ve PLA-IC-Nf icin 28 x 10 (kob/mL) degerine kadar azalmistir.
PLA_PA-Nfyapisinin, PLA-IC-Nfyapisindan daha yiiksek antibakteriyel etkiye sahip
oldugu goriilmektedir. Bu durum ayni zamanda salim deneyi sonuglari ile de
uyumludur. PA'nin polimer i¢ine eklenmesiyle Nf {iretildiginde PA'nin Nf'den ortama
salim1 daha hizli ve daha fazla olmaktadir. PA, CD'ye eklendiginde, PA'nin ortama
salim hiz1 ve miktar1 daha yavas ve daha az oldugundan antibakteriyel etki PLA PA-
Nf’ye kiyasla daha az gergeklesmistir.

Nl 1o il
S 4
E. coli Kontrol
29x10%+34 kob/mL

I—lr —'.-* "1 B

S. aureus Kontrol || PLA-Nf I PLA_PA-Nf PLA-IC-Nf
27x10" +2kob/mL || 1.06x10"“+3.2kob/mL || 141x108=3.5kob/mL || 28x 10 5.3 kob/mL

Sekil 4.6. PLA-Nf, PLA_PA-Nf ve PLA-IC-Nf matlarinin E. coli ve S. aureus'a ait
koloni sayim goriintiileri ve agar fotograflar: (Ort = SS, n = 3).
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4.4, In-vitro Sitotoksisite Testi Sonuclar

DPKH’larin Nf matlar1 iizerinde kiiltiirleri sonrasi canliliklart WST-1 ile
Ol¢iilmiistiir (Sekil 4.7). WST analizi sonuglarina gore, yalnizca DPKH’larin (kontrol
grubu) canliligi, DPKH'larin PLA-Nf, PLA_PA-Nf ve PLA-IC-Nf {izerinde
kiiltirlendigi deneysel gruplara gore birinci giinde anlamli derecede daha yiiksek
bulunmustur (sirasiyla 1.74 kat, p<0.05; 1.77 kat, p<0.05; ve 1.79 kat, p<0.01).
Ucgiincii giinde; PLA_PA-Nf grubunda kontrol grubuna gére 2.67 kat (p<0.01) ve
PLA-IC-Nf gruplarina gore 0.80 kat (p<0.05) daha diisiik DPKH canlilig1 gézlenirken
kontrol grubu, PLA ve PLA-IC-Nf gruplar1 arasinda ise benzer diizeyde gézlenmistir
(p>0.05). Yedinci giinde PLA_PA-Nf grubu; kontrol, PLA-Nf ve PLA-IC-Nf
gruplarina gore daha diisik DPKH canlilig1 gosterirken (sirastyla 1.33 kat, p<0.001,
1.30 kat, p<0.001 ve 1.23 kat, p<0.05), DPKH canliliklar: kontrol, PLA ve PLA-IC-
Nf gruplar arasinda istatistiksel olarak farkli bulunmamistir (p > 0.05).
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0.8+
0.6
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Sekil 4.7. DPKH’larin PLA-Nf, PLA PA-Nf ve PLA-IC-Nf matlar1 iizerinde
kiiltiirlerinin 1., 3. ve 7. giindeki canliliginin test edilmesi (ort+SS, n=3, Tek
yonli ANOVA, *p<0.05, **p<0.01, ***p<0.001).



47

4.5. Dental Pulpa Kok Hiicrelerinin Nanofiberler Uzerinde Kiiltiirii ve

Osteo/Odontojenik Farklilasmasimin Degerlendirilmesi
4.5.1. Kalsiyum Tayini

Kontrol ve osteojenik farklilagsma besi yeri ile muamele edilen sadece DPKH
ve PLA-IC-Nf gruplarinin 14. ve 18. giinlerdeki kalsiyum konsantrasyonunu niceliksel
olarak olgmek i¢in Quantichrom Kalsiyum Test Kiti kullanilmistir. Osteojenik
farklilagma besi yeri ile muamele edilen sadece DPKH’lar (0.27+0.01 pg/dl, p<0.05)
ve PLA-IC-Nf grubu (0.28+0.01 pg/dl, p<0.01), kontrol besi yeri ile muamele edilmis
sadece DPKH'lara (0.24+0.01 pg/dl) kiyasla daha yiiksek kalsiyum konsantrasyonlari
gostermistir. Benzer sekilde 18. giinde de osteojenik besi yeri ile muamele edilen
gruplarda kontrol besi yeri kullanilanlara goére daha yiiksek kalsiyum konsantrasyonu
gozlenmistir (Sekil 4.8a). Osteojenik besi yeri ile muamele edilen PLA-IC-Nf grubu
(0.56+0.02 ng/dl), kontrol besi yeri ile muamele edilen PLA-IC-Nf grubuna
(0.38+0.01 pg/dl) kiyasla istatistiksel olarak daha yiiksek kalsiyum konsantrasyonu
gostermistir (p<0.001).

