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SIMGELER ve KISALTMALAR

AKT: Alveol kret tepesi

ALP: Alkaline Phosphatase

AMKH : Adipoz doku kaynakli mezenkimal kok hiicre
BMKH: Kemik iligi kaynakli mezenkimal kok hiicre
BMP: Bone morphogenetic protein

CEMP1: Cementum Protein 1

COL1: Collagen Type 1

DMEM: Dulbecco’s Modified Eagle’s Medium

DOS: Dis eti olugu sivisi

DPMKH: Dental pulpa kaynakli mezenkimal kok hiicre

EDTA: Etilen diamin tetra asetik asit

EKH: Embriyonik kok hiicre

ESM: Ekstraselliiler matris

F: KOS: Fibroin/Kitosan Oligosakkarit Laktat

FBS: Fetal Bovine Serum

GFP : Green floresan protein

GMKH: Gingival doku kaynakli mezenkimal kok hiicre
GMKH: Gingival fibroblast kaynakli mezenkimal kok hiicre
H&E: Hematoksilen-Eozin

HGF: Hepatosit biliylime faktori

ICAM: Interselluler adezyon molekiilii

IFN: Interferon

IgG: Immunglobulin G



ISCT:

KNKH:

LiBr:

LPS:

M-CSF:

Mikro-BT:

MKH:

MMP:

MSS:

mTOR:

NK:

OPG:

PDL:

PDL-MKH:

PGE2:

PK:

PMN:

PRP:

RANK:

RANKL:

SDMKH:

SK:

STAT:

Interldkin

Uluslararas1 Hiicresel Tedavi Dernegi
Kraniyal noral krest hiicreleri

Lityum Bromiir

Lipopolisakkaritler

Makrofaj koloni uyarici faktor

Mikro bilgisayarli tomografi
Mezenkimal kok hiicre

Matriks Metalloproteinaz

Mine sement sinir1

Mammalian target of rapamycin

Negatif kontrol grubu

Osteoprotegerin

Periodontal ligament

Periodontal Ligament Kaynakli Mezenkimal Kok Hiicre
Prostoglandin E2

Pozitif kontrol grubu

Polimorfoniikleer 16kosit

Platelet rich fibrin

Reseptor aktivator niikleer kappa B
Reseptor aktivator niikleer kappa B ligand
Stit disi kaynakli mezenkimal kok hiicre
Sham kontrol grubu

Signal transducer and activator of transcription
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SUDAM: Selcuk Universitesi Deneysel Tip Uygulama ve Arastirma Merkezi

TLR: Toll like reseptor
TNF: Tumor nekroz faktor
YDR: Yonlendirimis doku rejenerasyonu
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OZET

T.C.
SELCUK UNIVERSITESI
DIiS HEKIMLIGI FAKULTESI

MEZENKIMAL KOK HUCRE UYGULAMASININ RATLARDA DENEYSEL
PERIODONTITIS UZERINE ETKIiSi

Yunus Emre BALABAN, Periodontoloji Anabilim Dah
UZMANLIK TEZI / KONYA-2022

Cerrahi ve cerrahi olmayan geleneksel periodontal tedaviler genellikle hastaligin ilerlemesini
onlemede basarili olmakla birlikte kaybedilen periodontal doku rejenerasyonunda sinirlt bir etkinlige
sahiptir. Son dénemlerde yapilan ¢alismalar ongoriilebilir periodontal rejenerasyon elde etmek igin
hiicre bazli rejeneratif tedaviler iizerine odaklanmaktadir. Bu c¢alismada, deneysel periodontitis
olusturulmus ratlarda fibroin/kitosan oligosakkarit laktat hidrojel (F: KOS) yapi igerisinde lokal olarak
uygulanan adipoz doku kaynakli (AMKH) ve gingival fibroblast kaynakli (GMKH) mezenkimal kok
hiicrelerin periodontal doku rejenerasyonu iizerine etkisinin degerlendirilmesi amaglandi.

Yetmis bes adet erkek Wistar rat rastgele bes gruba ayrildi: A) Pozitif kontrol grubu
(Periodontal saglik; n:15), B) Negatif kontrol grubu (Deneysel periodontitis grubu; n:15) C) Sham
kontrol grubu (Hiicresiz hidrojel grubu; n:15), D) AMKH enjekte edilen grup (n:15), E) GMKH enjekte
edilen grup (n:15). Deneysel periodontitis olusturmak amaciyla maksiller ikinci molar diglerin ¢cevresine
subgingival pozisyonda 3/0 ipek siitiir yerlestirildi; 14 giin sonra dikisler alindi. Hiicreler, prob ile
sonike edilmis F ve F: KOS hidrojeller i¢inde kapstillendi. Hiicre canlilig, live/dead boyamadan sonra
Alamar Blue testi ve konfokal goriintiileme ile degerlendirildi. Green floresan protein (GFP) geni ile
transfekte edilmis GMKH ve AMKH (250.000) igeren F: KOS, ikinci molar diglerin mezial ve distal
interproksimaline uygulandi. Mikro bilgisayarli tomografi (Mikro-BT) ve histopatolojik inceleme
kullanilarak alveolar kemik seviyeleri dlgtimleri igin hayvanlar 2, 4 ve 8. haftalarda sakrifiye edildi.

Elde edilen mikro-BT verilerinin degerlendirilmesi sonucu GMKH uygulanan grupta 8 hafta
sonunda NK grubuna kiyasla istatistiksel olarak anlamli derecede daha az kemik kaybi1 oldugu goriildii.
SK ve AMKH gruplarinda da NK grubuna gore daha az kemik kayb1 oldugu goriilmekle birlikte bu fark
istatistiksel olarak anlamli degildi. Histolojik kesitler {izerinde yapilan degerlendirmede GMKH
grubunda daha belirgin olmakla birlikte kok hiicre uygulanan gruplarda kontrol gruplarina kiyasla uzun
baglant1 epiteli olusumun daha az, bag dokusu ve pdl yapisinin siki ve diizgiin oldugu gorildi. SK
grubunda kok hiicre uygulanan gruplara kiyasla atagman kaybi biraz daha fazla olmakla birlikte 8 hafta
sonunda epitel ve bag dokusu goriintiisii NK grubuna gore daha iyi oldugu goriildi. GFP ve PKH ile
isaretlenen AMKH ve GMKH’lerin 8 hafta sonunda dokuda varligini siirdiirdiigi gézlendi. F: KOS
hidrojellerin etkinligin degerlendirmek amaciyla yapilan in vitro ¢aligmalarda; Alamar Blue testi ve
konfokal goriintiilleme ile kapsiile edilmis AMKH'lerin ve GMKH'lerin 14 giinliik uygulama siiresince
canliliginin arttig1 ortaya ¢ikarildi. Hidrojellerde KOS’un dahil edilmesinin, F ve kontrol gruplarina
kiyasla hiicre canliligini arttirdigt da bulundu.

Bu ¢aligma ile F: KOS hidrojel igerisinde uygulanan GMKH ve AMKH’lerin 16kosit
infiltrasyonunu azaltabilecegi, doku iyilesmesini hizlandirabilecegi ve periodontal rejenerasyona
olumlu yonde katki saglayabilecekleri gozlenmistir. Ancak F: KOS i¢inde AMKH ve GMKH lerin
periodontal rejeneratif tedavilerde uygun bir tedavi alternatifi olabilmesi i¢in ileri ¢alismalara ihtiyag
oldugu sonucuna varild.

Anahtar Sozciikler: Adipoz doku kaynakli mezenkimal kok hiicre; Deneysel periodontitis; Gingival
mezenkimal kok hiicre; Hidrojel; Periodontal rejenerasyon.
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SUMMARY

REPUBLIC of TURKEY
SELCUK UNIVERSITY
FACULTY OF DENTISTRY

THE EFFECT OF MESENCHYMAL STEM CELL APPLICATION ON
EXPERIMENTAL PERIODONTITIS IN RATS

Yunus Emre BALABAN, Department of Periodontology
THESIS / KONYA-2022

Conventional surgical and non-surgical periodontal treatments are generally successful to
prevent disease progression but have limited effectiveness in the regeneration lost periodontal tissue.
To achieve predictable periodontal regeneration, studies focused on cell-based regenerative treatments.
In this study we aim to investigate the effects of local application of adipose tissue derived (AMSC) or
gingiva derived (GMSC) mesenchymal stem cells with fibroin/chitosan hydrogel (FCh) on periodontal
tissue healing in experimental periodontitis in rats.

