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OZET

PERIODONTAL REJENERASYON iCiN KITOSAN/nano-
HIDROKSIAPATIT/PCL BARIYER MEMBRANLARIN
GELISTIRILMESI

Elif SUNAL

Yiiksek Lisans, Kimya Miihendisligi Anabilim Dah
Tez Damismani: Prof. Dr. Menemse GUMUSDERELIOGLU
Ocak 2015, 125 sayfa

Bu ¢alisma 114M132 numarali TUBITAK Projesi ve TUBITAK 2210-C Oncelikli Alanlara
Yénelik Yurt I¢i Yiiksek Lisans Burs Programi destegi ile hazirlanmistir. Sunulan tez
calismasinin amaci mevcutlarindan daha etkin 6zelliklere sahip yeni bir bariyer membranin
gelistirilmesi ve gelistirilen membranin periodontal rejenerasyon amacgli kullanim

potansiyelinin incelenmesidir.

Tez ¢aligmasinin ilk asamasinda ¢oziicii dokiim-partikiil uzaklastirma yontemi ile gézenekli
kitosan membranlar {iretilmistir. Bu amagla, 150-250 pum boyut araligindaki silika
partikiilleri kitosan ¢ozeltisine farkli oranlarda eklenmis ve yeterli gézeneklilige sahip bir
membran elde edebilmek icin ¢ozeltiye eklenen silika miktar: optimize edilmistir. NaOH
ortaminda farkli uygulama siireleri ile denemeler yapilarak silika partikiillerini membran
yapisindan tamamen uzaklastirmak i¢in gerekli siire belirlenmistir. Sonu¢ olarak homojen
ve i¢sel baglantili gbzenekleri olan, ortalama 169.7+78.7 um gozenek c¢apina sahip, gliserin
muamelesi oncesindeki ve sonrasindaki kalinligi sirasiyla; 408.6+42.2 um ve 519.3+23.4

pum olan kitosan membranlar iiretilmistir.

Calismanin sonraki asamasinda, hazirlanan kitosan membranin mekanik ve biyoaktiflik
ozelliklerini iyilestirmek i¢in membranin gozenekli yiizeyi mikrodalga 1s1masinin etkisiyle
sentetik viicut sivist (10xSBF) kullanilarak hidroksiapatit (HA) ile kaplanmistir. Yiizeydeki
ve gozeneklerin icerisindeki HA varlig1 taramali elektron mikroskobu (SEM) analizi ile

gosterilmis ve membran yiizeyindeki kemik benzeri HA kaplamaya ait ortalama Ca/P (w/w)



oran1 EDX analizi ile 2.54+0.59 olarak hesaplanmistir. HA kapli membran yiizeyi kemik
morfojenik  proteini-6  (BMP-6) ile zenginlestirilerek, BMP-6"nin  periodontal
rejenerasyondaki etkinligi incelenmistir. Membranin gzeneksiz yiizeyi epitel hiicre goclinii
engellemek ve yumusak dokudaki inflamasyonu ortadan kaldirmak amaciyla elektroegirme
yonteminden faydalanarak optimize edilen kosullarda agirlik¢a %5, 10 ve 15 metronidazol
(Mz) igeren poli-e-kaprolakton (PCL) fiberler ile kaplanmistir. Ortalama ¢aplar1 1 um olan
fiberlerin membran yiizeyinden kalkmadiklar1 ve Mz salimmi gergeklestirdikleri
belirlenmistir. Sonug olarak 750.1+£21.9 um kalinliginda, sisme orani 3.43+0.13, kuru ve
1slak haldeki ¢gekme dayanimlari sirasiyla; 0.948+0.123 MPa ve 0.418+0.053 MPa olan,
lizozim ortaminda 28 giin boyunca agirliginda herhangi bir degisim gézlenmeyen bir bariyer

membran (HA/Ch/PCL) tretilmistir.

Tez galismasinin son asamasinda gelistirilen membranin sert doku ile temas edecek olan
gozenekli yilizeyinin biyoaktivitesi MC3T3-E1 preosteoblastik hiicre hatti ile in vitro
kosullarda incelenmistir. Hiicre canliligi ve iiremesi PrestoBlue analizi, hiicrelerin
morfolojik 6zellikleri ise SEM ile degerlendirilmistir. Hiicre farklilasmasi alkalen fosfataz
(ALP) boyama ile belirlenmistir. Hiicrelerin osteojenik farklilagsma belirtegleri olan kollajen
I, RunX2, osteokalsin ve osteopontin gen ifadeleri RT-PCR (ger¢ek zamanli polimeraz zincir
reaksiyonu) ile tespit edilmistir. Elde edilen sonuglar membran yiizeyinin hiicre yapismasini,
cogalmasimi ve farklilagmasini destekledigi yoniindedir. Membranin yumusak doku ile
temas edecek olan yiizeyi ise in vitro kosullarda Madine Darby Bovine Kidney (MDBK)
hiicre hatti ile kiiltiire edilmistir. Hiicre canlilig1 ve liremesi PrestoBlue analizi, hiicrelerin
morfolojik ozellikleri ise SEM ile degerlendirilmistir. Elde edilen sonuglar membran

yiizeyinin epitel hiicre gdciinii engelledigi yoniindedir.

Sonug olarak sunulan tez ¢calismasinda; biyobozunur, kolay bir sekilde manipiile edilebilen,
kemik rejenerasyonunu destekleyen, epitel hiicre gocilinii engelleyen ve inflamasyonu

ortadan kaldirabilecek bir bariyer membran gelistirilmistir.

Anahtar kelimeler: Yonlendirilmis doku rejenerasyonu, kitosan, hidroksiapatit, BMP-6,

elektroegirme, metronidazol.



ABSTRACT

DEVELOPMENT OF CHITOSAN/nano-HYDROXYAPATITE/PCL
BARRIER MEMBRANES FOR PERIODONTAL REGENERATION

Elif SUNAL
Master of Science, Chemical Engineering Division
Supervisor: Prof. Dr. Menemse GUMUSDERELIOGLU
January 2015, 125 pages

This thesis was prepared with the supports of 114M132 TUBITAK project and TUBITAK
2210-C Primary Subject Scholarship for National Master Program. The aim of the present
study is to develop a new barrier membrane that is more effective than currently used

membranes and investigate its potential for periodontal regeneration.

In the first stage of the study, porous chitosan membranes were produced by solvent casting-
particle leaching method. For this purpose; silica particles having the size of 150-250 pm
were added into the chitosan solution with different ratios. In order to obtain a membrane
having sufficient porosity, the amount of silica added to chitosan solution and also silica
leaching period were optimized. Consequently, the chitosan membranes were found to have
homogenous and interconnected porous structure with the average pore size of 169.7+78.7
um. The thickness of the produced membranes increased from 408.6+42.2 pmto 519.3+23.4

um as due to the glycerine treatment.

In order to enhance the mechanical and bioactive properties of the membranes, the porous
surface of membrane was coated with hydroxyapatite (HA) through the application of
microwawe radiation by using concentrated simulated body fluid (10xSBF). The presence
of HA on the surface and within the pores was designated through scanning electron
microscopy (SEM) and the average Ca/P (w/w) ratio referring to HA coating was calculated
by means of EDX analysis as 2.54+0.59. The HA coated membrane was also enriched with
bone morphogenetic protein-6 (BMP-6). In order to inhibit epithelium cell migration and to
eliminate inflammation in soft tissue nonporous surface of the membrane was coated in

optimised conditions with poly-e-caprolactone (PCL) electrospun fibers having, 5, 10, 15 %



(w/w) antibacterial agent, metronidazole (Mz). The fibers having the diameters of approx. 1
um were strongly attached to the membrane surface and performed Mz release. The result
membrane including HA coating and PCL fiber coating (HA/Ch/PCL) was detected to have
the thickness of 750.1+£21.9 um, swelling ratio of 3.43+0.13, dry and wet tensile strength of
0.948+0.123 MPa and 0.418+0.053 MPa, respectively.

In the last stage of this study, the bioactivity of HA coated surface of membrane having
contact with hard tissue, was investigated by MC3T3-E1 preosteoblastic cell line in vitro
conditions. The cell viability and proliferation were evaluated by PrestoBlue analysis and
the morphological examination was evaluated with SEM. Differentiation of cells was
determined with alkaline phosphatase (ALP) staining. The osteogenic differentiation
indicators like collagen I, RunX2, osteocalcin and osteopontin gene expressions were
determined through RT-PCR (real time polymerase chain reaction). The results indicates
that the membrane surface supports adhesion, proliferation and differentiation of the cells.
The other surface of the membrane having contact with soft tissue was cultured with Madine
Darby Bovine Kidney (MDBK) cell line in vitro conditions. The results of Presto Blue

analysis and SEM demonstrate that, the membrane surface inhibits ephitelial cell migration.

In conclusion, in this thesis a novel barrier membrane having periodontal regeneration
potential was developed with the following properties: biodegradable, easily manipulated,
supporting bone regeneration, inhibiting ephitelial cell migration and enabling to eliminate

inflammation.

Keywords: Guided tissue regeneration, chitosan, hydroxyapatite, BMP-6, electrospinnig,

metronidazole.
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1. GIRIS
Periodontitis, disi ¢evreleyen ve destekleyen periodontium tabakasini yikima ugratan kronik
iltihapl bir hastaliktir. Ayrica, solunum sistemi rahatsizliklari, diyabet, kemik erimesi ve
kalp damar hastaliklar1 gibi ¢esitli sistemik hastaliklarla iliskilidir [1]. Periodontal dokularin
rejenerasyonu karmasik iltihap etkisinden dolay1r zorlasmakta, bu nedenle klinikte doku
iyilesmesine yonelik olarak yapilan tedavi yontemleri yetersiz kalmaktadir [2]. Klinik
ve/veya cerrahi miidahaleler periodontal dokularin sagligin1 yeniden kazanmasinda zorunlu
basamaklardir. Son yillarda periodontal dokularin rejenerasyonuna yonelik ¢esitli yontemler
Onerilmistir ve bu yontemler lizerinde ¢aligmalar yapilmaktadir. Yapilan ¢alismalar; cerrahi
yaklagimlari, bariyer membranlari, kemik greftlerini ve diger osteokondiiktif/osteoindiiktif
materyalleri ya da protein karigimlarini, biiyiime faktorlerini, hiicre bazli teknolojileri ve

rekombinant gen teknolojilerini igermektedir [3].

Periodontal rejenerasyonun temel amaci iltihapli dokulari tamamen elimine etmek ve
alveolar kemige periodontal ligamentlerle bagli yeni kemik dokunun olusumunu
saglamaktir. Bu baglamda Yonlendirilmis Doku Rejenerasyonu (YDR) ve
Yonlendirilmis Kemik Rejenerasyonu (YKR) teknikleri yaygin olarak kullanilmaktadir
[4]. Geleneksel tedavi yontemleri uygulamalarindan sonra periodontal rejenerasyonu
engelleyen temel nedenin; hasarli bolgeye, epitel hiicrelerin mezenkimal hiicrelerden daha
hizli bir sekilde go¢ etmesi oldugu disiiniilmektedir. Hasarli bolgeye goc eden epitel
hiicreler uzun baglant1 epitelleri olusturarak, periodontitis sonucu hasara ugramis kok
ylizeyinde yeni baglanti dokularinin olugsmasini ve bdylelikle hasarli bolgede kemik
olusumunu engeller [2, 4, 5]. YDR ve YKR yontemleri, hasarli bolgeye epitel hiicre gociinii
engelleyerek periodontal rejenerasyonu gerceklestirmek amaciyla bariyer olarak gorev
yapan membranlar kullanirlar. Bu teknikler osteoblast iiremesi ve kemik rejenerasyonu igin

gerekli siireyi saglayarak hasarli bolgede hiicrelerin repopiile olmasini destekler [6].

YDR/YKR tekniginde kollajen, kitosan, polilaktik asit (PLA), poliglikolik asit (PGA), poli-
e-kaprolakton (PCL) ve bunlarin kopolimerleri gibi rezorbe olan ve politetrafloroetilen
(PTFE) gibi rezorbe olmayan ¢esitli membranlar kullanilmaktadir [3]. Kitosan sahip oldugu
istiin 6zelliklerinden dolay1 biyomedikal uygulamalarda yaygin bir kullanim potansiyeline
sahiptir [2]. Ancak kitosanin kirllgan dogasi1 ve yetersiz biyoaktivitesi klinikteki kullanimini
kisitlamaktadir [7]. Kitosanin yetersiz biyoaktivitesini arttirmak amaciyla kitosan,
hidroksiapatit (HA), trikalsiyum fosfat (TCP), silika ve biyoaktif cam gibi inorganik
biyoaktif malzemelerle bir arada kullanilir [8].
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Periodontal rejenerasyonda kemik morfojenik proteinleri (BMPs), transforme edici biiylime
faktorii-p, fibroblast bliylime faktorii, insiilin benzeri biiylime faktorii ve platelet-tiirevli
bliylime faktorii gibi ¢esitli biiyiime faktorleri kullanilmaktadir. Periodontal farklilagsma
yeteneginden dolay1 kemik morfojenik proteinleri periodontal rejenerasyonda diger biiyiime
faktorlerinden daha c¢ok tercih edilmektedir. Literatiirde kemik doku miihendisligi ve
periodontal sert doku rejenerasyonunda ozellikle BMP-2,-4,-7 ve -12 yaygm olarak
arastirilmaktadir. Ancak BMP-6’nin periodontal farklilasmadaki yetenegini arastiran

oldukca az ¢alisma bulunmaktadir [1].

Yumusak dokudaki iltihap etkisini ortadan kaldirmak amaciyla membranlardan
antibakteriyel ila¢ saliminin yapildigi ¢alismalar da mevcuttur [3]. Biyouyumlu olmasi ve
bozunma iiriinlerinin toksik olmamasi nedeniyle, PCL kontrollii ila¢ salim1 uygulamalarinda
kullanilan en uygun biyomalzemelerden bir tanesidir [9]. Metronidazol klinikte 45 yil1 agkin
bir stiredir oral hastaliklarin tedavisinde kullanilan antibakteriyel ve antiprotozoal bir ilagtir,

ayrica gram-negatif anaerobik bakterilere kars1 etkilidir [10, 11].

Periodontal uygulamalarda elektroegirme yontemi ile iiretilmis 3 boyutlu nanofiber
membranlar da kullanilmaktadir. Bu yontemle iiretilen membranlar sagladiklar1 genis ylizey
alaniyla hiicrelerin yapismasina, ¢ogalmasina ve infiltrasyonuna olanak saglarlar [12].
Elektroegirme yontemiyle tretilen fiberler yliksek enkapsiilasyon verimine ve yiiksek
yapisal kararlilifa sahiptirler. Bu nedenle kontrollii ila¢ salim uygulamalarinda yaygin

olarak kullanilmaktadirlar [13].

Yonlendirilmis Doku Rejenerasyonunda, gelistirilen tim membran tiirleri hasarli bolgeye
adapte edilmistir. Ancak membranlarin pek ¢ogunun performansi, zayif mekanik
dayanimlarindan dolay1 yetersiz olmustur. Gelistirilen membranlar zayif mekanik dayanim
disinda yapisal ve biyo-fonksiyonel dezavantajlara da sahip olabilmektedirler. Glinlimiizde,
membranlarin sahip olduklar1 dezavantajlar1 elimine ederek 6zgiin nitelikte membranlar

gelistirilmesine yonelik ¢alismalar hizla devam etmektedir [14].

Sunulan tez ¢alismasinin amaci, literatiirde mevcut olan ve klinik kullanima da sunulmus
bulunan bariyer membranlarda karsilasilan 6nemli problemleri ¢ozebilecek 06zgiin
yaklasimlarla yeni bir bariyer membranin gelistirilmesi ve boylelikle bariyer membranlarin
klinik kullaniminin kolaylastirilmasidir. Bu amagla gézenekli kitosan membranlar ¢oziicii
dokiim-partikiil uzaklastirma yontemi ile liretilmis ve kitosanin yetersiz biyoaktivitesini

tyilestirmek amaciyla membranin sert doku ile temas edecek olan goézenekli yiizeyi



mikrodalga destekli biyomimetik yontem kullanilarak HA ile kaplanmistir. Hidroksiapatitin
kemik rejenerasyonu i¢in yeterli olmayabilecegi dikkate alinarak HA kapli membran yiizeyi
BMP-6 ile de zenginlestirilmistir. Bu sekilde olusturulan gbzenekli kitosan+biyomimetik
HA+BMP-6'dan olusan membran (HA/BMP-6/Ch) yiizeyinin kemik hiicrelerinin
proliferasyonu ve doku rejenerasyonu igin yeterli etkinlige sahip olacagi distinilmistiir.
Epitel hiicre gocliniin engellenmesi ve inflamasyonun oOniine gecilmesi i¢in kitosan
membranin {iretim sirasinda Petri kabi1 ile temas ettigi icin gozeneksiz olan tarafi
elektroegirme yoOnteminden yararlanarak antibakteriyal ajan (metronidazol) igeren PCL
nanofiberler ile kaplanmistir. Ayrica kitosanin kirilgan dogas1 uygun bilesim ve kosullardaki
gliserin muamelesi ile giderilerek kolay bir sekilde manipiile edilebilen sekil hafizali bir
bariyer membran gelistirilmistir. Gelistirilen bariyer membranin periodontal rejenerasyon
amagch kullanim potansiyeli membranin sert doku ile temas edecek olan gézenekli kisminda
kemik onciilii hiicre hatt1 olan MC3T3-E1 hiicre hatt1 ve yumusak doku ile temas edecek
olan gbzeneksiz ylizeyinde ise epitel yapidaki MDBK hiicreleri ile gergeklestirilen hiicre
kiiltiir calismalar1 ile belirlenmistir. Konu ile ilgili literatiir bilgileri, tez kapsaminda

gerceklestirilen caligmalar ve elde edilen sonuglar devam eden boliimlerde sunulmustur.



2. GENEL BILGIiLER

Bu béliimde, sunulan tez ¢aligmasinin temelini olusturan konularla ilgili olarak literatiirde
yer alan bilgiler 7 ana baslik altinda 6zetlenmistir. Ik kissmda periodontitise yer verilmis,
ardindan klinikte periodontitis tedavisine yonelik olarak yapilan ¢alismalardan
bahsedilmistir. Ugiincii béliimde rejeneratif tedavi yontemlerinden o6zellikle de kemik
greftlerinden bahsedilmistir. Dordiincii boliimde rejeneratif tedavi yontemlerinden bir digeri
olan yonlendirilmis doku/kemik rejenerasyonu detayl bir sekilde agiklanmistir. Bu boliimde
bariyer membran iiretiminde kullanilan malzelemerden, membran iiretim yontemlerinden ve
hidroksiapatit iiretim yoOntemlerinden bahsedilmistir. Sonraki bdliimde periodontal
rejenerasyonda kullanilan antibiyotiklere yer verilmistir. Altinct boliimde biiylime ve
farklilagsma faktorlerinin periodontal rejenerasyona etkisinden bahsedilmistir. Son bdliimde

ise periodontal rejenerasyonda kullanilan ileri yaklagimlara yer verilmistir.

2.1. Periodontitis

Periodontal hastaliklar, gingivitis (dis eti iltihab1) ve periodontitisi i¢eren oral inflamatuar
enfeksiyonlardir. Gingivitis, dis ylizeyine yapisan biyofilm tabakasina gosterilen tepkidir ve
yikict olmayan bir periodontal hastaliktir. Gerekli tedavi yapilmazsa hastaligin daha siddetli

ve yikici formu olan periodontitise doniisebilir [15].

Periodontium disi ¢cevreleyen ve destekleyen mineralize ve fibréz dokulardan olusmaktadir.
Alveolar kemik, gingiva, sementum ve periodontal ligament (PDL) periodontiumun temel
bilesenleridir (Sekil 2.1). Alveolar kemik ve sementum periodontiumu olusturan mineralize

sert dokulardir. PDL ve gingiva ise periodontiumu olusturan fibréz ve yumusak dokulardir

[16].

Periodontitis mikroorganizmalarin neden oldugu, alveolar kemik, sement, periodontal
ligament ve dis etini igeren periodontal dokular1 yikima ugratan ve buna bagl olarak dis
kaybi ile sonuglanan kronik iltihapli bir hastaliktir [3]. Periodontitis dis eti ile dis koki
arasinda yumusak doku cepleri ya da derinlesen catlak olusumu ile sonuglanirken, siddetli
periodontitis agri, rahatsizlik ve nihai dis kaybi ile sonuglanabilir. Biyofilm tabakasinda
bulunan patojenik mikroorganizmalara ek olarak 6zellikle tiitiin kullanimi1 gibi genetik ve

cevresel faktorler de periodontal hastalig: tetiklemektedir [17].

Cesitli arastirmalar sonucu elde edilen bulgular, periodontitisin diyabet, kardiovaskiiler ve

solunum rahatsizlig1 gibi sistemik rahatsizliklarla iliskili oldugunu gostermektedir [18]. Dis



ve Kraniofasial Arastirmalar Ulusal Enstitlisii’'nden (National Institute of Dental and
Craniofacial Research, NIDCR, National Institutes of Health, United States) elde edilen
verilere gore, 70 yas lizerindeki yetiskin insanlarin %90’inda orta seviyede periodontal

hastaliga rastlanmaktadir [19].

o B Gingiva
Sementum

Periodontal
ligament

Sekil 2.1. Periodontiumu olusturan temel yapilar [16]

Genellikle dental biyofilm tabakasi ve bu tabakanin tirlinleri, periodontal hastalik i¢in baslica
etiyolojik faktorlerdir. Biyofilm tabakasindan salinan lipopolisakkaritler, antijenler ve diger
viriilans faktorler dis eti dokusuna erisim saglar ve konak savunma hiicrelerini aktive ederek
inflamatuvar ve bagisiklik tepkisi baslatir [20]. Konagin tepkisinin periodontal hastaliktaki
rolii, B ve T lenfositleri, nétrofil ve monosit/makrofajlar ile aracilik edildigi kabul edilen
hiicre infiltrasyonu bakimindan karmasiktir. Bu hiicreler, doku bozunmasi ve kemik
erimesine katki saglayan sitokinler, kemokinler, arakidonik asit metabolitleri ve proteolitik

enzimleri igeren inflamatuvar mediyatorleri tiretmek i¢in uyarilir.

Periodontitis dncesinde gingivitis meydana gelir ancak her gingivitis olgusu periodontitise
doniismez. Periodontitis genellikle yavas ilerleyen ve ilerleme hizi giinlerle ifade edilmeyen
kronik bir hastalik olarak kabul edilmektedir. Hastaligin degisik formlar1 vardir ve bu

formlara bagli olarak ilerleme hizlar farklilik gosterir.

Periodontitis devam1 oldugu gingivitisin bulgularini tasimaktadir. Bu bulgular; dis etinde
hiperemi, kanama, sekil bozuklugu, gingival sulkus derinliginde artis ve dis etinde 6demdir.
Periodontitisde saptanan klinik bulgular, bu bulgulara ek olarak dis etinin dise daha apikalde
tutunmasi, cep derinliginin artmas1 ve dis etinde zaman zaman fibrozisin gézlemlenmesidir.
Dis etindeki sekil degisikligi belirgindir ve hastalik derin dokulara yayildig: i¢in alveolar

kemikte rezorbsiyon, periodontal ligamentte yikim vardir. Kemikteki rezorbsiyon cep

5



derinligindeki artis ile anlasilir. Normalde alveolar kemik mine-sement sinirinin hemen 1-2
mm altinda, komsu iki disin mine-sement sinirin1 birlestiren hayali ¢izgiye paralelken, artik

daha apikaldedir.

Periodontitisin ilerleme hiz1 kisiden kisiye farklilik gosterirken, ayni agizda degisik diglerde
hatta aynm1 disin farkli bolgelerinde farkli hizla gelisebilir. Agizda dislerin hastaliktan
etkilenme sikliklar1 farklilik gostermektedir. Buna, {ist molarlarin alt molarlara gore

hastaliktan daha fazla etkilenmesi 6rnek olarak verilebilir [21].

2.1.1. Periodontitisde Rol Oynayan Mikroorganizmalar

Periodontitisin olusmasinda bir ¢ok lokal, gevresel ve sistemik faktorler rol oynamasina
ragmen primer etiyolojik etken mikrobiyal dental plak ve iriinleridir. Hastalik yapan
bakterilere patojen bakteriler denir ve sahip olduklar1 viriilans faktorleri ile konak
dokularinda yikim meydana getirirler. Periodontal hastalikta pek ¢ok bakteri rol oynamasina
ragmen daha ¢ok Actinobacillus actinomycetemcomitans (A. actinomycetemcomitans),
Porphyromonas gingivalis (P. gingivalis), Prevotella intermedia (P. intermedia),
Fusobacterium nucleatum (F. nucleatum), Tannerella forsythia (T. forsythia),
Camphylobacter rectus (C. rectus), Eikenella corrodens (E. corrodens) ve Treponema

denticola (T. denticola) periodontal hastaliklarla dogrudan iliskili bulunmustur [22].

2.2. Klinikteki Tedavi Yontemleri

Periodontal hastaliklar plak mikroorganizmalar1 tarafindan olusturulur. Enflamasyonun
siddeti ve periodontal yikimin hiz1 mikroorganizmalarin tiirii ve etkilerinin yaninda, konagin
immunolojik yanitina da baglidir [21]. Periodontal tedavinin amaci, periodontitise neden
olan mikrobiyal etiyolojiyi ve risk faktorlerini tamamen ortadan kaldirarak, hastaligin
ilerlemesini durdurmak, ayni1 zamanda enflamasyonu azaltmak ve defektlerin iyilesmesini
saglamaktir, boylelikle periodontal dokularin yeniden eski saglikli haline donmesi
hedeflenmektedir. Periodontal tedavinin bir diger hedefi de hastaligin tekrarinin
onlenmesidir [23]. Cepteki mekanik debridmanin; dis kaybi riskini, periodontal hastaligin
ilerleme hizin1 6nemli dlciide azalttig1 ve dis etindeki enfeksiyonu iyilestirdigi kanitlanmigtir
[24].



Periodontitis i¢in kesin bir tan1 konulduktan sonra tedavi plani belirlenir. Tedavi planin

belirleyen faktorler;

e Tibbi gegmis, klinik bulgular ve teshis
e Hastanin istegi, ilgisi ve katilim1

e Vakanin prognozudur.

Periodontitis vakalarinin geleneksel olarak tedavisi 2 temel basamakta gerceklesir. Bunlar

cerrahisiz periodontal tedavi ya da bir diger adiyla baslangi¢ tedavisi ve cerrahi periodontal
tedavidir [25].

2.2.1. Cerrahisiz Periodontal Tedavi (Baslangi¢c Tedavisi)

Cerrahisiz tedavi, periodontitisin tedavisinde ¢ok dnemli bir rol oynamaktadir ve periodontal
tedavinin tiim asamalarinda temel islemdir. Yapilan klinik caligmalarda, periodontal
tedavinin uzun siireli basarisinin baslangi¢ tedavisinin basarisina bagli oldugu gosterilmistir.

Gerek duyulursa cerrahi tedaviye gecilir.
Cerrahisiz periodontal tedavinin amaglari [21];

e Patojenik mikrofloranin saglikli haldeki floraya doniismesi,
e Enflame patolojik ceplerin saglikli gingival dokuya doniismesi
e Derinlesmis ceplerin biiziliip, s1g ve saglikli sulkusa doniigmesi,

e Saglikli baglanti dokular1 ve epitel atagsmanla uyumlu kok yiizeyinin elde edilmesidir.

Cerrahisiz periodontal tedavi; plak kontrol egitimi, supragingival ve subgingival kiiretaj,
lokal anestezi ile kok ylizeyinin diizlestirmesi, selektif molleme ile okluzal diizenleme,
stabilizasyon, endodontik tedavi ve yeniden degerlendirmeyi igerir.

Cerrahisiz periodontal tedavi sadece dis tas1 temizlemesi ve kok diizeltmesini igermez ayni
zamanda; hasta motivasyonu, agiz bakim egitimi ve plak retansiyon faktorlerinin ortadan

kaldirilmasi gibi olduk¢a 6nemli basamaklar1 da igerir [26].

2.2.1.1. Supragingival Plak Kontrolii

Supragingival plak; dis plagimin goriinmesini saglayan tabletler ve c¢ozeltilerle
degerlendirilir. Eger bu tabletler ve c¢ozeltiler kullanilmazsa, plagin siddeti goéz ardi
edilebilir. Supragingival plagin yok edilmesinde ¢esitli metotlar ve el aletleri ile ultrasonik

aletler kullanilir [27]. Kimyasal olarak klorheksidin i¢eren agiz gargaralar1 da rutinde olmasa



da akut periodontal durumlarda kullanilabilir ancak klorheksidin periodontal cepler i¢indeki

mikroorganizmalara etkili degildir. Asil etkisi supragingival plaklardir.

Supragingival plak kontroliiniin hastalar tarafinda Ogrenilmesi ve tam anlamiyla

uygulanmasi tedavinin en 6nemli ve zorlayic1 asamalarindan biridir [26].

2.2.1.1.1. Supragingival Dis Yiizeyi Temizligi

Bu islem, supragingival plak ve dis tasinin dis yiizeyinden kaldirilmasi i¢in uygulanir. Dis
taglarinin yiizeylerindeki plak birikimini Onlemek, yiizeylerinde barindirdigi bakteri
tiriinlerinin toksik etkilerini ortadan kaldirmak ve hastanin dis arasi temizligini rahat
yapabilmesini saglamak i¢in cerrahisiz periodontal tedavi sirasinda dislerin yiizeylerindeki

dis taglar kaldirilmalidir [28].

2.2.1.1.2. Plak Retansiyon Faktorlerinin Kaldirilmasi

Subgingival sahaya tasan uygun olmayan dolgu veya kuron restorasyon kenarlar1 kronik
enflamatuar ve periodontal hastaliklara neden olur veya olan hastaligin ilerlemesini saglar.
Yapilan caligmalar, uygun olmayan restorasyon kenarlarinin mekanik veya kimyasal
irritasyona neden olmadigini, plak birikimini tetikleyerek periodontal hastaligin
patogenezinde rol oynadiklarini ortaya koymustur. Bu nedenle, plak ve dis taslarinin
kaldirilmasint kolaylastirmanin yanisira hastanin yapacagi gilinlilk plak kontroliinii

kolaylastirmak igin tagkin restorasyon kenarlarinin kaldirilmasi gerekir [28].

2.2.1.2. Subgingival Plak Kontrolii

Subgingival plagin saptanabilmesi, plagin uzaklastirilmas1 kadar 6nemlidir. Subgingival
plagin saptanilmasinda kullanilan metotlar Hu-Friedy No. 3-A eksploratorii gibi 6zel olarak
tasarlanmig eksploratorleri (discilikte kullanilan ve ucu dokunma hissini arttirmak amaciyla
kanca seklinde olan aletler), sikistirllmis hava ve radyograflarlari igermektedir. Bu
yontemlerin higbiri tek basina yeterli degildir. En iyi sonuca ulasabilmek i¢in yukarida
verilen yontemlerin bir arada kullanilmasi gerekir. Kullanilacak eksploratoriin sekli
onemlidir, her eksploratdr bu amag i¢in kullanilmaz [29]. Subgingival plak yumusak doku
ile dis ylizeyi arasinda gevsek olarak tutunmus anaerob bakterilerce olusturulur.

Supragingival alandaki mikrobiyal dental plak subgingival alandaki mikroorganizmalari



besler ancak, cep derinligi arttik¢a subgingival sahadaki mikroorganizmalar supragingival

sahadaki mikrobiyal dental plaktan bagimsiz olarak beslenebilir [30].

2.2.1.2.1. Subgingival Dis Yiizeyi Temizligi

Subgingival plak ve distasinin kdk ylizeyinden kaldirilmast islemidir. Biyolojik uygunlugu
saglayabilmek i¢in, sementin ylizey diizensizliklerine derin olarak niifuz eden plak ve dis
tagiin tamamen kaldirilmasi gerekir. Subgingival dis yiizeyi temizligi, periodontal tedavi
amaciyla, plak ve dis tasinin yanisira cep ortamina agik sement ylizeyinin yapisinda dis eti
icin toksik olan endotoksin ve enzim gibi toksik maddeler barinmasi sebebiyle tek bagina

yeterli degildir [28].

2.2.1.3. Kok Yiizeyi Diizlestirme
Kok yiizeyi diizlestirme, biyolojik olarak kabul edilebilir sert ve diizgiin bir kok yiizeyi elde
etmek amaciyla dis taglari, bakteri plagi ve toksinler tarafindan kontamine edilmis sementin

ve dentin yiizeyinin kaldirilmasidir [31].

Hastalikli sementin yiizey tabakasinda bulunan toksinler (gram negatif bakteri kaynakli
lipopolisakkaritler) kok yiizeyindeki epitel ve bag dokusu atasmanini inhibe eder. Plak ve
dis taslart kaldirildiktan sonra, kok yilizeyi sert ve diiz hale gelinceye kadar kazinip
diizlestirilmelidir; diizgiin olmayan kok yiizeyi plak retansiyonunu arttiracagindan oral

hijyenin saglanmasinda zorluk yaratir [30].

2.2.1.4. Distas1 Temizligi ve Kok Yiizeyi Diizlestirmesinin Kisitlamalari

Distas1 temizligi ve kok ylizeyi diizlestirmesi 6zellikle, siddetli periodontitise sahip arka
dislerin tedavisinde yetersiz kalmaktadir. Arka dislerde meydana gelen derin periodontal
ceplere tam olarak erisememe, gingiva ve kok ylizeyindeki bakteri plagina kisith erisim
tedavideki baslica olumsuzluklardir [26]. Gergeklestirilen klinik ¢alismalar, periodontal cep
derinligi arttik¢a dis tasi temizligi ve kok yiizeyi diizlestirmesinin etkisiz kaldig1 yoniindedir
[32]. Genellikle 7 mm ve 7 mm’den daha biiyiikk boyuttaki cepler cerrahi tedavi
yontemleriyle kontrol edilmektedir [33].