4.5.2. Alkalen Fosfataz Aktivitesinin Tayini

14. ve 18. giinlerdeki hiicre i¢i ALP aktivitesi degerlendirildiginde; osteojenik
besi yeri ile muamele edilmis DPKH'lar (1.01+ 0.10 U/L) ve kontrol besi yeri ile
muamele edilmis PLA-IC-Nf grubu (1.01 £ 0.06 U/L), kontrol besi yeri ile muamele
edilmis DPKH'lara (0.76+0.12 U/L) kiyasla 14.glinde anlamli derecede daha yiiksek
ALP aktivitesi gostermistir (p<0.05). 18. giinde ise, osteojenik ortamdaki DPKH’lar
(0.85+0.01 U/L) ve PLA-IC-Nf grubu (0.83+0.04 U/L), kontrol ortamindaki
DPKH'lara (0.65+0.04 U/L) gore anlamli derecede daha yiliksek ALP aktivitesi
gostermistir (Sekil 4.8b)

4.5.3. Alizarin Kirmizis1 Boyamasi

Hiicre farklilasmasi, DPKH’larin Nf matlar iizerinde ve tek basina kiiltiiriiniin
7., 14. ve 18. giinlerinde, inverted 151k mikroskobu ile gdzlemlenmis ve ayn1 zamanda
14. gin ve 18. giiniin sonunda kalsiyum odaklarini boyayan ve dolayisiyla

osteojenik/odontojenik farklilasmay1 gosteren alizarin kirmizisi boyamasi yapilmustir.
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Alizarin kirmizist boyamasi sonucu olusan turuncu/kirmizi renklenme, PLA-IC-Nf

igeren grupta tek basina DPKH’lara gore, 18.giindeki orneklerde ise 14. glindekilere

kiyasla daha yogun gozlenmistir (Sekil 4.8c).
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Sekil 4.8. Kontrol ve osteojenik besiyerlerinde kiiltiir edilen Nanofiber ve kontrol
gruplariin 14. (a) ve 18. (b) giinlerdeki kalsiyum konsantrasyonlarinin (ort
+SS, n=3, Tek yonlit ANOVA, *p<0.05, ***p<0.001) grafikleri ve Alizarin

Kirmizis1 Boyamasi (C) goriintiileri.

4.5.4. Osteo/Odontojenik Farkllasmaya Ozgii Genlerin Ifadesinin

Degerlendirilmesi

DPKH ekilmis PLA-IC-Nf 6rneklerinin iki farkli besi yeri kullanilarak (kontrol

ve osteojenik besi yeri) kiiltiir edilmesinin 18.gliniinde osteo- ve odontojenik

farklilagmaya 0Ozgii gen ifadeleri, kuyucuklardan almman Orneklerde GZ-qPZR

kullanilarak belirlenmis ve sonuglar Sekil 4.9a—d'de gosterilmistir. Gruplar arasinda

OCN ifadesi agisindan anlamli bir fark bulunmamistir (p>0.05). RUNX-2 ifadesi,

osteojenik besi yeri ile muamele edilen sadece DPKH grubunda diger gruplara kiyasla

anlamli 6l¢iide daha diisiik bulunmustur. DSPP ifadesinin, kontrol besi yeri kullanilan

gruplar igerisinde PLA-IC-Nf grubunda sadece DPKH grubuna kiyasla 10 kat daha

fazla oldugu goriilmiistiir (p>0.05). Osteojenik besi yeri ile muamele edilen gruplar
icerisinde de PLA-IC-Nf grubu sadece DPKH'lara kiyasla 5.48 kat daha yiiksek DSPP
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ifadesi gostermistir (p<0.01). Osteojenik besi yeri kullanilan PLA-IC-Nf grubu DMP-

1 ifadesini tek basina gosterirken, kontrol besi yeri kullanilan sadece DPKH'lara
kiyasla RUNX-2 (3.42 kat, p<0.01) ve DSPP (23.8 kat, p<0.01) agisindan anlamli

derecede daha yiiksek ifade etmistir.
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Sekil 4.9. DPKH’larin PLA-IC-Nf matlarda 18 giin boyunca kontrol besiyeri ve
osteojenik besyeri ile kiiltiirli sonrasi, osteo/odontogenik farklilagsmaya (a—
d) 6zgii genlerin (OCN, RUNX-2, DSPP, DMP-1) GZ-gPZR ile analizi
sonuglari (ort+SS, n = 3, Tek yonlii ANOVA, *p<0.05, **p<0.01).
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5. TARTISMA