Seventy-five Wistar rats were divided into five groups as follows: A) Periodontally healthy
(H), B) Experimentally induced periodontitis group (P; n:15) C) Hydrogel group without cells (Sham
control group; S; n:15), D) AMSC injected group (n:15), E) GMSC injected group (n:15). A 3/0 silk
suture was bilaterally placed in a subgingival position around the maxillar second molars; after 14 days
sutures were removed. Cells were encapsulated in probe sonicated F and FCh hydrogels. Cell viability
was assessed by Alamar blue assay and confocal imaging after live/dead staining. Fibroin/chitosan
hydrogel containing GMSCs or AMSCs (250.000), which were transfected with the green fluorescent
protein (GFP) gene, were applied to mesial and distal interproximal of second molars. Animals were
sacrificed at 2, 4 and 8 weeks for the alveolar bone levels measurements using micro-CT and
histopathological examination

As a result of the evaluation of the obtained micro-CT data, it was observed that there was
statistically significantly less bone loss in the GMSC group compared to the NK group at the end of 8
weeks. There was less bone loss in the SK and AMSC groups than in the NK group, but this difference
was not statistically significant. Histological sections, the stem cell applied groups had less long
junctional epithelium formation compared to the control groups, but this difference was more
pronounced in the GMSC group. It was observed that the connective tissue and pdl structure were tight
and smooth in stem cell applied groups. It was determined that the attachment loss was slightly higher
in the SK group compared to the stem cell applied groups, but at the end of 8 weeks, the epithelial and
connective tissue appearance was better than the NK group. It was observed that AMSCs and GMSCs
marked with GFP and PKH persisted in the tissue at the end of 8 weeks. Alamar Blue and live/dead
assays revealed that viability of encapsulated AMSCs and GMSCs increased during 14 days of
cultivation. It was also found that incorporation of Ch in hydrogels promoted cell viability compared to
F and control groups.

In this study, it is thought that GMSCs and AMSCs applied in F:Ch hydrogel can reduce
leukocyte infiltration, accelerate tissue healing and contribute positively to periodontal regeneration.
However, further studies are required in order to make LMSCs and GMCHs in F:COS an appropriate
treatment alternative in periodontal regenerative treatments.

Key Words: Adipose derived stem cells; Experimental periodontitis; Gingiva-derived mesenchymal
stem cells; Hydrogel; Periodontal regeneratio



1. GIRIS

Periodonsiyum, diseti, periodontal ligament(PDL), sement ve alveolar
kemikten olusan disi destekleyen dokularinin meydana getirdigi kompleks bir yapidir

(Narayanan ve Bartold 1996).

Periodontal hastaliklar, periodontal patojen bakterilerin neden oldugu atagman
ve alveolar kemik kaybi ile karakterize disi destekleyen dokularmmin enflamatuvar
hastaliklaridir (Graves ve ark 2000). Diinya ¢apinda énemli bir halk saglig1 problemi
olup yetigkinlerdeki dis kaybiin énemli bir nedenini olusturmaktadir (Pihlstrom ve
ark 2005).

Periodontal tedavinin nihai amacit enflamasyon kontrolii saglanarak
periodontal dokularin kaybinin 6nlenmesi, diseti bag dokusu, PDL, alveoler kemik ve
sement gibi kaybedilen periodontal dokularin yeniden kazanilmasidir (Bassir ve ark
2016). Geleneksel cerrahi ve cerrahi olmayan periodontal tedaviler genellikle
hastaligin ilerlemesini 6nlemede basarili olsa da kaybedilen periodontal dokularin
yeniden iretilmesinde sinirli bir etkiye sahiptir (Salvi ve ark 2014). Geleneksel
periodontal tedavi sonrasi baz1 vakalarda bir miktar rejenerasyon goriilmekle birlikte,
histolojik incelemelerde iyilesmenin genellikle uzun baglanti epiteli seklinde
gergeklestigi goriilmistir (CATON ve GREENSTEIN 1993).

Rejeneratif tedavinin amact yeni periodontal ligament, sement, alveol kemigi
ve kollajen fibriller olusturulmasi ile kaybedilen periodontal destek dokularin tekrar
kazanilmasidir (Sculean ve ark 2008). Giiniimiizde rejenerasyon saglayabilmek icin
kemik greftleri, yonlendirilmis doku rejenerasyonu teknigi, biyolojik mediyatorler
(mine matriks proteinleri, trombositten zengin plazma/fibrin), kemik morfogenetik
proteinleri ve biiyime faktorleri ile bunlarin kombinasyonlart uygulanmaktadir
(Needleman ve ark 2006, Sculean ve ark 2008, Esposito ve ark 2009). Bununla birlikte,
bu tedavi yaklasimlarinin ¢ofu degisken olup Ongoriilemeyen klinik sonuglar
gosterebilmektedir (Kao ve ark 2015). Ongoriilebilir periodontal rejenerasyona

ulagmak icin alternatif tedavi yontemleri arastirilmaya devam etmektedir.

Son donemde yapilan caligmalar hiicre temelli rejeneratif tedaviler iizerine

odaklanmaktadir. Ozellikle kok hiicreler iizerinde yapilan ¢alismalar, tip ve dis



hekimliginin en ¢ok ilgi duyulan ve en hizli gelisen alanlarindan birisi haline gelmistir.
Kok hiicrelerin, plastisiteleri ve farkli hiicre tiplerine farklilasma yeteneklerinden
dolay1 rejeneratif tipta umut verici bir terapotik potansiyele sahip olduklari, boylece
periodontal dokularin yenilenmesi i¢in yeni bir tedavi modeli olarak umut

vadetmektedir(Bianco ve ark 2010, Bassir ve ark 2016).

Kok hiicrelerin periodontal hastaliklarin giincel klinik tedavi yaklagimlarindan
birisi olarak goriilmeye baslamasi, periodontal dokulari olusturan hiicre tiplerine
farklilasma kapasitesine sahip, kolay erisilebilir ve giivenli kok hiicre
popiilasyonlarinin tespit edilmesini zorunlu hale getirmistir. Bu ¢aligmanin amact
deneysel periodontitis olusturulmus ratlarda, F: KOS hidrojel yapiya sahip doku
iskelesi igerisinde lokal olarak uygulanan adipoz doku ve gingival fibroblast kaynakli
mezenkimal kok hiicreler (MKH)’in periodontal dokularin iyilesmesi tizerine etkisinin

degerlendirilmesidir.

1.1.Periodontal Hastaliklar

Dogal periodonsiyum, sement, fonksiyonel olarak yonlendirilmis bir
periodontal ligament, alveolar kemik ve dis etini igerir. Patolojik ve / veya travmatik
olaylar bu anatomik yapinin kaybolmasina veya hasar gormesine neden olabilir.
Gingivitis ve Periodontitis olmak tizere periodonsiyumu etkileyen iki yaygin hastalik
bulunmaktadir. Gingivitis bag dokusu atagmaninin orijinal seviyesinde kaldigi, dis eti
epiteli ile sinirli, yikici olmayan dis eti iltihabi olarak tanimlanmaktadir(Newman ve
ark 2011). Periodontitis ise ilerleyici atagman kayb1 ve kemik yikimi ile karakterize
dis destek dokularimin kaybina yol agan biyofilm kaynakli kronik inflamatuar bir
hastaliktir (Darveau 2010). Agiz boslugu, siirekli gelisen 6nemli bir mikrobiyal yiik
barindirir. Konak ve patojenler arasindaki ekolojik etkilesimler hastaligin siddetini
belirler. Bir¢ok bulasic1 hastaliktan farkli olarak, periodontal hastaliklar, eksojen bir
patojenin edinilmesinden ziyade kommensal organizmalarin asir1 biiylimesinin

aracilik ettigi enfeksiyonlar gibi goriinmektedir(Gemmell ve ark 1997).