2.2.2. Cerrahi Periodontal Tedavi

Cerrahisiz tedavi yontemi basarisiz oldugunda ya da bu yontem ile istenen sonug elde
edilemediginde cerrahi tedavi uygulamasina gegilir [34]. Cerrahi tedavi uygulamasi,
periodontal ceplerin eliminasyonu ve mukogingival defektlerin giderilmesini amaglayan

teknikler igerir.
Peiodontal cerrahinin amaci su sekilde belirtilmistir;

e Periodontal cepleri yok etmek i¢in yumusak doku veya kemigin kaldirilmasi ve/veya
yeniden sekillendirilmesi,

e Yeni tutunan ve/veya yeniden adapte olan yumusak doku veya kemik i¢in uygun bir
ortam yaratarak enflamatuvar periodontal dokularin uzaklastirilmasi,

e Mukogingival defektlerin diizeltilmesi,

e Gingival biliylime sonucu agiga ¢ikan estetik kaygilarin fazla yumusak dokunun
giderilmesiyle ortadan kaldirilmasi,

e Uygun bir restoratif ortamin kurulmasi,

e Kemik ve yumusak doku rejenerasyonuna olanak saglanmasi [35].

Cerrahi tedavi yontemleri; rezektif ve rejeneratif periodontal tedavi olmak tizere 2’ye ayrilir.
Rezektif periodontal tedavi gingivektomi-gingivoplasti, flep operasyonu, osteoplasti-

osteoktomi gibi tedavi yontemlerini igerir [28].

2.2.2.1. Rezektif Periodontal Tedavi

Rezektif cerrahi yiizyili askin bir siiredir periodontitis tedavisinde kullanilmaktadir.
Periodontal dokulardaki patolojilerin giderilmesinde rejeneratif tedavi yontemlerinin
rezektif yontemlere gore daha iistiin oldugu belirtilse de, rejeneratif yontemlerin tek basina

biitiin problemleri ¢6zemeyecegi bilinmektedir [36].

2.2.2.1.1. Gingivektomi-Gingivoplasti

Gingivektomi, hastalikli dis eti dokusunun cerrahi olarak ¢ikarilmasidir. Bu yontem,
periodontal cebin inflamatuar duvarinin bir kismini uzaklastirarak periodontal cebin
derinligini azaltmak i¢in gerceklestirilir. Gingivoplasti, anatomik acidan normal ve
fizyolojik olarak yararli dis eti konturlart olusturmak igin dis eti dokusunun yeniden
sekillendirilmesidir. Gingivoplasti islemi sonrasinda periodontal cep derinliginde herhangi

bir azalma meydana gelmez. Bu 2 yontem genellikle bir arada kullanilir [37].
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2.2.2.1.2. Flep Operasyonu

Periodontal flep, dis eti ve oral mukozanin dis ve alveolar kemikten yatay ve/veya dikey
kesitte ayrilan parcasidir. Periodontal flep en az bir alandan alveolar mukozanin kalan
kismina baghdir [26]. Flep operasyonu kemik ve kok yilizeyinin daha iyi goriilebilmesi ve
bolgeye daha rahat ulagabilmek amaciyla gergeklestirilir [28].

Flep operasyonunun sagladigi avantajlar su sekilde siralanabilir:

e Var olan keratinize dis eti korunur,

e Hasarli bolgede goriis alan1 artar ve inflamatuvar yumusak doku ve dental plaklarin
miitkemmel bir sekilde temizlenmesine olanak saglar,

e Kemik hasarinin morfolojisi tanimlanir ve uygun tedavi uygulanir,

e Flep operasyonu oral epitel dokuyu korur [38].

2.2.2.1.3. Osteoplasti-Osteoktomi

Osteoplasti (OP) alveol kemiginin disi destekleyen boliimiinden herhangi bir ¢ikarim
yapilmadan daha fizyolojik bir sekle getirilmesidir. Osteoktomi (OE) ise alveol kemiginin,

disi destekleyen boliimiinden ¢ikarim yapilarak sekillendirilmesidir [28].

2.3. Rejeneratif Periodontal Tedavi
Periodontal rejenerasyonun temel amaci inflamasyonu elimine ederek, periodontitis
sonucunda yikima ugrayan destek dokularmin rejenerasyonunun saglanmasi, yeni alveolar

kemik, sement ve periodontal ligamentin olusmasidir [39].

Glniimiizde  kullanilan  periodontal tedavi yontemleri periodontal dokularin
rejenerasyonundan ¢ok onarimiyla sonuglanmakta, yalnizca ilerleyen periodontal hastalig
durdurmakla kalmaktadir. Geleneksel tedavi yontemleri ve periodontal flep operasyonu

periodontiumu iyilestirir ancak orjinal anatomik ve morfolojik yapiy1 saglayamaz [40].

Cerrahisiz tedavi yontemleri ve peridontal flep operasyonu ilerleyen periodontal hastalig
basarili bir sekilde durdurmasina ragmen yumusak dokularda ¢ekilmeye neden oldugu igin
estetik agidan sikinti yaratabilir [4]. Bunun disinda geleneksel tedavi yontemleri ile
subgingival plagin tamamen uzaklastirilamamasi periodontitisin tekrarlamasimna neden
olmaktadir. Uzaklastirilamayan bakteriler periodontal cep igerisinde gelismeye devam

ederek hastalig1 tetiklemektedir [21]. Cerrahisiz ve cerrahi periodontal tedavinin bir diger
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dezavantaji da, uygulanan tedavi sonrasinda uzun baglanti epitellerinin olugmasidir.
Periodontal tedaviden sonra dokular kok yilizeyine daha dayanikli olan yeni baglant1 dokusu
olusumuyla baglanmak yerine daha zayif olan uzun baglanti epiteliyle baglanmakta ve uzun
baglant1 epiteli plak birikimine bagli olarak tekrarlayan inflamasyon etkisiyle kolaylikla
kirilmaktadir [41].

Yetiskinlerde periodontiumun yenilenme potansiyeli olduk¢a sinirlidir, dolayisiyla sadece
terapotik miidahaleler periodontiumun yenilenmesini saglar. Boylelikle; hasara ugramis

dokularin morfolojik yapilart ve fonksiyonlar1 yeniden biitlinliik kazanir [42].

Periodontal rejenerasyonda temel olarak doku iskelesi ya da membran, rejeneratif ya da kok
hiicreler ve sinyal molekiiller ya da biiylime faktorleri gibi {i¢ ana unsurun etkilesimi

onemlidir (Sekil 2.2) [3].

Rejeneratif periodontal tedavi, periodontitis sonucu hasara ugrayan periodontal dokular
yeniden yapilandirmak i¢in sert ve yumusak doku greftleri ya da yonlendirilmis doku

rejenerasyonunda kullanilan bariyer membranlar gibi ¢esitli yontemler kullanir [43].

Doku iskelesi'membran

* Sinyal molekiiller

Periodontal rejenerasyon

Sekil 2.2. Periodontal rejenerasyonda rol oynayan ii¢ ana bilesen [3]

2.3.1. Kemik Greftleri
Kemik greftleri hasarli bolgeye yerlestirildiginde alveolar kemik, sement ve periodontal
ligamentin rejenerasyonunu destekleyecek niteliklere sahip malzemelerdir. ideal bir kemik

greft materyalinin sahip olmas1 gereken bazi 6zellikler vardir.
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Bu ozellikler su sekilde siralanabilir;

e Biyouyumlu olmali (immiinolojik tepkiye neden olmamalr)

e Karsinojenik, toksik ve antijenik olmamali

e Osteokondiiktif olmali (hiicre yapismasina, ¢ogalmasina ve gogiline izin verecek
yiizey saglamali)

e Osteogenezi uyarabilmeli

e Hasta ve doktor agisindan uygulamasi kolay olmalidir [44].

Kemik greftlerinin biyolojik agidan performansi birbiriyle iligkili, ancak benzer olmayan
osteogenez, osteoindiiksiyon ve osteokondiiksiyon gibi 3 temel mekanizmaya gore

degerlendirilebilir.
Osteogenez: Greft materyalinin tagidigi kok hiicreler ile yeni kemigin olusturulmasidir.

Osteoindiiksiyon: Uygulanan kemik greftinin igerdigi matris proteinleri ve biiyiime
faktorleri ile yerlestirildigi saglam kemikteki, mezenkimal kok hiicrelerin ve diger onctil
kemik hiicrelerinin osteoblastlara farklilagmasinin uyarilmasidir. Genelde kemik kokenli

demineralize kemik greftlerinde (Demineralized bone matrix, DBM) bu etki gozlenir.

Osteokondiiksiyon: Kemik olusumuna destek veya iskelet gorevi goren fiziksel bir etkidir.
Daha cok alloplastik kemik greftlerinde goriiliir. Histolojik incelemelerde periodontal
rejenerasyona katkisinin smirlt oldugu gorilmiistir. Kemik grefti yeni kemik doku
olusumunu saglamaz. Grefte disaridaki hiicreler penetre olur ve kemik rejenerasyonu

gerceklesir [40].

Rejeneratif periodontal tedavide kullanilan cesitli kemik greftleri vardir. Bunlar kisinin
kendisinden (otogreftler), baska kisiden (allogreftler), farkli bir tiirden (zenogreftler) ve

alloplastik maddelerden elde edilen greftler olmak iizere siniflandirilabilir [41].

2.3.1.1. Otogreftler

Kisinin bir bolgesinden alinip bagka bir bolgesine yerlestirilen, canli osteoblast ve onciil
kemik hiicrelerini iceren greftlerdir [45]. Hem osteojenik hem de osteoindiiktif ve
osteokondiiktif 6zelliklere sahip olan otolog kemik greftleri kemik rejenerasyonu i¢in ideal
bir greft materyalidir [46]. Otogreftlerin en 6nemli avantaji yeni kemik olusumunu
destekleyecek canli hiicreler igermesi ve immiinolojik tepkiye neden olmamasidir. Bunun

disinda; erken revaskiilerizasyon, diisiik maliyet, alic1 sahada antijenik etki yaratmamalari,
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uygulama ve iyilesme acisindan diger greftlere gore daha {istiin Ozellikler tagimalari
otogreftlerin diger 6nemli avantajlari arasinda yer almaktadir [47]. Gereksinimi karsilayacak
kadar kemik grefti bulunamamasi, hastanin yasi ve sistemik durumunun uygun olmamasi,
ikinci bir cerrahi islem gerektirmesi, verici sahada gelisebilen kanama, enfeksiyon ve kronik
agr1 ve genel anestezi zorunlulugu bu tiir greftlerin en 6nemli dezavantajlari arasinda yer
almaktadir [16]. Otogreftler, kortikal kemik, siingerimsi kemik ve kemik iliginden elde
edilir. Agiz i¢i (intraoral) veya agiz dis1 (ekstraoral) bolgeler otogreftlerin eldesi igin baslica
kaynaklardir [40].

2.3.1.1.1. Intraoral Otogreftler

Iyilesen cekim bolgeleri, dissiz bolgeler, maksiller tiiber bolgesi ve mandibular retromolar
bolge agizdaki baslica otolog kemik grefti kaynaklaridir. Kortikal kemik parcalari, ossedz
koagulum, intraoral kanselloz kemik ve kemik karisimi intraoral otolog greft materyalleri
olarak kullanilmaktadir. Kortikal kemik parcalar1 osteoplasti veya osteokomi islemleri
sirasinda elde edilir. Osseéz koagulum, kortikal kemik pargalari ile hastanin kaninin
karistirilmasi sonucunda elde edilir. Elde edilen greft malzemesi dogrudan kemik hasari
icerisine yerlestirilir. Genis hasarlar i¢in yeterli miktarda kemigin saglanamamasi ve partikiil
biiytikliigiiniin ayarlanamamasi bu yontemde karsilagilan en 6nemli problemlerdir. Kemik
karisimi, hastadan alinan kortikal ya da kansell6z kemigin amalgam kapsiile konarak 100-
200 pm boyutunda partikiiller elde edecek sekilde 6giitiilmesi sonucunda olusur. Maksiller
tilber bolgesinden, dissiz bolgelerden ve iyilesen ¢ekim bolgesi bosluklarindan alinan
intraoral kanselloz kemik, ¢ekimden 8-12 hafta sonra elde edilmelidir. Maksiller tiiber

bolgesi fazla miktarda kanselloz kemik igermektedir [40].

2.3.1.1.2. Ekstraoral Otogreftler

Ayni bireyin viicudunun farkli bdlgelerinden alinip ag1z i¢i kemik defektlerinde kullanilan
ekstraoral otogreftler genellikle iliak kemik, kemik iligi ya da kaval kemiginden elde edilirler
[48]. Iliak kemik kortikal ve kanselloz kemik potansiyeline sahiptir. Kanselldz kemik
greftleri az sayida osteoblast igermelerine ragmen, osteojenik etkiyi saglayacak oOnciil
hiicreler icermektedirler. Bu greftlerin bilinen tek dezavantaji gereken mekanik dayanimi
saglayamamalaridir. Kortikal greftler ise dayanikli ve sert bir yap1 olustururken, osteogenezi
arttiric1 yetenekleri yoktur. Kortikal kemikler hasarli bolgeye yerlestirildikten sonra 6
haftaya kadar giiclii bir mekanik destek saglarlar [49].
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2.3.1.2. Allogreftler

Ayni tiiriin genetik olarak birbirinden farkli olan bireylerinden elde edilen kemik allogreftleri
doku bankalarindan ticari olarak saglanabilir [48]. Doku bankalar1 kemik allogreftlerinin
kullanim1 konusunda bazi benzer tescilli tekniklerde farkli metotlar uygulamalarina ragmen
benzer hazirlama, temizleme, dekontaminasyon, antimikrobiyal uygulama, dehidratasyon,
greft biiyiikliigii ve ana sterilizasyon gibi temel hazirlama prensipleri kullanmaktadirlar [50].
Bu greft materyalleri yliksek basari1 oranina sahiptirler ve hastada ikinci bir cerrahi miidahale
gerektirmezler. Immiinolojik tepki ve transplantasyon sonrasinda greft materyalinden
hastaya patojenlerin bulagma riski allogreftlerin en onemli dezavantajlarindandir [51].
Dondurma, dondurarak kurutma, radyasyon, sterilizasyon, tamamen ya da yiizey
dekalsifikasyonu ile allogreflerdeki antijenite riski ortadan kaldirihir. Bu islemler greft
materyalinde bulunan canli kemik hiicrelerini 6ldiirerek antijeniteyi 6nemli olgiide azaltir,
boylelikle kemik greftlerinin giivenli ve steril bir sekilde saklanmasina olanak saglar [52].
Tabi tutulduklar isleme gore osteokondiiktif veya osteoindiiktif olabilirler. Allogreftler
immiinojenite, viral partikiiller, bakteriler ve kotii huylu hiicrelerin bulagmasi agisindan daha
giivenli olmak amaciyla etilen oksit ya da gama radyasyonu ile muamele edilebilirler. Bu
islemler allogreftlerin yapisal dayanimini ve osteoindiiktif o6zelligini azaltirlar. Gama
radyasyonu daha cok greft materyalinin mekanik dayanimimi etkilerken, etilen oksit

muamelesi daha ¢ok osteoindiiktif 6zelligini etkiler.

Dondurulmus allogreftler temel olarak dondurma islemiyle hazirlanirken, dondurularak
kurutulmus kemik greftleri dondurma isleminden sonra, kemikte bulunan su miktarinin
% 95’inden fazlasinin uzaklastirilmasiyla hazirlanir. Dondurulmus allogreftlerin raf omrii
dondurularak kurutulmus allogreftlere goére daha kisadir. Dondurularak kurutulmus
allogreftler simirsiz raf omriine sahipken, dondurulmus allogreftlerin raf omrii uygun
kosullarda saklandiginda maksimum 5 yildir. Dondurularak kurutulmusg allogreftlerin
dezavantajlar1 arasinda dondurulmus allogreftlere gore daha az yapisal dayanima ve

osteoindiiktif etkiye sahip olmalar1 yer almaktadir.

Allogreftler kortikal, kanselloz ve kortikokansell6z greft materyali olarak bulunabilirler.
Kanselloz kemige gore daha az antijenik Ozellik gostermesi ve daha fazla miktarda
indiikleyici protein icermesi sebebiyle kortikal kemik allogreft malzemesi olarak daha ¢gok
tercih edilir. Gerekli durumlarda 6zel olarak sekillendirilebilen allogreftler genel olarak toz

ya da partikiil formunda sekillendirilirler [49].
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Allogreftlerin en yaygin olarak kullanilan formlar1 dondurularak kurutulmus kemik
allogrefti (Freeze-dried bone allograft, FDBA) ve dekalsifiye dondurularak kurutulmus
kemik allogrefti (Decalcified freeze-dried bone allograft, DFDBA)’dir. Dekalsifiye edilen
kemik greftleri, FDBA’ne gore daha hizli bozunurken, diger yandan doku iskelesi olarak
daha az etkilidirler [48].

2.3.1.2.1. Dondurularak Kurutulmus Kemik Allogreftleri

Dondurularak kurutulmus kemik allogreftleri osteokondiiktif etki gosterirler. Belirli bir siire
sonunda greft materyali bozunarak olusan yeni kemik ile yer degistirir. Mineral i¢erdikleri
icin daha 1yi fiziksel 6zelliklere sahiptirler ancak osteoindiiktif etki gostermezler. Klinikte
yaygin bir kullanim potansiyeline sahip olan FDBA’ne dair bugiine kadar herhangi bir viriis
kontaminasyonuna ya da FDBA’den kaynaklanan patolojik bir bulguya rastlanmamistir
[53]. Dondurularak kurutulmus kemik allogreftleri klinikte kemik hasarlarinin
doldurulmasinda ve onarilmasinda yaygin olarak kullanilirlar. Kemik allogreftindeki
immiinolojik etkiyi canli hiicreleri 6ldiirerek yok eden dondurarak kurutma islemi kemigin
yapisal ve biyokimyasal 6zelliklerini etkilemez [54], ancak bu sekilde hazirlanan greftler

zay1f mekanik dayanim gosterirler [55].

2.3.1.2.2. Dekalsifiye Dondurularak Kurutulmus Kemik Allogreftleri

DFDBA’leri osteokondiiktif 6zelliklerine ek olarak osteoindiiktif 6zellik de gosterirler. Bu
nedenle, iyi bir sekilde damarlanmaya sahip kemige yerlestirildiklerinde mezenkimal
hiicrelerin gd¢ etmelerine, yapismalarina ve kemik dokuyu olusturmalarina olanak saglarlar
ve endokondral kemik olusumunu uyarirlar [51]. Demineralizasyon islemi hidroklorik asit
ile gercgeklestirilir boylelikle, kemik matrisinde bulunan kemik olusumunu uyaran
proteinlerin agiga ¢ikmasi saglanir. Kemik olusumunu uyaran bu proteinler asidik polipeptid

gruplarini iceren kemik morfojenik proteinleridir (BMP) [26].

2.3.1.3. Zenogreftler

Zenogreftler farkli tiirlerden elde edilen kemik greftleridir. Sigir kdkenli kemik ve dogal
mercan klinik uygulamalarda yaygin olarak kullanilan ve ticari {iriin olarak (Cizelge 2.1)
piyasada mevcut bulunan zenogreft cesitleridir. Sigir kokenli kemik greftleri insan
kemiginin mineral igerigine ve mikroyapisina benzer 6zellikler gostermektedir. Bu greftler

gozenekli ve proteinlerinden armndirilmig sigir kemik minerallerinden elde edilirler. Sigir
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kokenli kemik greftlerinin periodontal rejenerasyonu destekledigi yapilan ¢aligmalarla
kanitlanmistir. Mercanlarin  dis iskeletinde bulunan kalsiyum karbonat hidrotermal
degisimle hidroksiapatit’e (HA) donistiriiliir. Yapilan calismalar mercan kokenli

biyomimetik matrislerin kemik olusumunu destekledigi yoniindedir [44].

2.3.1.4. Alloplastlar

Alloplastlar biyouyumlu, inorganik sentetik kemik greft materyalleridir. Seramikler ve
polimerler olmak iizere iki sinifa ayrilirlar. Alloplastlarin bilesimleri, morfolojileri ve ylizey
ozellikleri osteokondiiktif 6zellik saglayarak greft materyalinin yiizeyi boyunca kemik
olusmasina olanak tanirlar. Kalsiyum fosfatlar (trikalsiyum fosfat, hidroksiapatit), kalsiyum
stilfat ve biyoaktif camlar gibi seramik bazli kemik greft malzemeleri kemik ve periodontal
rejenerasyonda yaygin olarak kullanilirlar. Dogal ve sentetik polimerler daha ¢ok
yonlendirilmis doku rejenerasyonu yonteminde bariyer membran malzemesi olarak

kullanilmaktadirlar [44].
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Cizelge 2.1. Ticari kemik greftleri [43]

Greft materyalleri Ticari isim

Otolog kemik greftleri

A1z i¢i otogreftler -

Ag1z dis1 otogreftler -

Allogreftler

Dondurularak kurutulmus kemik | Grafton® (Osteotech, Eatontown, NJ,
allogreftleri ABD), Lifenet® (LifeNet Health Inc.,

Virginia Beach,VA, ABD)
Dekalsifiye  dondurularak  kurutulmus | Transplant Foundation® (Transplant

kemik allogrefti Foundation Inc., Miami, FL, ABD)
Zenogreftler
S1gir mineral matrisi Bio-Oss®  (Geistlich Pharma  AG,

Wolhusen, isvicre), OsteoGraf® (Dentsply,
Tulsa, OK, ABD), Pep-Gen P-15®
(Dentsply GmbH, Mannheim, Almanya)
Mercan kokenli kalsiyum karbonat Biocoral® (Biocoral Inc., La Garenne
Colombes, Fransa)

Alloplastlar

Hidroksiapatit Osteogen® (Impladent Ltd, Holliswood,

(yogun, gozenekli, biyobozunur) NY, ABD)

Beta trikalsiyum fosfat Synthograph® (Bicon, Boston, MA, ABD),
alpha-BSM® (Etex Corp., Cambridge, MA,
ABD)

Biyoaktif camlar (SiO, CaO, Na;O, P,02) | PerioGlas® (Novabone, Jacksonville, FL,
ABD), BioGran® (Biomet 3i, Palm Beach
Gardens, FL, ABD)

Insan ve hayvan deneyleriyle elde edilen histolojik bulgular kemik grefti uygulamalarinin
yeni baglanti dokularinin olusumu yerine uzun baglanti epitellerininin olusumuyla

sonuglandig1 yoniindedir. Bu nedenle yeni yaklagimlara ihtiyag duyulmustur [43].

2.4. Yonlendirilmis Doku/Kemik Rejenerasyonu

Yonlendirilmis doku rejenerasyonu ilk olarak 1950°li yillarda, omurgadaki kemik
kaynasmasi sirasinda yumusak dokularin roliinii arastirmak amaci ile doku sivilarina karsi
gecirgenlik gdsteren bariyer membrani kullanan Hurley ve Basset tarafindan ortaya
atilmigtir. Yonlendirilmis kemik rejenerasyonu terimi ise 1980°1i yillarda, dis eti dokusundan
ve epitel dokudan hasarli bolgeye hiicre gogiinii engellemek amaciyla periodontal iyilesmede

bariyer membran kullanan Nyman ve Gottlow tarafindan ortaya atilmistir [56].
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Geleneksel tedavi yontemleri uygulamalarindan sonra periodontal rejenerasyonu engelleyen
temel nedenin; hasarli bolgeye, epitel hiicrelerin mezenkimal hiicrelerden daha hizli bir
sekilde gog¢ etmesi oldugu diistiniilmektedir. Hasarli bolgeye go¢ eden epitel hiicreler uzun
baglant1 epitelleri olusturarak, periodontitis sonucu hasara ugramis kok ylizeyinde yeni
baglanti dokulariin olusmasini ve boylelikle hasarli bolgede kemik olusumunu engeller [2,
4,5].

YDR ve YKR yontemleri, hasarli bolgeye epitel hiicre gociinii engelleyerek periodontal
rejenerasyonu gerceklestirmek amaciyla bariyer olarak gérev yapan membranlar kullanirlar
(Sekil 2.3). Bu teknik osteoblast liremesi ve kemik rejenerasyonu igin gerekli siireyi

saglayarak hasarli bolgede hiicrelerin repopiile olmasini destekler [6].

Membran Epitel doku

Sekil 2.3. YDR/YKR tekniginde bariyer membran kullanimi [3]

YDR ve YKR yontemlerinde kullanilacak olan bariyer membranlarin periodontal
rejenerasyon acisindan etkin olabilmesi i¢in bir takim gereksinimleri karsilamalar
gerekmektedir. Bariyer membran biyouyumlu ve ikinci bir cerrahi miidahaleyi ortadan
kaldirmak amaciyla biyobozunur olmalidir. Bunlar disinda, membran hasarli bolgeye
yerlestirildikten sonra membranin hareket etmesini 6nlemek amaciyla membran ile ¢evre
dokular arasinda uygun bir yapisma olmali ve kolay bir sekilde manipiile edilebilmelidir.
Membranlarin sahip olmalart gereken bir diger 6zellik de yeterli mekanik dayanimdir [7].
Bariyer membranlar epitel hiicre gogiinii engellemek amaciyla segici gegirgen olmali ancak
oksijen ve besin maddelerinin gegisine engel olmamalidir [6]. Membranin bozunma hiz1 yeni
doku olusum hiziyla Ortlismeli ve periodontal rejenerasyonun basarili bir sekilde

gerceklesebilmesi icin membran en az 4-6 hafta agiz ortaminda bulunmalidir [57].
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2.4.1. Bariyer Membran Uretiminde Kullanilan Malzemeler
YDR/YKR yontemlerinde, c¢esitli dogal ve sentetik polimerlerden iiretilen bariyer
membranlar kullanilmakta ve {iretilen membranlarin periodontal rejenerasyon amaglh

kullanim potansiyelleri arastiritlmaktadir [6].

Bariyer membran iiretiminde dogru malzemenin se¢ilmesi son derece onemlidir, ¢iinkii
gelistirilen membranin sahip oldugu fiziksel ve mekanik 6zellikler membranin periodontal
rejenerasyon amaclhi kullanilip kullanilmayacagin1  belirlemektedir. Kullanilan her
malzemenin birbirine gore avantajlari ve dezavantajlart bulunmaktadir. YDR/YKR
tekniginde kullanilan membranlar bozunma 6zelliklerine gore rezorbe olmayan ve rezorbe
olan membranlar olmak iizere 2 gruba ayrilirlar. Piyasada ticari iiriin olarak mevcut bulunan

bariyer membranlar Cizelge 2.2°de verilmistir [58].

2.4.1.1. Politetrafloroetilen (PTFE) Membranlar

PTFE membranlar son yillarda YDR tekniginde periodontal dokularin rejenerasyonunda
yaygin olarak kullanilmaktadir [59]. Kimyasal ve biyolojik agidan inert olan PTFE
membranlar biyouyumludurlar. Ayrica, enzimatik ve mikrobiyolojik saldirilara karst
direnclidirler. PTFE membranlar hasarli bolgede kemik rejenerasyonunun saglanmasi igin
uygun bir alan olusturarak, hasarli dokularin yeniden biitiinliigiiniin saglanmasini
desteklerler [60].

Geleneksel PTFE membranlara alternatif olarak titanyum ile kuvvetlendirilmis PTFE
membranlar da iretilmektedir. Titanyum ile kuvvetlendirilen bu membranlar geleneksel
PTFE membranlarla kiyaslandiginda hiicre rejenerasyonunu titanyumdan kaynaklanan

ekstra mekanik dayanim sayesinde daha fazla desteklemektedirler [3].

PTFE membranlarin en 6nemli dezavantajlarindan biri rezorbe olmadiklarindan dolay1
ikinci bir cerrahi miidahale gerektirmeleridir [58]. Ikinci bir cerrahi miidahale hastada
enfeksiyon riskini arttirmakta ayn1 zamanda ekonomik ve psikolojik sikintilara da neden
olmaktadir. Ayrica, membranin uzaklagtirilmasi sirasinda, olusan yeni periodontal dokular
hasar gorebilmektedir [61]. Hasar goren periodontal dokularin siirekli bir sekilde
tyilesebilmesi ve ikinci bir cerrahi miidahalenin elimine edilmesi amaciyla bariyer

membranlar biyobozunur 6zellikte olmalidir [62].
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2.4.1.2. Kollajen Membranlar

Kollajen YDR uygulamalarinda yaygin olarak kullanilan dogal bir biyomalzemedir.
Kollajen membranlar mitkemmel bir hiicre afinitesine ve biyouyumluluga sahiptirler [63].
Ekstraselliiler matriksin temel bileseni olan kollajen hiicre yiizeyinde bulunan reseptorlere
dogrudan baglanmasina izin veren aminoasit reseptorleri araciligiyla osteoblast tiremesini

destekler [64].

Kollajen membranlarda karsilasilan en biiyilkk problemlerden bir tanesi membran
manipiilasyonunun, membranin zayif mekanik dayanimindan dolayr zor olmasidir [59].
Kollajen membranlar hayvanlar ya da insanlardan izole edildikleri i¢in hastalik tagima
riskine sahiptirler, ayrica hizli bir sekilde bozunmalar1 klinikteki kullanimlarini
kisitlamaktadir [56, 65]. Kollajen membranlarin stabilitesi ve mekanik 6zellikleri ultraviyole
(UV) 1s1masi, genipin (Gp), gluteraldehit ve 1-etil-3-(3-dimetilaminopropil) karbodiimid
hidrokloriir (EDC) gibi fiziksel ve kimyasal ¢apraz baglayicilarla arttirilabilir [3].

2.4.1.3. Sentetik Polimerlerden Uretilen Membranlar

YDR/YKR yo6ntemlerinde ¢esitli sentetik polimerlerden iiretilen membranlar yaygin olarak
kullanilmaktadir. Sentetik polimerler kendi dogal hallerindeyken hiicre tanima bdolgeleri
acisindan eksik olmalarina ragmen, kontrol edilebilir ve tekrar iiretilebilir kimyasal ve

fiziksel ozelliklere sahiptirler [66].

Poli (laktik asit) (PLA), poli (glikolik asit) (PGA), poli-e-kaprolakton (PCL) ve bunlarin
kopolimerleri bariyer membran {iretiminde kullanilan baslica sentetik polimerlerdir [67]. Bu
polimerler diisiik immiinojenisiteye ve toksik olmayan o&zelliklere sahiptirler. Ayrica,
biyouyumlu ve biyobozunurdurlar. Istenilen sekle uygun olarak kolayca islenebilirler ve
kimyasal, fiziksel ve bozunma siireleri uygulamaya bagli olarak istenilen oOzellikleri
karsilayacak sekilde ayarlanabilir [68]. Sentetik polimerlerden fiiretilen membranlarin in
vivo’daki manipiile edilebilirlikleri PTFE membranlara gore daha fazladir [3]. Ancak, bu

polimerlerin membran olarak hiicre afiniteleri kollajen membranlara gore zayiftir [59].

PLA, PGA ve bunlarin kopolimerleri bozunma sirasinda dogrudan asidik {iriinlere
dontisiirler. Ortamda biriken asidik iirlinler ortam pH’in1 diisiirerek kronik enfeksiyona
neden olurlar. PLA ve PGA ile karsilastirildiginda PCL’in bozunma iirtinleri asidik degildir
[67,69].
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PCL hidrofobik ve yar1 kristalin yapida olan bir polimerdir. PCL’in kristalinitesi artan
molekiil agirligina bagh olarak azalmaktadir. Camsi gegis sicakligi (Tg) -60°C iken erime
sicakligl 59-64°C arasinda degismektedir. Bu nedenle PCL diislik sicakliklarda kolaylikla
islenebilmektedir. Ortalama molekiil agirligi 3,000 ile 80,000 g/mol arasinda degismektedir
[70]. Sahip oldugu yiiksek mekanik dayanim ve diisiik fiyati nedeniyle PCL biyomedikal
uygulamalarda yaygin olarak kullanilan bir biyopolimerdir. PCL’in bozunma hiz1 oldukga
yavastir. In vivo’da bozunma siiresi yaklasik olarak 2 ila 3 yildir. Bu sire YDR/YKR
uygulamalar1 agisindan oldukg¢a uzundur. Ayrica PCL hiicre yapismasini diisilk oranda
destekler. Bu gibi nedenlerle PCL diger polimerlerle karistirilarak ya da kopolimer halinde
kullanilir [67].

Kollajenin hidroliz iiriinii olan jelatin sahip oldugu biyouyumluluk, biyobozunurluk ve
immiinojenik olmayan Ozellikleri ile doku miihendisligi uygulamalarinda yaygin olarak
kullanilan dogal bir malzemedir. Ekstraselliiler matriksin temel bilesenlerinden olan jelatin
hiicre yapigmasini, farklilagmasini ve iiremesini destekler. Jelatinin kullanimini kisitlayan en
onemli Ozellikleri mekanik dayaniminin zayif olmasi ve ayni zamanda hizli bir sekilde
bozunmasidir. PCL iistiin mekanik dayanimi1 ve uzun bozunma siiresi géz 6niine alindiginda
PCL ve jelatinden iiretilen kompozit doku iskeleleri ve membranlar doku miihendisligi

uygulamalari i¢in umut vericidir [67, 71-73].

2.4.1.4. Kitosan Membranlar

Kitosan, kitin'in deasetilasyonu ile elde edilen lineer bir aminopolisakkarittir. Endiistriyel
Olgekte kabuklu deniz canlilarinin kabuklarindan elde edilir. N-asetil glukozamin ve N-
glukozamin birimlerinin bir kopolimeri olan kitosan, dogal bir polimerdir. Kitosanin yapisi
Sekil 2.4°de verilmistir. Deasetilasyonun %100 olmamasina bagli olarak yapida asetil
gruplar1 (CH3CO) da bulunmaktadir. Sahip oldugu biyolojik 6zellikler nedeniyle ortopedik
ve periodontal uygulamalarda kemik substitiisyon malzemesi ve membran malzemesi olarak

yaygin olarak arastirilmaktadir [8,74,75].
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Sekil 2.4. Kitosanin yapisi [§]

Kitosan biyobozunurluk ve biyouyumluluk 6zelliklerine sahiptir. Bununla birlikte
antibakteriyel, antifungal ve yara iyilestirici gibi 6zelliklere de sahiptir. Kitosanin bozunma

tirtinleri toksik, antijenik ve kanserojenik degildir [2].