Pulpa iltihab1 genellikle derin ¢iiriikler sonucu olusur ve bir yandan tedavi
stirecinin basartya ulasip ulasmamasinda belirleyici olan iyilesmeyi tesvik ederken
diger yandan ise kontrol altina alinmazsa pulpa nekrozuna yol agan hassas bir denge
durumudur (38). Reaktif oksijen tiirleri (ROS) ve enflamasyon, doku rejenerasyonu ile
hasar arasindaki dengeyi koruyan hiicre sinyalizasyon mekanizmalarini diizenlemede
kritik rollere sahiptir. Bu nedenle, kok hiicrelerin ¢ogalmasi, farklilagsmasi ve
canliligini iyilestirmenin yanisira kok hiicre senesensini ve yaslanma siirecini
Onleyebilecek, oksidatif stres ve enflamasyonun kontroliine odaklanan calismalara
ihtiyag vardir (110).

Uziim ve kizilcik gibi bitkilerde bulunan ve dogal antioksidan, antimikrobiyal
ve anti-enflamatuar Gzellikleri ile bilinen bir polifenol grubu olan oligomerik
proantosiyanidinler, faydalar1 sebebiyle dis hekimliginde bircok ag¢idan
degerlendirilmistir (13, 14). Uziim ¢ekirdegi proantosiyanidinlerinin hiicresel
yaslanmay1 hafiflettigi de bilinmektedir (15). Pulpa iltihab1 sirasinda oksidatif stres ve
iltihab1 diizenlemenin 6nemi g6z onilinde bulundurularak, ¢alismamizda B-CD igeren
kompleks araciligiyla proantosiyanidinlerin siirdiiriilebilir salimin1 saglayacak
yenilik¢i, biyobozunur elektroegirilmis nanofiber matlarin  gelistirilmesi  ve

DPKH’lara etkilerinin degerlendirilmesi hedeflenmistir.

Elektroegirme teknigi ile iiretilen nanofiberler, oksijen ve besin maddelerinin
erisimini kolaylastiran uygun gézenek boyutu ve geometrisinin elde edilmesine ve
hiicre metabolitlerinin drenajina olanak tanir (111). PLA; sentetik biyobozunur alifatik
polyesterdir ve genellikle yenilenebilir kaynaklardan (misir nisastasi veya seker kamisi
gibi bitkisel bazli malzemeler kullanilarak) iiretilir ve elektroegirme yontemi ile
kolayca tiretilebilmektedir (112). Bu polimer biyobozunur ve biyouyumlu olup FDA
(Gida ve Ilag Idaresi) tarafindan giivenilir olarak kabul edilmekte ve bozunum iiriinleri
bobrek yoluyla atilmaktadir (113). Biyouyumlulugu sebebiyle biyomedikal alanda
yaygin olarak kullanilmakta, elektrospun nanofiberlerin yapisinda ya tek basina ya da
kopolimer olarak siklikla tercih edilmektedir (114). Bu avantajlar1 ve biyomedikal
alanda yaygin kullanimi sebebiyle calismamizda da PLA kulanimi tercih edilmistir.

Elektroegirilmis PLA nanolifli iskeleler, ham PLA malzemesine kiyasla daha biiyiik
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bir yiizey alanina sahiptir, bu da sonug olarak daha ytiksek protein adsorpsiyonuna ama

ayni1 zamanda daha hizli bozunmaya yol agar (114).