Periodontal hastaliklarin patogenezinde dental biyofilmdeki bakterilere karsi
enflamatuvar yanit 6nemli bir yer tutar. Tannerella forsythia, Porphyromonas
gingivalis ve Treponema denticola gibi “kirmizi kompleks” bakterileri ilerleyen
periodontitisi bulunan hastalara ait biyofilmler igerisinde gosterilmistir (Holt ve

Ebersole 2005), Spesifik bakterilerin hastaligin ilerleyici formlari ile iliskili olduguna
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dair kanitlar bulunmakla birlikte hastaligin ilerlemesine dair hi¢bir kanit bulunmayan
bireylerde de bu mikroorganizmalarin varligi, hastaligin sadece bakterilerin
mevcudiyeti ile alakali olmadigi, bagisiklik sistemi ve enflamatuvar siireglerin
belirleyici bir etken oldugunu géstermektedir(Seymour 1991, Seymour ve Gemmell
2001).

Klinik olarak enfeksiyon bulunmayan ve saglikli oldugu diisiiniilen diseti
dokularinda bile, mikroskobik olarak incelendiklerinde her zaman enflamatuvar
yanitlarin olustugu gosterilmistir. Ortaya ¢ikan disiik dereceli enflamatuvar yanit,
bakterilerin ve {irlinlerinin dokulara sizmasint ve doku hasarmma neden olmasini
onlemek icin mikrobiyal tehditle miicadelede temel bir koruyucu mekanizmadir.

Olusan enflamasyon, makroskopik olarak saptanamamaktadir(Novak ve ark 2006).

Periodontal dokulardaki ilk enflamasyon, patolojiden ziyade mikrobiyal
tehdide kars1 fizyolojik bir savunma mekanizmasi olarak diisiiniilmektedir. Hastaligin
bu evredeki klinik bulgulari, genellikle dis tasi olusumu ve diseti iltithabinin eslik ettigi
supragingival ve subgingival plak olusumudur. Bu asamada plak uzaklastirilirsa,
homeostazi tekrar saglanabilir fakat lezyon devam ederse, patolojik durumlar ortaya
cikmaya baglamaktadir (Cekici ve ark 2014). Bakteriyel ataga kars1 konak yaniti, ¢ok
sayida hiicre tipi ve enflamatuvar aracilar arasindaki karmagik bir etkilesimden
olusmaktadir(Ohlrich ve ark 2009). Gingivitis ve periodontitis gelisimi Page ve
Schroeder (1976) tarafindan ‘“baslangic”, “erken”, “yerlesik” ve “ileri” lezyonlar
olarak siniflandirilmaktadir(Page ve Schroeder 1976).

1.1.1.Baslangic Lezyonu

Baslangig lezyonu plak birikiminin baglamasindan 2-4 giin sonra ortaya ¢ikar.
Bu asamada klinik inflamasyon belirtisi yoktur, ancak dokulardaki degisiklikler
histolojik olarak gdézlemlenebilir. Bakterilerin metabolik iirlinleri, epitel hiicreleri ve
noronlari uyararak sitokin iiretimi ve lokal kan damarlarinin vazodilatasyonuna neden
olan ndropeptitlerin liretilmesini saglar. Boylece diseti damar sisteminden ndtrofillerin
ve monositlerin bag dokularindan, kemotaktik uyarinin kaynagi olan gingival sulkusta
bulunan bakteri iriinlerine dogru go¢ etmesi saglanir. Artan damar gecirgenligi ayni
zamanda dis eti olugu s1visinda da (DOS) artisa sebep olur. Artan DOS akisi, bakteriler
ve iriinlerinin seyreltilmesini ve bolgeden uzaklastirilmasina yardimei olur(Novak ve

ark 2006).



1.1.2.Erken Lezyon

Erken lezyon yaklasik 4-7 giinliik plak birikiminden sonra geligir. Baglangic
lezyonu ve erken lezyonun arasinda ¢ok keskin bir ayrim yoktur. Genel olarak
baslangi¢ lezyonunda izlenen olaylarin siddetlenmis halidir. Bu asamada esas olarak
polimorfoniikleer 16kosit (PMN)'lerden olusan bir lezyon, artan sayida lenfosit ve
makrofaj igeren bir lezyona doniisiir(Lindhe ve ark 2003). Dis etinde bulunan kilcal
damarlarin  ¢ogalmasi, mikrovaskiiler yataklarin ac¢ilmast ve devam eden
vazodilatasyonun bir sonucu olarak eritemli goriinim olusmaya baslar(Lindhe ve
Rylander 1975). Dis eti dokularinin 6demi sonucu diseti hafif sigsmis gibi goriinebilir
ve buna bagli olarak diseti olugu biraz daha derinlesir. Subgingival biyofilm bu
ekolojik nisten yararlanir ve apikal olarak cogalir (bdylece etkili plak kontroliinii daha

zor hale getirir)(Novak ve ark 2006).

1.1.3.Yerlesmis Lezyon

Bu, dogustan gelen bagisikligin kazanilmis bagisikliga gecis donemi olarak
diisiiniilebilir. Makrofajlar, plazma hiicreleri ve T ve B lenfositleri baskindir ve B
lenfositlerinin IgG1 ve IgG3 alt siniflar1 da mevcuttur(Cekici ve ark 2014). Kollajen
yikimin devam etmesiyle epitel bag dokusu bosluklarina dogru ¢ogalmaya baslar. Bag
dokusu igerisinde iltihap hiicreleri birikir. Noétrofillerden yiiksek miktarda matriks
metalloproteinaz (MMP) ve lizozomal igerik salinir. Cok sayida notrofil igeren cep

epiteli olusur(Novak ve ark 2006).

1.1.4.1lerlemis Lezyon

Ilerlemis lezyon, dis eti iltihabindan periodontitise gecisi ifade eder. Bu
asamada geri doniistimsiiz atagman ve kemik kayb1 olusur. Histolojik incelemede
periodontal ligament ve alveolar kemige uzanan kollajen yikimi goriilmektedir. Cep
epitelinde ve periodontal cepte noétrofiller, bag dokusunda ise plazma hiicreleri
baskindir. Baglant1 epiteli, saglam epitel bariyerini korumak i¢in kok yiizeyi boyunca
apikal yonde gog eder. Osteoklastik kemik rezorpsiyonu baslar ve kemik dokusu,
bakterilerin kemige yayilmasini 6nlemek i¢in bir savunma mekanizmas: olarak
inflamatuar bolgeden geri ¢ekilir. Cep derinlestikge plak bakterileri, periodontal
patojenler olarak kabul edilen birgok tiir i¢in ¢ok uygun olan bir nis i¢inde apikal yonde

cogalir. Boylece kronik inflamasyonun ve buna bagli doku hasarinin devam ettigi bir
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dongli olusmaktadir(Novak ve ark 2006). Artik genel olarak, doku yikim
mekanizmasinin  bagisiklik tepkisinin etkileri yoluyla oldugu ve kendi basina

bakterilerin dogrudan bir sonucu olmadigi kabul edilmektedir(Birkedal-Hansen 1993).