Kitosan membranlar petrol bazli sentetik polimerlerden iiretilen membranlardan iistiin
ozelliklere sahiptirler. Bunlar arasinda kitosanin yenilenebilir kaynaklardan elde edilmesi ve
ayni zamanda sulu ortama konuldugunda, PLA ve PGA gibi sentetik membranlara goére daha

esnek olmasi yer almaktadir [2, 8].

Kemik doku rejenerasyonunu destekleyen kitosanin en biiyiik avantajlarindan bir tanesi
yapisinin kemik ekstraselliiler matriksinde bulunan glikozaminoglikanlara benzemesidir.
Ayrica kitosanin sahip oldugu pozitif yiizey yiikii ve hidrofilik 6zellikteki yiizeyi hiicre

yapismasini, iremesini ve farklilasmasini desteklemektedir [2, 8].

Kitosan membranlar kollajen membranlarla kiyaslandiginda kollajen membranlara gére hem
daha ucuzdurlar hem de daha yiiksek mekanik dayanima sahiptirler. Ancak kitosan
membranlarin  biyoaktiviteleri kollajen membranlara gore daha diisliktiir ve kitosan
membranlar kollajen membranlara gére daha fazla kirillgandirlar. Kitosan membranlarin
kirllgan  6zellik  gostermeleri  cerrahi  operasyon sirasindaki  manipiilasyonunu
zorlastirmaktadir ve membran ile temas eden yumusak dokularda acilmaya neden
olmaktadir. Tim bu olumsuzluklar géz Oniline alindifinda kitosanin kirilgan dogasi

klinikteki kullanimini kisitlamaktadir [7].

Kitosan sahip oldugu 6zellikler nedeniyle YDR ve YKR yontemleri i¢in ideal bir membran
malzemesi olmasina ragmen, yetersiz mekanik dayanimi ve biyoaktivitesi kemik
rejenerasyonunu desteklemesi amaciyla iyilestirilmelidir. Bu amagla kitosan cesitli
osteojenik mineraller ile bir arada kullanilir. Hidroksiapatit (HA), trikalsiyum fosfat (TCP),

silika ve biyoaktif cam gibi inorganik biyoaktif malzemelerle bir arada iiretilen kitosan
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membranlarin mekanik dayanimlariin ve osteojenik 6zelliklerinin saf kitosana gore daha

iyi oldugu literatiirde yapilan ¢alismalarla kanitlanmistir [8].

2.4.1.5. Seramik Bazlh Malzemeler

Kemik nano boyuttaki biyolojik apatit minerallerden ve kollajen, proteoglikan ve
glikoprotein matristen olusan bir nano kompozittir [76]. Kemigin kompozit yapisini taklit
etmek amaciyla dogal ve sentetik polimerlerden {iretilen doku iskeleleri aliimina, zirkon,
kalsiyum fosfat ve biyocam gibi biyoseramiklerle bir arada kullanilmis ve doku iskelelerinin
yapisina katilan biyoaktif seramiklerin doku iskelelerinin osteokondiiktif 6zelligini arttirdigi
belirtilmistir [77, 78].

Biyoaktif camlar hem in vitro hem de in vivo’da miikemmel bir biyoaktiviteye ve
biyouyumluluga sahiptirler. Biyoaktif camlarin biyomineralizasyon yetenegi; bilesimi,
partikiil boyutu, gdzenekliligi, yiizey alani ve morfolojisi ile iligkilidir. Son yillarda,
biyoaktif camlar ve seramik malzemeler nano boyutlarda iretilmektedir [2, 79]. Kemigin
yapisinda bulunan mineraller nano boyutta oldugundan, nano boyuttaki seramik malzemeler
protein absorbsiyonunu ve hiicre yapismasint mikron boyutundaki seramik malzemelere
gore daha fazla desteklemektedirler [80]. Biyoaktif camlar alkalen fosfataz (ALP),
osteokalsin ve osteopontin gibi farklilasma belirte¢lerinin miktarini arttirarak osteoblastik
hiicrelerin farklilasmasini destekler. Doku iskelelerine biyoaktif camlarin eklenmesi doku
iskelesinin sadece biyomineralizasyon kapasitesini arttirmaz ayni zamanda doku iskelesinin
mekanik dayanimini da arttirir. Biyoaktif camlar, yapilarindan saliman ¢oziiniir silikon
sayesinde hasarli kemik dokuya yerlestirildiklerinde ¢evre dokuya kimyasal baglarla
baglanirlar. Bu yapigsma sayesinde bakteri girisi engellenmektedir. Biyoaktif camlarin elastik
modiili ¢evre dokularin elastik modiilii ile uyumlu oldugundan biyoaktif camlar kemik

yikimina neden olmazlar [42].

Yiiksek mekanik dayanimi, kimyasal kararliligi, sertligi ve paslanmaz celik alasimlarina
benzer elastik modiili goz oOniine alindiginda zirkon mikemmel bir seramik
biyomalzemedir. Zirkon, titanyum kadar biyouyumludur ve sahip oldugu mekanik dayanim
sayesinde protez cihazlarin iretiminde kullanilmaktadir. Yapilan ¢alismalarda,
osteoblastlarin zirkon iizerinde cogalip farklilastiklar1 ve herhangi bir negatif etkinin
gozlenmedigi belirtilmistir. Zirkon hem in vitro hem de in vivo’da herhangi bir sitotoksik ve
enflamatuvar etkiye neden olmamaktadir. Ancak, biyoinert bir seramik oldugundan implante

edildiginde ¢evre doku ile herhangi bir bag kurmaz [81].
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Cizelge 2.2. Ticari bariyer membranlar [3]

kollajen

Biyobozunurluk | Ticari isim Bilesimi Mekanik Bozunma hizi Biyolojik ozellikleri
dayanimi
Biyobozunur Cytoplast® TXT-200 | Yiiksek yogunluklu politetrafloroetilen | N/A Biyobozunur degil | Biyouyumlu
olmayan (d-PTFE)
Cytoplast® Ti-250 Titanyum ile gii¢lendirilmis yiiksek | N/A Biyobozunur degil | Biyouyumlu
yogunluklu PTFE
Biyobozunur Resolut LT® Poli-pL-laktik/ko-glikolik asit 11.7 MPa 5-6 ay Biyouyumlu
sentetik Vicryl® Poliglaktin 910 N/A ~9 ay Biyouyumlu
Poliglikolik/polilaktik (9:1,agirlik¢a)
Atrisorb® Poli-pL-laktik ve ¢oziicii (N-metil-2- | N/A 6-12 ay Biyouyumlu
pirolidon)
Biyobozunur AlloDerm® Olii insan derisinden izole edilen tip I | 9.4-21.5 MPa | ~16 hafta Biyouyumlu
kollajen bazli kollajen
Bio-Gide® Domuz derisinden izole edilen kollajen | 7.75 MPa 24 hafta Biyouyumlu
(tip 1 vetip 11)
BioMend Extend® Sigir tendonundan izole edilen tip 1| 3.5-22.5 MPa | 18 hafta Biyouyumlu
kollajen
Cytoplast® RTM Sigir tendonundan izole edilen tip 1| N/A 26-38 hafta Biyouyumlu

N/A:bilinmiyor, Cytoplast® (Osteogenics Biomedical, Lubbock, TX, ABD); Resolut LT® (W.L. Gore & Associates Regenerative Technologies,
Newark, DE, ABD); Vicryl® (Ethicon Inc., Somerville, NJ, ABD); Atrisorb® (Atrix Laboratories Inc., Fort Collins, CO, ABD); AlloDerm®
(LifeCell, Branchburg, NJ, ABD); Bio-Gide® (Osteohealth, Shirley, NY, ABD); BioMend Extend® (Zimmer Dental Inc., Warsaw, IN, ABD).
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Iskelet gelisimi i¢in gerekli bir seramik malzeme olan silika, kemik kalsifikasyonunun erken
donemlerinde rol oynar. Silika eksikliginin sicanlarda kafatasi deformasyonlarina neden
oldugu yapilan caligmalar ile kanmitlanmistir. Kritik miktarlardaki silikon iyonlari,
osteoblastlarda bulunan kemik siyalo proteini, kollajen-1, osteokalsin ve osteopontin gibi

genlerin liretimini arttirmaktadir [82].

Kalsiyum fosfatlar kemigin inorganik fazina benzeyen kimyasal yapilariyla kemik onarimi
ve rejenerasyonu i¢in son derece uygun seramiklerdir. In vivo’da, yiizeylerinde olusan kemik
benzeri mineral tabakasi araciligiyla kemige baglanirlar [83, 84]. Kalsiyum fosfatlar sahip
olduklar1 biyouyumluluk ve osteokondiiktif 6zellikleriyle klinikte kemik dolgu malzemesi
olarak kullanilmaktadir. Pek ¢ok biyobozunur polimerin yapisina katilan kalsiyum fosfatlar
hem polimerin mekanik dayanimini arttirirlar hem de protein adsorpsiyonunu arttirarak
malzemenin osteokondiiktif ozelligini arttirirlar [85]. HA ve TCP kemik doku
mihendisliginde kullanilan en 6nemli iki kalsiyum fosfat tiirevidir [76]. HA’ in viicut
ortamindaki ¢oziinme hiz1 olduk¢a yavasken B-TCP’1n bozunma hizi son derece ytiksektir.
Biyobozunurlugu dengeleyerek uygun sonuglar almak amaciyla HA ve TCP’dan olusan

bifazik kalsiyum fosfat liretimine yonelik ¢alismalar mevcuttur [77].

Kalsiyum fosfat seramiklerinin serum proteinlerine baglanma kapasiteleri diger
malzemelere gore oldukca yiiksektir. Proteinler kalsiyum fosfatlara, kalsiyum fosfat
yiizeyleri iizerindeki baglanma bélgeleri olan Ca?* ve PO3~ iyonlar iizerinden elektrostatik

etkilesimlerle baglanirlar [86].

Dogal kemigin yapisindaki minerallere kimyasal ve yapisal agidan benzerlik gosteren HA
sahip oldugu biyoaktiflik, biyouyumluk, osteokondiiktiflik, toksik ve immiinolojik olmayan
ozellikleriyle doku miihendisligi uygulamalarinda yaygin olarak kullanilmaktadir [87, 88].
HA, yiizeyinde kemik benzeri apatitlerin olusumunu destekler. Polimer matris yapisina
katilan HA partikiilleri osteoblast yapigmasini, cogalmasini ve farklilagmasini destekler. Bu
nedenle HA kemik onariminda ve rejenerasyonunda yaygin olarak kullanilir [89]. HA kemik
ve disin inorganik fazini olusturmaktadir. Kemigin yaklasik olarak %60°1 hidroksiapatitten
ve yaklagik olarak %20’si de kollajen fiberlerden olusmaktadir [88, 90]. HA dogal olarak
dokulardan elde edilebilecegi gibi (dogal hidroksiapatit), laboratuvar kosullarinda da
sentezlenebilir (sentetik hidroksiapatit). Biyolojik HA M1o(POs)eX2 (M: Ca?*, Mg?*, Sr#*,
Ba’*, Mn%*, AP*, K" ve X:F3, Cl;, Bry, (OH),, CO%™) kimyasal formiiliine sahipken,
stokiyometrik HA Cai10(POa4)s(OH). formiiliine sahiptir ve stokiyometrik HA’in Ca/P orani
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1.67°dir. Dogal kemigin inorganik bileseni stokiyometrik olmayan apatit yapisindadir.
Biyolojik apatit karbonat icermektedir. Bunun disinda, kalsiyumca eksiktir, stokiyometrik

bilesimde degildir ve zayif kristalin yapidadir [91,92].

2.4.2. Hidroksiapatit Uretim Yéntemleri

Sulu ¢ozeltilerden ¢oktiirme, sol-jel yontemi, hidrotermal yontem, ultrasonik 1s1ma, yanma
sentezi, ¢oklu emiilsiyon teknigi ve biyomimetik c¢oktiirme yontemi HA {iretiminde
kullanilan baslica tekniklerdir [93]. HA iiretiminde kullanilan bu yontemlerin basari
dereceleri yontemden yonteme farklilik gostermektedir [77]. Ancak bu yontemler bazi
dezavantajlara sahiptirler. Bunlar arasinda reaksiyonlarin uzun siirede gerceklesmesi, islem
sirasinda kalite kontroliin diisiik olmasi, toksik ve pahali kimyasallarin kullanilmasi, son
tirtiniin safsizliklar igermesi ve istenmeyen diger kalsiyum fosfat tiirevlerinin olusmasi yer

almaktadir [94, 95].

2.4.2.1. Biyomimetik Coktiirme Yontemi

Yapay viicut sivisi (simulated body fluid, SBF), insan kan plazmasindaki degerlere benzer
iyon konsantrasyonalari iceren siiper doygun yari kararli bir ¢ozeltidir [96]. Metaller,
seramikler ve polimerler uygun ylizey muamelesi ile bu ¢ozelti igerisine daldirildiginda
tizerlerinde apatitik kalsiyum fosfat olusumunu indiiklemektedir [97]. Ti implantlarin
yiizeyi genellikle plazma piiskiirtme yontemiyle HA ile kaplanmaktadir. Ancak bu yontem
oldukca yiiksek proses sicakligt gerektirmektedir. Biyomimetik ydntem implant
materyallerinin HA ile kaplanmasi agisindan yiiksek sicaklik gerektirmediginden son derece
uygun bir yontemdir. Biyomimetik yontem pH ve sicaklik agisindan 1limli ortam kosullarina
sahiptir, bu nedenle polimerler gibi sicaklik duyarli ya da gézenekli implantlar gibi kompleks
sekilli malzemelerin kaplanmasi1 SBF ¢d6zeltisine daldirma ile miimkiin olmaktadir [98].
SBF’nin doygunluk seviyesi nedeniyle igerisine daldirilan materyaller iizerinde kalsiyum
fosfat olusumu 2-3 hafta kadar zaman almaktadir. Cokelme hizini arttirmak amaciyla kan
plasmasindaki iyon konsantrasyonlarinin katlarmi (n=1.5, 2, 5, 10) iceren ¢esitli SBF

¢ozeltileri hazirlanmis bu sayede kaplama siiresi 2-6 saatler arasina diistiriilmiistiir [99].

2.4.2.2. Mikrodalga Teknolojisi ve Mikrodalga Destekli Kalsiyum/Fosfat Sentezi
Mikrodalgalarin c¢esitli uygulama alanlar1 vardir. Bunlar arasinda gida, metalurji,

biyomedikal uygulamalar ve kimya gibi alanlar yer almaktadir [100].
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Geleneksel 1sitma yontemlerinde enerji aktarimi konveksiyon, iletim ve radyasyon
mekanizmalart ile gerceklestirilir. Is1 aktarimi sicaklik farkiyla saglanir. Isinma 6ncelikli
olarak tepkime kabinin yiizeyinde baslar. Sonrasinda daha yiiksek sicaklikta olan yiizeyden
kap igerisinde bulunan karisima 1s1 aktarimi gerceklesir. Bu yontemde kabin yapildigi
malzemenin 1s1 iletkenligi ve kabin kalinligi da 1s1 aktarimini etkilemektedir. Mikrodalga
uygulamasinda ise 1s1 lretimi molekiiler diizeyde baslar, herhangi bir 1s1 aktarimi
ger¢eklesmeden, elektromanyetik enerji dogrudan 1s1 enerjisine doniislir. Mikrodalga 1s1masi
malzeme igerisine niifuz ederek malzemeleri dogrudan 1sitir. Polimer ve seramiklerin 1s1
iletim kapasiteleri oldukca diistiktiir. Mikrodalga 1s1masi sayesinde polimer ve seramiklerin
tiretiminde ve islenmesinde islem siiresi azalmakta, ayn1 zamanda geleneksel yontemlere

gore lirlin kalitesi de artmaktadir [101].

Reaksiyon hizinin geleneksel yontemlere gore daha hizli olmasi, reaksiyon veriminin
arttirllmasi, temiz ve ucuz bir yontem olmasi ayrica, karigimda secici 1sitma saglamasi

mikrodalga 1s1masinin sagladig1 avantajlar arasinda yer almaktadir [102].

HA {iretiminde kullanilan geleneksel yontemler bir takim dezavantajlara sahiptirler.
Geleneksel yontemlerden kaynaklanan dezavantajlar mikrodalga 1s1masi ydntemiyle
giderilerek, daha kisa siirede daha verimli bir sekilde nano boyutlarda inorganik materyaller

tiretilebilir [103, 104].

Han ve ark. kalsiyum hidroksit (Ca(OH)2) ve fosforik asit (HsPOa) kullanarak hidrotermal
yontem ile mikrodalga 1simasini birlestirerek nano boyutlarda HA {iiretmislerdir. Ca/P
oraninin ve uygulanan mikrodalga giicliniin, iiretilen HA partikiillerinin 6zelliklerini

etkiledigini belirtmislerdir [105].

Cao ve ark. kalsiyum nitrat tetrahidrat (Ca(NOz3)2.4H20) ve tri-sodyum fosfat undeka hidrat
(NasP0O4.12H,0) kullanarak mikrodalga destegiyle HA iiretmislerdir. Mikrodalga
yonteminin Uistiinliigiinii kanitlamak amaciyla konvansiyonel yontemle de HA iiretmislerdir.
Yapilan analizler sonucunda mikrodalga yontemiyle {iretilen HAin yiiksek kristalin yapida,

konvansiyonel yontemle iiretilen HAin ise zayif kristalin yapida oldugu belirtilmistir [106].

Grubumuz tarafindan yapilan calismalarda da 10XSBF ¢ozeltsinden mikrodalga destegi ile
HA diretilmistir. Mikrodalga uygulamasimin etkisini gormek amaciyla konvansiyonel
yontemle de HA tiretilmistir. Optimize edilen kosullarda (mikrodalga uygulama siiresi ve

giicii) kemik benzeri amorf yapida HA partikiilleri elde edilmistir [92].
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2.4.3. Bariyer Membran Uretim Yéntemleri

Son yillarda YDR/YKR yontemlerinde kullanilmak iizere, pek ¢ok arastirma grubu
tarafindan dogal ve sentetik polimerlerin bir arada kullanildigr bariyer membranlar
tiretilmistir. Bariyer membran iiretiminde genellikle ¢6ziicli dokiim-partikiil uzaklastirma,

dinamik filtrasyon ve elektroegirme yontemlerinden yararlanilmistir [3].

2.4.3.1. Coziicii Dokiim-Partikiil Uzaklastirma Yontemi

Coziicii dokiim-partikiil uzaklastirma yontemi porojenin gdézenek olusturmak amaciyla
polimer ¢ozeltisine eklenmesi ve elde edilen karisimin uygun sekildeki kaliba dokiilmesidir.
Coziicii uzaklastiktan sonra porojen uygun bir ¢oziiclide ¢oziilerek gozenekli membran elde
edilir. Porojen boyutu ve eklenen porojenin miktar1 degistirilerek gozenek capi ve
gozeneklilik istenen Ozellikleri saglayacak sekilde ayarlanabilir. Bu yontemin sagladigi
avantajlardan biri gozenek seklinin kontrol edilebilir olmasi ve birbiriyle baglantili
gbzeneklerin olugmasidir. Tiim malzemeler icin uygulanabilir olmamasi, ¢6ziicliniin uzun
stirede buharlagmasi, ¢oziicii uzaklastiktan sonra porojeni uzaklastirmak i¢in tekrar bir iglem
uygulanmasi ve porojenin tam olarak uzaklagtirllmamasi bu yontemin sahip oldugu

dezavantajlar arasinda yer almaktadir [107].

2.4.3.2. Elektroegirme Yontemi

Elektroegirme teknigi elektrostatik kuvvetler kullanilarak polimerlerin fiber yapida elde
edilmesi esasina dayanmaktadir. Bu teknikte kapiler bir besleme iinitesinde bulunan polimer
coOzeltisine yiiksek voltaj uygulanir. Olusan elektrostatik kuvvetler polimer ¢ozeltisinin
yiizey gerilimini yendiginde fiber jet formunda akis olusur. Fiber jet, kapiler ile toplayici
arasindaki mesafe boyunca hareket ederek ¢oziiciiniin buharlagsmasi saglanir. Boylelikle
toplayict gorevi goren plaka ya da silindir iizerinde fiber yapilar toplanir. Bu yontem ile

mikron ve nano boyutlarda fiberler tiretmek miimkiindiir [108].
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Sekil 2.5. Elektroegirme sisteminin sematik gdsterimi [109]

Elektroegirme diizenegi, polimer ¢ozeltisini elektriksel yiiklerle yilikleyen pozitif ya da
negatif polariteye sahip yiiksek voltaj kaynagindan, toplayicidan ve ¢ozeltiyi sisteme

besleyen siringa pompasindan olusmaktadir (Sekil 2.5).

Elektroegirme diizenegi olduk¢a kolay bir kullanima sahip olmasina ragmen, fiber yapilar
elde edebilmek i¢in optimize edilmesi gereken islem parametreleri vardir. Uygulanan voltaj,
polimer ¢ozeltisinin sisteme besleme hiz1 ve kapiler ile toplayici arasindaki mesafe, elde
edilen fiberlerin yapisini etkileyen islem parametreleridir. islem parametrelerini optimize
ederek boncuk icermeyen fiberler elde etmek miimkiindiir. Islem parametrelerinin disinda
polimer ¢6zeltisinin konsantrasyonu, ¢oziiciiniin uguculugu ve ¢ozeltinin iletkenligi gibi
¢Ozelti Ozellikleri de fiber olusumunda ve elde edilen fiberlerin 6zelliklerinde etkili

parametrelerdir [109].

Ekstraselliller matriks (ECM) dokularin yapisal biitiinliigliinii saglayan nano boyuttaki
fiberlerden olusur. Elektroegirme yontemi nano boyuttaki fiberlerden olusan ECM benzeri
doku iskelelerinin iiretilmesi agisindan son derece uygun bir yontemdir. Bu yontemle
uretilen doku iskeleleri sagladiklar1 genis yilizey alaniyla hiicrelerin yapigmasina,
cogalmasina ve infiltrasyonuna olanak saglarlar. Elektroegirme yontemiyle iiretilen doku
iskeleleri deri doku miihendisligi, kikirdak doku miihendisligi, kemik doku miihendisligi ve
yapay damar iiretimi gibi doku miihendisligi uygulamalarinda yaygin kullanim potansiyeline

sahiptir [12]. PCL, PLA, PGA ve poli(laktid-ko-glikolid) gibi sentetik biyobozunur
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polimerlerden ve ipek fibroini, dekstran, kollajen, jelatin ve kitosan gibi dogal polimerlerden
elektroegirme yontemiyle doku iskeleleri tiretilmistir. Dogal ve sentetik polimerler bir arada

kullanilarak da elektroegirme yontemiyle doku iskeleleri basarili bir sekilde iiretilmistir

[110, 111].

Elektroegirme yonteminin yaygin olarak kullanildigi bir diger alan da kontrollii ilag salim
uygulamalaridir. Bu yontem 6zellikle sicaklik duyarli ilaglarin salimi i¢in olduk¢a uygun bir
yontemdir. Yontemin sagladigr bir diger avantaj da ilacin hizli bir sekilde salinmasini

minimize etmektir [112].

2.5. Periodontal Rejenerasyonda Antimikrobiyal Ajanlarin Kullanilmasi
Klinikte periodontitisin tedavisine yoOnelik olarak tetrasiklin, metronidazol, penisilin,
amoksisilin, sefalosporinler, klindamisin, siprofloksasin ve makrolidler gibi antibiyotikler

sistemik olarak kullanilmaktadir [113].

Metronidazol (1-[2-hidroksietil]-2-metil-5-nitroimidazol) antibakteriyel ve antiprotozoal bir
ilagtir [10]. Klinikte 45 yil1 agkin bir siiredir oral hastaliklarin tedavisinde kullanilmaktadir.
Metronidazol gram-negatif anaerobik bakterilere kars1 etkilidir [11]. Giiglii bakterisid etkiye
sahiptir ancak A. Actinomycetemcomitans’in sorumlu tutuldugu olgularda dogru antibiyotik
degildir [114].

Periodontitise neden olan bakteriyel flora daima heterojen ve komplekstir. Ayrica,
periodontal hastaliga neden olan mikroorganizma ya da mikroorganizmalar kisiden kisiye
farklilik gostermektedir. Yapilan aragtirmalar, periodontal cep igerisinde hastalifa neden
olabilecek 500’den fazla mikroorganizma tiiriiniin varligini kanitlamistir. Bu nedenle birden
¢ok patojenin neden oldugu periodontal hastaliklarda kombine antibiyotik kullanimi daha
uygundur [115]. Periodontal tedavide sistemik olarak uygulanan kombinasyonlar arasinda
metronidazol ve amoksisilin bulunmaktadir. Bu antibiyotik kombinasyonunun ileri derecede
periodontitise sahip hastalarda klinik olarak basarili oldugu gosterilmistir. Metronidazol ve
amoksisilin kombinasyonu sadece metronidazol ya da sadece amoksisilin uygulamasina

gore daha etkilidir [116].

Geleneksel tedavi yontemlerinde yiliksek dozdaki antibiyotikler sistemik olarak
salinmaktadir. Sistemik antibiyotik salimi karacigerde toksik etkilere neden olmaktadir
ayrica, periodontal cep igerisine diisiik konsantrasyonda ila¢ salinmaktadir. Bu nedenle

periodontal rejenerasyonda bolgesel antibiyotik salimina yonelik ¢aligsmalar yapilmaktadir
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[117]. Kontrollii salim sistemleri, ilac1 yavas bir sekilde salarak ilacin kullanilabilirlik
stiresini arttirmaktadir [118]. Bolgesel antibiyotik salimiyla sadece periodontal hastaliga
sahip bolgeye yliksek dozda antibiyotik salinmakta, ayn1 zamanda bakterilerin ilaca kars1

diren¢ kazanmasinin 6niine ge¢ilmektedir [119].

2.6. Periodontal Rejenerasyonda Biiyiime ve Farklilasma Faktorleri

Periodontal dokularin rejenerasyonu hiicreler, hormonlar, biliyiime faktorleri ve
ekstraselliiler matriks arasindaki etkilesimlerle diizenlenen kompleks c¢ok faktorlii bir
prosestir. Platelet-tiirevli biiyiime faktorii (PDGF), insiilin benzeri biiyiime faktorii (IGF),
fibroblast biiylime faktorii (FGF), transforme edici biiyiime faktori-p (TGF-B) ve kemik
morfojenik proteinleri (BMPs, BMP-2, BMP-3, BMP-6 ve BMP-7) gibi biiylime ve
farklilagma faktorleri periodontal rejenerasyonu destekleyen ve periodontal dokularla iligkili
olan sinyal molekiillerdir [39]. Biiyiime faktorleri doku onarimi ve rejenerasyonu gibi
hiicresel olaylar1 diizenleyen dogal proteinlerdir. Biiylime faktorleri hedef hiicrelerin hiicre
membranlarinda bulunan spesifik reseptorlere baglandiktan sonra hiicre ici sinyal yollari
uyarilir. Buna bagli olarak hiicresel aktiviteleri ve hiicre fenotipini degistiren genler aktif
hale gelir. Yapilan ¢aligsmalar, bliylime faktorlerinin hiicre tiremesi ve farklilagsmasi gibi bir
seri hiicresel olayla doku rejenerasyonunu iyilestirdigini gostermistir. Ancak gesitli biiylime

faktorlerinin doku rejenerasyonuna olan etkisi birinden digerine faklilik gosterebilmektedir.

Platelet-tiirevli biiyiime faktoriiniin periodontal rejenerasyondaki etkinligi kapsamli bir
sekilde aragtirilmaktadir. PDGF kemik matrisinde bolca bulunan dogal bir proteindir.
PDGF’in PDGF-AA, PDGF-BB, PDGF-AB ve PDGF-CC olarak adlandirilan izomerik
formlar1 bulunmaktadir. Son zamanlarda PDGF-DD izomerinin varligi da kanitlanmigtir.
Yapilan bir ¢alismada PDGF-AA’nin insan fibroblast hiicrelerinin yeniden yapilanmasini
uyaracak kemotaktik aktiviteye sahip olmadig1 gosterilmistir. Ancak PDGF-BB osteoblast
ve fibroblastlarin liremesini uyarmaktadir. PDGF’in tiim izoformlar1 rekombinant insan (rh)
formunda mevcuttur. Periodontal kemik hasari uygulamalarindaki klinik basaris1 ve
giivenilirligi kanitlanan rhPDGF-BB FDA (Food and Drug Administration) tarafindan
onaylanmuistir. In vivo ve in vitro kosullarda gergeklestirilen ¢aligmalar, PDGF’in hasarli
bolgede osteoblast iiremesini destekledigini gostermistir. Periodontal rejenerasyonun tam
anlamiyla gergeklesebilmesi i¢in osteoblastlarin yaninda gingival fibroblast ve periodontal
ligament (PDL) hiicrelerinin de ¢ogalmasi1 gerekmektedir. Yapilan caligmalar PDGF’in

gingival fibroblast ve PDL hiicrelerinin de proliferasyonunu destekledigini gostermistir.
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Literatirde PDGF’in TGF-B, IGF, BMP2 ve enamel matriks tiirevi (EMD) gibi diger
biliylime faktorleriyle bir arada kullanildig1 ¢alismalar da mevcuttur. PDGF’in bu sekilde
diger biiylime faktorleriyle bir arada kullanilmasi diger biiyiime faktorlerinin tek bagina

kullanilmasina gore periodontal rejenerasyonu iyilestirmektedir [120].

TGF-B ekstraselliiler matriks {iretimini, apoptozu, hiicre ¢ogalmasini ve farklilasmasini
kontrol ederek hiicresel fonksiyonlar1 diizenler [121]. TGF-B kemik matrisinde bolca
bulunur ayrica TGF-B1 insan dokularinda en yaygin olarak bulunan formudur. TGF- ve
kemik hiicreleri, kemik matrisi, kemik diizenleyici hormonlar arasindaki etkilesimler kemik
fizyolojisinde diizenleyici rol oynamaktadir [122]. In vitro kosullarda TGF-B1, gingival ve
PDL hiicrelerine karst kemotaktik ve mitojenik aktiviteye sahiptirler ayrica kollajen,
fibronektin, tenaskin ve proteoglikanlar gibi ECM bilesenlerinin {iretimini diizenlerler. In
vivo kosullarda ise periodontal rejenerasyonu etkili bir sekilde desteklerler. Yapilan

calismalar TGF-B1’in doku olusumunu destekledigini belirtmektedir [121].

IGF tek zincirli serum proteinleri ailesindendir. Bu aileye ait IGF-1 ve IGF-II olmak {izere
iki farkli polipeptid belirlenmistir. In vitro kosullarda IGF-II’nin kemik olusumu {izerine ve
periodontal ligament ve gingival fibroblast hiicreleri iizerine onemli bir etkisi tespit
edilmemistir. Kemik hiicreleri IGF iireten ve bu biiylime faktdriine yanit olusturan
hiicrelerdir. Kemik IGF’in inaktif formlart i¢in depo gorevi goriir. IGF pre-osteoblast
hiicrelerin proliferasyonunu ve farklilagsmasini uyarir [123]. IGF-I, PDL hiicrelerine karsi
kemotaktik etki gOstermektedir ayrica, in vitro’da protein sentezini arttirmaktadir. IGF

periodontal rejenerasyonda 6nemli bir rol oynamaktadir [124].

FGF 1974 yilinda inegin hipofiz bezindeki fibroblastlarin proliferasyon aktivitelerini uyaran
bir protein olarak kesfedilmistir. 1984 yilinda ise bazik (bFGF, FGF-2) ve asidik (aFGF,
FGF-1) formlar kesfedilmistir. FGF-2’nin periodontal rejenerasyondaki etkinliginin
belirlenmesi amaciyla hem in vitro hem de in vivo kosullarda cesitli arastirmalar yapilmustir.
Yapilan ¢aligmalarla FGF-2’nin fibroblast ve osteoblastlarin proliferasyonunu destekledigi
ve anjiyogenezi arttirdigl kanitlanmistir. Ayrica FGF-2 periodontal rejenerasyon agisindan
son derece 6nemli olan PDL hiicrelerinin de proliferasyonunu arttirmaktadir [125]. FGF-2
periodontal ligament icerisinde bulunan mezenkimal hiicreler iizerinde anjiyojenik ve
mitojenik aktivite gostermektedir [126]. Fibroblastik biiyiime faktorleri iskelet gelisiminde
onemli rol oynarlar. Kemik gelisimi, kemik olusumu sirasinda fibroblastik biiyiime

faktorlerinin bolgesel olarak salinmasina baglidir. Kemikte, FGF-2 mezenkimal hiicreler ve
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osteoblastlarda FGF-9 ile birlikte bulunur. Dogum sonrasi donemde FGF-2 olgun
osteoblastlar tarafindan iiretilir ve ECM’de depolanir. Fibroblastik biiyiime faktorleri kemik

olusumunun yani sira osteojenik farklilasmada da rol oynamaktadir [127].

Biiytime faktorleri in vivo kosullarda oldukga kisa yarilanma 6mriine sahiptirler. Bu nedenle
literatlirde biiyiime faktorlerinin g¢esitli salim sistemleriyle kontrollii ve bolgesel olarak
salinmasina yonelik ¢alismalar yapilmaktadir [128]. Chen ve ark. tarafindan yapilan bir
calismada periodontal rejenerasyonda kullanilmak tizere dekstran-ko-jelatin hidrojel
mikrokiireler iiretilmis ve iiretilen mikrokiirelerden IGF-I’in kontrollii olarak salimi
incelenmistir [124]. Park ve ark. tarafindan yapilan bir ¢aligmada kitosan siingerler PDGF-
BB ile yiiklenmis ve elde edilen sistemin periodontal rejenerasyon amacgli kullanim
potansiyeli incelenmistir. PDGF-BB’nin kitosan siingerle bir arada kullanilmasi kemik

rejenerasyonunu onemli bir 6l¢iide desteklemistir [129].