PLA’nin biyobozunurluk, biyouyumluluk ve diigilk immiinojenik olmas1 gibi
iistiin ozellikleri nedeniyle olduk¢a umut verici olmasina ragmen, hiicre yapigsmasini
ve cogalmasmi engelleyebilecek hidrofobikligi ve diisiik ylizey enerjisi gibi
kisitliliklart nedeniyle kullaniminda bazi zorluklar bulunmaktadir (115). Ancak, bu
zorluklar1 ele almak, hidrofobikligi azaltarak fiziksel ve mekanik o6zelliklerini
gelistirmek, hiicre malzeme arasindaki etkilesimi daha da iyilestirmek, nanofiber ag
yapilarmin capi, dizilimi ve aglar arasindaki por yapilarini arzu edilen dokunun
gelisimine uygun hale getirmek amaciyla polimer yapilarina biyoaktif bilesenler,
biyomolekiiller veya diger polimer yapilart katilabilmektedir (114, 116, 117).
Calismamizda hem PA’nin avantajlarindan yararlanmak hem de 1s1, 151k ve oksijenden
etkilenmesi ve suda hizli ¢6ziinmesi gibi kullanimini sinirlayan bazi kisitliliklarini (99)
gidermek amaciyla da PLA yapisina tek basina PA veya PA salimi yapan CD
kompleksi eklenmistir. SEM goriintiileri géz onlinde bulunduruldugunda, PA veya
inkliizyon kompleksi PLA polimerine eklendiginde goézlenen nanoliflerin cap
kalinligindaki artis beklenen bir sonugtur ve literatiirdeki ¢alismalara benzerdir. Wang
ve arkadaslar1 (118), farkli oranlarda PA eklendiginde, ¢iplak zein Nf'lere kiyasla
NF'lerin lif ¢aplarinda bir artig bildirmistir. PA, PLA polimerine eklendiginde, nanolif
kalinliklarinda bir heterojenlik olusur ¢ilinkii nanolif kalinlagir ve bir kurdele seklini
alir. Ancak, PA ve CD inkliizyonu bir kompleks olusturdugunda, PA'nin CD'nin
bosluk yapisina girmesi nedeniyle PLA_PA-Nfye kiyasla daha ince ¢apli nanolifler

elde edilmistir.

PA polimere dahil edilerek Nf tiretildiginde, PA'nin Nf'ten ortama salimi1 daha
hizli ve daha fazla miktarda olmaktadir. PA CD'ye eklendiginde iiretilen Nf yapisinda
ise ortama salinan PA'nin hiz1 ve miktar1 daha yavas ve daha az olmakta, bu da
antibakteriyel etkinligi nispeten daha az etkili kilmaktadir. PA salim deneyi
sonuglariyla da tutarli oldugu iizere, PA igeren PLA-Nf yapisi PLA-IC-Nf’lere kiyasla
daha yiiksek antibakteriyel etki gostermektedir. Ancak, PA igeren her iki Nf de etkili
antibakteriyel ve antioksidan aktivite gostermistir. inkliizyon kompleksinden salim

mekanizmasi géz oniinde bulunduruldugunda, PLA-IC-Nf'ten PA'nin daha yavas ve
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sirdiiriilebilir salimimin DAHA uzun siireli antibakteriyel etki saglayabilecegini
varsayabiliriz. Ancak, bu varsayim farkli zaman araliklarinda antibakteriyel etkinin
degerlendirildigi daha ileri ¢alismalarla test edilmelidir. Faki ve arkadaslar1 (119),
elektroegirme isleminin {iziim cekirdegi oziitlerini (UCO) nano enkapsiile etmede
kullanim potansiyelinin oldugunu ve ayn1 zamanda UCO’niin PVA/B-CD ile nano-
enkapsiilasyonu  iglemi  sonrasinda  antioksidan  Ozelliginin  korundugunu
bildirmiglerdir. Calismamizda da elektroegirme islemi sonucunda, PA'nin antioksidan
aktivitesi olumsuz etkilenmemistir. Locilento ve arkadaslar1 da (120), UCO’yii (%10)
PLA veya PLA/PEO ile ve elektroegirme yontemiyle enkapsiile ederek elde ettikleri
nanofiberlerin antioksidan 6zellik gosterdigini ve hatta 45 giin sonra bile antioksidan
ozelliginin korundugunu bildirmislerdir. UCO yiiklii PLA/PEO nanofiberleri {izerinde
insan deri fibroblast hiicrelerini kiiltiire ettiklerinde ise biyouyumlu oldugunu ve bu
nedenle yara pansumanit uygulamalarinda kullanim potansiyeli tasidigini
belirtmislerdir. Bir¢ok bitki ve {iztim ¢ekirdeginde de bulunan polifenolik bilesik
resveratrol, Riccitiello ve arkadaslar1 (121), tarafindan PLA veya PCL ile enkapsiile
edilmis ve PLA ile enkapsiile edildiginde siirekli ve daha yavas, kontrollii resveratrol
(RSV) saliminin oldugu bildirilmistir. PCL ile enkapsiile edilen 6rnekler baslangicta
daha hizli bir salim ve takiben daha yavag bir resveratrol salimi géstermislerdir. Her
iki 6rnek DPKH’lar iizerine benzer osetoindiiktif ozellik gosterse de PLA RSV
ornekleri ayn1 zamanda osteoklastik aktiviteyi inhibe ettiginden kemik farklilagmasini
ve yapimmini indiiklemede kullanim potansiyeli tasidigi belirtilmistir. RSV’nin
osteoklastogenezisi inhibe etmesi i¢in gereken miktar osteoblastik farklilagsmay1
uyarmasi i¢in gereken miktardan anlamli derecede daha diisiik olmasindan dolay1 daha
yavag salim yapan PLA enkapsiilasyonunun yikimi da inhibe ettigini bildirmislerdir.
Liu ve arkadaslar1 (122), gii¢lii antioksidan 6zellikleriyle bilinen bir bitkisel esansiyel
yaglt olan sinamaldehit'in (CA) B-CD igine kapsiillenmesini ve CA/ B-CD
kompleksinin elektroegirme kullanilarak PLA bazli kompozit liflere dahil edilmesini
aragtirmistir. Calismamizin sonuglar ile de uyumlu olarak CA/ B-CD kompleksinin
nanoliflerin hidrofilikligini artirdigin1 ve E. coli ve S. aureus'a karsi Onemli
antibakteriyel aktivite sergiledigini, ayrica insan cilt fibroblastlar1 iizerinde diisiik