1.2.Periodontal Hastalhiklarda Konak Yaniti ve Doku Yikimi:

Bakteriler tarafindan salinan lipopolisakkaritler (LPS) ve peptidoglikanlar gibi
antijenler ve triinler, konak¢1 hiicrelerin yiizeyindeki toll like reseptorler (TLR'ler)
tarafindan taninir, bu durum bir inflamatuar yanit baslatir(Mahanonda ve Pichyangkul
2007). Bir dizi olay yoluyla mast hiicreleri, vazoaktif aminleri ve oOnceden
olusturulmus Tiimor nekroz faktdr (TNF) a'y1 salmak {izere uyarilir, bu da damar
gecirgenligini ve endotelyal hiicre yiizeyleri iizerinde interselliiler adezyon molekiilii-
1(ICAM-1) ve P-selektin gibi yapisma molekiillerinin ekspresyonunu artirir(Madianos
ve ark 2005). Bu siire¢ PMN'leri doku igerisinde toplar ve doku hasarina katkida
bulunan lizozomal enzimleri serbest birakir(Ohlrich ve ark 2009). Yanit olarak,
lenfositler ve makrofajlar dokuyu istila eder. Bu noktada, diseti bag dokusundaki
kollajenin %60—-70'i lezyon bolgesinde parcalanir, fakat kemik dokusu hala
saglamdir(Page ve Schroeder 1976). Bu asamada dis eti dokularinda kalic1 hasar
olusmamustir, onarilmasi ve yeniden sekillenmesi hala miimkiindiir. Bununla birlikte,
baz1 bireylerde dogustan gelen yatkinlik ve/veya ¢evresel faktorler nedeniyle
inflamasyon devam eder ve ardindan bag dokusu yikimi ve geri doniisii olmayan
kemik kayb1 olur(Van Dyke ve Serhan 2003).

Inflamatuar bir reaksiyona yamt olarak kemik kaybinm olusup olusmayacagi
iki faktore baglidir. i1k olarak, diseti dokusunda bulunan enflamatuvar mediatorlerin
konsantrasyonu kemik rezorpsiyonuna neden olan yollar1 aktive etmek i¢in yeterli
miktarda olmalidir. lkinci olarak, enflamatuvar mediyatorler, alveolar kemige
ulasabilmek i¢in diseti dokusuna yeteri kadar penetre olabilmelidir(Graves ve Cochran
2003).

Periodontitiste kemik rezorpsiyonu, osteoblastlar ve osteoklastlarin
aktivasyonu arasindaki etkilesim tarafindan diizenlenir. Interlokin-1p (IL-1B), TNF a,
IL-6, makrofaj koloni uyarici faktor (M-CSF), IL-17 ve Prostoglandin E2 (PGE2) gibi
sitokinler, osteoklast aktivasyonunu uyardigi bildirilen 6nemli pro-enflamatuvar
mediatorlerden bazilaridir (Braun ve Zwerina 2011). IL-4, -10, -12, -13, -18,
Interferon-B(IFN-B) ve IFN-y gibi anti-enflamatuvar sitokinler ise kemik
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rezorpsiyonunu engellemeye yonelik etki gosteren sitokinlerdir(Lerner 2006). RANK,
ligandi (RANKL) ve antagonisti (osteoprotegerin), osteoklastlarin ve osteoklast
onciillerinin farklilasmasini, aktivasyonunu ve hayatta kalmasini saglayarak kemigin
yeniden sekillenmesinde diizenleyici rol oynarlar(Lacey ve ark 1998). Inflamatuar bir
yanit sirasinda sitokinler, kemokinler ve diger mediatorler, osteoblast yiizeyinde
bulunan RANKL’in ekspresyon seviyelerini degistirerek periosteal osteoblastlar
uyarir(Lerner 2006). RANKL osteoblastlar, stromal hiicreler, kondrositler ve diger
mezenkimal hiicreler tarafindan eksprese edilir. Bunun yaninda aktive edilmis T ve B
hiicreleri de RANKL" eksprese edebilir(Theill ve ark 2002). RANKL osteoklast
aktivasyonunu ve farklilasmasini uyarirken osteoklast apopitozunu inhibe eder.
RANK ise osteoklast progenitorleri, olgun osteoklastlar, kondrositler, monositler /
makrofajlar ve dendritik hiicreler tarafindan eksprese edilir(Hsu ve ark 1999). RANK
sunan osteoklast ve Onciilleri yiizeyine RANKL baglanmasi ile birlikte denge
osteoklast olusumu ve kemik rezorpsiyonunun aktivasyonu lehine degisir(Yasuda ve
ark 1998). TNF reseptorlerinden ¢oziinebilir bir protein olan OPG konsantrasyonu,
RANKL ekspresyonundan yiiksek oldugunda, OPG RANKL'a baglanarak RANK'a
baglanmasin1 engeller. RANKL''m RANK'a baglanmasimin onlenmesi, osteoklast
olusumunun azalmasina ve Onceden var olan osteoklastlarin apoptozisine yol
acar(Boyle ve ark 2003). Bu mekanizmanin anlasilmasiyla birlikte doku ve dis eti
olugu sivist icerisinde RANKL/OPG oranminin ylikselmesi periodontal hastaligin

ilerleyisi ile dogru orantili olabilecegi diisiiniilmektedir(Babiir ve Ozcan 2010).

Bu sonuglardan kaginmak amaciyla, geleneksel periodontitis tedavisi 3
asamaya ayrilir. Baglangic asamasi, dis tas1 temizligi ve kok yiizeyi diizlestirme islemi
ile birlikte agiz hijyeni talimatlar1 yoluyla lokal faktorleri ortadan kaldirarak
periodontal dokularin yikimimin ilerlemesini durdurmaya odaklanir. Ikinci asama
diizelticidir ve dokularin fonksiyon ve estetigini geri kazanmayi amaglarken, son
asama periodontitisin tekrarin1 6nlemeyi amaglayan periodontal bakim olarak kabul

edilir(Matos Cruz ve Bascones-Martinez 2011).
1.3.Periodontal Rejenerasyon
Dogal periodonsiyum, sement, periodontal ligament, alveolar kemik ve dis

etinden olugan kompleks bir yapidir. Patolojik ve / veya travmatik olaylar bu anatomik

yapinin kaybolmasina veya hasar gérmesine neden olabilir (Polimeni ve ark 2006).



Rejenerasyon terimi, kaybedilen veya hasar goren dokularin hem orijinal
yapilariin  hem de islevlerinin tamamen restore edilecek sekilde yeniden
yapilandirilmas1 olarak tanimlanmaktadir (Ramseier ve ark 2012). Rejeneratif
periodontal tedavi, periodontal hastalik veya dental travma nedeniyle kaybedilen dis
destek dokularimi (periodontal ligament, sememnt, alveol kemigi, kollajen fibriller)
fonksiyonel ve estetik olarak eski haline getirmeyi amaglamaktadir (Polimeni ve ark
2006).

Geleneksel mekanik/antienfektif periodontal tedaviler, enflamatuar stiregleri
ortadan kaldirma ve hastaligin ilerlemesini durdurma konusunda etkili olmasina
ragmen hastaligin ilerlemesinden kaynaklanan kusurlari tedavi etmede yeterli etkinligi
gosterememektedirler. Bu nedenle, periodontitis dykiisii olan tedavi edilen hastalarda
genellikle fonksiyonel ve/veya estetik kusurlar bulunmaktadir (Adriaens ve Adriaens
2004).

1970'lerden bu yana, bu tiir kayip dokulari restore etmek igin bir dizi prosediir
arastirilmistir. Cok sayida klinik ¢alisma, ¢esitli rekonstriiktif cerrahi protokoller i¢in

olumlu sonuglar gostermistir (Polimeni ve ark 2006).

Giliniimiizde rejenerasyon saglayabilmek i¢in kemik greftleri, yonlendirilmis
doku rejenerasyonu teknigi, biyolojik mediyatorler (mine matriks proteinleri,
trombositten zengin plazma/fibrin), kemik morfogenetik proteinleri ve biiylime
faktorleri ile bunlarin kombinasyonlari uygulanmaktadir (Needleman ve ark 2006,
Sculean ve ark 2008, Esposito ve ark 2009).

Bununla birlikte, bu tedavi yaklagimlarinin ¢cogu degisken olup dngériillemeyen
Klinik sonuglar gosterebilmektedir(Villar ve Cochran 2010, Kao ve ark 2015).
Onggriilebilir periodontal rejenerasyona ulasmak igin alternatif tedavi yontemleri
arastirilmaya devam etmektedir. Son donemde yapilan calismalar hiicre temelli
rejeneratif tedaviler iizerine odaklanmaktadir. Kok hiicrelerin, plastisiteleri ve farkli
hiicre tiplerine farklilasma yeteneklerinden dolay1 periodontal dokularin yenilenmesi
i¢in yeni bir tedavi modeli olarak umut vadetmektedir(Bassir ve ark 2016) (Bianco ve
ark 2010).