Kemik morfojenik proteinleri (BMPs) TGF-p ailesine ait, kemik onariminda ve olusumunda
onemli bir rol oynayan proteinlerdir. BMP’ler siklikla biiylime faktorii olarak
adlandirilmalarina ragmen, hiicre gogiinde, proliferasyonunda, farklilagmasinda ve
apoptozunda 6nemli bir role sahip olduklari i¢gin BMP’leri farklilasma faktorii olarak
adlandirmak daha dogrudur [39]. BMP’ler son decere osteoindiiktif proteinlerdir. Bu
nedenle kemik rejenerasyonu igin insan ve hayvan modellerde yaygin olarak
arastirilmaktadir. BMP ailesinin en etkili liyelerinden olan BMP-2’nin in vivo kosullarda
kemik olusumunu uyardigi yapilan ¢aligmalarla gosterilmistir. BMP-2 klinikte kemik
rejenerasyonunu hizlandirmak amaciyla kullanilmaktadir [130]. BMP-7’nin de kemik
rejenerasyonu ve kemik olusumunda son derece etkili oldugu yapilan c¢aligmalarla
kanitlanmistir. Kemik hasarinda BMP-2 erken donemlerde rol oynarken, BMP-7 daha geg
donemlerde rol oynamaktadir. BMP-2 ve BMP-7’nin klinikteki kullanilabilirligi FDA

tarafindan onaylanmistir [131].

BMP-6’nin periodontal rejenerasyondaki etkinligini arastiran az sayida c¢alisma
bulunmaktadir [39]. In vitro kosullarda yapilan ¢alismalarda BMP-6’nin BMP-2 ve BMP-
4’e gore kemik olusumunu daha fazla destekledigi, osteokalsin olusumunu arttirdigr ve
osteoblast farklilagmasini 2-2.5 kat daha fazla destekledigi belirtilmistir. BMP-6 kemik
oncil hiicrelerinin erken déonem farklilasmasinda son derece dnemli bir rol oynamaktadir
ayrica mezenkimal hiicrelerin farklilagmasinda osteoindiiktif 6zellik gostermektedir. In vivo

kosullarda yapilan ¢alismalarda da BMP-6 kemik olusumunu desteklemektedir. BMP-6’nin
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periodontal rejenerasyonu destekledigi yapilan ¢alismalarla kanitlanmistir [132]. Soran ve
ark. tarafindan gergeklestirilen bir calismada, BMP-6 yiiklii aljinat mikrokiire iceren kitosan
doku iskelesinden kontrollii olarak salinan BMP-6’nin kemik iligi kokenli sigan mezenkimal
kok hiicrelerinin farklilasmasini kitosan ve kitosan/BMP-6 kiiltiir ortamina eklenen gruplara
gore daha fazla destekledigi belirtilmis ve BMP-6"nin periodontal rejenerasyonda etkili
oldugu sonucuna varilmistir [1]. Akman ve ark. tarafindan yapilan ¢alismada da kitosan
doku iskelesinden kontrollii olarak salinan BMP-6"nin MC3T3-E1 hiicreleri tarafindan
sentezlenen ekstraselliiler matriks, alkalen fosfataz (ALP) ve osteokalsin (OCN) miktarini
kitosan ve kitosan/BMP-6 kiiltiir ortamina eklenen gruplara gore arttirdigi belirtilmis ve
BMP-6’nin osteoblastik hiicrelerin hiicresel fonksiyonlarin1 destekledigi sonucuna

vartlmistir [133].

2.6.1. Enamel Matriks Tiirevi

Enamel matriks tiirevi (EMD) son yillarda rejeneratif periodontal tedavide kullanilmak tizere
ortaya ¢ikan ve ticari formiilasyon olarak piyasada bulunan yeni bir yaklasimdir. EMD
domuz dis tomurcugundan izole edilen amelogenin ve diger proteinlerden olusur. Bu
proteinler sementum, periodontal ligament ve alveolar kemik gelisiminde onemlidirler.
Domuz ve insanin enamel proteinleri benzerlik gostermektedir ¢ilinkii bu proteinler gelisim
sirasinda degismeden kalmaktadir [134]. Amelogeninler enamel matriks’in organik fazinin
%90’dan fazlasini olusturan hidrofobik proteinlerdir. Enamel matriks proteinlerinin ikinci

biiyiik bileseni ise enamelinlerdir [135].

EMD’den iiretilen tek ticari iirin Emdogain® (Biora AB, Malmé, Isvec) ticari adiyla
piyasada mevcuttur. Gelistirilen bu iiriin FDA onayhdir ve periodontal hasarlarin
tedavisinde kullanilmaktadir [135]. Uriin EMD ve tasiyici ¢ozelti olan propilen glikol aljinat
(PGA) igermektedir. ilk olarak gelistirilen {iriinde bu iki bilesen kullanimdan &nce
karistirlmak zorundaydi. Islem basamagini azaltarak zaman kaybini énlemek ve yontemi
kolaylastirmak amaciyla kullanima hazir formda Emdogain jel gelistirilmistir. Yapilan
caligmalarla, EMD’in tasiyict ¢ozeltisi olan PGA’in periodontal patojenler iizerinde

antimikrobiyal etki yarattig1 sonucuna varilmistir [136].

Histolojik bulgular EMD uygulamasinin epitel hiicre gogiiniinii kisitladigi yoniindedir. In
vitro kosullarda gergeklestirilen pek ¢cok ¢alisma da bu histolojik bulgular1 desteklemektedir.
EMD, periodontal ligament hiicrelerinin proliferasyonunu arttirmaktadir ayn1 zamanda PDL

hiicreleri tarafindan iiretilen protein, kollajen ve mineral olusumunu da arttirmaktadir. Ancak
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PDL hiicrelerinin aksine in vitro kosullarda gerceklestirilen ¢aligmalarda EMD’in epitel
hiicre proliferasyonu lizerinde 6nemli bir etkisinin olmadig1 gézlemlenmistir [137]. In vitro
kosullarda gergeklestirlen calismalarla EMD uygulamasinin sementoblast ve olgun
osteoblatlar tizerinde PDL hiicrelerine benzer etki yarattigi sonucuna varilmistir. In vivo’da
yapilan ¢esitli ¢alismalarla EMD’in osteokondiiktif ve sementokondiiktif 6zellik gosterdigi
ayrica, kemik olusumunu destekledigi sonucuna varilmistir. Klinikte YDR ve EMD
yontemlerini karsilastirmak amaciyla hayvan deneyleri yapilmistir. Hayvanlar iizerinde
EMD, YDR ve iki yontemin kombinasyonu denenmistir. Yapilan c¢alismalarla EMD’in
sementum, PDL ve kemik gibi periodontal dokularin rejenerasyonunu destekledigi sonucuna
varilmigtir. Ancak YDR yoOntemi ile periodontal rejenerasyon daha basarili bir sekilde
saglanmistir, ayrica EMD ve YDR tekniklerinin bir arada kullanilmasi sadece YDR
yonteminin kullanilmasina gore periodontal rejenerasyon agisindan herhangi bir iistiinliik

saglamamustir [135].

In vitro kosullarda g¢esitli biiylime faktorlerinin PDL, sementoblast ve osteoblastlar

hiicrelerine etkisi Cizelge 2.3’de 6zetlenmistir [138].
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Cizelge 2.3. Cesitli biiytime faktorlerinin in vitro kosullarda PDL, sementoblast ve osteoblast hiicrelerine etkisi [138]

PDGF FGF-2 BMPs EMD TGF-p IGF-1,2
PDL
Hiicre ++ +++ ++ ++ - +
proliferasyonu
Kemotaksi ++ +++ + ++ 0 ++
Kollajen sentezi + - + + + +
Matris gen ++ ++ ? + + +
ekspresyonu
Sementoblast
Hiicre +++ ? - ++ ++ ++
proliferasyonu
Kemotaksi ++ ? ? ? 2 ”
Kollajen sentezi + ? ++ ++ + n
Matris gen + ? ++ ++ + +
ekspresyonu
Osteoblast
Hiicre ++ +++ 0 ++ 4+ ++
proliferasyonu
Kemotaksi +++ +++ + ++ +++ +
Kollajen sentezi 0 ++ 0 + ++ +
Matris gen + ++ ++ +=+ ++ ++
ekspresyonu
Alkelen fosfataz 0 - ++ ++ + 0
aktivitesi

(-) inhibisyon; (0) etkisi yok; (+) etki; (?) bilinmeyen etki.
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2.7. Periodontal Rejenerasyonda fleri Yaklasimlar

2.7.1. Gen Terapi

Periodontal rejenerasyonda biiyliime faktorlerinin bolgesel olarak salinmasi hasarli dokularin
rejenerasyonu agisindan yetersiz kalabilmektedir. Biiylime faktorleri hedef bolgeye
salindiginda kararsizlasmakta ve proteolitik olarak bozunabilmektedirler. Diger bir problem
de biiyiime faktorlerinin yarilanma omiirlerinin oldukca kisa olmasidir. Kisa yarilanma
Omiirlerinden dolay1 osteoblast, sementoblat ve PDL hiicreleri iizerine etki etme siireleri
yeterli olmayabilir. Gen terapi yontemi ile biliylime faktorlerinin hasarli bolgedeki
biyoyararliliklar1 arttirilabilir. Genel olarak gen terapi, genetik bilginin hedef hiicrelere
aktarilmasi ve boylelikle hiicrelerin mevcut hastaligin tedavisi ile ilgili olan proteinleri
tiretmesidir. Gen transferi retroviriis, adenoviriis ve adeno-baglantili virtisler gibi viral
vektorlerle ya da plasmid ve DNA polimer kompleksleri gibi viral olmayan vektorlerle
gergeslestirilir. Periodontal hasara sahip bolgeye biiyiime faktorlerinin kodlayan genlerin
iletilmesi i¢in pek ¢ok gen transfer yontemi mevcuttur [139]. Periodontal rejenerasyon igin
en umut vaat eden gen terapi yontemi ¢iplak DNA’nin biyobozunur bir tastyict ile bir arada
kullanilmasidir. Bu yaklasimda, gen ile aktiflestirilmis matris (GAM) kullanilir. GAM

in vivo’da ¢iplak DNA nin tasinmasini ve hasarli bolgeye iletilmesini saglar [138].

Zhang ve ark. tarafindan yapilan bir ¢alismada kitosan ve kollajenden olusan kompozit bir
membran iiretilmis ve membranlar insan TGF-f1 kodlayan plasmid ve adenoviral
vektorlerle yliklenmistir. Vektorlerle yiiklii iskeleler lizerinde insan periodontal ligament
hiicreleri kiiltiire edilmistir. Adenoviral TGF-B1 yiiklii iskelelerde daha yiiksek proliferasyon
hizina ve daha ytiksek tip I ve tip III kollajen sentezine rastlanmistir [121]. Yapilan bir diger
caligmada kitosan/mercan kompozit membranlar PDGFB kodlayan plasmidler ile
yiiklenmistir. Iskeleler iizerinde insan periodontal ligament hiicreleri kiiltiire edilmis ve
sadece mercan iskeleye gore gen ile aktiflestirilmis iskelelerde daha yiiksek proliferasyon
hizina ve daha ytliksek oranda tip I kollajen sentezine rastlanmistir [140]. Bu calismalar
disinda literatiirde periodontal rejenerasyonu gergeklestirmek amaciyla BMP-2, BMP-7 ya
da hem BMP-2 hem de BMP-7, FGF-2 gibi biiylime faktorlerini kodlayan calismalar
mevcuttur [141].

Gen terapi, hiicre terapi yonteminden daha avantajlidir, ¢linkii gen terapi yonteminde hiicre
trasnplantasyonu ve laboratuvar kosullarinda hiicre kiiltiir ¢aligmalarina gerek yoktur. Bu
nedenle gene terapi hiicre bazli terapilerden daha giivenilir ve daha digiik maliyetlidir.

Ayrica biiyiime faktorlerinin dogrudan hasarli bélgeye uygulanmasiyla karsilastirildiginda

38



hasarl1 bolgeye birden fazla genin, faktoriin gonderilebilmesine olanak sagladigindan dolay:

periodontal doku olusum prosesinin orijinal dogasini daha ¢ok taklit eder [141].

2.7.2. Kok Hiicreler

Periodontal rejenerasyonu gerceklestirmek amaciyla kullanilan  kemik greftleri,
yonlendirilmis doku rejenerasyonu, EMD gibi yontemler periodontal ligament dokusunda
bulunan i¢ kaynakli kok hiicrelerin periodontiumu olusturan fibroblast, sementoblast ve
osteoblast hiicrelerine farklilasmasina baghdir. Ancak yas ilerledik¢e periodontal ligament
hiicrelerinin proliferasyon ve mineral olusturma kapasiteleri azalmaktadir. Bu nedenle baska
dokulardan elde edilen kok hiicrelerin hasarli bolgeye transplante edilerek hasarli bolgede

periodontal rejenerasyonu desteklemesi son derece 6nemlidir [142].

Periodontal rejenerasyonda kullanilan kok hiicreler genel olarak dis kaynakli kok hiicreler
ve dis kaynakli olmayan kok hiicreler olak iizere ikiye ayrilirlar. Dis kaynakli kok hiicreler
disin farkli bolgelerinden izole edilirler. Bunlar dis pulpasindan izole edilen kok hiicreler,
periodontal ligamentten elde edilen kok hiicreler, apikal papilladan izole edilen kok hiicreler,
dis folikiiliinden elde edilen kok hiicreler ve diseti dokusundan elde edilen kok hiicrelerdir.
Dis kaynakli kok hiicreler cekilen disler, siit disleri ve cerrahi miidahale sonucu
uzaklastirilan digetleri gibi tibbi atiklardan kolaylikla elde edilebilir. Kemik iliginden izole
edilen kok hiicreler (Bone marrow-derived mesenchymal stem cells, BMMSCs) ve yag
dokusundan elde edilen kok hiicreler (Adipose-derived stem cells, ASCs) periodontal
rejenerasyonda kullanilan dis kaynakli olmayan kok hiicrelerdir. BMMSCs periodontal
rejenerasyonu gergeklestirmedeki potansiyelinden dolayr yaygin olarak arastirilmaktadir
[143]. Yang ve ark. tarafindan yapilan bir c¢alismada tavsanlarda periodontal hasar
olusturulmus ve BMMSCs iceren ve kok hiicre icermeyen jelatin mikrokiireler hasarli
bolgeye yerlestirilmistir. Konrol grubu olusturmak amaciyla bazi tavsanlara mikrokiire
yerlestirilmemistir. Ug hafta sonra tiim gruplarda yeni kemik, sementum ve periodontal
ligament hiicrelerinin olustugu goézlemlenmistir. Ancak BMMSC igeren mikrokiirelerin
yerlestirildigi hayvanlarda diger gruplara gore onemli bir 6l¢iide daha fazla yeni kemik
olusumu gozlemlenmistir. Ayrica bu grupta, periodontal ligament fiberler daha diizgiin bir
sekilde yonlenmistir. Sonug olarak kok hiicre uygulamasi kemik, sementum ve periodontal
ligament hiicrelerinin rejenerasyonunu ve biitlinliiglinii basarili bir sekilde desteklemistir

[144].
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Hiicre bazli periodontal tedavide, kullanilacak hiicre tiirline karar verdikten sonra karar
verilmesi gereken bir diger 6nemli nokta da hiicrelerin hasarli bolgeye nasil uygulanacagidir.
Hiicreleri hasarli bolgeye iletmek i¢in genel olarak iki yaklasim mevcuttur. Bunlar hiicrelerin
biyomalzeme kullanmadan dogrudan hasarli bélgeye iletilmesi ve hiicrelerin
biyomalzemeler yardimiyla iletilmesidir. Birinci yaklasimda; hiicre enjeksiyonu, hiicre
tabaka miihendisligi ve hiicre pelletleri gibi yontemler uygulanir. Hiicre enjeksiyonu en
yaygin olarak kullanilan yontemlerden biridir. Bu yontemde hiicre siispansiyonu sistemik
olarak ya da dogrudan dokuya enjekte edilir. Hiicre tabaka miihendisliginde ise sicaklik
duyarli poli(N-izopropilakrilamid) kiiltiir kaplar1 kullanilarak hiicreler ekstraselliiler
matriksleriyle birlikte tabaka halinde elde edilirler. Elde edilen bu hiicre tabakasi dogrudan
hasarli bolgeye yerlestirilir. Hiicre pelletleri ya da diger adiyla mikrodoku yonteminde ise
hiicre gruplar1 kullanilir. Hiicre gruplar1 yapisal ve fonksiyonel olarak yerlestirilecegi
dokuya benzerlikler gostermektedir. Ikinci yaklasimda ise hiicreler, dogal ve sentetik
polimerlerden {iretilen doku iskeleleri ve mikrokiireler yardimiyla hasarli bolgeye

iletilmektedir [143].
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3. DENEYSEL CALISMALAR

Sunulan tez ¢calismasinda periodontal rejenerasyonda kullanilmak {izere, literatiirde mevcut
olan ve klinik kullanima da sunulmus bulunan bariyer membranlarda karsilasilan 6nemli
problemleri ¢ozebilecek Ozgiin yaklasimlarla yeni bir bariyer membran gelistirilmistir.
Bunun i¢in gbzenekli kitosan membranlar ¢oziicii buharlastirma yontemiyle hazirlanmus,
membranlarin kemik doku ile temas edecek olan gozenekli yiizeyi mikrodalga-destekli
biyomimetik yontem kullanilarak HA ile kaplanmistir. HA kapli membran yiizeyleri
BMP-6 biiyiime faktori ile zenginlestirilmistir.

Membranlarin yumusak doku ile temas edecek olan kisimlari elektroegirme yonteminden
faydalanarak PCL fiberler ile kaplanmis ve enfeksiyon riskini ortadan kaldirmak amaciyla
elektroegirme islemi sirasinda PCL yapisina antibakteriyel bir ajan olan metronidazol ilave
edilmistir. Gelistirilen membran yapisal olarak karakterize edilmistir. In vitro metronidazol
salim profili elde edilmis, metronidazol saliminin antibakteriyel etkinligi mikrobiyal

calismalarla belirlenmistir.

Bariyer membranin periodontal rejenerasyon amagli kullanim potansiyeli fibroblastik
yapidaki MC3T3-El preosteoblast hiicreleri ve epitel yapidaki Madine Darby Bovine
Kidney (MDBK) hiicreleri ile yapilan hiicre kiiltlir ¢alismalari ile belirlenmistir.

Bu béliimde sunulan tez ¢alismasi1 kapsaminda gerceklestirilen deneysel caligmalara ait

ayrintili bilgilere yer verilmistir.

3.1. Kullanilan Malzemeler

Kitosan (yiiksek molekiil agirlikli, deasetilasyon derecesi>% 85), silika jel (150-250 pum
cap), sodyum hidroksit (NaOH), gliserin (% 84-88), PCL (Mn: 70,000-90,000 g/g-mol),
1,1,1,3,3,3 hekzafloroizopropanol (HFIP) (for GC derivatization >99.8%), metronidazol,
fosfat tampon ¢ozeltisi tabletleri (PBS, pH 7.4), tavuk yumurta beyazi lizozimi, sodyum azid,
red violet LB tuzu, naphthol AS MX-POa, giimiis nitrat (AgNO3) ve Tris-HCL (Molekiil
agirhigi: 157.6 g/g-mol) Sigma’dan (Almanya) satin alinmigtir.

Asetik asit (% 100 puriss glacial) Riedel de Haén (ABD) firmasindan satin alinmistir. Yapay
viicut s1visi (Simulated body fluid, SBF) hazirlarken kullanilan tuzlar (Sodyum kloriir-NaCl,
potasyum kloriir-KCI, kalsiyum kloriir dihidrat-CaCl2.2H.O, magnezyum kloriir
hekzahidrat-MgCl2.6H20 ve sodyum dihidrojen fosfat monohidrat-NaH>PO4.H20), sodyum
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bikarbonat (NaHCO3), kloroform, N,N-dimethylformamid (DMF), disodyum hidrojen fosfat
(Na2HPOQO4) ve formalin Merck’den (Almanya) satin alinmstir.

Hiicre kiiltiir galismalari i¢in, Minimum Essential Medium-a. (a-MEM) (ultra L-glutaminli)
ve L-glutamine (200mM) Lonza’dan (Isvigre) satin alinmistir. Dulbecco’s Modified
Essential Medium (DMEM) (L-glutaminsiz), fetal sigir serumu (FBS), Tripsin/EDTA,
penisilin-streptomisin, PestoBlue, B-gliserol fosfat, L-askorbik asit ve gluteraldehit (%25,
hacim/hacim) Sigma’dan (Almanya), hekzametildisilazan (HMDS) Merck’den (Almanya),
TRIzol ise Invitrogen’den (ABD) temin edilmistir.

3.2. Gozenekli Kitosan Membranlarin Hazirlanmasi

Gozenekli kitosan membranlar ¢oziicli buharlastirma yontemiyle hazirlanmistir. Coziicii
buharlastirma yontemi, membran iiretiminde kullanilacak polimerin uygun bir ¢oziicii
icerisindeki ¢ozeltisinin hazirlanmas:1 ve elde edilen ¢ozeltinin istenilen formda
sekillendirilerek  kurutulmasi  temeline  dayanmaktadir. Kitosan membranlarin
hazirlanmasinda Giimiisderelioglu ve Agi (2004) tarafindan gerceklestirilen yontem
kullanilmistir [145]. Kitosan (%]1.1, agirlik/hacim) asetik asit ¢ozeltisinde (%]1°1ik,
hacim/hacim) 24 saat siiresince ¢oziilerek kitosan c¢ozeltisi hazirlanmigtir. Hazirlanan
cozeltiye, gozenek olusturmasi amaciyla farkli oranlarda silika jel eklenmistir ve elde edilen
karisim 1 saat siiresince karistirilarak silika partikiillerinin ¢ozelti igerisinde homojen bir
sekilde dagilimi saglanmistir. Karistirmanin amact membranda homojen gozenek
dagiliminin elde edilmesidir. Elde edilen ¢ozelti Petri kaplarina (5 cm ¢ap) dokiilerek oda

sicakliginda (22+2°C) kurumaya birakilmistir.

Kuruyan membranlar, Petri kaplarindan ¢ikartilarak 2, 6, 12 ve 24 saat siiresince 80°C’lik
etiivde (ES 500, Niive) %5°lik NaOH ¢ozeltisinde (agirlik/hacim) bekletilmislerdir. Bu islem
ile membran igerisinde homojen olarak dagilmig bulunan silika partikiillerinin ¢6ziinmesi ve
boylece homojen gozenek dagilimi saglanmistir. Bunun disinda membranin stabilizasyonu
sicaklik etkisi ile arttirilmistir. NaOH ¢o6zeltisinden ¢ikartilan membranlar notr yikama

cozeltisi elde edilinceye kadar oda sicakliginda distile su ile yitkanmustir.

3.3. Kitosan Membran Yiizeyinin HA ile Kaplanmasi
Elde edilen membranin Petri kabi ile temas eden yiizeyi gozeneksiz yapida iken hava ile

temas eden ylizeyi gozenekli yapidadir. Kitosan membranin gozenekli yiizeyi HA ile
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kaplanmistir. Membran yiizeyinin HA ile kaplanmasi grubumuzdan Kaynak’m (2012) tez
calismasinda kullanilan mikrodalga-destekli biyomimetik yontem ile gerceklestirilmistir
[92]. Oncelikle 10xSBF ¢ozeltisi hazirlanmustir. 10xSBF benzeri kalsiyum fosfat ¢ozeltisi
Mavis ve ark. tarafindan belirlenen receteye gore hazirlanmistir [99]. Bunun igin
Cizelge 3.1°de verilen ilk bes tuz bileseni 800 mL distile su i¢cerisinde manyetik karistiricida
strastyla ¢oziilmiis, daha sonra hacim 1000 mL’ye tamamlanmistir. Hazirlanan bu ¢ozelti
stok ¢ozelti olarak kullanilmistir. Stok ¢ozelti oda sicakliginda ya da +4°C’de uzun siire
saklanabilir. Kaplama islemi yapilacagi zaman 100 mL stok SBF ¢ozeltisine konsantrasyonu
10 mM olacak sekilde sodyum bikarbonat (NaHCO3) eklenmistir.

Kitosan membranin sadece gdzenekli yiizeyinin HA ile kaplanmasi amaciyla 5x5 cm?
boyutunda cam plaka kestirilmis ve yiizeyi c¢ift tarafli kopiikk bant ile kaplanmistir.
Sonrasinda membranin gézenekli ylizeyi iist tarafta kalacak sekilde membran cam plakaya
yapistirilmig, membranin sivi ortam ve sicaklik etkisiyle yiizeyden kalkmasini engellemek

icin membran, kenarlarindan plastik ataglar ile tutturulmustur.

Kitosan membran o6ncelikle NaHCO3 eklenmemis 100 mL 10xSBF ¢ozeltisi igerisinde
vakum etiiviinde ¢oktiiriilerek igerisindeki havanin alinmasi ve tiim gozeneklerin SBF ile
temas etmesi saglanmistir. Bu islemden sonra membran NaHCO3 ilave edilmis 100 mL
10xSBF c¢ozeltisine aktarilmis ve optimize edilen kosullarda (600 W, 30sx9 tekrar)
mikrodalga (StartSynth, Milestone, Italya) yardimiyla yiizeyin HA ile kaplanmasi
saglanmistir. Optimize edilen kosullarda kemige en yakin bilesimdeki HA yapisi elde

edilmektedir.

Yiizeyde yeterli kaplama elde edebilmek icin her seferinde taze SBF ortaminda kaplamaya
devam edilerek 4 kez kaplama gergeklestirilmistir. Her bir kaplama arasinda membran
yiizeyinde olusan istenmeyen fazlarin uzaklastirilmas1 amaciyla 1 dk distile su ile yikama
yapilmistir. Son kaplamadan sonra membran sirasityla 10 dk etanol, 10 dk distile su ile
yikanmustir. -20°C’de tutulan membran dondurarak kurutma cihazinda (Christ, Almanya)

kurutulmustur.

3.4. Membranin Gliserin Cozeltisi ile Muamele Edilmesi
Dondurarak kurutma isleminden sonra membran 30 dk %?20’lik (hacim/hacim) gliserin

cozeltisinde bekletilmis ve gliserin muamelesi sonrasinda oda sicakliginda kurumaya
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birakilmistir. Bu uygulama ile kitosanin kirilganligi giderilerek hem in vitro hem de

in vivo’daki manipiile edilebilirligi kolaylastirilmistir.

Cizelge 3.1. 10xSBF benzeri ¢ozelti recetesi

Bilesenler Ekleme sirast Miktar Konsantrasyon
(9) (mM)

NaCl 1 58.443 1000.00

KCI 2 0.373 5.00

CaCl2.2H:0 3 3.675 25.00

MgCl2.6H20 4 1.016 5.00

NaH2P04.H,0 5 0.250 3.62

NaHCO3 6 0.084 10.00

3.5. Kitosan Membrana BMP-6 Yiiklenmesi

BMP-6'nin periodontal rejenerasyondaki etkinligi ve doku iskelelerine yiiklenerek
osteoblastik hiicrelerin islevlerini destekledigi grubumuzca yapilan ¢alismalar kapsaminda
gosterilip literatiirde yerini almistir [1, 133]. HA kapli membran yiizeyine BMP-6
(recombinant human, R&D Systems, Minneapolis, MN, ABD) yiiklenmesi HA ve BMP-6
molekiilleri arasindaki elektrostatik etkilesimden yararlanilarak emdirme yontemi ile
gerceklestirilmistir. 2.5 pg BMP-6 % 0.1 (agirlik/hacim) sigir serum albiimini (BSA) iceren
750 uL PBS igerisinde ¢oziilmiistiir. Elde edilen ¢ozeltiden, membrana yiiklenecek BMP-6
miktar1 100 ng olacak sekilde 30 pL alinmis ve mikropipet yardimiyla HA kapli membran
yiizeyine damlatilarak ylikleme islemi tamamlanmistir. Sonrasinda membranlar 37°C’de

CO2 (%S5) inkiibatoriinde (Heraus Instruments, Almanya) bir giin bekletilmistir.

3.6. Kitosan Membranin Elektroegirme Yontemi ile PCL Nanofiberler ile Kaplanmasi
Membranin gozeneksiz, diiz yiizeyi elektroegirme yontemi kullanilarak PCL fiberler ile
kaplanmustir. PCL ¢ozeltisi, PCL’in (%11 agirlik/hacim) HFIP igerisinde 24 saat siiresince
karistirilmasiyla hazirlanmistir. Elde edilen ¢ozelti elektroegirme diizenegindeki pompali
siringaya yerlestirilmis ve optimize edilen kosullarda membran yiizeyi 3 ve 7 dk siiresince
PCL fiberler ile kaplanmistir. Siringa ucu ile toplayici arasina 27.5 kV’luk bir voltaj (Gamma
High-Voltage Research, FL, ABD) uygulanmis, siringa ucu ile toplayict arasindaki mesafe

35 cm ve PCL ¢ozeltisinin sisteme besleme hizi saatte 2 mL olarak ayarlanmistir. Yumusak
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dokudaki inflamasyonu elimine etmek amaciyla PCL yapisina antibakteriyel bir ajan olan
metronidazol %5, %10 ve %15 (agirlik¢a) ilave edilmistir. Yukarida verilen optimize

kosullarda membran yiizeyi metronidazol ytiklii PCL fiberler ile kaplanmistir.

3.7. Gelistirilen Membranin Karakterizasyonu
Gelistirilen membranin karakterizasyonu asagida belirtilen analizler uygulanarak

gergeklestirilmistir.

3.7.1. Taramal Elektron Mikroskobu (SEM) ve Enerji Dagitic1 X-151n1 spektrometresi
(EDX) analizi

Gelistirilen membranin yiizey ve kesit morfolojisi SEM (Carl-Zeiss EVO 506P) goriintiileri
ile incelenmistir. Membranlar, goriintiileme Oncesi altin-palladyum ile kaplanmistir.
Membran kalinligi, ortalama gozenek capt ve ortalama fiber c¢aplari (n=100) SEM
fotograflarindan Image J (NIH, Bethesda, MD) programi kullanilarak belirlenmistir.
Membran yiizeyindeki HA kaplamaya ait Ca/P oran1 SEM cihazinda yapilan EDX (XFlash
3001 SDD-EDS detektorii) analizi ile hesaplanmaistir.

3.7.2. Sisme Calismalari

HA ve PCL ile kapl kitosan membranin (HA/Ch/PCL) sisme davranisinin belirlenmesi
amaciyla gravimetrik tayin yontemi kullanilmistir. 9 mm ¢apinda kesilen membranlar
37°C’de PBS (pH 7.4) igerisinde bekletilmis ve belirlenen zaman araliklarinda PBS
ortamindan uzaklastirilan membranlarin yiizeylerinde biriken fazla PBS filtre kagidi ile
alinmistir. Hassas terazi ile tartimlar1 yapilan membranlar tekrar PBS ortamina birakilmigtir.
Bu isleme membranlar denge sisme degerine ulasana kadar devam edilmistir. Membranlarin
sisme oranlar1 (Q) Esitlik 3.1°e gore hesaplanmustir.

_ W wy)

Q W

(3.1)

Burada, Wo membranin kuru agirhigini, W ise t zamanindaki sismis agirligim ifade

etmektedir.

3.7.3. Membran Biyobozunurlugunun incelenmesi
HA/Ch/PCL membranin bozunurlugu in vitro kosullarda incelenmisir. 9 mm ¢apinda kesilen

membranlar % 0.1 (agirlik/hacim) sodyum azid ve 500 pg/mL tavuk yumurta beyazi
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lizozimi igeren 1.5 mL Dulbecco’s Modified Essential Medium (DMEM) kiiltiir ortaminda
3 hafta siiresince kiiltiire edilmislerdir. Inkiibasyon 37°C’de gerceklestirilmistir. Kontrol
grubu olusturmak amaciyla membranlar lizozim igermeyen ortamda ayni kosullarda ve
siirede inkiibe edilmistir. Kiiltlir ortamlar1 haftada bir yenilenmistir. 1., 4., 7., 14., 21. ve 28.
giinlerde kiiltiir ortamlarindan uzaklastirilan membranlar dondurarak kurutma cihazinda
kurutulmus ve kuru agirliklari tartildiktan sonra tekrar kiiltiir ortamina birakilmistir. Tartilan
membranlarin agirliklar1 baslangic agirliklariyla karsilagtirilmis ve membran bozunurlugu
yiizde agirlik kayb1 (% W) ile belirlenmistir. Bunun i¢in Esitlik 3.2°den yararlanilmustir.

(Wo-W)

0

%W, = x100 (3.2)

Esitlikteki Wo membranlarin baslangic agirliklarini, W ise bozunma sonrasindaki

agirliklarini ifade etmektedir.

3.7.4. Mekanik Dayanim Testi

Membranlarin ¢ekme dayanimlart ve kopma uzamalar1 oda sicakliginda, Zwick/Roell
(2250, Almanya) cihazi ile belirlenmistir. Mekanik dayanim testi i¢in membranlar 20 mm
uzunlugunda ve 5 mm eninde seritler halinde hazirlanmistir. Testlerde HA kapl kitosan
membran (HA/Ch) ve HA/Ch/PCL olmak {izere 2 farkli membran kullanilmis,
membranlarin mekanik dayanimlari hem kuru hem de 1slak kosullarda incelenmistir. Islak
halde yapilan test icin membranlar 1 saat once 37°C’de PBS (pH 7.4) igerisinde
bekletilmistir. Cekme hiz1 10 mm/dk olarak belirlenmis ve ¢ekme islemi 6rneklerde kopma
meydana gelene kadar devam ettirilmistir. Cekme islemi 6ncesinde membranlarin boylari ve

genislikleri dijital verniyeli kumpas ile kalinliklar ise dijital mikrometre ile 6l¢iilmiistiir.