sitotoksisite gosterdigini gdzlemlemislerdir. Sonug olarak, PLA/CA/B-CD nanofiber
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matlarinin yara ortiisii ve diger biyomedikal alanlarda kullanim potansiyeli tasidigini

One stirmiiglerdir.

Calismamizda, nanofiberlerin antibakteriyel etkisinin degerlendirildigi pek ¢ok
calismada oldugu gibi, (123, 124, 125) gram pozitif ve gram negatif tiirleri temsil eden
bakteri ornekleri kullanilmistir. Richert ve arkadaslari (36), ¢iiriik ve endodontik
enfeksiyonlarla iliskii temel mikroorganizmalar olmadigi halde in vitro pulpitis
modellerinde bu bakterilerin veya yan {iriinlerinin tutarli ve tekrarlanabilir sonuglar
verdigi inanci sebebiyle ¢ogunlukla secildigini bildirmistir. Yine de, PA salimi yapan
nanofiber matlarin pulpitise iliskin mikroorganizmalara kars1 potansiyelini ve pulpa

tizerinde uygulanabilirligini arastirmak gerekmektedir.

Calismamizda basariyla sentezlenen nanofiber matlarin biyouyumlulugunu test
etmek amaciyla DPKH’lar kullanilmigtir. DPKH'lar kendilerine 06zgii yiizey
belirtecleri olmamakla birlikte donoriin sagligi, yas1 gibi ¢esitli faktorlere bagl olarak
onemli bir heterojenlik sergiler ve embriyonik kok hiicre belirteclerini de ifade edebilir
(126). Bu calismada, herhangi bir ila¢ kullanmayan belirli yaglardaki saglikli
hastalardan elde edilen DPKH'lar; plastik yiizeylere yapisma 6zelligi, mezenkimal kok
hiicrelere 6zgii yiizey belirteglerinin pozitifligi, hematopoetik kok hiicre belirteglerinin
negatifligi ve ¢oklu farklilasma potansiyeli gostermistir. Ayrica, bu ¢alismada da
DPKH'lardan OCT3/4, NANOG ve SOX2'nin ifade edildigi gdsterilmistir ki bu durum
DPKH’larin farklilasmamis embriyonik kok hiicrelere 6zgii pluripotensi 6zelliginin ve
kendini yenileme yeteneklerinin korundugunu gosterir (103). DPKH’larin geg
pasajlarmin kullanilmasi; ifade edilen ylizey belirteglerini, kok hiicre 6zelliklerinin
korunmasini ve hiicre yaslanmasini etkileyebilecegi icin bu calismanin tiim

deneylerinde erken pasajlardaki (P2) DPKH'lar kullanilmustir (127, 128).

DPKH'lar avantajlar1 sebebiyle doku miihendisliginde bugiine kadar cokca
tercih edilmis, cesitli dogal ve sentetik biyomalzemeler iizerinde kiiltlirlenerek
kullanilmistir (129, 130, 131). PA igeren PLA-IC-Nf matlarin tiretimi ve DPKH'lara
etkisinin arastirilmasina ise ilk defa ¢alismamizda bakilmigtir. PLA-IC-Nf matlar
baslangicta sitotoksisite gosterse de daha kontrollii salim yapmasi nedeniyle hiicre
kiiltiirlintin kendini yeniden olusturmasina izin vererek tek basina DPKH’lar ile benzer