1.3.1.Yonlendirimis Doku Rejenerasyonu (YDR)

YDR, enfekte sement yiizeyi uzaklastirilmis bir kok yiizeyi ile bag dokusu
arasinda hiicre gecisini engelleyen bir membranin cerrahi olarak yerlestirilmesiyle
kaybedilen periodontal atagmanin yeniden kazanilmasini hedefleyen bir
yaklasimdir(McClain ve Schallhorn 2000).

Rejenerasyonun gergeklesebilmesi igin, iyilesme siirecinin hem zamansal hem
de mekansal olarak diizenli ve programlanmis bir sirayla ilerlemesi, periodontal
rejenerasyonda anahtar bir rol oynar(Bartold ve ark 2000). Geleneksel periodontal
tedaviler sonrasi olusan periodontal defekt alanlar1 bos birakildig1 takdirde hiicre
proliferasyonu agamasinda bolgeye ilk dnce epitelyal hiicreler ve fibroblastlar ulasir.
Bu hiicrelerin olusturdugu fibro-epitelyal doku gercek periodontal dokularin diizenli
ve sirali rejenerasyonunu engeller. Bu nedenle YDR teknigi, defekt bolgesinde epitel
ve fibroblast ¢ogalmasini dnlemek i¢in degisken gozenekli bir bariyer membrani
kullanir. Bu sayede hedef periodontal doku rejenerasyonu icin bosluk bdlgesi
korunmus olur(Caffesse ve Becker 1991, Murphy ve Gunsolley 2003). Bu yontem ile
periodontal defekt bolgesinde yer alan progenitor hiicrelerin, heniiz tam olarak
tanimlanmamis bazi sinyaller araciligiyla biiyiime faktorlerini uyararak fonksiyonel
bir periodontal rejenerasyonu igin gerekli spesifik hiicre tiplerine farklilastig
diistiniilmektedir(Bartold ve ark 2006).

Sonu¢ olarak YDR kemik i¢i defektlerde tek basina flep operasyonu ile
karsilastirildiginda klinik atagman seviyesinde kazang, sondalama derinliginde azalma
ve kemik kazanci gibi konularda Onemli ustiinliikleri vardir; bununla birlikte,
rejenerasyon miktart ve elde edilen dokunun tirii acisindan degiskenlik

gostermektedir(Zohar ve Tenenbaum 2005).

1.3.2.Doku Miihendisligi ve Hiicresel Tedaviler

Doku miihendisligi hiicre biyolojisinin ilkelerine dayali olarak, hasarl
dokularin yerini alacak yeni dokularin gelisimini kolaylastirmak icin prosediirler ve
biyomalzemeler gelistirmeyi amaglayan bir bilim dalidir. Bu yontemle kayip dokunun
rejenerasyonunu gerceklestirmek igin ekstraselliiler matriksin (ESM) dogal yap1
iskelesinin taklit edildigi, hiicrelerin ¢ogalma ve farklilasmalarina uygun, in vivo

yapay ESM (iskele) ortami saglamaya calisir(Bartold ve ark 2000). Genel olarak, doku



miithendisligi stratejilerine dayanan basarili bir periodontal doku rejenerasyonu,

asagidaki li¢ temel unsur arasinda hassas bir etkilesim gerektirir(Chen ve Jin 2010):

e Yeni periodontal dokulart olusturacak uygun sayida duyarli progenitor kok
hiicrenin varligi,

e Hiicreleri tutmak icin bir iskele gorevi gorecek uygun bir ekstrastilliiler matris
yapisl veya tasiyici yapi,

e Hiicrelere periodonsiyum igerisinde (sinyal molekiilleri) ¢oklu doku tiplerini

olusturma talimatini veren diizenleyici sinyallerin uygun seviyeleri ve dizilimi.

Polimerler, seramikler, metaller ve kompozitler olmak tizere farkli tiirlerde

biyomalzemeler bulunmaktadir. Fibroin polimer yapida dogal bir biyomalzemedir
(Yucel ve ark 2014).

Fibroin ve Kitosan Oligosakkat Laktat

Fibroin, ¢esitli omurgasiz canlilar tarafindan iretilen ve ipek kozalarim
olusturan protein tipi bir biyomalzemedir. Bombyx mori tiirii ipek kozalar1 dogada en
yaygin bulunan fibroin kaynagidir(Yucel ve ark 2014). Ipek fibroin hafif ve agir
zincirlerin 1:1 oraninda disiilfit baglari ile baglanmasiyla olusur. Fibroin, ipek liflerine
iistiin mekanik 6zellikleri saglayan yar1 kristal yapiya sahip bir proteindir (Kim ve ark
2004). Bu yari-kristalin yapi, elektrik, pH ve sicaklik gibi etkilerle ¢apraz bagh
kristalin bir yap1 olusturabilmektedir(Rockwood ve ark 2011).

Kitosan oligosakkarit laktat (KOS) kabuklu canlilarin dis iskeletleri ve
mantarlarda bulunan, biyopolimer yapida olan kitin’in deasetile edilmesi olusan
polisakkarit tipi bir biyomalzemedir(Austin ve ark 1981, Azuma ve ark 2015). Suda
¢oziinebilir bir biyomalzeme olan KOS, nétral pH’ya sahip ve diisiik vizkositelidir.
Ayni zamanda anti-kanser ve antimikrobial 6zelliklere sahiptir(Park ve ark 2009).
Kitosan, biyouyumlulugu, biyolojik olarak parcalanabilirligi ve mukoadeziv olmasi
nedeniyle doku miihendisligi ve farmasotik uygulamalar i¢in uzun zamandir

arastirilmaktadir(Pella ve ark 2018).
Hiicresel tedaviler

Hiicre biyolojisi ve doku miihendisligi teknolojilerindeki son gelismeler, in
vitro olarak kiiltiire edilen hiicreler kullanilarak hastaliklarin tedavi edilebilecegini

gostermektedir(Marks ve Gottlieb 2018). Hem dokuya 6zgii hiicreler hem de kok
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hiicreler doku miihendisligi protokollerinin basarist ilizerinde 6nemli bir etkiye
sahiptir. Doku miihendisliginde kullanilabilecek hiicre kaynaklari, canli tiirlerindeki
farkliliklar temelinde otolog, allojenik ve ksenojenik olmak iizere ii¢ ana tipte
siniflandirilabilir. Otolog kok hiicreler hem farklilasma ve ¢ogalma kapasitelerinin
yiiksek olmasi hem de immiinojenik etkilerinin allojenik ve ksenojenik hiicrelerden
daha az olmasi nedeniyle periodontal rejenerasyon agisindan diger hiicre tiirlerine gore

avantajli goriinmektedir(Fodor 2003).

Ayrica literatiirde kok hiicreler disinda bu hiicrelerin iiriinlerinin de periodontal
doku rejenerasyonu kullanabilecegini gosteren calismalar mevcuttur(Kawai ve ark
2015, Chew ve ark 2019, Qiu ve ark 2020). Bu alanda yapilacak ¢alismalarla ileride

hiicresiz tedavilerinde 6nemli bir tedavi alternatifi olabilecegi diisiiniilmektedir.

Kok hiicre

Kok hiicre, mitoz boliinmeyle 6zellesmis hiicre tiplerine farklilagabilen ve daha
fazla kok hiicre tiretmek icin kendini yenileme yetenegine sahip olan, biitiin ¢ok
hiicreli canlilarin doku ve organlarini olusturan ana hiicre tiirleridir (Bassir ve ark

2016).

Kok hiicrelerin iki 6nemli 6zelligi vardir: kendini yenileme ve farklilasma
potansiyeli. Kendini yenileme, uzun siire hareketsiz kaldiktan sonra bile kendilerini
mitoz yoluyla yenileme yeteneklerini ifade eder. Farklilagma potansiyeli, kok
hiicrelerin farkli bir fenotipe farklilagmasini gerektirir. Bu iki nitelik birlikte kok
hiicrelerin eksik veya hasarli dokular1 ¢ogaltmasina ve yeniden olusturmasina izin

verir(Bianco ve ark 2010).