3.7.5. Temas Acis1 Ol¢iimii

Membran yiizeylerinin hidrofilisitesi temas agis1 6l¢tim cihazi (Kriiss DSA 100 Drop Shape
Analyzer) ile belirlenmistir. Oda sicakliginda gerceklestirilen analizde, HA/Ch/PCL
membran ve HA-Mz igeren PCL fiberler ile kapli kitosan membran (HA/Ch/PCL/Mz) olmak
tizere iki farkli membran kullanilmistir. Damlalar membran yiizeyinde rastgele noktalara
damlatilmis ve farkli noktalardan alinan Olgiimlerin ortalamasi alinarak temas agisi

hesaplanmuistir.
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3.8. Metronidazol Salim

2x2 cm? boyutlarinda kesilen HA/Ch membranlarin gozeneksiz yiizeyleri optimize edilen
kosullarda % 5, 10 ve 15 (agirlikga) metronidazol iceren PCL fiberler ile kaplanmistir.
Membranlardan metronidazol salimi 37°C’de, % 0.1 (agirlik/hacim) sodyum azid igeren
4mL PBS (pH 7.4) ortaminda in vitro kosullarda gercgeklestirilmistir. Belirlenen zaman
araliklarinda ortamlardan 2 pL alinmis ve salim kinetigi nanodrop (Thermo Scientific,
2000c) ile 319 nm dalga boyunda spektrofotometrik olarak takip edilmistir. Elde edilen UV
absorbans degerleri, ayn1 ortamda hazirlanan kalibrasyon egrisi yardimiyla metronidazol
konsantrasyonuna c¢evrilmis ve kiimiilatif salim verileri elde edilerek salim profilleri

olusturulmustur.

3.9. Antibakteriyel Etkinlik

Metronidazol saliminin antibakteriyel etkinligi Refik Saydam Ulusal Tip Kiiltiir
Koleksiyonu’ndan (RSKK) temin edilen Bacteroides fragilis (B. fragilis, ATCC 25285,
gram negatif, zorunlu anaerob), Streptococus sanguinis (S. sanguinis, ATCC 29667, gram
pozitif, mikroaerofil), Staphylococcus aureus (S. aureus, ATCC 25923, gram pozitif,
fakiiltatif anaerob) ve Escherichia coli (E. coli, ATCC 25922, gram negatif, fakiiltatif
anaerob) standart bakteri suslari ile belirlenmistir. Antibakteriyel etkinligin belirlenmesinde
%5, 10 ve 15 (agirlik¢a) metronidazol igeren PCL fiberler ile kapli membranlar (6 mm) ve
kontrol grubu olusturmak amaciyla PCL fiberler ile kapli membranlar (6 mm) kullanilmistir.
Ayrica ticari Uriin olarak satin alinan metronidazol diskin (5 pg/ 6mm disk, Bioanalyse,
Tiirkiye) de antibakteriyel etkinligi incelenmistir. Pozitif kontrol gruplari olusturmak
amaciyla penisilin (10 mg/6 mm disk BD, ABD), ampisilin (10 mg/6 mm disk BD, ABD),
eritromisin (15 mg/6 mm disk BD, ABD), moksifloksasin (5 mg/6 mm disk BD, ABD),
doksisiklin (30 mg/6 mm disk BD, ABD), klindamisin (2 mg/6 mm disk BD, ABD),
amoksisilin klavulanik asit (30 mg/6 mm disk BD, ABD) ve gentamisin (10 mg/6 mm disk
BD, ABD) standart antibiyotiklerinin bakteri suslar1 tizerindeki antibakteriyel etkinligi

incelenmistir.

Suslar nutrient brass ortaminda 37°C’de ¢ogaltildiktan sonra B. fragilis %5 (hacim/hacim)
vitamin K ve koyun kani ile zenginlestirilen Schaedler agara, S. sanguinis %5 (hacim/hacim)
koyun kani i¢eren Columbia agara, S. aureus ve E. coli ise Muller Hilton agara Mc Farland
0.5’e esit olacak miktarda ekilmistir. Ekilecek olan bakteri miktar1 fotometre (BD, ABD) ile
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dl¢iilmiistiir. Inhibisyon c¢aplar1 CLSI (Clinical and Laboratory Standards Institute)

kurallarina gore Sl¢iilmiistiir.

3.10. Hiicre Kiiltiir Calismalan

Hiicre kiiltiir calismalarinda, fibroblastik yapidaki MC3T3-E1 preosteoblast hiicreleri ve
epitel yapidaki Madine Darby Bovine Kidney (MDBK) hiicreleri olmak {izere 2 farkli hiicre
hatt1 kullanilmistir.

3.10.1. MC3T3-E1 Preosteoblast Hiicreleri ile Ger¢eklestirilen Hiicre Kiiltiir Calismasi

3.10.1.1. Hiicre Kiiltiirii Kosullar

Hazirlanan membranin sert doku ile etkilesecek olan gdzenekli yiizeyi fibroblastik yapidaki
MC3T3-E1 preosteoblast hiicreleri ile kiiltiire edilmistir. Hiicreler %10 FBS, %1 penisilin-
streptomisin iceren a-MEM besi ortaminda ve CO: inkiibatoriinde kiiltiire edilmis ve

monolayer olarak cogaltilmislardir. Membranlara 16. pasajdaki hiicreler ekilmistir.

Hiicre kiiltiiriinde kitosan (kontrol) (Ch), HA kapli kitosan membran (HA/Ch), HA kaph
BMP-6 adsorplanmis kitosan membran (HA/BMP-6/Ch) ve HA ve PCL kaplh kitosan
membran (HA/Ch/PCL) olmak {iizere 4 farkli membran kullanilmistir. Etilen oksit ile
sterilizasyonu gergeklestirilen membranlar 24 gozl1ii polistiren hiicre kiiltiir kaplarina (TCPS,
Orange Scientific, Belcika) yerlestirilmis ve HA/BMP-6/Ch membranlar disindaki diger
gruplar 1 gece %10 FBS ve %1 penisilin-streptomisin i¢eren o-MEM sartlandirma

ortaminda bekletilmistir.

Yiizeyi tamamen kaplayan hiicreler tripsinizasyon islemi ile yilizeyden kaldirildiktan sonra
tripsinin hiicrelere zarar vermesini engellemek amaciyla hiicreler FBS igeren o-MEM ortami
ile alimmig ve 5 dk 1,000 rpm’de santrifiij edilmistir. Siipernatan atildiktan sonra taze besi
ortami ile silispanse edilip homojenize edilen hiicreler hemositometre ile sayilmistir.
Hemositometrik sayim sonucu hiicre yogunlugu 2.2x 108 hiicre/mL olarak belirlenmis ve her
bir membrana 36 pL hiicre ekilmistir. Hiicrelerin membran yiizeyine yapismalari igin
membranlar 2 saat siiresince CO> inkiibatoriinde bekletilmis ve 2 saat sonrasinda %10 FBS
ve %1 penisilin-streptomisin iceren a-MEM ortami eklenmistir. Kiiltiir, preosteoblast
hiicrelerin osteoblastlara farklilasmasini destekleyecek farklilasma ortami ile devam
ettirilmistir. Farklilagsma ortami a-MEM’e FBS ve penisilin-streptomisinin yanisira 10 mM

B-gliserol fosfat ve 50 pg/mL L-askorbik asit eklenmesiyle hazirlanmistir.
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Kiiltiir ortam1 ii¢ giinde bir yar1 yariya taze farklilasma ortami ile degistirilerek hiicreler
tarafindan iiretilen biiyiime faktorlerinin ortamdan tamamen uzaklastirilmasit engellenmistir.
Membranlara ekilen hiicreler 28 giinliik kiiltiir siiresi boyunca hiicresel fonksiyonlar
acisindan takip edilmistir. Tiim islemler laminer akis kabininde (Bioair, Type Il Laminer

Akis Kabini, Italya) gerceklestirilmistir.

3.10.1.2. PrestoBlue Analizi

MC3T3-EI hiicrelerinin membranlar {izerindeki canlilig1 ve mitokondriyal aktiviteleri kiiltiir
stiresinde farkli zamanlarda yapilan PrestoBlue analizi ile belirlenmigtir. Bunun igin
kiltiirtin 1., 3., 5., 14., 21. ve 28. giinlerinde kiiltiir ortam1 baska 24 go6zlii kaplara
aktarildiktan sonra her bir goze 50 pL PrestoBlue ve 450 pL faklilagma ortami eklenmistir.
Hiicreler 2 saat 37°C’de inkiibe edildikten sonra renk degistiren ortamdan 200 pL alinip 96
gozlillere aktarilmis, optik yogunluk 600 nm referans olmak tizere 570 nm’de mikroplaka
okuyucu (Asys UVM 340) ile belirlenmistir. Membranlar iizerinde kalan PrestoBlue
cozeltisi uzaklastirildiktan sonra membranlar 1 kez steril PBS ile yikanmis, diger kaba

aktarilmis olan besi ortami tekrar membranlar tizerine eklenerek kiiltiire devam edilmistir.

3.10.1.3. Taramah Elektron Mikroskobu Analizi (SEM)

Kiiltiire edilen hiicrelerin membranlar iizerindeki morfolojilerinin goriintiilenmesi amaciyla
kiiltiiriin 2., 7. ve 14. giinlerinde SEM (Carl-Zeiss EVO 506P) analizi yapilmistir. Orneklerin
hazirlanmasi i¢in membranlarin tizerindeki kiiltiir ortami uzaklastirilmis ve membranlar iki
kez PBS ile yikanmistir. Yikama sonrasinda 500 pL %2.5’lik (hacim/hacim) gluteraldehit
cozeltisi ile +4°C’de 30 dk fikse edilen hiicreler tekrar PBS ile yikanmig ve 6rnekler analiz
yapilincaya kadar PBS igerisinde 4°C’de bekletilmistir. Analiz yapilacagi zaman
membranlar lizerindeki PBS uzaklastirilmis ve membranlar sirasiyla %30, %50, %70, %90
ve %100’lik (hacim/hacim) etanol ¢6zeltilerinde 2’ser dk bekletilmis sonrasinda 5 dk
hekzametildisilazan (HDMS) igerisinde bekletilen membranlar oda sicakliginda kurumaya
birakilmistir. Analiz Oncesi altin-palladyum ile kaplanan Orneklerin SEM goriintiileri

alinmistir.

3.10.1.4. Alkalen Fosfataz (ALP) Boyama

ALP boyama, membranlar {izerine tutunan hiicrelerde ALP enzim aktivitesinin kirmizi

renkte boyandigi bir yontemdir. Kiiltlirin 7., 14. ve 21. glinlerinde besi ortami
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uzaklastirildiktan sonra ornekler PBS ile yikanmis ve %10’luk soguk nétral formalin
tamponunda (100 mL formalin, 16 g Na;HPOg4, 4 g NaH2PO4.H>O ve 1L distile su) 15 dk
fikse edilmistir. Tampon uzaklastirildiktan sonra 6rnekler bir kez distile su ile yikanmis
sonrasinda 15 dk boyunca distile suda bekletilmistir. Bu esnada taze substrat hazirlanmis ve

filtre (0.45 um’lik filtre) edilmistir.

Taze substrat hazirlanirken 0.005 g Naphthol AS MX-PO4 200 uL DMF igerisinde
¢ozilmistir. Tris-sHCL (MW=157.6 pH 8.3) 25 mL distile su igerisinde ¢oziilmiistiir (0.2M).
Hazirlanan ¢ozeltiler karistirildiktan sonra 25 mL distile su ilave edilmis ve hazirlanan
karisima 0.03 g Red Violet LB tuzu eklenmistir. Distile su uzaklastirildiktan sonra,
hazirlanan taze substrat orneklere eklenmis ve 45 dk oda sicakliginda inkiibe edilmistir.
Inkiibasyon sonras1 4 kez distile su ile yikanan membranlar 15 dk distile suda bekletilmistir.
Sonrasinda 6rnekler %2.5’luk giimiis nitrat ¢ozeltisinde (2.5 g AgNOs, 100 mL distile su)
30 dk karanlikta inkiibe edilmis ve 3 kez distile su ile yitkanmistir. Hiicreler son olarak 5 dk
distile suda bekletilmis ve 1 kez distile su ile yikanarak gilimiis nitrat tamamen

uzaklastirllmistir. +4°C’de bekletilen drneklerin optik mikroskop ile goriintiileri alinmistir.

3.10.1.5. RT-PCR Analizleri

Membranlar iizerinde lireyen ve farklilagan hiicrelerin kollajen I (KOL I), osteokalsin
(OCN), osteopontin (OPN) ve RunX2 ekspresyon seviyeleri ger¢ek zamanli polimeraz zincir
reaksiyonu (RT-PCR) (Rotor Gene 6000, Corbett Life Science, Cambridge, UK) ile

belirlenmistir.

Kiiltiirlin 7., 14. ve 21. gilinlerinde membranlar kiiltiir ortamindan alinmis ve steril Ependorf
tiplerine (1.5 mL) yerlestirildikten sonra -80°C’de saklanmistir. RNA izolasyonu
gerceklestirilecegi zaman 6rnekler DNase ve RNase igermeyen mikrotiiplere alinarak steril
igne ile pargalanmis ve RNA izolasyonu RNA izolasyon kitindeki (Qiagen®) talimatlara
gore gerceklestirilmistir. Buna gore, her bir 6rnegin iizerine 500 puL Trizol eklenmis ve
ornekler 4°C’de 2 sa bekletilmistir. Sonrasinda Orneklerin lizerine 125 pL kloroform
eklenmis, ornekler elde 15-20 kez galkalanmis ve oda sicakliginda 3-5 dk inkiibe edilmistir.
Ornekler 4°C’de 10 dk 12,000 g’de santrifiijlenmis ve iistteki sulu RNA fazi RNA-DNA
icermeyen yeni Ependorf tiiplerine aktarilmistir. Kloroform basamagi proteinden ve
fenolden kaynaklanan kirliligi dnlemek amaciyla 2 kez tekrarlanmistir. Elde edilen sulu

RNA faz1 kadar %70’lik etanol sulu RNA fazin istiine eklenmistir. Etanol ¢ozeltisi
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otoklavlanmis ultra saf su ile hazirlanmistir. Sonrasinda sulu RNA fazi RNeasy spin
kolonuna aktarilarak 13,000 rpm’de 15 s santrifiijlenmis ve alta gegen sivi atilmustir.
[zolasyon kitinin icinde bulunan RWI tampon ¢dzeltisinden spin kolonuna 700 uL eklenmis
ve 13,000 rpm’de 15 s santrifiijlendikten sonra alta gecen sivi atilarak spin kolon tekrar
kullanilmistir. Sonrasinda RPE tampon ¢o6zeltisinden spin kolonuna 500 pL eklenerek
yikama yapildiktan sonra 13,000 rpm’de 15 s santrifiijlenmis ve alta gecen s1v1 atilarak spin
kolon tekrar kullanilmistir. Spin kolonuna tekrar 500 uLL RPE tampon eklenmis ve 2 dk
13,000 rpm’de santrifiijlendikten sonra spin kolonu altta toplanan tampon ¢dzeltisine
degdirilmeden baska bir bos Ependorf tiipiine aktarilmistir. Spin kolon herhangi bir ¢6zelti
eklenmeden bos olarak 13,000 rpm’de 1 dk santrifiijlendikten sonra spin kolonu alinarak
toplama tiipii atilmistir. Son olarak spin kolonu 1.5 mL’lik toplama tiipiine alinmis ve 25 pL
RNase icermeyen su eklenerek saflastirilan RNA 1 dk santrifiijlenmistir. Spin kolon atilmas,
saflagtirllmis RNA suyla birlikte toplama tiipiinde elde edilerek konsantrasyonlarinin

belirlenmesi amaciyla nanodrop kullanilmistir.

RT-PCR analizi, Applied Biosystems Kit cDNA (ABD), SolisBioDyne 5 Hot Firepol® Eva
Green®qPCRMix Plus (Estonya) kitleri ile LightCycler®Nanolnstrument (Roche, Almanya)
cihazinda yapilmistir. cDNA sentezi reverse transkripsiyon ile 25°C’de 10 dk, 40°C’de 120
dk ve son olarak 85°C’de 5 dk olmak iizere iic asamada gerceklestirilmistir. Ardindan PCR
analizi, aktivasyon basamagi 95°C’de 15 dk, uzatma basamagi 95°C’de 15s, 60°C’de 20s,
72°C’de 20s ve ayrilma basamagi 60°C’de 4s ve 95°C’de 20s olmak iizere 45 dongiide
gergeklestirilmistir.

Housekeeping gen olarak B-aktin kullanilmis, B-aktin, RunX2, kollajen I, osteokalsin (OCN)
ve osteopontin (OPN) genlerine ait primer dizileri (Motek, Tiirkiye) Cizelge 3.2°de
verilmistir. Yapilan analiz sonuclar1 bagil gen ekspresyonu olarak verilmis ve tiim veriler
2"44C metoduna gore hesaplanmustir [91]. Kitosan membran iizerindeki hiicrelerin ilgili gen

ekspresyon seviyeleri temel alinarak diger gruplar bunun katlar1 seklinde degerlendirilmistir.
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Cizelge 3.2. Polimeraz zincir reaksiyonu i¢in primer dizileri

B-actin Forward primer
5-GTGCTATGTTGCCCTAGACTTCG-3'
Reverse primer
5-GATGCCACAGGATTCCATACCC-3'
Kollajen I Forward primer
5-CAAGATGTGCCACTCTGACT-3'
Reverse primer
5-TCTGACCTGTCTCCATGTTG-3'
Osteokalsin Forward primer
5-CTTTCTGCTCACTCTGCTG -3
Reverse primer
5-TATTGCCCTCCTGCTTGG-3'
Osteopontin Forward primer
5-CACTTTCACTCCAATCGTCCCTAC-3
Reverse primer
5-ACTCCTTAGACTCACCGCTCTTC-3'
RunX2 Forward primer
5-GCATGGCCAAGAAGACATCC -3
Reverse primer
5-CCTCGGGTTTCCACGTCTC -3'

3.10.2. MDBK Hiicreleri ile Gergeklestirilen Hiicre Kiiltiir Calismasi

3.10.2.1. Hiicre Kiiltiir Kosullar:

Gelistirilen membranin yumusak doku ile etkilesecek olan gozeneksiz tarafi epitel yapidaki
MDBK hiicreleri ile kiiltiire edilmistir. Hiicreler %10 FBS, %1 penisilin-streptomisin igeren
DMEM besi ortaminda ve CO: inkiibatoriinde (Heraus Instruments, Almanya) kiiltiire
edilmis ve monolayer olarak c¢ogaltilmislardir. Membranlara 22. pasajdaki hiicreler

ekilmistir.

Hiicre kiiltiiriinde kitosan (kontrol) (Ch), PCL kapli kitosan membran (Ch/PCL), Mz iceren
PCL fiberler ile kapli kitosan membran (Ch/PCL/Mz), HA ve PCL kapli kitosan membran
(HA/Ch/PCL) olmak iizere 4 farkli membran kullanilmistir. Etilen oksit ile sterilizasyonu
gerceklestirilen membranlar 24 go6zli polistiren hiicre kiiltiir kaplarma (TCPS, Orange
Scientific, Belgika) yerlestirilmis ve membranlar 30 dk %10 FBS ve %!l penisilin-

streptomisin iceren DMEM sartlandirma ortaminda bekletilmistir.

Yiizeyi tamamen kaplayan hiicreler tripsinizasyon islemi ile ylizeyden kaldirildiktan sonra
tripsinin hiicrelere zarar vermesini engellemek amaciyla hiicreler FBS iceren DMEM

ortamina alinmis ve 5 dk 1,000 rpm’de santrifiij edilmistir. Stipernatan atildiktan sonra taze
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besi ortami ile siispanse edilip homojenize edilen hiicreler hemositometre ile sayilmistir.
Hemositometrik sayim sonucu hiicre yogunlugu 3.24x10° hiicre/mL olarak belirlenmis ve
her bir membrana 25 pL hiicre ekilmistir. Hiicrelerin membran yiizeyine yapismalari igin
membranlar 2 saat siiresince CO3 inkiibatoriinde bekletilmis ve 2 saat sonrasinda %10 FBS
ve %1 penisilin-streptomisin igeren DMEM ortam1 eklenmistir. Kiiltiir ortami {i¢ giinde bir
yart yariya taze kiiltiir ortami ile degistirilerek hiicreler tarafindan {iretilen biiyiime
faktorlerinin ortamdan tamamen uzaklastirilmasi engellenmistir. Membranlara ekilen
hiicreler 12 giinliik kiiltiir stiresi boyunca hiicresel fonksiyonlar acisindan takip edilmistir.
Tiim islemler laminer akis kabininde (Bioair, Type II Laminer Akis Kabini, Italya)
gerceklestirilmistir.

3.10.2.1. PrestoBlue Analizi

MDBK hiicrelerinin membranlar {izerindeki canlili§1 ve mitokondriyal aktiviteleri kiiltiiriin
1, 3., 5., 8. ve 12. giinlerinde yapilan PrestoBlue analizi ile belirlenmistir. Analiz yontemi
Bolim 3.10.1.2°de aciklanmustir.

3.10.2.2. Taramah Elektron Mikroskobu Analizi (SEM)

Kiiltiire edilen hiicrelerin membranlar {izerindeki morfolojilerinin goriintiilenmesi amaciyla
kiltirin 8. ve 12. giinlerinde SEM (Carl-Zeiss EVO 506P) analizi yapilmistir. Analiz
yontemi Boliim 3.10.1.3’de agiklanmugtir.

3.11. istatistiksel Analiz

Tim deneysel veriler, ti¢lii yiiriitiilecek ii¢ benzer deneyin gosterimi olarak + standart sapma
olarak ifade edilmistir. Caligma sonuclart Graphpad Software Instat programi kullanilarak
istatistiksel agidan degerlendirilmistir. Farkli gruplarin istatistiksel olarak karsilastirilmasi
icin Student’s t-testi kullanilmis ve p-degerinin 0.05’den az oldugu durumlar anlamli kabul

edilmistir.
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4. DENEYSEL SONUCLAR VE TARTISILMASI

Sunulan tez ¢aligmasinda kitosan bazli yeni bir bariyer membran gelistirilmistir (Sekil 4.1).
Bu amaca yonelik olarak oncelikle gozenekli kitosan membranlar {iretilmis, sonrasinda
kitosan membranin gézenekli yiizeyi mikrodalga-destekli biyomimetik yontem kullanilarak
HA ile kaplanmis ve HA kapli bu ylizey sonraki asamada BMP-6 ile zenginlestirilmistir.
Kitosan membranin gozeneksiz yilizeyi elektroegirme yonteminden faydalanarak PCL
fiberler ile kaplanmis ve enfeksiyon riskini ortadan kaldirmak amaci ile elektroegirme islemi
sirasinda PCL yapisina antibakteriyel ajan olan metronidazol (Mz) ilave edilmistir. Elde
edilen membran ¢esitli yontemlerle karakterize edilmistir. Gelistirilen bariyer membranin
periodontal rejenerasyon amacgli kullanim potansiyeli membranin goézenekli kisminda
MC3T3-E1 preosteoblast hiicreleri ve gdzeneksiz kisminda ise epitel yapidaki MDBK
hiicreleri ile yapilan kiiltiir ¢caligmalar ile belirlenmistir. Gergeklestirilen calismalardan elde

edilen tiim sonuclar bu boliimde tartigilmistir.

4.1. Kitosan Membran Uretimi

Kitosan, sahip oldugu biyouyumluluk, biyobozunurluk, toksik olmama ve antibakteriyel
Ozellik tagima gibi tstiin 6zellikleriyle doku miithendisligi uygulamalarinda doku iskelesi ve
yara Ortiisii olarak yaygin bir kullanim potansiyeline sahiptir [146]. Kitosanin sahip oldugu
bu istiin 6zellikler géz oniine alinarak, gerceklestirilen ¢alismada bariyer membranin ana
malzemesi olarak kitosandan yararlanilmistir. Go6zenekli kitosan membranlar ¢oziicii
dokiim-partikiil uzaklastirma yontemi ile iiretilmistir. Kitosan suda ve organik ¢oziiciilerde
¢oziinmez. Kitosan glikozamin birimlerini ¢oziinebilir R — NH3 formuna doniistiiren
seyreltik asit ¢ozeltilerinde ¢oziinebilmektedir [147]. Bu amacla kitosan i¢in 1yi bir ¢oziicii

olan asetik asitin seyreltik ¢ozeltisi kullanilmistir.

Gozenek yapici ajan olarak 150-250 pm araliginda boy dagilimina sahip silika partikiilleri
kullanilmistir. Silika partikiilleri ¢oziiniirliik agisindan kitosan ile zit 6zellik gostermektedir.
Silika asidik ortamda ¢dziinmezken bazik ortamda c¢oziinmektedir [148]. Bu zitliktan
yararlanilarak gozenek olusumu saglanmistir. Gozenekli kitosan membran tretiminde
oncelikle 4:1 silika/kitosan (agirlik¢a) oraninda silika jel kullanilmistir. Silika partikiillerini
yapidan uzaklastirmak ve membran stabilizasyonunu saglamak amaciyla membranlar 2, 6,
12 ve 24 saat siiresince 80°C’de NaOH ¢ozeltisi ile muamele edilmistir. NaOH muamelesi
sonrasinda membranlar notr yikama ¢ozeltisi elde edilene kadar distile su ile yikanmis ve

oda sicakliginda kurumaya birakilmistir.
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Sekil 4.1. Tez kapsaminda gelistirilen bariyer membranin hazirlanma asamalarinin sematik gosterimi
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Kuruyan membranlar 30 dk gliserin ¢ozeltisi ile muamele edildikten sonra tekrar oda

sicakliginda kurumaya birakilmistir. Farkli siirelerde  NaOH ile muamele edilen

membranlara ait SEM goriintiileri Sekil 4.2°de verilmistir.

EHT=1500kV _ Signal A=SE1 _ Mag= 100X Sample ID = — EHT=1500kV  SigndlA=SE1  Mags 100X Sampie ID =

EHT = 15.00 kv Signal A = SE1 Mag= 100X Sample 10 = | e | EHT = 15.00 kV Signal A= SE1 Mag= 100X Sample |D = ‘

EHT=1500KV__ SignallA=SE1 __ Mag= 100X Sample ID =

Sekil 4.2. Farkl siirelerde NaOH ile muamele edilen gozenekli kitosan membranlara (4:1
silika/kitosan, agirlikca) ait ylizey SEM goriintiileri: (a) 2 saat, 100X; (b) 6 saat, 100X; (¢)
12 saat, 100X; (d) 24 saat, 100X; () NaOH ile muamele edilmeyen kitosan membran

SEM goriintiilerinden 2 saat NaOH ile muamelenin silika partikiillerini uzaklastirmak igin

yeterli oldugu sonucuna varilmistir.
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Genel bilgiler kisminda da bahsedildigi gibi YDR/YKR yontemlerinde bariyer membran
kullanilmasindaki amag¢ epitel hiicrelerin hasarli bolgeye gociinii engellemek ve ayni
zamanda hasarli bolgede osteoblast, sementum ve PDL hiicrelerinin iliremesi ve
rejenerasyonu i¢in gerekli siireyi saglayarak periodontal rejenerasyonu gerceklestirmektir.
Sekil 4.3’de verilen SEM goériintiilerinden membranin hava ile temas eden yiizeyinin
gozenekli, Petri kabi ile temas eden yiizeyinin ise gozeneksiz yapida oldugu acikca
goriilmektedir. Membranin gozenekli yiizeyinin hiicre yapigsmasini ve iremesini
desteklemesi amaciyla hasarli kemik doku ile, gézeneksiz yiizeyinin ise hiicre yapismasini

ve lUremesini desteklememesi ve epitel hiicre gogiinii engellemesi amaciyla yumusak doku

ile temas etmesine karar verilmistir.

20 um
| |

= Mag = 250 X

EHT = 15.00 kV Signal A = SE1 Sample ID = EHT = 15.00 kV. Signal A = SE1 Mag= 1.00KX Sample ID =

EHT = 10.00 kV Signal A = SE1 Mag= 100X Sample ID = EHT = 10.00 kV Signal A = SE1 Mag= 250X Sample ID =

Sekil 4.3. Kitosan membranin (4:1 silika/kitosan, agirlik¢a) hava ile temas eden ylizeyi
(gozenekli ylizey) ve Petri kabi ile temas eden yiizeyi’ne (gbzeneksiz yiizey) ait SEM
goriintiileri: (a) gdzenekli yiizey, 250X; (b) gdzenekli yiizey, 1,000X; (c) gdozeneksiz ylizey,
100X; (d) gdzeneksiz yiizey, 250X

Doku iskelelerinde gozeneklilik ve gozeneklerin iskele boyunca birbirleri ile baglantili

olmalar1 besin maddelerinin ve gazlarin diflizyonu ve ayn1 zamanda hiicrelerin aktiviteleri
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sonucunda ac¢iga ¢ikan metabolik atiklarin uzaklastirilmasi agisindan 6nem tasimaktadir. Bu
nedenle doku iskeleleri oldukga gézenekli bir yapiya ve ayni zamanda birbirleriyle baglantili
acik gozeneklere sahip olmalidir [51]. Kitosan miktarinin 4 kat1 kadar silika jel eklenmesiyle
birbirleri ile baglantili agik gbzenekler elde edilmistir. Sekil 4.2 a ve Sekil 4.3 a’dan da
goriildiigli gibi gozenekler membran yiizeyi boyunca homojen bir bigimde dagilmistir.
Ancak SEM goriintiilerinden de anlasildig gibi elde edilen membranda gozeneklilik yeterli
degildir. Bu nedenle, gozenekliligi arttirmak amaciyla silika jel miktarinin arttirilmasina

karar verilmistir.

Membran gozenekliligini arttirmak amaciyla 8:1 silika/kitosan (agirlik¢a) oraninda silika jel
kullanilmistir. Sekil 4.4 ve Sekil 4.5°den de goriildiigii gibi, ayni1 sekilde sert doku ile temas

edecek olan kismi gozenekli, yumusak doku ile temas edecek olan yiizeyi ise gozeneksiz

yapida olan bir membran elde edilmistir.

EHT =20.00 kV Signal A = SE1 Mag= 100X Sample ID = — EHT = 20.00 kV Signal A = SE1 Mag= 250X Sample ID =

20 ym
_—

Sample ID =

———— EHT=2000kV  SignalA=SE1  Mag= 500X EHT=2000kV  SignalA=SE1 _ Mag= 1.00KX Sample ID =

Sekil 4.4. Kitosan membranin (8:1 silika/kitosan, agirlik¢a) gozenekli yiizeyine ait SEM
gorintiileri: (a) 100X; (b) 250X; (c) 500X; (d) 1,000X

Membrana eklenen silika partikiil oraninin 4:1°den 8:1°e yiikseltilmesiyle gozeneklilik

belirgin bir bicimde artmistir. Yiizey boyunca homojen bir gézenek dagilimi ve aym
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zamanda birbirleriyle baglantil1 agik gdzenekler elde edilmistir. Uretilen kitosan membranda
gozeneklerin membran kesiti boyunca da homojen olarak dagildigi ve birbirleri ile baglantilt

oldugu SEM goriintiileri ile kanitlanmistir (Sekil 4.6 a ve b).

Gozenek boyutu doku iskelelerinde dikkat edilmesi gereken bir diger énemli noktadir.
Gozenek boyutu cok kiiciik olursa gozenekler hiicreler tarafindan tikanir ve buna bagh
olarak doku iskelesi boyunca hiicrelerin penetrasyonu ve ECM iiretimi engellenir [51].
Hiicrelerin doku iskelesi boyunca penetre olabilmeleri i¢in gdzenek boyutu yeterli derecede
biiyiik olmalidir [149]. Porojen olarak 150-250 um boyut araliginda silika partikiillerinin
kullanilmastyla oldukga biiyiik gozenekler elde edilmistir. Ortalama goézenek boyutu
169.7£78.7 um olarak belirlenmistir.

Membrana eklenen silika partikiil oraninin 4:1°den 8:1’e yiikseltilmesiyle membranin

gozeneksiz kisminda yiizey piirtizliiliigl artmistir.

— EHT = 20.00 kV Signal A = SE1 Mag= 100X Sample ID = — EHT =20.00 kV Signal A = SE1 Mag= 250X Sample ID =

———1 EHT=20.00kV Signal A = SE1 Mag= 500X Sample ID = EHT = 20.00 kV Signal A = SE1 Mag= 1.00KX Sample ID =

Sekil 4.5. Kitosan membranin (8:1 silika/kitosan, agirlik¢a) gozeneksiz yilizeyine ait SEM
gorilntiileri: (a) 100X; (b) 250X; (c) 500X; (d) 1,000X
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Gelistirilen kitosan membran YDR/YKR yontemlerinde kullanilacagindan, membranin
kolay bir sekilde manipiile edilebilmesi gerekmektedir. Uretilen kitosan membran son
derece kirilgan ve serttir. Kitosanin kirilgan dogasi, gliserin muamelesi ile giderilmis ve
boylelikle kolay bir sekilde manipiile edilebilen oldukca esnek bir membran elde edilmistir.

Gliserin ile muamele edilen ve edilmeyen kitosan membranlara ait SEM goriintiileri Sekil

4.6’da verilmistir.

EHT = 15.00 kV Signal A = SE1 Mag= 150X Sample ID =

g )’ 1

N
& "‘
g L Ry ¥

| — EHT = 15.00 kV Signal A = SE1 Mag= 150X Sample ID =

———1 EHT=15.00kV Signal A = SE1 Mag= 250X Sample ID =

Sekil 4.6. Kitosan membrana (8:1 silika/kitosan, agirlik¢a) ait kesit SEM goriintiileri: (a)
gliserin ile muamele edilmis, 150X; (b) gliserin ile muamele edilmis, 250X; (c) gliserin ile
muamele edilmemis, 150X; (d) gliserin ile muamele edilmemis, 250X

Gliserin ile muamele edilen membranlarda gozenekler kesit boyunca daha net bir sekilde
belli olmaktadir. Ayrica gliserin muamelesi sonucunda membran kalinliginda yaklasik 100

um kadar (Cizelge 4.1) bir artig gézlemlenmistir.

Cizelge 4.1. Kitosan membrana ait fiziksel 6zellikler

Silika jel | Ortalama gozenek | Ortalama membran | Ortalama membran
(agirlikca) capt (pum) kalinligr # (um) kalnlig: ® (um)
8 169.7+78.7 408.6+42.2 519.3+23 .4

3 Gliserin ile muamele dncesi, ° gliserin ile muamele sonrasi
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Calisma kapsaminda aymi bilesimde olup, farkli zamanlarda hazirlanmis membranlarla
yirilitilen SEM incelemeleri, hazirlama yonteminin membran &zellikleri agisindan

tekrarlanabilir sonuglara gotiirdiigiinii belirtmistir.