canlilik diizeylerine ulagmistir. PLA PA-Nf 6rneklerinden PA'nin daha hizli salim,
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daha diisiik hiicre canliligina neden olmus olabilir ki dnceki caligmalarda da PA
konsantrasyonunun hiicre canliligini etkiledigi gosterilmistir (132). Cardoso ve
arkadaglar1 (132), gesitli konsantrasyonlarda (100, 50, 10 ve 5 pg/ml) tiziim ¢ekirdegi
Oziitliniin insan gingival fibroblastlar1 (HGF) iizerinde sitotoksik ve genotoksik
etkilerini degerlendirdigi ¢alismalarinda, 100 ve 50 pg/ml konsantrasyonlarinin
genotoksik ve sitotoksik oldugunu 10 ve 5 pg/ml konsantrasyonlarinin ise 24 saatlik
bir siire sonunda hiicre canliligini artirdigini bildirmislerdir. Calismamizda, PA'nin
DPKH canlilig1 iizerine etkilerini degerlendirdigimiz 6n ¢aligmamizin sonuglarina
dayanarak proantosiyanidin konsantrasyonu 75 pg/ml olarak tercih edilmistir. PA’nin
25, 50 pg/ml konsantrasyonlar1 (24 saat muamele sonrasi)) DPKH'larin canlilig
tizerinde herhangi bir etki gdstermemis, 75 pg/ml hiicre canliligin1 anlamli derecede

arttirirken 100 ve 200 pg/ml konsantrasyonlari ise anlamli derecede diistirmiistir.

Calismamizda nanofiber gruplarda baslangigtaki daha diisiik hiicre canlilig
PLA’nin bilinen hidrofobikligine bagli hiicrelerin yapismasinin ve dolayisiyla
¢ogalmasinin daha gii¢ olmasina atfedilebilir (133, 134). Nitekim hem PLA hem de
PLA-IC-Nf birinci giinde DPKH’lara kiyasla daha diisiik canlilik gosterirken ti¢lincii
ve yedinci giinlerde benzer canlilik diizeylerine ulasmistir. Ayrica, osteoindiiktif
ozelliklerine bagli olarak nanofiberlerin kok hiicrelerin kaderini etkiledigi ve
proliferasyon ile farklilagsma arasindaki dengeyi farklilasma yoniine kaydirdigi da iyi
bilinmektedir (135). Bulgularimiz PLA-IC-Nf'nin artmis islanabilirliginin hiicre
yapismasini,  canlihimi  ve  infiltrasyonunu  kolaylastirabilecegi  fikrini
desteklemektedir. Ustelik, PLA PA-Nf'ye kiyasla PLA-IC-Nfden PA'nin daha yavas

salimi, PA'nin hiicre canlilig1 tizerindeki toksik etkisini hafifletmis olabilir.

Mineralize dokularda 6nemli miktarda salgilanan ALP, sert doku olusumunda
ve kemik matrisi mineralizasyonunda kritik bir rol oynar ve osteoblast, odontoblast
farklilagsmasinin bir gostergesi olarak kabul edilir (136). Bu ¢alismada, PLA-I1C-Nf,
14. ve 18. kiiltiir periyotlar1 boyunca ALP iiretimini ve salimini olumsuz etkilememis,
aksine arttirarak mineralizasyona katkida bulunmustur. 18. giindeki ALP ifadelerinin
14. giine gore daha diisiik olmasi ise ALP'nin tipik olarak farklilasmanin erken