Kok hiicre terimi ilk kez 19. yiizyilin sonlarinda Theodor Boveri ve Valentin
Haecker tarafindan kullalnilmigtir (Ramalho-Santos ve Willenbring 2007). K&k hiicre
arastirmalart 1981 yilinda Evans ve Kaufman tarafindan fare embriyonik kok
hiicrelerinin elde edilmesi ile hiz kazanmistir (Evans ve Kaufman 1981). Daha
sonrasinda 1998 yilina gelindiginde Thomson ve ark. arastirma amagli olarak
bagislanmis embriyolardan, in vitro olarak uygun kosullarda ektoderm, mezoderm ve
endoderm kokenli hiicreleri farklilagtirarak, insan embriyonik kok hiicre serileri elde
etmiglerdir (Thomson ve ark 1998). 2006 yilinda ise Dr. Yamanaka indiiklenmis
pluripotetnt kok hiicre ¢alismasiyla 6nemli bir basariya imza atmistir (Takahashi ve
Yamanaka 2006).
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2006 yilinda ise Dr. Shinya Yamanaka'nin c¢alisma grubu tarafindan
embriyonik kok hiicrelerde onemli oldugu saptanan transkripsiyon faktorlerinden
bazilar1 (Oct4, Sox2, c-Myc ve KIf4) fare fibroblastlarina retroviral transdiiksiyon
yontemiyle akratilarak pluripotent hiicreler elde edildi (Takahashi ve Yamanaka
2006).

Kok hiicreler farkli hiicrelere doniisebilme kapasitelerine gore 5 gruba

ayrilmaktadir (Zakrzewski ve ark 2019);

Totipotent kok hiicreler: Totipotent hiicreler viicuttaki tiim hiicre ve dokulara
(embriyonik ve embriyonik olamayan) farklilasabilen hiicre tipidir. Fertilizasyon
sirasinda spermiyum ve ovumun birlesmesi ile olusan zigot, viicuttaki tiim hiicrelere
doniisebilme potansiyeline sahip ilk embriyonik hiicredir. Bu tanimlama embriyonun
5. giinline kadar olan siiregte olusan tiim blastomerler i¢in gegerlidir. Totipotent

hiicreler zamanla pluripotent hiicrelere doniisebilirler (Weissman 2000).

Pluripotent kok hiicre: Pluripotent kok hiicreler embriyonik dokular harig,
ektoderm, mezoderm ve endorderme ait tiim hiicrelere farklilagabilmektedir.
Dollenmenin 5. giiniinden sonra meydana gelen blastosiste ait bu hiicreler farklilasma
ozelliklerinden dolay1r embriyonik kok hiicre olarak kabul edilmektedir. Gelisimin
devam etmesiyle birlikte hiicreler pluripotensi 6zelliklerini kaybederek daha kisith
farklilasma kabiliyetine sahip eriskin kok hiicrelerine doniismektedir (Brink ve ark
2008).

Multipotent kok hiicreler: Multipotent kok hiicreler, yetiskin kok hiicrelerdir,
bu hiicreler tek bir germ tabakasina ait hiicrelere farklilasabilmektedir. Ornegin kordon
kanindan elde edilen kok hiicreler uygun uyaranlarla kas hiicrelerine, noronlara ve

viicuttaki diger hiicrelere doniisebilmektedir (Ates 2016).

Oligopotent Kok Hiicreler: Oligopotent kok hiicreler sadece birkag hiicre
tipine farklilagabilmektedir. Lenfoid, miyeloid ve vaskiiler kok hiicreler bu gruba
ornektir. Vaskiiler kok hiicreler uyaran tipine gore endotel veya diiz kas hiicresine

farklilagsma kabiliyetine sahiptir (Kolios ve Moodley 2013).

Unipotent Ko6k Hiicreler: Unipotent kok hiicreler kendi kendini

yenileyebilmekte ve yalnizca belirli bir hiicre tipine farklilasabilmektedir. Insan deri
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hiicreleri, hepatositler ve alveollerin tip II pnomositleri bu gruba 6rnektir (Kolios ve
Moodley 2013, Ates 2016).

Kok hiicreler elde edildikleri kaynak itibariyle baslica 3 ana grup altinda

incelenmektedir(Takahashi ve Yamanaka 2006);

1) Embriyonik Kok Hiicreler
2) Embriyonik Olmayan Kok Hiicreler
3) Indiiklenmis K&k Hiicreler

Embriyonik B
Kok Hii Olmayan
G B Kok Hiicre

Fetal £ Perinatal
Kok Hiicre

Epldermal e
Kord
Endowlyal

Adipoz Kas ve Dental
Doku Tendon Dokular

Sekil 1.1. Kok hiicre tiplerinin genel hatlariyla siniflamasi.

K6k Hiicre O

Fetal
Plasenta

Mezenkimal

Embriyonik Kok Hiicreler(EKH)

Emriyonik kok hiicrelere ait ilk ¢alismalar 1981 yilinda Dr. Evans ve Kaufman
tarafindan yapilmistir. Fare embriyolar1 {izerinde yapilan caligmalarda 5 giinlik
blastosistlerin i¢ ylizeyindeki hiicrelerden sinirsiz sayida bdliinebilen embriyonik kdk
hiicreler izole edilmistir (Evans ve Kaufman 1981). 1998 yilina gelindiginde ise

Thomson ve arkadaslar tarafindan insan embriyonik kok hiicreleri izole edilmistir
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(Thomson ve ark 1998). Blastokistin i¢ hiicre kitlesinden elde edilen EKH'ler,
farklilagsmadan simirsiz olarak ¢ogaltilabildikleri ve korunabildikleri i¢in 6liimsiiz
olarak kabul edilmektedir. Bu hiicreler organizmada bulunan tim doku tiplerini
olusturabilme yetenegine sahip pluripotent hiicrelerdir (Pera ve ark 2000). Giincel
caligmalarda, embriyonik kok hiicrelerin olusumu, implantasyon 6ncesi embriyonun
tahrip edilmesini (veya en azindan manipiilasyonunu) igerdiginden, etik ve hukuki

nedenlerle kullanim1 pek ¢ok tilkede yasaklanmistir (Nadig 2009).

Yetiskin (Embriyonik Olmayan) Kok Hiicreler:

Yetigkin kok hiicreler; gelismenin daha ileri sathalarinda goriilen, bir doku ya
da organdaki farklilagmais hiicrelerle birlikte bulunan farklilasmamis hiicrelerdir. Daha
sinirli olmakla birlikte kendi kendini yenileyebilme ve bulundugu doku veya organ
igerisindeki 6zellesmis hiicre tiplerine farklilasabilme kapasitesine sahiptir (Czyz ve
ark 2003). Yetiskin kok hiicreler, belirli organ ve dokular igerisinde kendilerine ait bir
mikro ¢evrede uzun bir siire dinlenmede kalabilirler(Fuchs ve ark 2004). Embriyonik
olmayan erigkin kok hiicreler organizmada bulunduklar1 yere gore hematopoetik,

mezenkimal ve organlarda bulunan kok hiicreler olarak siniflandirilmaktadir.

Mezenkimal Kok Hiicreler:

Birgok farkli kaynaktan kok hiicre elde edilebilmekle birlikte MKH’ler kendi
kendini yenileme ve pek c¢ok hiicre hattina farklilagma potansiyelleri olan ve hiicre
temelli rejeneratif tedavilerde en yaygin kullanilan hiicrelerdir (Tassi ve ark 2017).
MKH'ler osteoblastlar, adipositler ve kondrositler dahil olmak {izere ¢esitli hiicre

tiplerine farklilagsma kapasitesine sahip olan multipotent stromal hiicrelerdir (Mohr ve

Zwacka 2018).