4.2. Kitosan Membran Yiizeyinin HA ile Kaplanmasi

Kitosan hiicre yapismasini, proliferasyonunu ve farklilasmasini destekleyen hidrofilik bir
yiizeye sahiptir. Ancak kitosan biyoaktif 6zellige sahip degildir. Kitosanin biyoaktivitesi
yapisina katilan kalsiyum fosfat seramikleri ile arttirilabilir [150].

Xianmiao ve ark. tarafindan yapilan bir caligsmada periodontal rejenerasyonda kullanilmak
amactyla c¢oziici dokiim yOntemiyle kitosan membran {iretilmis ve membranin
biyoaktivitesini arttirmak amaciyla membran {retimi sirasinda yapiya HA partikiilleri

katilmistir [89].

HA partikiilleri yapiya katilmak yerine plazma spreyleme, iyon piiskiirtme, sol-jel birikimi
gibi yontemlerle kitosan matrislerin ylizeyine kaplanabilir. Ancak bu yontemler bir takim
dezavantajlara sahiptirler. Bunlar arasinda oldukga yiiksek proses sicakliklari ve oldukca
yiiksek/diisiik pH’a ihtiya¢ duyulmasi yer almaktadir. Yiiksek sicaklik ve pH bu yontemlerde
polimerik malzemelerin kullanimini kisitlamaktadir. Ayrica bu yontemler ile elde edilen
apatitler yiiksek kristalin 6zellik gostermekte ve kemik yapisinda bulunan apatitlerden farkl
kristal yap1 sergilemektedirler. Bu yontemlerde yasanan bir diger problem de malzeme

yiizeyinde homojen ve ince bir kaplamanin elde edilmesindeki zorluklardir [151].

Bahsedilen yontemlere alternatif olarak Kokubo ve ark. tarafindan biyomimetik yontem
gelistirilmistir. Bu yontem ile diisiik kristaliniteye sahip nano boyutlarda, kemik benzeri
apatit elde edilebilmektedir. Ayrica i1liml proses kosullarina sahip oldugu i¢in polimerik

olan ve olmayan pek cok yiizey bu yontem ile HA ile kaplanabilir [151].

Kitosanin yapisinda amin ve hidroksil gruplart bulunmaktadir [152]. Kitosan SBF igerisine
daldirildiginda kitosan yiizeyinde bu gruplar {izerinden apatit olusumu gézlemlenmektedir.
Kitosanin yapisinda bulunan azot atomu baglanmamis iki elektronundan dolay1 pozitif
merkezler i¢in ¢ekirdeklenme noktasidir. Azot atomu tizerinden mineral birikimi
cekirdeklenme mekanizmasi ile gerceklesmektedir. Kitosanin yapisinda bulunan katyonik
amin grubu fosfat iyonunun adsorbsiyonunu uyarir ve bdylelikle mineralizasyonu tetikler.
Hidroksil grubu ise kalsiyumu baglayarak mineralizasyon i¢in ¢ekirdeklenmeyi

baglatmaktadir. Tiim bunlara ek olarak kitosanin hidrofilik yapisi da apatit olusumunu
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desteklemektedir. Kitosanin in vitro biyomineralizasyonunu arttirmak amaciyla gesitli
yontemler uygulanmistir. Bu yontemler arasinda gluteraldehit ile capraz baglama,
fosforilasyon, kalsiyum hidroksit, kalsiyum kloriir ve kalsiyum silikat muamelesi yer
almaktadir. Bu muameleler ile kitosan yiizeyinde kalsiyum ve fosfatin baglanabilecegi
¢ekirdeklenme noktalari olusturulmaktadir [153]. Bahsedilen muamelelere ek olarak, SBF
icerisine batirilan kitosan yiizeyinde apatitik ¢ekirdeklenmeyi arttirmak amaciyla yiizeyi
silinol (Si-OH) grubu (tetraetil orto-silikat, TEOS ile muamele ederek) ile islevsellestirmek
de siklikla kullanilmaktadir [154].

Grubumuz tarafindan yapilan bir calismada (Kaynak G., 2012) kitosan siipergdzenekli
hidrojel doku iskelesi es zamanli mikrodalga 1s1ma ile ¢apraz baglama/gaz kopiiklestirme
yontemi ile tiretilmis ve iiretilen iskeleler SBF icerisine daldirilarak HA ile kaplanmistir.
Gergeklestirilen calismanin literatiirden farki SBF ile kaplamanin mikrodalga ile
desteklenmesidir. Mikrodalga enerjisi kitosan yapisinda bulunan OH~ ve NHJ gibi
fonksiyonel gruplar1 uyararak bu gruplar iizerinden kalsiyum ve fosfat iyonlarinin
baglanmasini saglamaktadir. Boylelikle kitosanin fonksiyonellestirilmesine ya da herhangi
bir kimyasal islem uygulanmasina gerek kalmamaktadir. Kitosan mikrodalgaya maruz
kaldiginda kitosanin yapisinda bulunan OH~ ve NHJ gibi fonksiyonel gruplar mikrodalga
enerjisini fazlasiyla absorblayarak dielektrik 1sinmaya neden olurlar. Bu yiiksek enerji OH™
ve NHJ baglarmin kirilmasina boylelikle radikal uglarin olusmasina neden olur. Ayrica
kitosan bu yiiksek enerjiyi belirli bir bolgede depolayamayacagindan, enerji hizla SBF
icerisindeki su ve iyonlara aktarilmakta ve bu enerji aktarimi da c¢ekirdeklenmeyi
uyarmaktadir. Mikrodalga enerjisinin sagladig: bir diger avantaj da mikrodalganin HA’in
cokmesi icin gerekli Gibbs serbest enerjisini diislirmesi ve bdylelikle kitosanin aktive olmus
bolgelerinde c¢ekirdeklenmeyi arttirarak kaplama stiresini kisaltmaktir. Sonug olarak

mikrodalga enerjisi ile kisa stirede daha etkin bir kaplama elde etmek miimkiindiir [92].

Grubumuz tarafindan yapilan ¢alismada (Kaynak G., 2012) 40-50 nm uzunlugunda %1.61
(w/w) Ca/P oraninda ve %9.22 (w/w) karbonat igerigine sahip igne benzeri morfolojide ve
kemik benzeri amorf yapida hidroksiapatit Uretilmistir. Sonraki asamada ise kitosan
siipergozenekli hidrojel doku iskelelerinin yiizeyi HA ile kaplanmig ve nano kiire
morfolojisinde HA elde edilmistir. HA kaplamaya ait Ca/P oran1 EDX analizi ile 1.62 +£0.93
olarak bulunmus ve kaplamadaki hidroksiapatitlerin de kemik benzeri kimyasal yapiya sahip

oldugu sonucuna varilmistir [92].
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Bu ¢alismada ayn1 yaklagim kitosan membran i¢in uygulanmis ve optimize edilen kosullarda

kitosan membranin gbzenekli yiizeyi HA ile kaplanmistir.

2pm 1 um
F————{ ENT=1500kvV _ SignalA=SE1 _ Meg= 3000KX  Sample D= F————————{ ENT=1500kV__ SignalA=SE1__ Mag= 6000KX  Sample D=

Sekil 4.7. Mikrodalga yardimi ile 10xSBF ¢ozeltisinde 4 kez kaplama yapilmis kitosan/HA
membranlara ait SEM goriintiileri: (a) 1,000X, (b) 10,000X, (c) 15,000X, (d) 20,000X, (e)
30,000, (f) 60,000X

Kaplama yapilmadan once membran SBF igerisine daldirtlmis ve vakum altinda
gozeneklerdeki hava uzaklagtirilarak tiim gozeneklerin SBF ile temas etmesi saglanmistir.
Kaplama 6ncesinde bu islemin gergeklestirilmesindeki ama¢ membranin sadece yiizeyinin

degil ayn1 zamanda gdzeneklerinin de HA ile kaplanmasini saglamaktir.
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Membran yiizeyinde etkin bir kaplamanin ger¢eklesmesi i¢in, membran her seferinde taze
SBF kullanarak 4 kez HA ile kaplanmigtir. Her kaplamadan sonra ¢ekirdeklenme bdlgeleri
olusmus ve bu c¢ekirdeklenme bolgelerine kalsiyum ve fosfat iyonlarinin yigilmasiyla HA
yapmin bliylimesi saglanmistir. Sekil 4.7°de verilen 4 kez kaplama ile elde edilen
kitosan/HA’e ait SEM goriintiilerinden membran yiizeyinin etkin bir sekilde HA ile
kaplandig1 goriilmektedir.

SBF ile yapilan kaplamalarda genellikle karnabahar benzeri morfolojiye sahip apatit
olusumu gozlenmektedir [91]. Kitosan membran iizerindeki kaplamada da karnabahar

benzeri morfolojiye sahip olan apatit yapilar goriilmektedir.

SEM-EDX analizi ile membran yiizeyindeki HA kaplamaya ait Ca ve P oranlar1 bulunmusg
ve ortalama Ca/P oran1 2.54+0.59 olarak hesaplanmistir. Bu farkliligin SEM-EDX
analizinin, Ornegin sadece belirli bolgelerinden yapilabilmesinden kaynaklandig
diisiiniilmektedir. Ornegin tamamindan yapildig1 icin, endiiktif eslesmis plazma optik
emisyon spektrometresi (ICP-OES) analizi ile daha giivenilir bir sonug elde edilecegi

distiniilmektedir.

Grubumuz tarafindan yapilan ¢alismada (Tungay O., 2013) mikrodalga destekli
biyomimetik yontem kullanilarak hidroksiapatit ve bor katkili hidroksiapatit iiretilmis ve
yapilan EDX analizi sonucunda Ca/P oranlart sirasiyla 2.11+£0.21 ve 2.13+0.74 olarak
bulunmustur. ICP-OES sonuglarina gore yapilan hesaplarda ise bu degerler sirasiyla 1.61 ve

1.40 olarak bulunmustur [91].

4.3. Kitosan Membranin PCL Fiberler ile Kaplanmasi

Periodontal rejenerasyonu engelleyen temel etken epitel hiicrelerin hasarli bolgeye gociidiir.
Gelistirilen membranin yumusak doku ile temas edecek olan yiizeyi epitel hiicre gociinii
engellemek amaciyla elektroegirme yontemi kullanilarak PCL fiberler ile kaplanmistir.
PCL’in tercih edilmesindeki neden, PCL’in hidrofobik 6zelligi nedeniyle hiicre yapismasin
ve cogalmasmi diisiik oranda desteklemesi, ayrica yliksek mekanik dayanimi ve ucuz

olmasidir.

Elektroegirme islemi optimize edilen kosullarda gergeklestirilmistir. Siringa ucu ile toplayici
arasma 27.5 kV’luk bir voltaj (Gamma High-Voltage Research, FL, USA) uygulanmis,
siringa ucu ile toplayict arasindaki mesafe 35 cm ve PCL ¢o6zeltisinin sisteme besleme hizi

saatte 2 mL olarak ayarlanmistir. Membranin gézeneksiz yiizeyi 3 ve 7 dk boyunca PCL
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fiberler ile kaplanmistir. Optimize edilen kosullarda boncuk icermeyen fiber yapilar elde
edilmistir. SEM goriintiilerinden (Sekil 4.8 a,b) membran ylizeyini 3 dk boyunca PCL
fiberler ile kaplamanin yetersiz oldugu sonucuna varilmistir. Sonraki asamada membran
yiizeyi 7 dk boyunca PCL fiberler ile kaplanmig ve SEM goriintiilerinden (Sekil 4.8 c,d)
membran yiizeyinin tamamen PCL fiberler ile kaplandig1 sonucuna varilmistir. Elde edilen
sonuglar degerlendirildiginde, sonraki asamalarda membran yiizeyinin 7 dk boyunca PCL

fiberler ile kaplanmasina karar verilmistir.

Yang ve ark. tarafindan yapilan bir ¢galismada PCL 2,2,2-trifloroetanol icerisinde ¢oziilerek
PCL ¢ozeltisi hazirlanmis ve elde edilen ¢ozeltiye HsPO4 ve Ca(OH)2 arasindaki ¢okme
reaksiyonu ile elde edilen nano-HA partikiilleri eklenmistir. Elde edilen ¢ozeltiden;
¢ozeltinin sisteme besleme hizi 2 mL/h, siringa ucu ile toplayici arasindaki mesafe 12 cm ve
sisteme uygulanan voltaj 18-22 kV olacak sekilde elektoegirme yontemi ile YDR/YKR

uygulamalarinda kullanmak {izere bariyer membran tiretilmistir [80].

==y, e N RS
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— EHT =10.00 kV Signal A = SE1 Mag= 500X Sample ID = — EHT =10.00 kV Signal A = SE1 Mag= 200KX Sample ID =

F——— EHT=10.00kV Signal A = SE1 Mag= 500 X Sample ID = — EHT =10.00 kV Signal A = SE1 Mag= 200 KX Sample ID =

Sekil 4.8. PCL fiber kapli membran yiizeylerine ait SEM goriintiileri: (a) 3 dk, 500X; (b)
3dk, 2,000X; (c) 7 dk, 500X; (d) 7 dk, 2,000X
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Bottino ve ark. tarafindan yapilan bir ¢caligmada periodontal rejenerasyonda kullanilmak
tizere elektroegirme yontemiyle birden fazla tabakadan olusan bariyer membran tiretilmistir.
Uretilen membran kemik ve epitel doku ile temas edecek fonksiyonel yiizeylerden ve ara
tabakalardan olusmaktadir. Ara tabakalar sirasiyla PLCL  poli(oL-laktid-ko-e-
kaprolakton):PLA:GEL (jelatin), PLCL, PLCL:PLA:GEL’den olusmaktadir. Membranin
kemik doku ile temas edecek olan kismi PLA:GEL + nano-HA’den ve epitel hiicreler ile

temas edecek olan kism1 da PLA:GEL + metronidazol benzoattan olugsmaktadir [57].

Literatiirde elektroegirme yontemi ile bariyer membranlarin iretildigi c¢aligmalara bir
sonraki bolimde de Ornekler verilmistir. Yapilan caligmalar incelendiginde; bariyer
membranlar dogrudan elektroegirme yontemi ile iiretilmistir. Ancak bu ¢aligmada kitosan
membran ¢oziicli dokiim-partikiil uzaklastirma yontemi ile iretildikten sonra membranin
gozeneksiz yiizeyi elektroegirme yontemi ile PCL fiberler ile kaplanmistir. Bu yaklagim
geligtirilen membrani mevcut membranlardan farkli kilmaktadir. PCL fiberlerin kitosan
membran ylizeyine ¢oziicli etkilesimleri ile kuvvetle tutundugu diisiiniilmektedir. Ayrica
PCL fiberler fizyolojik ortam kosullarinda yilizeyden kalkmamaktadir. Sonug olarak PCL

fiberler etkin bir sekilde membran ylizeyine yapigsmaktadir.

PCL pek c¢ok ilaca kars1 gosterdigi yiiksek gecirgenlikten dolayr kontrollii ilag salimi i¢in
oldukca uygundur. Ayrica yavas bozunma hizindan dolay1 uzun dénemli salimlar i¢in yaygin

olarak tercih edilmektedir [155].

Gergeklestirilen caligmada yumusak dokudaki inflamasyonu elimine etmek amaciyla
membran yiizeyi elektroegirme yontemi kullanilarak agirlik¢a % 5, 10 ve 15 metronidazol
igceren PCL fiberler ile kaplanmig ve in vitro kosullarda salim g¢aligmalar1 yapilmistir.
Ozellikle PCL yapisina agirlik¢a % 10 ve % 15 Mz eklendiginde (Sekil 4.9 c,d,e,f) fiberlerin
morfolojilerinde farkliliklar g6zlenmistir. Fiberlerin morfolojilerinde gdzlenen bu
farkliliklar Mz’tin PCL yapisina katildigini kanitlamaktadir. PCL yapisina agirlik¢a % 5 Mz
eklendiginde (Sekil 4.9 ab) fiberlerin morfolojilerinde herhangi bir farklilik

gozlemlenmemistir.

Metronidazol igeren ve igermeyen PCL fiber ¢aplar1t SEM goriintiilerinden Image J programi

kullanilarak hesaplanmistir. PCL fiber ¢aplar1 Cizelge 4.2°de verilmistir.
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Cizelge 4.2. PCL fiber caplari

Fiberler Ortalama fiber cap1
(um)

PCL 1.271£0.350

PCL (%5 Mz) 1.262+0.416

PCL (%10 Mz) | 0.928+0.297

PCL (%15 Mz) | 0.916+0.350

Cizelge 4.2°’de verilen degerler incelendiginde; PCL yapisina eklenen metronidazol

miktarinin fiber ¢aplarina etki ettigi sonucuna varilmistir. PCL yapisina eklenen

metronidazol miktar arttikca fiber ¢ap1 azalmaktadir.

10 pm
b——————{ EWT=1500kv  SignalA=SE1 Meg® 500KX  SampleiD=

! \
10 pm
| —

EWT=1500KkV _ SignalA=SE1__ Mag= 480KX  SampleiD=

Sekil 4.9. Mz igeren PCL fiberler ile kapli membran yiizeyi: (a) % 5 Mz igeren PCL fiberler,
2,000X; (b) % 5 Mz iceren PCL fiberler, 5,000X; (¢) % 10 Mz i¢eren PCL fiberler, 2,000X;
(d) %10 Mz igeren fiberler, 5,000X; (e) % 15 Mz iceren PCL fiberler, 2,000X; (f) % 15 Mz
igeren PCL fiberler, 4,800X
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Shi ve ark. tarafindan yapilan bir c¢aligmada elektroegirme yontemi ile PCL,
PCL/metronidazol, PCL/jelatin/metronidazol ve PCL/jelatin/metronidazol/asetik asitten
olusan nanofiber membranlar iretilmis ve Tlretilen membranlarin YDR/YKR amach
kullanim potansiyelleri incelenmistir. Shi ve ark. PCL ¢o6zeltisinin iletkenligini 6.43 + 1.32
us/cm, PCL/Mz ¢ozeltisinin iletkenligini ise 7.41 + 1.48 ps/cm olarak bulmuslar ve PCL
cozeltisine metronidazol eklenmesiyle ¢ozeltinin iletkenliginin arttifini buna bagl olarak
fiber ¢apinin azaldigini belirtmislerdir. PCL organik ¢oziiclilerde ¢oziindiigiinde iyonlarina
ayrilmaz. Metronidazoliin eklenmesiyle PCL ¢ozeltisinin viskozitesi ve yiizey gerilimi
azalmakta diger taraftan da iletkenligi artmaktadir. Genel olarak, ¢ozeltinin iletkenligi
arttiginda jet tarafindan daha fazla miktarda elektriksel yiik tasinir. Boylece elektriksel alan
altinda jet {lizerindeki yliksek uzama kuvvetleri uyarilir. Bunun sonucunda jetin aldig1 yol
uzar ve ¢ozeltinin daha fazla gerilmesi saglanir. Sonug olarak fiber ¢apinda azalma g6zlenir

[67].

Zamani ve ark. tarafindan yapilan bir ¢alismada PCL farkli oranlarda (90:10, 80:20 ve 70:30;
v/v) diklorometan/dimetilformamid iceren ¢dziiciilerde ¢oziilerek elektroegirme yontemi ile
PCL fiberler iiretilmis ve sonraki asamalar i¢in 80:20 (v/v) diklorometan/dimetilformamid
oranit optimum deger olarak secilmistir. Cozelti igerisine %5, 10 ve 15 (agirlikga)
metronidazol benzoat eklenmis ve ¢ozeltiye eklenen metronidazol benzoat miktar arttikga
fiber caplarinin azaldig1 gosterilmistir. Fiber caplarindaki azalmanin metronidazol benzoat
eklenmesiyle ¢ozeltinin viskozitesindeki azalmaya ve ¢ozeltinin iletkenligindeki artmaya

bagli oldugu belirtilmistir [156].

Bu bilgiler 15181nda, sunulan ¢aligsmada literatiirde yapilan ¢aligmalarla uyumlu olarak, PCL

yapisina metronidazol eklenmesiyle elde edilen fiber ¢aplarinda azalma gézlemlenmistir.

4.3.1. In Vitro Metronidazol Salim

Elektroegirme yontemi nano ile birka¢c mikron boyut araliginda polimerik fiberler
tretilmesine olanak taniyan ucuz bir yontemdir. Kontrollii salim uygulamalarinda
elektroegirme yontemi enkapsiilasyon gibi diger yontemlere gore daha avantajlidir.
Elektroegirme yonteminde ilag¢ yiikleme verimi diger yontemlere gore daha yiiksektir.
Ayrica ilag salim profili nanofiberlerin bilesimi, gozenekliligi ve morfolojileri degistirilerek
istenen bi¢imde ayarlanabilir. Ilag ve polimeri igeren ¢dzeltinin spinlenmesi ile ilag

dogrudan fiberlere yiiklenir [156].
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Elektroegirme yontemi ile liretilen fiberlere hem hidrofilik hem de hidrofobik &zellikteki
ilaglar yiiklenebilmektedir. Ancak ilacin ilag-polimer-¢oziicii sistemindeki ¢ozintrliigl ve
uyumu ilacin salim kinetigine etki etmektedir [157].Yapilan ¢aligmalar; ilacin kisa siirede
salinmasinin ve baslangigta ani bir salim yapmasinin ilag-polimer-¢oziicii sistemindeki

uyumsuzluktan kaynaklandigini belirtmektedir [158-162].

Zamani ve ark. tarafindan yapilan ¢calismada PCL fiberlerin yapisina yiiklenen metronidazol
benzoatin diisiik bir ani salimla 19 giin boyunca kontrollii olarak salindig1 belirtilmistir.
Metronidazol benzoat ve PCL hidrofobik 6zellik gdstermektedir. ilag ile polimer arasindaki
uyumluluk ve ¢ekimin ilacin nanofiberlere yiiklenmesinde 6nem tasidigi belirtilmis ve
yapilan ¢aligmada; ilacin uzun siire salinmasi, ilacin nanofiberlere basarili bir sekilde

yiiklenmesine baglanmistir [156].

Shi ve ark. tarafindan gergeklestirilen ¢aligmada hidrobik bir polimer olan PCL yapisina
hidrofilik bir ila¢ olan metronidazol yliklenmistir. Ayni1 miktarda metronidazol igeren farkl
nanofiber membranlar 1 hafta icerisinde yapilarindaki metronidazoliin %90’ 1indan fazlasim
salmiglar ve yiiksek bir ani salim sergilemislerdir. 7-14. gilinler arasinda salim profili
lineerdir ve 14. giinde tiim membranlar i¢in kiimiilatif salim %97’den fazlasina ulagsmistir

[67].

PCL nonpolar, metronidazol ise polar olmasina ragmen bu maddeler aralarinda kurduklari
hidrojen baglarindan dolay1 iyi bir uyumluluk gostermektedirler. Shi ve ark. metronidazol
yapisinda bulunan —OH, C=N ve —-NO: gruplarindaki oksijen ve azot atomlarinin PCL’in
yapisinda bulunan —CH grubundaki hidrojen atomu ile hidrojen bagi olusturabilecegini
ayrica metronidazol yapisindaki —NO> ve —OH gruplarindaki hidrojen atomunun PCL’in
ester gruplariyla hidrojen bag1 olusturabilecegini belirtmislerdir [67]. Metronidazol ile PCL

arasinda olusan bu hidrojen baglarinin sematik gosterimi Sekil 4.10°da verilmistir.

Metronidazol salimi1 37°C’de sodyum azid iceren PBS ortaminda gergeklestirilmis ve salim
kinetigi nanodrop ile 319 nm dalga boyunda spektrofotometrik olarak takip edilmistir.
Agirlikca % 5, 10 ve 15 metronidazol igeren PCL fiberler ile kapl kitosan membranlara ait

salim grafigi Sekil 4.11°de verilmistir.
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Sekil 4.11. Farkli miktarlarda Mz iceren PCL fiberler ile kapli kitosan membranlardan
kiimtlatif Mz salim grafigi
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Kiimiilatif metronidazol salimi, mg PCL basina salinan pug Mz olarak verilmistir. Salim
profiline gore, PCL yapisina eklenen Mz miktari arttik¢a salinan Mz miktar1 da artmaktadir.
%10 Mz iceren membran yliksek bir ani salimla 2. saatte mg PCL basma 69.34 pg Mz
salmistir. 2-24. saatler arasinda salim grafigi lineerdir ve 24. saatte mg PCL basina 69.40 ug
Mz salinmstir. %15 Mz iceren membran da yiiksek bir ani salim gostererek 2. saatte mg
PCL bagma 92.35 ng Mz salmistir. Benzer sekilde 2-24. saatler arasinda salim grafigi
lineerdir. 24. saatte mg PCL basina 94.66 ng Mz salinmistir. Sonug olarak her iki membran
da igerdigi ilag miktarin biiylik bir miktarin1 2 saat igerisinde salmistir. %5 Mz iceren
membran diger membranlara gére daha yavags bir ani salim gostermistir. 6. saatte mg PCL
basma 21.00 ug Mz salinmistir. 6-24. saatler arasinda salim grafigi lineerdir ve 24. saatte
24.12 pg Mz salinmstir. Sonug olarak %5 Mz yiiklii membran 6 saat igerisinde igerdigi ilag

miktariin biiylik bir miktarini salmistir.

Reise ve ark. tarafindan yapilan bir ¢aligmada elektroegirme yontemiyle agirlikca %1, 5, 10,
20, 30 ve 40 metronidazol igeren poli(l-laktid-ko-d/I-laktid) fiberler iiretilmis ve fiberlerden
Mz salim kinetigi incelenmistir. Tiim fiberler ilk 48 saat igerisinde yapilarindaki
metronidazoliin yaklasik olarak %20’sini salmistir. %10 ve 20 (w/w) metronidazol i¢eren
fiberler en diisiik fiber ¢aplarina sahiptirler ve bu fiberlerden baslangigta hizli bir salim
gerceklesmistir. %20 Mz iceren fiberler PBS ortamina konulur konulmaz igerigindeki ilacin
%21’1ni, 48 saat icerisinde de %43’linli salmistir. Ancak daha yiiksek ¢apl fiberler PBS
ortamina daldirildiginda yapilarindaki ilacin ¢ok az bir miktarini salmistir. Tiim fiberler ilk
iki gilin hizli bir salim profili sergiledikten sonra ilerleyen giinlerde salim grafigi daha lineer

bir hal almistir [163].

Literatiirde gerceklestirilen salim ¢alismalarinda, metronidazol salimi fiberlerin bilesimine,
tiirline ve morfolojilerine bagli olarak farklilik gostermektedir. Sonug olarak tez kapsaminda

gelistirilen membrandan metronidazol salimi gergeklestirilmistir.
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4.3.2. Antibakteriyel Etkinlik

Metronidazol salimmin antibakteriyel etkinligi, Bacteroides fragilis (B. fragilis, ATCC
25285, gram negatif, zorunlu anaerob), Streptococus sanguinis (S. sanguinis, ATCC 29667,
gram pozitif, mikroaerofil), Staphylococcus aureus (S. aureus, ATCC 25923, gram pozitif,
fakiiltatif anaerob) ve Escherichia coli (E. coli, ATCC 25922, gram negatif, fakiiltatif
anaerob) standart bakteri suslari ile belirlenmistir. Bunun icin PCL fiberler ile kapl
membran ve %35, 10 ve 15 (agirlik¢a) metronidazol igeren PCL fiberler ile kapli membranlar
(6 mm) olmak iizere 4 grup kullanilmistir. Ayrica karsilastirma yapmak amaciyla standart
metronidazol (5 pg/ 6 mm disk) diski de kullanilmistir. Elde edilen goriintiiler (Sekil 4.12)
incelendiginde standart metronidazol diski de dahil olmak iizere Orneklerin hicbirinde

inhibisyon zon ¢ap1 gézlenmemistir.

Sekil 4.12. Membranlardan salinan metronidazol’iin antibakteriyel etkinligi: (a) E. coli, (b)
S. aureus, (c,d) B. fragilis
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Chen ve ark. tarafindan yapilan g¢alismada farkli oranlarda etilen glikol dimetakrilat
(EGDMA) igeren polimetakrilik asit (PMAA) nano jeller iiretilmis ve nano jellere daldirma
yontemiyle metronidazol yliklenmistir. Nano jeller icerigindeki EGDMA miktarina bagl
olarak farkli miktarlarda metronidazol ile yiiklenmis ve nano jelden salinan metronidazol’iin
antibakteriyel etkinligi B. fragilis susu ile belirlenmistir. Mz/PMAA-1 (23.2 ug Mz/mg),
Mz/PMAA-2 (69.1 pg Mz/mg), Mz/PMAA-3 (47.7 ng Mz/mg) nano jellere ait inhibisyon
zon gaplari sirastyla 12.7 mm, 10.8 mm ve 8.9 mm olarak bulunmustur [164]. EI-Newehy
ve ark. tarafindan yapilan bir diger ¢calismada da elektroegirme yontemi ile polivinil alkol
(PVA)/polietilen oksit (PEO)/metronidazol igeren nano fiberler iiretilmis ve fiberlerden
saliman metronidazoliin antibakteriyel etkinligi Escherichia coli, Pseudomonas aeruginosa,
Aspergillus niger, Penicillium notatum ve Aspergillus flavus suslar1 ile belirlenmistir.
Gelistirilen sistemin E. coli tizerinde olusturdugu inhibisyon zon ¢ap1 540. dk da 3.5 mm
olarak Ol¢iilmiistiir [165]. Ferreira ve ark tarafindan yapilan c¢alismada propolis ve
metronidazol igeren mikropartikiiller liretilmis ve iiretilen mikropartikiillerin antibakteriyel
etkinligi S. aureus ve E. coli’yi de igeren pek ¢ok sus ile belirlenmistir. Metronidazol’iin S.
aureus ve E. coli iizerindeki minimum inhibisyon konsantrasyonu (MIC) sirastyla; 37.50 ve
75.00 mg/mL olarak belirlenmistir [166]. Frauenhoffer ve ark. tarafindan gergeklestirilen
calismada metronidazol, amoksisilin ve metronidazol/amoksisilin kombinasyonun S.
sanguinis, Fusobacterium nucleatum ve Porphyromonas gingivalis {izerindeki
antibakteriyel etkinligi incelenmis ve metronidazol’iin S. sanguinis iizerindeki MIC degeri
>128 (ng/mL) olarak belirlenmistir [167].

Literatiirde gergeklestirilen ¢alismalar incelendiginde metronidazol’iin B. fragilis, E. coli, S.
aureus, ve S. sanguinis bakteri suslar1 tizerinde etkili oldugu goriilmektedir. Tez kapsaminda
gerceklestirilen calismada metronidazol’lin antibakteriyel etkinliginin gdzlenememesinin
nedeninin membranlardan salinan metronidazol miktarinin MIC degerinin altinda
olmasindan kaynaklandig1 diistiniilmektedir. Standart metronidazol diskinde (5 pg/ 6 mm
disk) de antibakteriyel etkinligin gozlenememesi bu durumu desteklemektedir. Membran
yiizeyindeki PCL fiber kalinligi arttirilarak membranlardan salinan metronidazol’iin
antibakteriyel etkinligi gozlenebilir. Antibakteriyel etkinligin belirlenmesinde 6 mm c¢apa
sahip membranlar kullanilmistir, ancak tez kapsaminda gelistirilen bariyer membranin
boyutlar1 2x2 cm? olup cerrahi miidahale sirasinda, antibakteriyel etkinligin belirlenmesinde

kullanilan membran boyutundan daha biiyiik boyuttaki membran kullanilacaktir.
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Boylelikle, gelistirilen membranin yumusak dokudaki iltihap etkisini ortadan kaldirabilecegi

distiniilmektedir.

Pozitif kontrol olusturmak amaciyla penisilin, ampisilin, eritromisin, moksifloksasin,
doksisiklin,  klindamisin, amoksisilin  klavulanik asit ve gentamisin standart
antibiyotiklerinin bakteri suslar1 lizerindeki antibakteriyel etkinligi incelenmis ve elde edilen

inhibisyon zon ¢aplar1 Cizelge 4.3’de verilmistir.

Cizelge 4.3. Standart antibiyotiklerin antibakteriyel etkinlikleri

Suslar inhibisyon zon caplari (mm)

Standart antibiyotikler 2

P AM E MXF D CC AMC GN MET
10 10 15 5 30 2 30 10 5

S. aureus ATCC25923 33 28 27 27 28 26 30 24 -

E. coli ATCC25922 NT 19 NT 34 24 NT 24 26 -

S. sanguinis ATCC29667 35 33 25 27 25 30 35 24 -

B. fragilis ATCC 25285 NT 25 NT 35 28 35 40 20 -

P: penisilin, AM: ampisilin, E: eritromisin, MXF: moksifloksasin, D: doksisiklin, CC: klindamisin, AMC:
amoksisilin klavulanik asit, GN: gentamisin, MET: metronidazol, NT: test edilmedi, (-) etki gézlenmedi
2 ng/6 mm disk

4.4. Gelistirilen Bariyer Membranin Karakterizasyonu

4.4.1. SEM Analizi

Tez kapsaminda tiretilen membranlarin ylizey ve kesit morfolojileri alinan SEM goriintiileri
ile degerlendirilmistir. Membran iiretiminin her asamasi i¢in elde edilen SEM goriintiileri
yukaridaki boliimlerde verilmistir. Bu bolimde gelistirilen membrana ait kesit SEM
goriintlilerine yer verilmistir. Kitosan membranin gézenekli ylizeyi HA ve gbzeneksiz
yiizeyi PCL fiberler ile kaplandiktan sonra membran kalinligi SEM goriintiilerinden (Sekil
4.13) Image J programi kullanilarak 750.1+£21.9 um olarak hesaplanmaistir.
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Sekil 4.13. Tez kapsaminda gelistirilen bariyer membrana ait kesit SEM goriintiileri:
(a) 150X, (b) 250X

4.4.2. Sisme Calismalari

HA/Ch/PCL membranin 37°C’de PBS igerisinde (pH=7.4) 3 paralel oOrnek ile
gerceklestirilen sisme testlerinin sonucunda elde edilen denge sisme orani Cizelge 4.4’de
verilmigtir. Sigsme testinde 9 mm boyutundaki membran kullanilmis ve 6rneklerin sisme
oranlar1 (Q) Esitlik 3.1 kullanilarak hesaplanmistir. Elde edilen veriler zamana kars1 grafige

gecirilerek membrana ait sisme egrisi (Sekil 4.14) elde edilmistir.