evrelerinde ifade edilmesine atfedilebilir (137).
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Polifenollerin ve tiziim ¢ekirdegi Oziitlerinin osteoblastlarin fonksiyonel
aktivitesi tizerindeki etkisi 6nceki in vitro ¢alismalarda da bildirilmis (138, 139) ve
buna bagli artan mineralizasyon nodiilleri Alizarin Kirmizist boyamasi ile de
gosterilmistir (140). Calismamizda da DPKH'larin osteo/odontogenik farklilagmasi
14. ve 18. giinlerde iki farkli ortam kosulu altinda hem tek basina DPKH’lar hem de
PLA-IC-Nf gruplarinda Alizarin Kirmizis1 boyamast ile degerlendirilmistir. Alizarin
Kirmizist boyamasi, PLA-IC-Nf iceren kiiltlirlerde ve ayrica 18. giinde 14. giine gore
daha yogun gozlenmistir. Osteojenik, odontojenik farklilasma belirtegleri olan OCN,
RUNX-2, DSPP ve DMP-1’in DPKH’lardan ifadesi ise GZ-qPZR ile degerlendirilmis
ve OCN igin gruplar arasinda anlamli bir fark gézlenmemistir. OCN'nin farklilasmanin
erken (141) veya ge¢ donemlerinde (142) ifade edildigi konusunda galisma sonuglari
farklilik gosterse de osteoblast farklilasmasindaki rolii ve mineralizasyonun ilk
evrelerinde kalsiyum ve fosfat ¢okelmesini diizenlendigi bildirilmistir. Osteojenik besi
yeri ile muamele edilen gruplarda daha diisiik OCN ifadesi egilimi, osteoindiiktif
ortamdaki hiicrelerin mineralizasyonun daha ileri evrelerine zaten ilerlemis
olmasindan kaynaklaniyor olabilir. 18. giinde, osteojenik besi yeri ile muamele edilen
sadece DPKH grubundaki RUNX-2 ifadesinin, diger gruplara kiyasla anlamli 6lgiide
diisiik oldugu goriilmiistiir. Bu durum RUNX-2'nin farklilasmanin erken dénemlerinde
ifade edildigi ve osteojenik besi yeri ile kiiltiire alinan hiicrelerde farklilagmanin geg
asamasina ilerledik¢e dogal bir sekilde RUNX-2 ifadelerinin azalmasi gerektigi bilgisi
ile uyumludur. Ancak, ortam kosullarinin RUNX-2 ifadesi {izerinde gozlenen bu etkisi
nanofiberlerin varhiginda goriilmemistir. Polifenoller gibi proantosiyanidinlerin
farklilasmanin erken asamalarinda RUNX-2 ifadesini artirdig1 bilinse de farkli zaman
noktalarinda PZR analizi yapilmasit farklilagsmanin ¢esitli asamalari boyunca
proantosiyanidinlerin etkisinin nasil oldugunu daha iyi anlamamizi saglayabilir.
DSPP, hem kontrol hem de osteojenik besi yeri ile muamele edilen PLA-IC-Nf
gruplarinda sadece DPKH’lara kiyasla sirasiyla 10 kat (p>0.05) ve 5.48 kat (p<0.01)
daha fazla ifade edilmistir. Bu bulgu, nanofiberlerin kemik rejenerasyonunda bildirilen
olumlu etkileri roliiyle uyumludur. Nanofiber iskelelerin sertligi ve gézenekli yapisi
gibi diger Ozelliklerine kok hiicrelerin sekillerini ve gerilimini degistirerek yanit
verdigi ve bu durumun kemik yapimi i¢in kritik yolaklar1 diizenledigi ¢aligmalarda

gosterilmistir (143, 144). Yalnizca osteojenik besi yeri ile muamele edilen PLA-1C-Nf
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gruplari DMP-1 ifadesi gostermis, kontrol besi yeri kullanilan gruplardan sadece
DPKH'lara kiyasla ise daha fazla RUNX-2 (3.42 kat, p<0.01) ve DSPP (23.8 kat,
p<0.01) ifadesi gostermistir. Bu bulgular, DSPP ve DMP-1'in odontoblastik
farklilasmanin erken asamalar1 ve dentin mineralizasyonunun ge¢ asamalarindaki
rollerini dikkate aldigimizda Onemlidir. PLA-IC-Nf'nin o6zellikle dis doku
rejenerasyonunda umut verici bir aday olabilecegini gostermektedir. Nitekim DSPP
ozellikle dentin yapiminda islev gorirken, DMP-1 hem kemik hem de dentin
yapiminda etkilidir. Kulakovski ve arkadaslari (14), tiziim ¢ekirdegi 6ziitiinden elde
edilen PA tiiriiniin (galik asitli ve gallik asitli olmayan) DPKH’lar tizerindeki etkilerini
degerlendirmis ve gallik asitli PA’nin, DPKH’larin ¢ogalmasini azaltip farklilasmaya
tesvik ettigi ve odontoblastik genlerin ifadesini arttirdigini gostermislerdir. Ancak,
gallik asitli olmayan PA ise DPKH ¢ogalmasi veya farklilasmasi tizerinde bir etki
gostermemistir. Calismamizda ise her ikisi agisindan zengin olan iiziim ¢ekirdegi
oligomerik proantosiyanidinleri kullanimistir. Gelecekteki arastirmalarda inkliizyon

komplekslerinden gallik asitli PA'larin salimina yonelik c¢aligilabilir.