MKH'ler ilk kez 1970’li yillarda Fridenstein ve arkadaslar1 tarafindan
tanimlanmiglardir. Fridenstein, fetal buzagi serumu kullanilarak yaptigi kemik iligi
kiiltiirlerinde adezyon yetenegine sahip, morfolojik olarak fibroblasta benzeyen hiicre
kolonilerinin bulundugunu ve bunlarin kemik ve yag dokusu hiicrelerine farklilagsma
yetenegine sahip olduklarini gostermistir. Sonraki yillarda yapilan ¢alismalarda bu
hiicrelerin hematopoietik 6zelligi olmayan pluripotent kok hiicreler oldugu ortaya
konmustur (Afanasyev ve ark 2009). Yapilan in vivo ve in vitro ¢alismalar MKH'lerin
osteoblastlar, adipositler, kondrositler, tenositler ve diiz kas hiicreleri dahil olmak

lizere cesitli mezenkimal soylara ve ayrica noronal hiicreler, endotelyal hiicreler,
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hepatositler ve kardiyomiyositler gibi mezenkimal olmayan soylara da farklilasma
potansiyellerini ortaya koymustur (Pittenger ve ark 1999, Toma ve ark 2002, Sasaki
ve ark 2008).

Mezenkimal kok hiicrelerin ana kaynagi kemik iligi olmakla birlikte son
zamanlarda kordon kani, plasenta, Wharton jeli, amnion sivisi, yag dokusu, dis, dis eti,
periodontal ligament, dental pulpa, dental folikiil gibi farkli kaynaklardan da elde
edilebildikleri belirtilmektedir (Seo ve ark 2004, Huang ve ark 2006, MATUR ve
SOLMAZ 2011). Farkli dokulardan elde edilen mezenkimal kok hiicrelerin belirli
ortak ozellikleri olmakla birlikte farklilasma potansiyelleri ve fonksiyonel 6zelliklerin
acisindan koken aldiklar1 dokularin tipine gore farklilik gosterebilmektedir(Mattar ve
Bieback 2015). ideal bir kdk hiicre kaynagi, immiinojenik olmamali, proliferasyon
kapasitesi yiiksek olmali, elde edilmesi kolay ve uzun siireli islemeye direncli olmali

ve istenen hiicre tiplerine farklilasma yetenegine sahip olmalidir(Bluteau ve ark 2008).

Uluslararas1 Hiicresel Tedavi Dernegi (ISCT), MKH'leri tanimlamak i¢in ii¢
kriter kullanir (Dominici ve ark 2006) :

1) MKH'ler standart kiiltiir kosullar altinda plastige yapisabilmeli;

2) MKH'ler CD105, CD73 ve CD90 dahil olmak {izere hiicre yiizey
belirteglerini eksprese eder fakat CD45, CD34, CD14, CD11b, CD79a,
CD19 ve HLA-DR gibi endotelyal, hematopoietik veya immiinolojik hiicre
belirtecleri eksprese etmez.

3) MKH'er in vitro kosullarda uygun uyaranlara maruz kaldiklarinda
osteoblastlara, adipositlere ve kondroblastlara farklilasma yetenegine

sahiptir

Dental Doku Kaynakh Kok Hiicreler

Orofasiyal bolgede, periodontal ligament, apikal papilla, dental folikiil, pulpa,
stit disi ve gingival dokular dahil olmak iizere birgok farkli mezenkimal kok hiicre
kaynagr vardir. Kemik iliginden elde edilen MKH'lere benzerlikleri,
immiinomodiilator etkileri ve minimal invaziv bir sekilde elde edilme prosediirleri goz
Oniine alindiginda, hepsi de rejeneratif ¢alismalarda ilgi ¢ekici kok hiicre kaynaklar

olarak goriilmiistiir(Hernandez-Monjaraz ve ark 2018).
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Periodontal Ligament Kaynakh Mezenkimal Kok Hiicre (PDLMKH):

Periodontal ligament (PDL), sement ile alveol kemiginin dise bakan i¢ yiizeyi
arasinda uzanan, disi i¢erisinde bulundugu alveol kemigine baglayan 6zellesmis bag
dokusu lifleridir. PDL ayn1 zamanda disin beslenmesine, homeostazisine ve hasarl
dokunun onarimina da katkida bulunmaktadir(Shimono ve ark 2003). 2004 yilinda Seo
ve ark. periodontal ligament tiizerinde yapmis olduklar1 c¢alismada post-natal
PDLMKH'lerin klonojenik ve yiiksek oranda proliferatif 6zellige sahip, sement/PDL
benzeri dokular1 yenileyebildigi, bu oOzellikleri nedeniyle kok hiicreler olarak
tanimlanabilecegini géstermistir. Bu ¢alismadan yol ¢ikarak PDLMKH'lerin
periodontal doku rejenerasyonunda kullanim potansiyeli oldugunu sdylemislerdir(Seo
ve ark 2004).Yine benzer bir sekilde Hakk1 ve ark. Bone morphogenetic protein (BMP)
-2, -6 ve -7’nin insan periodontal ligament kok hiicrelerinin osteojenik farklilagsmasi
tizerine etkisini degerlendirdikleri c¢aligmalarinda, gomiilii liclincli azi dislerinin
PDL'sinden izole ettikleri MKH'lerin, kondrojenik, osteojenik, adipojenik ve norojenik
farklilasma potansiyeli oldugunu ayrica kemik iliginden izole edilen MKH'ler ile
benzer osteojenik potansiyele sahip oldugunu gostermislerdir(Hakki ve ark 2014). Liu
ve ark. minyatiir domuzlar {izerinde yapmis olduklar1 deneysel periodontitis
modelinde lokal olarak uygulanan GFP isaretli PDLMKHlerin transplantasyondan on
iki hafta sonra, GFP isaretli hiicrelerin yeni olusan periodontal kemikte mevcut oldugu
ve osteoblastlara farklilastigint géstermislerdir. Transplante edilen PDLMKH'lerin
kaybedilen periodontal dokularin bir kismin1 olusturdugunu ve periodontal defektlerin
tyilesmesini optimize etmek i¢in defekt igerisine epitelyal biiylimeyi onleyen yerel
mikro ortamin yeniden sekillenmesine yardimei oldugunu ortaya koymuslardir(Liu ve
ark 2008). Literatlir taramalarinda, yapilan diger hayvan ¢alismalarinda da benzer
sonuglar elde edildigi goriilmiistiir(Ding ve ark 2010, Zhao ve ark 2021).

Siit Disi Kaynakhh Mezenkimal Kok Hiicre (SDMKH):

Ik kez 2003 yilinda Miura ve ark. tarafindan izole edilen SDMKH, néral
hiicreler, adipositler ve odontoblastlar dahil olmak iizere ¢esitli hiicre tiplerine
farklilasabilen yiiksek oranda ¢ogalan, klonojenik hiicrelerden olusan bir popiilasyon
olarak tanimlanmistir(Miura ve ark 2003). Gao ve ark. ratlar iizerinde uyguladigi
deneysel periodontitis modelinde lokal olarak uyguladiklari SDMKH’lerin diseti

olugu sivisindaki sitokin ekspresyon profilini degistirdigini, dis eti kanamasini

15



azaltigini, periodontal atagman kazanci sagladigi ve osteoklast farklilasmasini
azaltigim1 gostermislerdir(Gao ve ark 2018). Son arastirmalar, SDMKH'lerin diger
kok hiicre tiirlerinden daha fazla viicut dokusu tiiriine doniisme yetenegine sahip

oldugunu séylemektedir(Seo ve ark 2008, Arora ve ark 2009).
Dental Pulpa Kaynakh Mezenkimal Kok Hiicre (DPMKH):