Cizelge 4.4. Tez kapsaminda gelistirilen bariyer membrana ait sisme karakteristigi

Membran Dengeye ulasma siiresi Denge sisme orani
(s)
HA/Ch/PCL 1200 3.43+0.13

Membranlarin kuru ve sisme sonrasit goriintiileri incelendiginde, sisme sonrasinda
membranlarin hacminde artis gozlemlenmekte ve sismeye bagli olarak yap biitiinliigiinde

herhangi bir bozulma olmadan membranlar sekillerini korumaya devam etmektedir.

Sisme egrisi incelendiginde membranin ilk 10 saniyede hizli bir sekilde sistigi

goriilmektedir. Membran 20. dakikadan itibaren denge sismesine ulagmistir.
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Sekil 4.14. HA/Ch/PCL membrana ait zamana karsi sisme oranlar1 (Sisme ortami: PBS,
pH:7.4,37°C)

Gozeneklerin birbirleri ile olan baglantilart HA’in sagladigt mekanik dayanim ile
korunmakta ve gdzeneklerin ¢okmesi engellenmektedir. Ilgili literatiirde de belirtildigi gibi
birbiri ile baglantili gozenekler kapiler kuvvetlerle suyun hizli bir sekilde absorblanmasina

olanak tanirlar [168].

Kaynak G. (2012) tarafindan gerceklestirilen ¢alismada HA toz/kitosan hidrojelin (HA
partikiilleri hidrojel tiretimi sirasinda yapiya katilmistir) HA kaplama/kitosan hidrojele
(hidrojel mikrodalga destekli biyomimetik yontem ile HA ile kaplanmistir) gére daha yiiksek
sisme oranina sahip oldugu, ayrica her iki hidrojelin de bos kitosan hidrojele gére daha
yiiksek sisme oranina sahip oldugu belirtilmistir [92]. Xianmiao ve ark. tarafindan yapilan
calismada ise en yliksek sisme degerine bos kitosan membranda ulasildigi ve kitosan
membran yapisina eklenen HA miktarinin artmasiyla sisme oraninin azaldigr sonucuna
varitlmigtir [89]. Mota ve ark. tarafindan gergeklestirilen bir calismada ¢o6ziicli dokiim
yontemi ile kitosan/biyoaktif cam nano partikiil kompozit membranlar iiretilmistir. Uretilen
membranin PBS/lizozim ortaminda 5 dk igerisinde denge sismesine ulastigi belirtilmistir.
Hem kitosan hem de kitosan/biyoaktif cam nano partikiil membran %130 oraninda sigme

degeri gostermislerdir [2].
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Sonug olarak gelistirilen bariyer membran sahip oldugu goézeneklerin yarattigi kapiler

kuvvetlerle suyu absorblayarak 20 dk da sisme dengesine ulagmuistir.

4.4.3. Temas Acis1 Olgiimii
Membran yiizeylerinin hidrofilisitesi oda sicakliginda gerceklestirilen temas agis1 6l¢timleri

ile belirlenmistir. Ch/PCL ve Ch/PCL/%15 Mz membranlarin PCL fiberler ile kaph

yiizeylerinden elde edilen su temas agis1 degerleri Cizelge 4.5’de verilmistir.

Cizelge 4.5. PCL fiberler ile kapli membran yiizeylerinden elde edilen su temas agisi
degerleri

Membran Temas acisi (°)
Ch/PCL 129.9+1.43
Ch/PCL/%15 Mz 130.4+1.44

PCL fiber kapli yiizeye damlatilan su damlas1 damla seklini koruyarak yiizey iizerinde
yayilmamistir (Sekil 4.15 a). PCL hidrofobik bir polimer oldugundan bu beklenen bir
sonuctur. Ancak agirlikca % 15 Mz igeren PCL fiberler ile kapli membran ylizeyinde de su
damlas1 damla seklini koruyarak yiizey lizerinde yayilmamistir (Sekil 4.15 b). Metronidazol
hidrofilik bir antibakteriyel ajandir. Ancak PCL fiberlerin yapisina eklenen metronidazol

yiizeyin hidrofobik 6zelligine herhangi bir etkide bulunmamastir.

(a) (b)

Sekil 4.15. Membran ylizeylerinde su temas agilari: (a) Ch/PCL membran, (b) Ch/PCL/%15
Mz membran
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Xue ve ark. tarafindan gergeklestirilen bir ¢alismada elektroegirme yontemiyle farkli
oranlarda metronidazol i¢eren nano fiber membranlar iiretilmistir. Metronidazol icermeyen
ve agirlikca % 40 metronidazol igeren nanofiber membran yiizeylerine ait su temas acilari
sirastyla 129.64° ve 78.94° olarak ol¢iilmiis, metronidazol ilavesinin yapisinda bulunan
hidroksil ve polar imidazol halkas gibi fonksiyonel gruplardan dolayr membran yiizeyinin

hidrofilik 6zelligini arttidig: belirtilmistir [ 169].

4.4.4. Mekanik Dayanim Testi

Membranlarin mekanik dayanimlarinin belirlenmesi amaciyla gergeklestirilen ¢ekme testi
sonucunda elde edilen g¢ekme dayanimi, elastik modiil ve kopmadaki uzama degerleri
Cizelge 4.6°da verilmistir. Cekme testinde kullanilan her iki membranin da kuru haldeki

¢ekme dayanimi ve elastik modiil degerleri 1slak haldeki degerlerinden daha yiiksektir.

Cizelge 4.6. Membranlarin mekanik 6zellikleri

Membran Elastik modiil Cekme dayammm | Kopmadaki uzama
(MPa) (MPa) %
HA/Ch? 1.550+0.207 0.677+0.122 64.0+4.6
HA/ChP 0.370+0.029 0.273+0.030 71.0£4.0
HA/Ch/PCL? 2.090+0.238 0.948+0.123 74.0£11.0
HA/Ch/PCLP 0.725+0.136 0.418+0.053 75.5+3.5

Membranlarin 2kuru, °1slak haldeki mekanik 6zellikleri

Hem 1slak hem de kuru halde HA/Ch/PCL membran HA/Ch membrandan daha yiiksek
elastik modiill ve ¢ekme dayanimina sahiptir. Membran yiizeyinin PCL fiberler ile

kaplanmasi sonucunda membranin mekanik dayaniminin arttig1 goriilmektedir.

Membranlara ait hem kuru hem de 1slak haldeki gerilim-gerinim egrileri incelendiginde;
HA/Ch membran gerilim-gerinim egrisinde (Sekil 4.16 a,b) tek bir deformasyon bolgesine
sahipken, HA/Ch/PCL membranin gerilim-gerinim egrisinde (Sekil 4.16 c,d) iki tane
deformasyon bolgesine sahip oldugu goriilmektedir. Diisiik gerinim degerlerinde kitosan
membran kopmakta ve membran yiizeyindeki PCL fiberler uzamaya devam etmektedir.

Yiiksek gerinimlerde ise PCL fiberler kopmaktadir.
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Sekil 4.16. HA/Ch ve HA/Ch/PCL membranlara ait gerilim-gerinim egrileri: (a) HA/Ch kuru
haldeki, (b) HA/Ch 1slak haldeki, (¢c) HA/Ch/PCL kuru haldeki, (d) HA/Ch/ PCL 1slak
haldeki

Doku rejenerasyonu uygulamalari igin gelistirilen membranlar in vivo kosullardaki streslere
kars1 koyacak, cerrahi miidahale sirasinda yeterli dayanma gerilimine sahip olacak ve olusan
yeni dokulara zarar vermeyecek sekilde yeterli mekanik dayanima sahip olmak zorundadir.
YDR yonteminde kullanilan membranlar implantasyon 6ncesinde viicut s1vist ortamini taklit
etmek amaciyla tuz ¢ozeltisine daldirilmaktadir. Bu nedenle periodontal rejenerasyonda
kullanilacak olan membranlarin 1slak haldeki mekanik 6zellikleri son derece 6nem
tasimaktadir. Shi ve ark. tarafindan yapilan ¢alismada PCL nanofiber membranlarin kuru ve
islak haldeki ¢ekme dayanimlar sirasiyla 9.99+1.02 MPa ve 12.55+2.82 MPa olarak
Ol¢iilmiistiir. PCL membranin 1slak haldeki mekanik dayanimi kuru halden daha yiiksek
olarak bulunmustur [67]. Liao ve ark. tarafindan gergeklestirilen bir calismada nano-
karbonlanmis HA/kollajen/PLGA {i¢ tabakadan olusan kompozit bir membran iiretilmis ve
tiretilen membranin ¢ekme dayanimi ve elastik modiilii sirasiyla 9.7+1.7 MPa ve 1.2+0.5

GPa olarak bulunmustur [59]. Teng ve ark. tarafindan yapilan bir ¢aligmada
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kollajen/HA/kitosandan olusan ii¢ tabakali bir bariyer membran iiretilmis ve {iretilen
membranin ¢ekme dayanimi 9.7+1.5 MPa ve elastik modiilii 515.84103.9 MPa olarak

bulunmustur [7].

Bu bilgiler 1s181inda tez kapsaminda gelistirilen bariyer membranin mekanik 6zelliklerinin
literatlirde {iretilen bariyer membranlardan daha diigsik oldugu goriilmektedir. Bunun
nedeninin, gliserin muamelesi ile membranin esnekligindeki artisa bagli olarak mekanik
dayaniminin azalmasi oldugu diisiiniilmektedir. YDR/YKR uygulamalarinda gelistirilen
membranlarin periodontal rejenerasyon amacl kullanim potansiyelinin
degerlendirilmesinde sadece mekanik dayanim degil, membranin saglamasi gereken tiim
ozellikler (epitel hiicre goglinii engellemesi, kemik rejenerasyonunu saglamasi,
biyobozunurluk siiresi, mekanik dayanim ve kolay bir sekilde manipiile edilebilmesi) bir

arada degerlendirilmelidir.

4.4.5. Enzimatik Bozunma

Biyobozunurluk doku miihendisligi uygulamalarinda doku olugumu agisindan son derece
onemli bir 6zelliktir [ 170]. Membranin bozunma hiz1 yeni dokunun olusum hiziyla ortiismeli
yani, hasarli bolge tamamen rejenere oldugunda membran tamamen bozunmus olmalidir
[51]. Genel bilgiler kisminda da bahsedildigi gibi periodontal rejenerasyonun basaril bir

sekilde gerceklesebilmesi icin membran en az 4-6 hafta agiz ortaminda bulunmalidir.

Kitosan lizozim tarafindan deasetilasyon derecesine bagl olarak kolaylikla hidrolize olur
[171]. Kitosanin deasetilasyon derecesi arttik¢a kitosan yapisindaki lizozomal baglanma igin
gerekli olan asetil gruplarinin azaldigi ve buna bagli olarak da lizozomal bozunmanin

azaldig1 yapilan ¢alismalarla gosterilmistir [170].

Bu calismada HA/Ch/PCL membranlarin lizozim ortamindaki bozunurluklar1 28 giinliik
kiltlir siiresi boyunca takip edilmistir. Elde edilen sonuglara gore sadece DMEM ve
DMEM/lizozim ortamlarinda kiiltiire edilen membranlarin agirliklarinda 28 giin boyunca

herhangi bir degisim gozlenmemistir.

Mota ve ark. tarafindan gerceklestirilen ¢alismada kitosan/biyoaktif cam nano partikiil
kompozit membranlar PBS/lizozim ortaminda kiiltiire edilmis ve 14 hafta boyunca
membranlarin agirliklarinda herhangi bir degisim olmadigi ve in vitro’da oldukga yavas bir
sekilde bozunduklar1 belirtilmistir [2]. Hong ve ark. tarafindan yapilan bir c¢alismada

daldirma-¢oktiirme faz evirme yontemi ile asimetrik gozenekli kitosan membranlar tiretilmis
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ve membranlarin lizozim ortaminda kiiltiire edilmis ve 60 giin sonra membranin neredeyse
tamaminin bozundugu gozlemlenmis ve membranin in vitro’da 5-6 hafta yapisal

biitlinliigiinii korudugu belirtilmistir [62].

Sonug olarak literatiirde yapilan ¢aligmalarla uyumlu olarak gelistirilen membranin in vitro

kosullarda oldukga yavas bir sekilde bozundugu belirlenmistir.

4.5. Hiicre Kiiltiir Calismalan

Tez kapsaminda gelistirilen bariyer membranin periodontal rejenerasyon amaglt kullanim
potansiyeli membranin sert doku ile temas edecek olan gozenekli kisminda MC3T3-E1
preosteoblast ve yumusak doku ile temas edecek olan gdzeneksiz kisminda ise MDBK hiicre

hatt1 ile gerceklestirilen hiicre kiiltiir ¢alismalart ile belirlenmistir.

4.5.1. MC3T3-E1 Hiicre Kiiltiir Calismasi

Tez kapsaminda iretilen Ch, HA/Ch, HA/BMP-6/Ch ve HA/Ch/PCL membranlar
kullanilarak fibroblastik yapidaki fare preosteoblastik MC3T3-E1 hiicre hatt1 (ikilenme
stiresi: 36 sa, No: RCB1126, Riken Cell Bank, Japonya) ile 28 giin boyunca durgun

kosullarda hiicre kiiltiir calismalar1 yapilmstir.

Yapilan analizler ile preosteoblastik hiicrelerin membranlar {izerindeki canliliklari,
morfolojileri ve osteoblastik farklilagmalar1 incelenmistir. HA kaplamanin ve BMP-6

varliginin farklilasmaya etkisi diger membranlar ile karsilastirilarak degerlendirilmistir.

4.5.1.1. PrestoBlue Analizi

Hiicrelerin dort farkli membran {lizerindeki canliliklar1 PrestoBlue analizi ile belirlenmis ve
sonuglar gilinlere kars1 optik yogunluk degeri olarak Sekil 4.17°de verilmistir. Hiicre
ekiminden sonra tiim membranlarda hiicreler tutunmus ve ¢ogalmaya devam etmislerdir.
Kiiltiirlin birinci gilintinde kontrol grubu olan Ch membran ile diger membranlar arasinda
hiicre canliligi agisindan anlamhi bir fark goézlenmemistir (p>0.05). Ancak, HA/Ch
membrandaki hiicre canliligt HA/BMP-6/Ch ve HA/Ch/PCL membranlardan daha fazladir
(p<0.05). Kiiltiirtin tgiincli giiniinde en yiiksek hiicre canliligina HA/Ch membranda
ulagilmistir. HA/Ch membrandaki hiicre canliligi kontrol grubu olan Ch membrana gore
anlamli derecede artmistir (p<0.01). Ancak HA/BMP-6/Ch ve HA/Ch/PCL membranlardaki

hiicre canliliinin hem Ch membrandan hem de HA/Ch membrandan daha az oldugu
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gbzlemlenmistir. Kiiltliriin besinci gliniinde ise Ch membran ile HA/Ch membran arasinda
anlamli bir fark gézlenmemistir. BMP-6 iceren membrandaki hiicre canliligr ise hem Ch
membrandan (p<0.05) hem de HA/Ch membrandan (p<0.01) daha disiiktir. Ch ve
HA/Ch/PCL mebranlar arasinda hiicre canlilig1 acgisindan anlamli bir fark gézlenmemis
ancak HA/Ch/PCL membrandaki hiicre canliligt HA/Ch membrandan diisiik ¢ikmistir
(p<0.05). Kiiltiirlin on dordiincii giiniinde HA/Ch membrandaki hiicre canliligi Ch (p<0.01)
ve HA/BM-6/Ch (p<0.05) membranlara gore anlamli derecede artmustir. HA/Ch ve
HA/Ch/PCL membranlar arasinda ise hiicre canliligi agisindan anlamli bir fark

gozlenmemistir. Bu iki membranin da hiicre ile temas eden yiizeyleri HA ile kaplidir.
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Sekil 4.17. Ch, HA/Ch, HA/BMP-6/Ch ve HA/Ch/PCL membranlar iizerinde ¢ogalan
MC3T3-El hiicrelerine ait PrestoBlue grafigi (Istatistiksel olarak anlamli farklilik, n=3,
kontrol grubu kitosan iken * p<0.05, ** p<0.01, *** p<0.001; kontrol grubu HA/Ch iken #
p<0.05, ## p<0.01, ### p<0.001)

21. ve 28. giinlerde ise gruplar arasinda anlamli farklar gdzlenmemistir. Genel olarak
PrestoBlue verileri incelendiginde her dort grupta da 21 giin boyunca absorbans degerleri
artmistir.  Sadece BMP-6 iceren grupta 5. gilinde bir Onceki giine gore azalma
gozlemlenmistir. 21. glinde hiicre canlilig1 biitiin gruplarda en yiiksek degerine ulagsmis ve

21. glinden sonra tiim gruplarda hiicre canlilif1 azalmaya baglamistir.
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Sonug olarak hiicrelerin dort farkli membran yiizeyinde de tutunup ¢ogaldiklari, fakat en
yiiksek tireme hizint HA/Ch membranda gosterdikleri belirlenmistir. Ayrica, BMP-6’nin
MC3T3-E1 preosteoblast hiicrelerinin iiremesi iizerine herhangi bir etkisinin olmadigi

sonucuna varilmistir.

Kaynak G. (2012) tarafindan gergeklestirilen ¢alismada kitosan siipergdzenekli hidrojel
(SPH), kitosan HA/kaplama SPH ve kitosan HA/toz SPH doku iskeleleri tizerinde MC3T3-
E1 preosteoblast hiicreleri kiiltiire edilmis ve hiicrelerin her {i¢ iskeleye de tutunup ¢ogaldigi
fakat en yiiksek tireme hizini kitosan/HA kaplama SPH iizerinde gosterdikleri belirlenmistir.
Bu sonug kaplamadaki hidroksiapatitin sahip oldugu kemik benzeri yapi ile hiicrelerin dogal
ortamini taklit etmesi ile aciklanmistir [92]. Kong ve ark. tarafindan yapilan bir ¢alismada
kitosan/HA kompozit ve kitosan doku iskeleleri iiretilmis ve iiretilen iskeleler 5xSBF
¢ozeltisi ile muamele edilerek her iki iskelenin de yiizeyi HA ile kaplanmustir. Iskeleler
tizerinde MC3T3-E1 hiicreleri kiiltiire edilmis ve hiicrelerin apatit kapli kompozit iskele
tizerindeki iireme hiz1 apatit kapl kitosan iskeleye gore daha yiiksek bulunmustur [172].
Akman ve ark. tarafindan gergeklestirilen ¢alismada BMP-6 yiiklii kitosan doku iskelelerinin
MC3T3-EI hiicreleri iizerine olan etkisi incelenmistir. Bu amagla kitosan, BMP-6 yiiklii
kitosan ve kitosan/BMP-6 kiiltiir ortamina eklenen olmak {izere ii¢ ayr1 grup lizerinde
MC3T3-E1 hiicreleri kiiltiire edilmigtir. BMP-6 yiiklii kitosan iskelenin hiicre iiremesini
kitosan ve kitosan/BMP-6 kiiltiir ortamina eklenen gruplarla benzer sekilde destekledigi
sonucuna varilmustir [133]. Grasser ve ark. BMP-6 muamelesinin, BMP-6 ile muamele
edilmemis kontrol grubu ile karsilastirildiginda insan osteoblast hiicrelerinin proliferasyonu
tizerinde herhangi bir etkiye neden olmadigini gostermislerdir [173]. Wan-Peng Xu ve ark.
ise BMP-6 muamelesinin periodontal ligament hiicrelerinin proliferasyonunu arttirdigini
gostermislerdir [174]. Soran ve ark. tarafindan yapilan ¢alismada BMP-6 yiikli aljinat
mikrokiire igeren kitosan doku iskelesi liretilmis ve iiretilen iskeleler lizerinde kemik iligi
kokenli sican mezenkimal kok hiicreleri kiiltiire edilmistir. Kontrol gruplari olusturmak
amaciyla kitosan ve kitosan/BMP-6 kiiltiir ortamina eklenen gruplar da kullanilmistir. BMP-
6 yiiklii aljinat mikrokiire iceren kitosan doku iskeleler iizerinde kiiltiire edilen hiicrelerin
mitokondriyal aktivitelerinin 7. giinden sonra diger gruplara gére onemli derecede artis

gosterdigi belirlenmistir [1].

Tez kapsaminda gergeklestirilen ¢alismada HA’in varligi literatiirde yapilan ¢alismalarla
uyumlu olarak MC3T3-E1 hiicrelerinin ¢ogalmasini desteklemistir. Ancak BMP-6’nin hiicre

cogalmasi ilizerine herhangi bir etkisi gézlemlenmemistir.
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4.5.1.2. Taramal Elektron Mikroskobu (SEM) Analizi

Hiicrelerin membran yiizeyine tutunmasi ve yayilmasi, hiicre ¢ogalmasi ve farklilasmasi
acisindan 6nemlidir. Tez kapsaminda {iretilen kitosan bazli membranlar ile hiicreler
arasindaki etkilesim ve hiicrelerin membran yiizeyindeki morfolojileri SEM analizi ile

incelenmistir.

Kitosan membranlar iizerinde kiiltiire edilen MC3T3-E1 hiicrelerinin kiltiiriin 2., 7. ve 14.
giinline ait morfolojileri Sekil 4.18’de verilmistir. Hiicrelerin kitosan membran ylizeyine
tutunduklari, yayildiklart ve sitoplazmik uzantilar ile birbirleri ile temas kurduklart Sekil
4.18 a-d’de goriilmektedir. Ayrica Sekil 4.18 f’den de goriildiigii gibi hiicreler sadece
yiizeyde degil ayn1 zamanda i¢sel baglantili gézeneklerden membranin i¢ bolgelerine dogru
yayllmaya devam etmislerdir. Kiiltiiriin 7. giiniinde (Sekil 4.18 e) hiicreler yilizeyde
cogalarak kendi hiicre dis1 matrikslerini liretmeye baglamiglardir. 7.giinden itibaren hiicre
cogalmasinin hizla arttig1 ve 14. giinde (Sekil 4.18 1) hiicrelerin ve iirettikleri hiicre disi
matriksin membran ylizeyini neredeyse tamamen kapladigi gézlenmistir. Ayrica 14. glinde
membran yilizeyinde kollajen fiberlerin olusmaya basladigr belirgin bir sekilde

goriilmektedir (Sekil 4.18 1)
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Sekil 4.18. Kitosan membran iizerinde cogalan MC3T3-El hiicrelerine ait SEM goriintiileri: (a) 2. giin, 250X; (b) 2. giin, 1,000X; (c) 2. giin,
2,500X; (d) 2. giin, 5,000X; (e) 7. gilin, 250X; (f) 7. giin, 1,000X; (g) 7. giin, 2,500X; (h) 7. giin, 5,000X; (1) 14. giin, 250X; (j) 14. giin, 1,000X;
(k) 14. giin, 2,500X; (1) 14. giin, 5,000X
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HA/Ch membranlar iizerinde yayilip ¢ogalan hiicrelerin 2., 7. ve 14. giin goriintiileri sirastyla
Sekil 4. 19 a-d, Sekil 4.19 e-h ve Sekil 4.19 1-m’de verilmistir. Kiiltiirlin 2. gliniinde hiicreler
sadece membran ylizeyine degil ayn1 zamanda sitoplazmik uzantilar1 ile gézeneklerin
arasma da tutunmuglardir (Sekil 4.19 b). Membran yiizeyinde bulunan HA kaplamalar ile
hiicrelerin etkilesimi SEM goriintiilerinden net bir sekilde goriilmektedir (Sekil 4.19 c,d). Bu
goriintiilerden HA kaplamanin hiicre canlilifi ya da morfolojisi {izerine higbir olumsuz

etkisinin olmadig1 anlasilmaktadir.

Hiicreler hidroksiapatitleri hem kimyasal hem de fiziksel agidan uygun mikrotopografik
yapilar olarak algilamaktadir. Bu algilamaya bagli olarak hiicreler sitoplazmik uzantilari ile
HA partikiillerine dogru yonelmektedirler. Boylece hiicreler HA’in osteoindiiktif etkisi ile
farklilasmaya dogru gitmektedirler [92].

Kiiltiiriin 7. gilintinde hiicre sayisinda 6nemli 6l¢iide artis gozlemlenmis ve hiicreler yogun
bir sekilde kendi hiicre dis1 matrislerini salgilamaya baslamislardir (Sekil 4.19 e,f). Kitosan
membranda goriilmeyen mineral kiimeleri HA/Ch membranda 7. giinden itibaren goriilmeye
baslanmistir (Sekil 4.19 g,h). Mineral kiimelere ait Ca/P oran1 EDX analizi ile 2.03+0.098

olarak hesaplanmustir.

14. giinde ise membran yiizeyi hiicreler ve salgiladiklar1 hiicre dis1 matris ile tamamen
kaplanmustir (Sekil 4.19 1,j). Ayrica hiicre membranlarinin tizerinde 7. giinde goriilmeye
baslanan mineral birikimleri 14. giinde de gortilmustiir (Sekil 4.19 k,1). Kitosan membranda
14. giinde olugsmaya baglayan kollajen fiberler HA/Ch membranda tamamen olusmustur.

Sekil 4.19 m’den kollajen fiberler net bir sekilde goriilmektedir.

Sonu¢ olarak HA/Ch membran MC3T3-E1 hiicrelerinin tutunmasini, yayilmasini,
cogalmasini ve osteoblastik farklilagsmasint HA’in sagladig osteoindiiktif ve osteokondiiktif

etki ile kitosan membrana gore daha fazla desteklemektedir.
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Sekil 4.19. HA/Ch membran iizerinde ¢ogalan MC3T3-E1 hiicrelerine ait SEM goriintiileri: (a) 2. giin, 250X; (b) 2. giin, 1,000X; (c) 2. giin, 2,500X;
(d) 2. giin, 2,500X; (e) 7. giin, 100X; (f) 7. gilin, 500X; (g) 7. gilin, 5,000X; (h) 7. giin, 10,000X; (1) 14. giin, 250X; (j) 14. giin, 500X; (k) 14. giin,
1,000X; (1) 14. giin, 2,500X; (m) 14. giin, 10,000X
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b—————— EWT=1500kv _ SignaiA=SE1__Mag= 500X

87



HA/BMP-6/Ch membranlar iizerinde yayilip ¢ogalan hiicrelerin 2., 7. ve 14. giin goriintiileri
strastyla Sekil 4.20 a-d, Sekil 4.20 e-h ve Sekil 4.20 1-1’de verilmistir. Membran yiizeyindeki
kaplamanin net bir bigimde goriilmesi (Sekil 4.20 d,h) mikrodalga ile yapilan kaplamanin
membran iizerindeki kararliliginin gostergesidir. Sekil 4.20 h’den hiicrelerin HA partikiilleri
ile etkilesime girdikleri goriilmektedir. BMP-6’nin varligi 7.glinden itibaren kendini
gostermeye baglamistir. Kitosan ve HA/Ch membranlarla karsilastirildiginda, HA/Ch/BMP-
6 membranda 7. giinde olduk¢a yogun bir hiicre dis1 matris liretimi gozlenmistir (Sekil 4.20
e). 14. giinde hiicre sayisinin artmasiyla hiicreler tarafindan salgilanan hiicre dis1 matris daha
da artmis ve membran ylizeyi neredeyse tamamen hiicreler ve hiicre dist matris ile

kaplanmustir.

BMP-6 uygulamasinin preosteoblastik MC3T3-E1 hiicrelerinin hiicre dis1 matris liretmeleri

tizerinde hem hizlandirici hem de arttirici etkiye sahip oldugu sonucuna varilmistir.

Akman ve ark. tarafindan yapilan ¢alismada BMP-6 uygulamasinin MC3T3-E1 hiicreleri
tarafindan sentezlenen hiicre dis1 matris miktarini arttirdigi sonucuna varilmistir. Kontrol
grubu olan kitosan iskeleye gore BMP-6 igeren gruplarda daha yogun bir hiicre dig1 matris
sentezi gozlemlenmistir. Ancak en yogun hiicre dis1 matrise BMP-6 yiiklii kitosan iskelede
rastlanilmistir. Kitosan iskelede 28. giinde, kitosan/BMP-6 kiiltiir ortamina eklenen grupta
ise 21. glinde gozlenen hiicre dis1 matris yogunlugu BMP-6 yiiklii doku iskelesinde 7. glinde
gozlenmistir [133].

Hiicre dis1 matris osteoblastik hiicrelerin hiicresel fonksiyonlarmin diizenlenmesinde
olduk¢a dnemli bir rol oynamaktadir. Tip I kollajen basta olmak iizere hiicre dis1 matris
bilesenlerinin sentezlenmesi mineralizasyon agisindan gereklidir. Hiicre dis1 matris
bilesenleri sadece iizerlerinde mineral birikimlerinin oldugu bir fiziksel sablon degildir.
Ayni zamanda hiicre yapisinin degismesine ve osteoblastlarin gen ekspresyonlarina da

katkida bulunmaktadirlar [133].

Sonug olarak BMP-6 uygulamasi MC3T3-E1 hiicre iiremesi tizerine etki etmezken hiicreler
tarafindan sentezlenen hiicre dis1 matris miktarini arttirmistir. HA/Ch membran MC3T3-E1
hiicrelerinin tutunmasini, yayilmasi, cogalmasini ve farklilasmasint BMP-6 olmadan basarili
bir sekilde desteklemektedir. Ancak hiicre dis1 matrisin hiicreler lizerine olan etkisi goz
Oniline alindiginda HA kapli membran yiizeyinin BMP-6 ile zenginlestirilmesi hiicresel

fonksiyonlar1 daha da desteklemektedir.
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Sekil 4.20. HA/BMP-6/Ch membran tizerinde ¢ogalan MC3T3-E1 hiicrelerine ait SEM goriintiileri: (a) 2. giin, 250X; (b) 2. giin, 500X; (¢) 2. giin,
1,000X; (d) 2. giin, 1,000X; (e) 7. giin, 250X; (f) 7. glin, 1,000X; (g) 7. giin, 1,000X; (h) 7. giin, 2,500X; (1) 14. giin, 250X; (j) 14. giin, 1,000X;
(k) 14. giin, 1,000X; (1) 14. giin, 5,000X
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Sekil 4.21. HA/Ch/PCL membran iizerinde cogalan MC3T3-E1 hiicrelerine ait SEM goriintiileri: (a) 2. giin, 250X (b) 2. giin, 2,500X; (c) 2. giin,
2,500X; (d) 2. giin, 2,500X; (e) 2. giin, 5,000X; (f) 7. giin, 250X; (g) 7. giin, 1,000X; (h) 7. giin, 2,500X; (1) 7. giin, 5,000X; (j) 7. giin, 10,000X;
(k) 14. giin, 500X; (1) 14. giin, 1,000X; (m) 14. giin, 2,500X; (n) 14. giin, 5,000X
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HA/Ch/PCL membranlar iizerinde yayilip ¢ogalan hiicrelerin 2., 7. ve 14. giin goriintiileri
sirastyla Sekil 4.21 a-e, Sekil 4.21 f-j ve Sekil 4.21 k-n’de verilmistir. HA/Ch ve HA/Ch/PCL
membranlarin MC3T3-E1 hiicreleri ile etkilesen yiizeyleri aynidir. Membran yiizeyindeki
HA kaplama ve hiicrelerin HA partikiilleri ile olan etkilesimi Sekil 4.21 b’den agikca
goriilmektedir. 2. giinde hiicreler sitoplazmik uzantilar1 aracilifiyla membran yiizeyinde
yayilmis ve birbirleri ile temas kurmuslardir (Sekil 4.21 d,e). 7. glinde hiicreler ¢ogalmis ve
kendi hiicre dis1 matrislerini lireterek membran yiizeyini énemli 6l¢lide kaplamiglardir.
HA/Ch membrana benzer sekilde 7. giinde mineral kiimeleri gortilmektedir (Sekil 4.21 1j).
14. giinde ise membran yiizeyi hiicreler ve salgiladiklar1 hiicre dist matrisle tamamen
kaplanmistir (Sekil 4.21 k) ve ayn1 zamanda mineral birikimleri 14. giinde de goriilmeye

devam etmistir (Sekil 4.21 h).

4.5.1.3. Alkalen Fosfataz (ALP) Boyamasi

Osteoblastlar farklilagmalar1 sirasinda osteopontin, alkalen fosfataz ve osteokalsin gibi
farklilasmalarinin belirteci olan bir takim genler sentezlerler. ALP aktivitesi osteoblastik
farklilagsmanin erken donem belirteglerindendir [175]. ALP boyama tutunan hiicrelerde ALP
enzim aktivitesinin kirmizi renge boyandigi bir yontemdir. Kitosan bazli membranlar
tizerinde ¢ogalan MC3T3-EI hiicrelerine kiiltiiriin 7. 14. ve 21. giinlerinde ALP boyamas1
yapilmustir. Hiicreler sonrasinda optik mikroskop ile incelenmis ve membran yiizeyindeki

hiicrelere ait optik mikroskop goriintiileri Sekil 4.22°de verilmistir.