Basariyla gelistirilen PLA-IC-Nf, inkliizyon kompleksi igermeyen nanoliflere
gore artmis hidrofiliklik, S. aureus ve E. coli'ye kars1 etkili antibakteriyel aktivite ve
yiiksek antioksidan aktivite gdstermistir. Baslangicta gosterdigi sitotoksisite, hiicre
kiiltiirtiniin daha kontrollii PA salimi nedeniyle kendini yeniden olusturmasina olanak
tanimis ve tek bagina DPKH’larinkine benzer canlilik seviyelerine ulagsmistir. PLA-
IC-Nf ornekleri, DSPP ve ALP aktivitesini yukar1 yonlii diizenleyerek
odontoblastlarin odontojenik diferansiyasyonunu tesvik etmistir. Bununla birlikte,
elde edilen sonuglart hem in vitro hem de in vivo olarak dogrulamak i¢in ek

arastirmalar gerekmektedir.
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6. SONUC VE ONERILER
Bu tez ¢alismasinda elde edilen sonuglara gore;

e PLA, PLA PA-Nf ve PLA-IC-Nf matlar1 elektroegirme yontemiyle
bagariyla sentezlenmis, diizenli ve boncuksuz bir morfoloji gdstermiglerdir.

e Nanofiberlere PA katilmasi nanofiberlerin ¢apini arttirmig, PLA-IC-Nf
yapisinda fiberlerin ¢apt PLA PA-Nf yapisindakine kiyasla anlamli
derecede daha diisiik goriilmiistiir.

e Nanofiberlere PA katilmast tek basmma PLA nanofiber matina kiyasla
nanofiberlerin 1slanabilirligini arttirmig; PLA-IC-Nf matlar PLA_PA-Nf
matlara kiyasla da daha 1yi hidrofilik yap1 gostermistir.

e PLA-IC-Nf matlardan PA salimi PLA PA-Nf’lere kiyasla daha yavas ve
kontrollii ger¢eklesmistir.

e PLA PA-Nf matlar, yapisindaki PA saliminin daha hizli olmasi sonuglari ile
uyumlu olarak PLA-IC-Nf matlara kiyasla, E. coli ve S. aureus’a kars1 daha
etkili antibakteriyel aktivite gdsterse de her ikisi de etkili antibakteriyel ve
antioksidan aktivite gostermislerdir.

e PLA-IC-Nf matlar DPKH’larin canliligin1 birinci giinde azaltmakla birlikte
ticlincii ve yedinci giinde kontrol grubu olan tek basina DPKH’lar ile benzer
canlilik seviyeleri gostermis, PLA_PA-Nf’ye kiyasla ise anlamli derecede
daha fazla hiicre canlilig1 gostermistir.

e Kalsiyum birikimlerini boyayan Alizarin Kirmizis1 Boyamasimin PLA-IC-
Nf gruplarinda sadece DPKH’lara kiyasla daha yogun oldugu gériilmiistiir.

e Kalsiyum konsantrasyonlarinin QuantiChrom Kalsiyum Test Kiti ile
Olgiilmesi sonuglarina gore 14.glinde; osteojenik besi yeri ile muamele
edilen sadece DPKH ve PLA-IC-Nf, kontrol besi yeri ile muamele edilen
sadece DPKH’ya kiyasla, 18.giinde ise osteojenik besi yeri ile muamele
edilen PLA-IC-Nf grubu kontrol besi yeri ile muamele edilen PLA-IC-Nf
grubuna kiyasla daha yiiksek kalsiyum konsantrasyonlarina sahiptir.

e PLA-IC-Nf matlar iizerinde 18 giin kiltir edilen DPKH’ler,
oste/odontojenik farklilagsma belirtegleri agisindan degerlendirildiginde, tiim

gruplarin DMP-1 hari¢c RUNX-2, OCN ve DSPP ifade ettigi, DMP’nin ise
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sadece osteojenik farklilasma besi yeri kullanilan PLA-IC-Nf grubunda
ifade edildigi goriilmiistiir. Osteojenik besi yeri ile muamele edilen PLA-IC-
Nf; kontrol DPKH’ya kiyasla 23.8 kat, kontrol besi yerine maruz kaldiginda
ise 10.2 kat daha fazla DSPP ifadesi gostermis ve odontoblastik
farklilasmay1 desteklemistir.

Oneriler;

e Farkli konsantrasyonlarda proantosiyanidin igeren nanofiber matlarin
etkisinin degerlendirilmesi en etkili konsantrasyonun ne oldugunu
belirlemede faydali olabilir.

e Ifade edilen farklilasma belirteglerinin farkli zamanlarda GZ-qPZR ile analiz
edilmesi PLA-IC-Nf matlardan PA salimimnin farklilasmanin erken veya geg
donemlerindeki etkisini daha 1yi degerlendirmeye olanak saglayabilir.

e Uretilen PLA-IC-Nf matlarmin pulpa ekspozu olusturulan hayvan
modellerinde etkisinin degerlendirilmesi, hem odontojenik farklilagsma
belirteglerinin degerlendirilmesini hem de olusan tamir dentini yapisinin

histolojik, kalitatif ve kantitaif olarak da degerlendirilmesine izin verebilir.
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