Optik mikroskop goriintiileri incelendiginde ALP enzim aktivitesinin 7. gilinde tiim
gruplarda 14. ve 21. giinlere kiyasla daha yiiksek oldugu goriilmektedir. 7. giinde ALP enzim
aktivitesi HA/Ch, HA/BMP-6/Ch ve HA/Ch/PCL membranlarda Ch membrana gére daha
yiiksektir.
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Sekil 4.22. Kitosan bazli membranlar {izerinde cogalan MC3T3-E1 hiicrelerine ait ALP boyama sonrasi optik mikroskop goriintiileri: Ch membran:
(a) 7. glin, 20X; (e) 14. glin, 20X; (1) 21. giin, 20X; HA/Ch membran: (b) 7. giin, 20X; (f) 14. giin, 20X; (j) 21. giin, 20X; HA/BMP-6/Ch membran:
(c) 7. giin, 20X; (g) 14. giin, 20X; (k) 21. giin, 20X; HA/Ch/PCL membran: (d) 7. giin, 20X; (h) 14. giin, 20X; (1) 21. giin, 20X
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4.5.1.4. RT-PCR Analizleri

Osteojenik farklilagsma sirasinda kollajen I (KOL I), osteonektin, kemik siyaloproteini,
osteopontin  (OPN) ve osteokalsin (OCN) gibi genlerin ekspresyonlarinda artis
gozlenmektedir [176]. Sunulan tez ¢aligmasi kapsaminda membranlara ekilen hiicrelerin
osteoblastik farklilasmasinin belirlenmesi amaciyla hiicrelerdeki KOL I, RunX2, OCN ve

OPN gen ifadeleri RT-PCR analizi ile belirlenmistir.

Yeni kemigin olusumu sirasinda Oncelikli olarak hiicreler ¢ogalmakta ve ¢ogalan
osteoblastlar, osteoblastlarin birincil gen iiriinii olan KOL I salgilamaktadir. Kemik hiicre
dis1 matrisi ¢ogunlukla KOL I’den olusmaktadir. KOL I kollajenéz olmayan proteinlerin
birikimi i¢in bir alt yap1 olusturmakta ve ayni zamanda kalsifikasyonda 6nemli bir rol
oynamaktadir. Tip 1 kollajen iiretimi osteoblastlarin farklilasma ve olgunlasma

donemlerinde azalmaktadir [91,176].
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Sekil 4.23. Ch, HA/Ch, HA/BMP-6/Ch ve HA/Ch/PCL membranlar iizerinde ¢ogalan
MC3T3-EI hiicrelerine ait bagil kollajen I gen ifadesi grafigi (istatistiksel olarak anlami
farklilik, n=3, kontrol grubu kitosan iken ** p<0.01)

Membranlar iizerindeki hiicrelerin KOL I ekspresyonlart incelendiginde (Sekil 4.23) tiim
gruplarda kollajen I gen ekspresyonu 21. giinle kiyaslandiginda 14. giinde en yiiksektir. 14.
giin degerleri kendi i¢inde degerlendirildiginde ise kitosana gére HA/BMP-6/Ch grubunun
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KOL | ekspresyonunun yaklasik 1.7 kat fazla oldugu goriilmiistiir (p<0.01). Diger gruplar
arasinda ise herhangi bir anlamli farklilik gézlenmemistir (p>0.05). 21. giinde tiim gruplarin
kollajen-I ekspresyonlar1 azalmis ve gruplar arasinda anlamli bir farkliliga rastlanilmamistir

(p>0.05).

RunX2 osteoblastik farklilagsma igin gerekli olan bir diizenleyici faktordiir. Yapilan
caligmalarla RunX2 gen mutasyonuna sahip farelerde kemik doku olusumunun
gozlenmedigi kanitlanmistir [177]. RunX2 osteojenik farklilasmanin erken donemlerinde
kemik matris proteinlerinin ekspresyonlarini tetikler ancak, olgun osteoblastlarda bu
genlerin ekpresyonu icin gerekli degildir [178]. Membranlar tizerindeki hiicrelerin RunX2

gen ifadeleri Sekil 4.24°de verilmistir.

RunX2
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Sekil 4.24. Ch, HA/Ch, HA/BMP-6/Ch ve HA/Ch/PCL membranlar iizerinde ¢ogalan
MC3T3-EIl hiicrelerine ait bagil RunX2 gen ifadesi grafigi (istatistiksel olarak anlami
farklilik, n=3, kontrol grubu kitosan iken ** p<0.01, *** p<0.001)

Sekil 4.24’den de goriildiigii gibi RunX2 gen ekspresyonu tiim gruplarda 14. giinde en
yiiksektir. HA kapli gruplarda gen ekspresyon seviyesinin kitosan ile karsilastirildiginda,
olduk¢a anlamli derecede fazla oldugu belirlenmistir (p<0.01 ve p<0.001). HA
partikiillerinin  preosteoblastik MC3T3-E1 hiicrelerinin  osteojenik farklilasmasinm

destekledigi yapilan ¢alismalarda gosterilmistir [179]. RunX2 gen ekspresyon seviyelerinin
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kitosana gére HA/Ch ve HA/Ch/PCL grubunda yaklasik 3 kat, HA/BMP-6/Ch grubunda ise
yaklagik 4 kat fazla oldugu belirlenmistir. Kaynak G. (2012) tarafindan gerceklestirilen
calismada da 14. giinde RunX2 gen ekspresyon seviyesin kitosan iskeleye gére HA/kaplama
SPH iskelede 3.5 kat artmistir [92]. Ancak HA/Ch ile HA/BMP-6/Ch gruplar1 arasinda
herhangi bir anlamli farklilik yoktur. 14. giinde BMP-6"nin RunX2 gen ekpresyonu iizerine
herhangi bir etkisi gézlenmemistir. 21. giinde tiim gruplardaki gen ekspresyon seviyesi
azalmis ve kitosana gore RunX2 gen ekspresyon seviyelerinin HA/Ch grubunda 0.65,
HA/BMP-6/Ch grubunda 0.77 ve HA/Ch/PCL grubunda ise 0.88 kat fazla oldugu
belirlenmistir. 14. giinle paralel olarak 21. giinde de BMP-6"nin gen ifadesi iizerine etkisi

gozlenmemistir.

Osteojenik farklilagmanin ge¢ donemlerinde ortaya ¢ikan osteokalsinin in vivo’daki rolii
kemik olusumunu inhibe etmek ve kemik minerallerinin olgunlasmasini uyarmaktir.
Osteokalsin in vitro kosullarda ise ¢ekirdeklenmeyi geciktirici ve asir1 kristal olusumunu
onleyici sekilde rol oynamaktadir [176]. Osteokalsin ekspresyonlart incelendiginde (Sekil
4.25) 14. giinde gruplar arasinda anlamli farklilik gézlenmemistir (p>0.05). Ayrica OCN gen

ekspresyon seviyesi tiim gruplarda 21. giinle karsilastirildiginda en diisiiktiir.
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Sekil 4.25. Ch, HA/Ch, HA/BMP-6/Ch ve HA/Ch/PCL membranlar iizerinde g¢ogalan
MC3T3-EI hiicrelerine ait bagil OCN gen ifadesi grafigi (istatistiksel olarak anlami farklilik,
n=3, kontrol grubu kitosan iken *** p<0.001, kontrol grubu HA/Ch iken # # p<0.01, kontrol
grubu HA/BMP-6/Ch iken . . p<0.01)
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21. giinde ise tiim gruplarda OCN gen ekspresyon seviyesi artmis ve gruplar arasinda anlamli
farkliliklar gozlenmistir. Kitosan membrana gore, HA/BMP-6/Ch membranda gen
ekspresyon seviyesinin yaklasik 15 kat fazla oldugu belirlenmistir. Ayrica HA/BMP-6/Ch
membrandaki OCN gen ekspresyon seviyesi HA/Ch ve HA/Ch/PCL membranlardan anlamli
Olciide fazladir (p<0.01). Diger gruplar arasinda ise anlamli bir fark yoktur. Sekil 4.25’den
BMP-6’nin kiiltiiriin 21. gininde OCN gen ekspresyonuna olan etkisi agik¢a goriilmektedir.
Yukarda verilen bilgiler degerlendirildiginde BMP-6 igeren gruptaki OCN gen ekspresyon
seviyesi hem kitosan hem de HA kapli diger gruplardan daha ytiksektir.

OPN kemigin yeniden yapilandirilmasinda rol oynayan 6nemli bir araci proteindir. OPN
kemik gelisimi sirasinda diger kollajendz olmayan proteinlerin ekspresyon seviyeleri ile
karsilastirildiginda osteoblastik hiicreler tarafindan en goze carpici sekilde sentezlenen
proteinlerden bir tanesidir. Osteojenik farklilasmanin ge¢ donemlerinde mineral

kristallerinin biiytimesini inhibe ederek negatif diizenleyici olarak gorev yapar [180].
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Sekil 4.26. Ch, HA/Ch, HA/BMP-6/Ch ve HA/Ch/PCL membranlar iizerinde ¢ogalan
MC3T3-EI hiicrelerine ait bagil OPN gen ifadesi grafigi (istatistiksel olarak anlami farklilik,
n=3, kontrol grubu kitosan iken ** p<0.01, *** p<0.001, kontrol grubu HA/Ch iken #
p<0.05, kontrol grubu HA/BMP-6/Ch iken . p<0.05)

Osteopontin ekspresyon seviyeleri incelendiginde (Sekil 4.26) 14. giinde tiim gruplarda gen
ekspresyon seviyesinin 21. giinden daha diisiik oldugu belirlenmistir. HA/BMP-6/Ch
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gruptaki gen ekspresyon seviyesi kitosana (p<0.01) ve diger gruplara (p<0.05) gore anlamli
derecede fazladir. Ch, HA/Ch ve HA/Ch/PCL membranlar arasinda anlamli bir fark
gbozlenmemistir. 21. giinde ise tim gruplarda gen ekspresyon seviyesi artmistir. Kitosana
gore, HA/Ch, HA/BMP-6/Ch ve HA/Ch/PCL membranlardan ekspresyon seviyelerinin
sirastyla 5.2, 9 ve 5.5 kat fazla oldugu belirlenmistir. Ayrica BMP-6 iceren gruptaki gen
ekspresyonu HA kapli diger gruplardan anlamli dlgiide fazladir (p<0.05). 21. giinde hem
hidroksiapatitin hem de BMP-6"nin OPN gen ekspresyonu iizerine olan etkisi net bir sekilde
gorilmektedir. Sonu¢ olarak HA 6zelliklede BMP-6 uygulamasi OPN ekspresyonunu

onemli Olgiide arttirmaktadir.

4.5.2. MDBK Hiicre Kiiltiir Calismasi

Tez kapsaminda iiretilen Ch, Ch/PCL, Ch/PCL/Mz ve HA/Ch/PCL membranlar kullanilarak
epitel yapidaki MDBK hiicre hatt1 (Ikilenme siiresi: 22 sa, HUKUK No: 95121801, Foot and
Mouth Disease Institute, Tiirkiye) ile 12 giin boyunca durgun kosullarda hiicre kiiltiir
calismalar1 yapilmigtir. Yapilan analizler ile epitel yapidaki hiicrelerin membranlar

tizerindeki canliliklar1 ve morfolojileri incelenmistir.

4.5.2.1. PrestoBlue Analizi

MDBK hiicrelerinin dort farkli membran iizerindeki canliliklar1 kiltiiriin 1., 3., 5., 8. ve 12.
giinlerinde gergeklestirilen PrestoBlue analizi ile belirlenmis ve elde edilen sonuclar giinlere
kars1 optik yogunluk degeri olarak Sekil 4.27°de verilmistir. 1. giine ait PrestoBlue degerleri
incelendiginde Ch/PCL membrandaki hiicre canlilig1 kontrol grubu olan kitosandan anlamli
derecede diisiiktiir (p<<0.05). Diger gruplar arasinda istatistiksel agidan anlamli farkliliga
rastlanmamistir. 3. giinde tim gruplarda hiicre canliligi 1. giine gore artmistir. Ch/PCL
membrandaki hiicre canlilig1 diger gruplara gére daha az miktarda artmistir. 1. giinle paralel
olarak Ch/PCL membrandaki hiicre canlilig kitosandan azdir (p<0.05). Ayrica Ch/PCL/Mz
membrandaki hiicre canliligt Ch/PCL membrandan anlamli dl¢iide fazladir (p<0.05). 5.
giinde gruplar arasinda anlamli farkliliga rastlanmamistir (p>0.05). 8. giinde ise kitosan ve
Ch/PCL/Mz membranlardan hiicre canlilig1 5. giine gore artarken diger gruplarda azalmstir.
En yiiksek hiicre canliligina kitosan membranda ulagilmistir. PCL fiberler ile kapli gruplar
arasinda ise en yliksek hiicre canliligina Mz igeren grupta ulasilmistir. 12 giinde Ch/PCL/Mz
disindaki tiim gruplarda hiicre canlilig1 8. giine gore azalmistir. Kitosan ve Ch/PCL/Mz

membranlar arasinda hiicre canliligt bakimindan anlamli farkliliga rastlanmazken,
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Ch/PCL/Mz membrandaki hiicre canliligit diger PCL kapli membranlardan yiiksek

bulunmustur.

PrestoBlue grafigi incelendiginde Ch/PCL ve HA/Ch/PCL membranlar arasinda hiicre
canlilig1 agisindan anlamli farkliliklara rastlanmamistir. Bu membranlarin hiicre ile temas
eden yiizeyleri ayni oldugu i¢in bu beklenen bir sonugtur. Ayrica metronidazol yiiklii PCL
fiberler ile kapli membranda hiicre canliligi Ch/PCL membrana gore daha yiiksektir.
Metronidazol MDBK hiicrelerinin iireme hizin1 arttirmustir. Bunun nedeninin PCL
fiberlerden salinan metronidazoliin fiber ylizeyinde birikerek yiizey piiriizliliigini
arttirmas1 ve metronidazol yiiklii fiberlerde fiber ¢apinin azalmasina bagl olarak yiizey

alaninin artmast oldugu diistiniilmektedir.

%k %k %k
0,7 A —

fluliol HHH mCh

= Ch/PCL
0,6
W Ch/PCL/Mz

= HA/Ch/PCL

0,5 A

Hi#

04

0,3 A

Absorbans (570nm)

0,2 A

0,1 A

0,0 -

1 3 5

Zaman (GUin)

Sekil 4.27. Ch, Ch/PCL, Ch/PCL/Mz ve HA/Ch/PCL membranlar iizerinde ¢ogalan MDBK
hiicrelerine ait PrestoBlue grafigi (Istatistiksel olarak anlamli farklilik, n=3, kontrol grubu
kitosan iken * p<0.05, ** p<0.01, *** p<0.001; kontrol grubu Ch/PCL iken # p<0.05, # #
p<0.01, # # # p<0.001; kontrol grubu Ch/PCL/Mz iken . p<0.05, . . p<0.01, . . . p<0.001)
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Shi ve ark. tarafindan gergeklestirilen calismada 1.929 hiicrelerinin metronidazol iceren PCL
nanofiber membran tizerindeki tireme hizi, PCL nanofiber membran iizerindeki {ireme
hizindan yiliksek bulunmustur. Bunun nedeninin, PCL yapisina eklenen metronidazoliin
yiizeyin hidrofilik 6zelligini arttirmasi ve bozunma sirasinda agiga ¢ikan ilag kristallerinin

fiber yiizeyinde birikerek yiizeyin piiriizliilligiinii arttirmasi olabilecegi belirtilmistir [67].

4.5.2.2. Taramal Elektron Mikroskobu (SEM) Analizi
Tez kapsaminda {iretilen kitosan bazli membranlar ile hiicreler arasindaki etkilesim ve

hiicrelerin membran yiizeyindeki morfolojileri SEM analizi ile incelenmistir.

Kitosan membran ylizeyinde kiiltiire edilen MDBK hiicrelerine ait 2. ve 8. giin SEM
goriintlileri sirasiyla Sekil 4.28 a-e ve Sekil 4.28 f,g’de verilmistir. Kiiltiiriin 2. gilinlinde
hiicreler membran yiizeyine tutunmus ve sitoplazmik uzantilar1 ile membran yiizeyinde
yayilmislardir (Sekil 4.28 b-e). Ancak 8. giinde membran yiizeyinde hiicre ¢ogalmasi
gerceklesmemis ve buna bagli olarak da hiicre dis1 matris olusumu gozlenmemistir (Sekil
4.28 f,g). Kitosan membranin gozeneksiz ylizeyi MDBK hiicrelerinin ¢ogalmasini

desteklememistir.

Ch/PCL membran yiizeyinde kiiltiire edilen MDBK hiicrelerine ait 2. ve 8. giin SEM
gortntiileri Sekil 4.29 a-d ve Sekil 4.29 e-f’de verilmistir. 2. giinde hiicreler PCL fiberler ile
kapli membran yiizeyine tutunmus ancak yiizeyde yayilmamislardir. 8. giinde de kitosan

membranla benzer sekilde hiicreye ve hiicre dis1 matris iiretimine rastlanmamuistir.

Ch/PCL/Mz membran {iizerinde kiiltiire edilen MDBK hiicrelerine ait 2. ve 8. giin SEM
goriintiileri (Sekil 4.30) incelendiginde, kiiltiirlin 2. giiniinde hiicreler agirlikga %15 Mz
yikli PCL fiberler ile kapli membran yiizeyinde yayillmis ve sitoplazmik uzantilar
araciligiyla birbirleri ile iletisim kurmuslardir (Sekil 4.30 b). Yiizeye tutundugu halde
yayilmayan hiicre gruplar1 da mevcuttur (Sekil 4.30 c,d). Metronidazol’ iin hiicreler iizerine
olumsuz bir etkisi gozlenmemistir. PCL fiberler ile kapli membran ylizeyinde 2. ve 8. giinde
yayilan hiicreye rastlanmazken hiicreler antibakteriyel ajan yiiklii fiberler ile kaplh yiizeyde
yayilmis, hatta 8. giinde membran yiizeyinde ¢ogalarak kendi hiicre dist matrislerinin

tiretmeye baslamislardir (Sekil 4.30 e-h).

Shi ve ark. PCL, PCL/metronidazol, PCL/jelatin/Mz ve PCL/jelatin/Mz/asetik asit nanofiber
membranlar lizerinde 1.929 hiicrelerini kiiltiire ederek sitotoksisite ¢caligmalar1 yapmislar ve

metronidazoliin hiicre ¢ogalmasina herhangi bir negatif etkisinin olmadigini belirtmislerdir.
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Bu sonuglardan yola ¢ikarak, PCL/Mz membran iizerinde insan periodontal ligament
fibroblast (hPDLF) ve si¢an osteoblast benzeri hiicrelerini (ROS) kiiltiire ederek sitotoksisite
caligmalar1 yapmuglardir. Benzer sekilde metronidazol varligimin hPDLF ve ROS
hiicrelerinin canliligini olumsuz yonde etkilemedigi ve kontrol grubuna gore her iki hiicre

tiirliinlin bagil iireme hizinin %100’den biiyiik oldugu belirtilmistir [67].

Metronidazol hidrofilik bir antibakteriyel ajan olmasina ragmen, PCL fiberlerin yapisina
metronidazoliin katilmasiyla ylizeyin hidrofobik o6zelliginde herhangi bir degisim
gerceklesmemistir. Ancak Ch/PCL/Mz membran ylizeyi MDBK hiicrelerinin yayilmasini ve
¢ogalmasini Ch/PCL membran yiizeyinden daha fazla desteklemektedir. Fiberlerin yapisina
metronidazoliin katilmasiyla PCL fiber capinda azalma gerceklesmistir. Fiber capinin
azalmasi ylizey alanmi arttirmaktadir. Ayrica fiberlerden metronidazol salindikga PCL
molekiil zincirleri yeniden diizenlenmektedir. Salinan metronidazol fiber yiizeyinde
birikerek yiizeyi piiriizlendirebilir. Bu gibi nedenlerle membran yiizeyi hiicre yayilmasini ve

cogalmasini destekliyor olabilir.

HA/Ch/PCL membran iizerinde kiiltiire edilen MDBK hiicrelerine ait 2. ve 8. giin SEM
goriintlileri Sekil 4.31 a-d ve Sekil 4.31 e-h’de verilmistir. HA/Ch/PCL membran ile Ch/PCL
membranin MDBK hiicreleri ile temas eden ylizeyleri aynidir. Benzer sekilde bu yilizeyde
de 2. giinde hiicreler yiizeye tutunmus ama yiizeyde yayilmamiglardir. Ayrica 8. giinde de

yiizeyde yayilan hiicreye ve hiicre dis1 matris olusumuna rastlanmamastir.

Sonug olarak tez kapsaminda gelistirilen bariyer membranin epitel hiicreler ile temas edecek
olan metronidazol yiikli PCL fiberler ile kapl ylizeyi epitel yapidaki MDBK hiicrelerinin
yapismasini, yayillmasini ve cogalmasini desteklemektedir. Membranin bu kisminda 6nemli
olan nokta membran yiizeyinin MDBK hiicrelerinin ¢ogalmasini destekleyip
desteklememesinden ziyade MDBK hiicrelerinin gogiinii engellemesidir. Daha 6nce de
bahsedildigi gibi periodontal rejenerasyonu engelleyen temel etken epitel hiicrelerin hasarli
bolgeye gociidiir. Membranin bariyer 6zelliginin belirlenmesi amaciyla HA/Ch/PCL
membranda kiiltliriin 8. giiniinde fiber kaplama yiizeyden kaldirilmis ve SEM goriintiileri
alimmistir. Sekil 4.31 1,j)°den goriildiigii gibi fiberin arka kisminda hiicreye rastlanmamugtir.
Fiberin temas ettigi gézeneksiz membran yiizeyinde (Sekil 4.31 k) ve HA kapli membran
yiizeyinde (Sekil 4.31 1) de hiicreye rastlanmamistir. Tiim bu bulgular degerlendirildiginde

gelistirilen membranin epitel hiicre gociinii engelledigi sonucuna varilmistir.
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F——————| EHT=1500kvV___Signal A= SE1

EHT = 15.00 kv Signal A = SE1 Mag= 250K X Sample ID = Mag= 250K X Sample ID =
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E————{ EHT=1500kv__ SignalA=SE!

Sekil 4.28. Ch membran iizerinde ¢gogalan MDBK hiicrelerine ait SEM goriintiileri: (a) 2. giin, 100X; (b) 2. giin, 2,500X; (c) 2. giin, 2,500X; (d) 2.
giin, 2,500X; (e) 2. giin, 5,000X; (f) 8. giin, 100X; (g) 8. giin, 250X

Mag= 250X Sample ID =
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Sekil 4.29. Ch/PCL membran iizerinde ¢ogalan MDBK hiicrelerine ait SEM gortintiileri: (a) 2. gilin, 250X; (b) 2. giin, 500X; (c) 2. giin, 2,500X;
(d) 2. giin, 5,000X; (e) 8. giin, 250X; (f) 8. giin, 1,000X; (g) 8. giin, 2,500X; (h) 8. giin, 5,000X

10 um
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Sample 10 =

Sekil 4.30. Ch/PCL/Mz membran iizerinde ¢gogalan MDBK hiicrelerine ait SEM goriintiileri: (a) 2. giin, 250X (b) 2. giin, 500X (¢) 2. giin, 1,000X;
(d) 2. giin, 2,500X; (e) 8. giin, 100X; (f) 8. giin, 250X; (g) 8. gilin, 1,000X; (h) 8. giin, 2,500X
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Sekil 4.31. HA/Ch/PCL membran iizerinde ¢ogalan MDBK hiicrelerine ait SEM goriintiileri: (a) 2. giin, 250X (b) 2. giin, 500X; (c) 2. giin, 2,500X
(d) 2. giin, 5,000X; (e) 8. giin, 100X; (f) 8. giin, 250X; (g) 8. giin, 500X; (h) 8. giin, 1,000X; (1) 8. giin, fiber arkasi, 250X (j) 8. giin, fiber arkasi,
1,000X; (k) 8. giin, membran gozeneksiz ylizey, 250X; (1) 8. giin, membran gozenekli yiizey, 500X

Sample ID =
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5. GENEL SONUCLAR

Sunulan tez ¢aligmasinda 6zgiin yaklagimlarla yeni bir bariyer membran gelistirilmis ve

gelistirilen membranin karakterizasyon caligmalari tamamlandiktan sonra membranin

periodontal rejenerasyon amacli kullanim potansiyeli farkl: hiicre hatlar1 ile gergeklestirilen

hiicre kiiltiir caligmalari ile belirlenmistir. Deneysel ¢calismalar sonucunda elde edilen 6nemli

bulgular asagida 6zetlenmistir.

X/
L X4

X/
L X4

X/
°

X/
°

Calismanin ilk asamasinda ¢oziicii dokiim-partikiill uzaklastirma yontemi ile
gozenekli kitosan membranlar hazirlanmistir. Kitosan ¢0zeltisine gdzenek
olusturmasi amaciyla 4:1 ve 8:1 (agirlikca, silika partikiilleri:kitosan) olmak tizere
farkli oranlarda silika partikiilleri eklenmistir. Silika partikiillerini yapidan
uzaklagtirmak amaciyla membranlar 2, 6, 12 ve 24 saat siiresince NaOH ile muamele
edilmis ve 2 saat NaOH ile muamelenin silika partikiillerini uzaklastirmak i¢in yeterli
oldugu sonucuna varilmistir. Ayn1 zamanda, membranda yeterli gozeneklilik elde
etmek icin silika partikiillerinin 8:1 oraninda eklenmesine karar verilmistir.

Kitosan membranlarin yiizey ve kesit morfolojileri SEM analizi ile incelenmis ve
membranin Petri kab1 ile temas eden yiizeyi gozeneksiz yapida iken, hava ile temas
eden ylizeyinin gozenekli yapida oldugu sonucuna varilmistir.

Homojen gbzenek dagilimina sahip, ortalama gézenek boyutu 169.7+78.7 um olan
ve gozenekleri igsel baglantili, gliserin muamelesi Oncesi ve sonrasinda kalinlig
sirasiyla 408.6+42.2 pm ve 519.3423.4 pm olan kitosan membranlar tiretilmistir.
Kitosan membranin sert doku ile temas edecek olan gozenekli yiizeyinin
osteoindiiktif 6zelligini arttirarak kemik doku olusumunu desteklemesi amaciyla
membranin bu yilizeyi grubumuzdan Kaynak G. tarafindan optimize edilen
kosullarda (600W giig; 30sx9 tekrar) mikrodalga destekli biyomimetik yontem
kullanilarak kemik benzeri HA ile kaplanmistir.

Gergeklestirilen SEM analizi ile membran yiizeyindeki HA kaplamanin varligi
gosterilmis ve kaplamanin Ca/P orani yapilan EDX analizi ile 2.54+0.59 olarak
bulunmustur.

Membran yiizeyi HA ile kaplandiktan sonra kitosan membran gliserin ¢ozeltisi ile
muamele edilmis ve boylelikle kitosanin kirillgan dogas1 giderilerek kolay bir sekilde
manipiile edilebilmesi saglanmistir.

Membranin yumusak doku ile temas edecek olan gozeneksiz ylizeyi elektroegirme

yonteminde faydalanarak 3 ve 7 dk boyunca PCL fiberler ile kaplanmis ve SEM
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goriintiilerinden membran yiizeyinin 7 dk boyunca PCL fiberler ile kaplanmasina
karar verilmistir.

Yumusak dokudaki iltihabi ortadan kaldirmak amaciyla PCL yapisina agirlik¢a %5,
10 ve 15 oranlarinda antibakteriyel bir ajan olan metronidazol eklenmistir.
Metronidazoliin PCL fiberlerin yapisina katildigt SEM goriintiileri ile kanitlanmus,
aynt zamanda PCL fiber ¢apinin metronidazol miktarindaki artisa bagli olarak
azaldig1 sonucuna varilmistir.

37°C’de  PBS ortaminda bekletilen PCL fiberlerin membran yiizeyinden
kalkmadiklar1 ve Mz salimini gerceklestirdikleri belirlenmistir. Elde edilen salim
grafiginden PCL yapisina eklenen metronidazol miktar1 arttik¢a salinan miktarin da
arttigl, %10 ve 15 (agirlikga) Mz igeren fiberler ile kapli membranlarin 2 saatte, %5
Mz iceren membranlarin da 6 saatte icerdikleri metronidazoliin biiyiik bir kismin
saldiklar1 sonucuna varilmistir.

Gozenekli yiizeyi HA, gézeneksiz ylizeyi ise Mz igeren PCL fiberler ile kapli kitosan
membranin kesit gorilintiileri SEM ile incelenmis ve tez kapsaminda gelistirilen
membranin kalinlig1 750.1+£21.9 um olarak 6l¢tilmiistir.

Membranin su igeriginin belirlenmesi amaciyla gerceklestirilen sigsme testi
sonucunda HA/Ch/PCL membranin denge sismesine ulasma stiresi 1200 s olarak ve
sisme orani ise 3.43+0.13 olarak belirlenmistir.

Ch/PCL ve Ch/PCL/%15 Mz membranlarin PCL fiberler ile kapl yiizeylerinde oda
sicakliginda temas agis1 Olglimleri yapilmis ve elde edilen temas agisi degerleri
sirastyla; 129.9+£1.43° ve 130.4+1.44° olarak Olglilmiistiir. Metronidazol ilavesi
yiizeyin hidrofobik 6zelligini degistirmemistir.

Kuru ve 1slak haldeki HA/Ch ve HA/Ch/PCL membranlarla gerceklestirilen ¢ekme
testinden elde edilen sonuglara gére membran yiizeyinin PCL fiberler ile kaplanmasi
hem 1slak hem de kuru halde yapinin mekanik dayanimini arttirmistir. Her iki
membranin da kuru haldeki cekme dayanimi ve elastik modiil degerleri 1slak haldeki
degerlerinden daha yiiksektir. HA/Ch membran gerilim-gerinim egrisinde tek bir
deformasyon bdlgesine sahipken, HA/Ch/PCL membranin gerilim-gerinim egrisinde
iki tane deformasyon boélgesine sahip oldugu belirlenmistir.

HA/Ch/PCL membranlarin biyobozunurluklari lizozim ortaminda 28 giinliik kiiltiir
stiresi boyunca takip edilmis ve membranlarin agirliklarinda 28 giin boyunca

herhangi bir degisim gozlenmemistir.
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% Membranin gozenekli ylizeyinde MC3T3-El preosteoblast hiicre hatt1 ile
gerceklestirilen hiicre kiiltlir ¢alismalart kapsaminda yapilan PrestoBlue ve SEM
analizlerinden hiicrelerin 4 farklt membran yiizeyinde de tutunup ¢ogaldig: fakat en
yiiksek tireme hizint HA/Ch membranda gosterdikleri belirlenmistir. Ayrica BMP-6
uygulamasimin hiicre iiremesi tlizerine etkisi gozlenmezken, hiicreler tarafindan
sentezlenen hiicre dis1 matris miktarini arttirdig1 sonucuna varilmistir.

* Membran yiizeylerine tutunan hiicrelerde ALP enzim aktivitesinin belirlenmesi
amaciyla ALP boyama yapilmistir. Optik mikroskop goriintiileri incelendiginde ALP
enzim aktivitesinin 7. giinde tiim gruplarda 14. ve 21. giinlere kiyasla daha yiiksek
oldugu, ayrica 7. ginde ALP enzim aktivitesinin HA/Ch, HA/BMP-6/Ch ve
HA/Ch/PCL membranlarda, Ch membrana gére daha yiiksek oldugu sonucuna
varilmstir.

¢ Osteojenik farklilagsmanin belirlenmesi amaciyla kollajen I (KOL I), RunX2,
ostekalsin (OCN) ve osteopontin (OPN) i¢in RT-PCR analizi yapilmigtir. KOL I gen
ifadesi 14. ginde HA/BMP-6/Ch grupta Ch membrana gore daha yliksek
bulunmustur. Osteoblast farklilasmasinda Onemli bir diizenleyici ve erken
farklilasmanin diger bir belirteci olan RunX2 ekspresyonu 14. giinde HA/Ch,
HA/Ch/PCL gruplarda &zellikle de HA/BMP-6/Ch grubunda Ch membrana gore
daha yiiksek bulunmustur. Her iki gen ifadesinde de HA/BMP-6/Ch grubu ile HA/Ch
ve HA/Ch/PCL gruplar1 arasinda anlamli farklilik gézlenmemistir. Geg osteoblastik
farklilasmanin belirteci olan OCN ifadesi incelendiginde 21. giinde en yiiksek OCN
ekspresyonuna BMP-6’11 grupta ulasilmistir.

Farklilagsmanin son basamaginda ortaya ¢ikan osteopontin seviyeleri incelendiginde
21. glinde en yiiksek OPN seviyesi HA/Ch/BMP-6 membrana aittir.

% Membranin gozeneksiz ylizeyinde MDBK hiicre hatt1 ile gerceklestirilen hiicre
kiiltiir ¢aligmalar1 kapsaminda yapilan SEM analizlerinden hiicrelerin sadece
Ch/PCL/Mz membranda yayilip ¢ogaldiklar1 gézlemlenmistir. Ayrica gelistirilen
membranin epitel hiicre goglinii engelledigi sonucuna varilmistir. PrestoBlue grafigi
incelendiginde ise, hiicrelerin Ch ve Ch/PCL/Mz membranlar {izerindeki lireme

hizinin Ch/PCL ve HA/Ch/PCL membranlar iizerindeki iireme hizindan yiiksek

oldugu sonucuna varilmastir.
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Yapilan ¢aligmalar sonucunda kitosanin yetersiz biyoaktivitesi osteoindiiktif hidroksiapatit
molekiillerinin membran yiizeyine kaplanmasiyla ve BMP-6 molekiillerinin HA kapl
membran yiizeyine adsorplanmasiyla iyilestirilmis ve membranin bu yiizeyinin MC3T3-E1
preosteoblastik hiicrelerinin yapigsmasini, yayilmasini, c¢ogalmasini, farklilagsmasini ve
ekstraseliiler matris mineralizasyonunu destekledigi belirlenmistir. Membranin PCL fiberler
ile kapli ylizeyinin epitel hiicre gociinii engelledigi ve metronidazol salimini gergeklestirerek
yumusak dokudaki iltihap etkisini ortadan kaldirabilecegi belirlenmistir. Kitosanin kirilgan
dogasi uygun bilesim ve kosullardaki gliserin muamelesi ile giderilerek kolaylikla manipiile
edilebilen sekil hafizali bir bariyer membran iiretilmistir. Sonu¢ olarak tez kapsaminda
gerceklestirilen ¢caligmalarla; biyobozunur, sekil hafizali, osteojenik aktiviteye sahip, kemik
rejenerasyonunu destekleyen, epitel hiicre gociinii engelleyen ve inflamasyonu ortadan

kaldirabilecek, kolaylikla ve ucuza tiretilebilen bir bariyer membran gelistirilmistir.
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