Dental pulpa, dislerin merkezinde bulunan pulpa boslugunu kaplayan yumusak
bag dokusu, vaskiiler, lenfatik ve sinirsel elementlerden olusan mineralize olmayan bir
oral dokudur. Bu hiicreler mezenkimal orijinlidir, ancak embriyonik gelisim sirasinda
spesifik olarak noral krestten tiiretilmistir ve bu nedenle siklikla ekto-mezenkim kok
hiicreler olarak adlandirilirlar(Marei ve El Backly 2018). Ik kez 2000 yilinda
Gronthos ve ark. tarafindan. izole edilen DPMKH’leri klonojenik, yiiksek oranda
proliferatif etkiye sahip ve bir dokuyu yenileyebilecek hiicreler igeren kok hiicreler
olarak tanimlamiglardir. Ayrica DPMKH'ler, in vitro kemik iligi kaynakli mezenkimal
kok hiicre (BMKH)'lere kiyasla daha yiiksek bir ¢ogalma orani sergiledigi ve
BMKH’lerden farkli olarak odontoblast benzeri hiicrelere farklilasabildikleri
gosterilmistir. (Gronthos ve ark 2000). Hakki ve ark. pulpa ve PDL'den izole edilen
MKH'lerin rejeneratif 6zelliklerini karsilagtirmak igin yaptiklari in vitro ¢alismada
DPMKH'lerin, PDLMKH'lerden daha yiiksek bir ¢ogalma hizina ve daha yiiksek
telomeraz aktivitesine sahip oldugu ayrica DPMKH'lerin nérojenik ve miyojenik
farklilasmaya daha yatkin oldugunu tespit etmislerdir. Osteojenik farlilagmanin
degerlendirildigi yine ayn1 calismada DPMKH’lerde ¢ok daha fazla olmakla birlikte 2
hiicre grubunda da Kalsifiye nodiiller olustugu tespit edilmis(Hakki ve ark 2015).
Dental pulpa ile ilgili yapilan diger ¢alismalar bu hiicrelerin insan MKH'leri i¢in
alternatif bir kaynak saglayabilecegini gostermektedir(Kara6z ve ark 2011,

Aurrekoetxea ve ark 2015, Li ve ark 2016).
Gingival Doku Kaynakh Mezenkimal Kok Hiicre (GMKH):

Periodonsiyumun 6nemli bir bileseni olan dis eti dokusu dislerin etrafini bant
seklinde cevreleyen, minimal skar olusumu ve hizli yara iyilestirme Ozelligi ile
karakterize ¢igneyici mukozanin bir pargasidir.(Kim ve ark 2021). Dis eti dokusu dis
¢ekimi, kuron boyu uzatma, gingivektomi, gingivoplasti ve diger periodontal cerrahi
islemler sirasinda sik sik eksize edilmesi sebebiyle kolay ulasilabilen bir kok hiicre

kaynagidir(El-Sayed ve ark 2012). Dis eti dokusunun lamina propriasi igerisinde yer
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alan GMKH’ler normal veya iltihapli durumda olan serbest, yapisik veya hiperplastik
dis etinden izole edilebilmektedir(Apatzidou ve ark 2018, Grawish 2018).
GMKH'lerin %90" kraniyal noral krest hiicrelerinden (KNKH), %10'u mezensimden
elde edilmektedir(Xu ve ark 2013). Noral krest hiicreleri; melanositler, noronlar,
dental dokular, kraniyofasiyal kikirdak ve kemik gibi ¢esitli hiicre dizilerine yol agan
omurgalilara 6zgii gogmen hiicrelerdir. Ozellikle, KNKH'lerin gog ettikleri dokularda
kok hiicreleri korumasi, kraniyofasiyal yapilar1 yeniden olusturma yetenegini ortaya
koymaktadir(Chung ve ark 2009). GMKH'ler diger MKH'lerin aksine, daha belirgin
anti-enflamatuar ve immiinomodiilator etkiye sahiptirler. Bunun yaninda GMKH'ler
stabil bir morfoloji sergiler ve daha yiiksek pasajlarda MSC 6zelliklerini kaybetmezler
GMKH'ler uzun siireli kiiltiirlerde normal karyotip ve telomeraz aktivitesini korurlar,
timorojenik degildirler(Tomar ve ark 2010). Yapilan son ¢alisgmalar GMKH'lerin T-
lenfosit ¢ogalmasini ve aktivasyonunu baskiladigini ve basta makrofajlar, mast
hiicreleri ve dendritik hiicreler olmak Ttzere c¢esitli dogustan gelen bagisiklik
hiicrelerinde giiclii immiinomodiilator islevlere sahip oldugunu

bildirmektedir(Simolitinas ve ark 2021).

Gingival dokudan kok hiicre eldesi ilk kez 2009 yilinda Zhang ve ark.
tarafindan yapilmistir(Zhang ve ark 2009). GMKH'lerle ilgili 2009 yilindan giiniimiize
kadar yapilan ¢aligsmalarda bu hiicrelerin kaynak bakimindan zengin, kolay ulasilabilir
ve minimal invaziv prosediirle kolay elde edilebilir olmalar1 sebebiyle mezenkimal
kok hiicre kaynagi olarak umut vadeden bir potansiyele sahip olduklar

diistiniilmektedir (Kim ve ark 2021).
Adipoz Doku Kaynakh Mezenkimal Kok Hiicre (AMKH):

Mezodermden gelisen yag dokusu, memeli organizmalarda koruma ve 1s1
yalitim1 agisindan hayati bir 6neme sahip olup; ayni zamanda endokrin organ olarak
da islev gormektedir(Greenberg ve Obin 2006). ilk kez 2002 yilinda tanimlanan
AMKH’ler, o zamandan beri kok hiicre alaninda kullanilan en popiiler yetiskin kok
hiicre popiilasyonlarindan biri olmaya devam etmektedir(Zuk 2010). iki tip yag
dokusu (kahverengi ve beyaz) mevcut olsa da, adipoz doku kaynakli kok hiicre
calismalar1 yaygin olarak beyaz yag dokusu tizerinde yapilmaktadir(Minteer ve ark
2013). AMKH’ler viicut i¢inde bir¢ok farkli bolgeden elde edilebilmekle birlikte
palatal bolgedeki adipoz dokudan da yiiksek verimlilikle elde edilebilmektedir(Hakki
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ve ark 2017). Bugiine kadar hem in vitro hem de in vivo olmak {izere birgok ¢alismada
AMKH'lerin  6zelliklerini  tanimlamistir. AMKH'lerin ¢ogalma kapasitesinin
BMKH'lerinkinden daha iyi oldugu gosteren ¢alismalar mevcuttur ancak bu hiicrelerin
rejenerasyon kapasitesi donor yasindan, yag dokusu tipinden ve kiiltiir kosullarindan
etkilenebilir(Mizuno ve ark 2012).

Adipoz doku kaynakli kok hiicrelerin bazi avantajlari bulunmaktadir; (Zhang
ve ark 2020)

1) Deri alt1 yag dokusundan minimal invaziv ve agrisiz bir prosediirle yiiksek
verimli kok hiicre elde edilebilmektedir.

2) AMKH'er kiiltire edildiklerinde fenotiplerini uzun siire koruyabilirler ve
proliferasyon kapasiteleri yiiksektir.

3) AMKH'ler adipositler, osteoblastlar, kondrositler, norositler ve hepatositler
gibi ti¢ gelisimsel germ tabakasinin (endoderm, mezoderm ve ektoderm)

hiicre tiplerine farklilasabilme kapasitesine sahiptirler.

Cok sayida klinik ve preklinik ¢alisma, AMKH tabanli yaklagimlarin rejeneratif tipta

giderek daha 6nemli roller oynayacagin1 gostermektedir.
Dental Kaynakli MKH'lerin Etki Mekanizmasi:

DP-MKH'ler yoluyla periodontal dokunun rejenerasyonunda yer aldigi
varsayllan mekanizmaya gore; DP-MKH'lerin periodontal defekt bdolgesine
yerlestirilmesi, rejenerasyonu baslatacak olan sinyalleri (IL-6, IGF-1 ve TNF-a ve
OSM) ve hiicreleri (Th2 ve monositler) lezyon bdlgesine tasiyan kan damarlarinin
neoformasyonuna yol agmaktadir. Sinyaller; STAT3 (Signal transducer and activator
of transcription 3) ve mTOR (mammalian target of rapamycin) yolaklar1 {izerinden,
DP-MKH'lerin osteoblastlara doniistiiriilmesine sebep olmakta ve bu da alveolar
kemik tretimi i¢cin BMP, Alkaline Phosphatase(ALP) ve Runx2'ye ligandlar
tiretmektedir, IL-10 ve OPG iiretimi ise osteoklast aktivitesinin inhibe edildigi ve doku
onariminin tegvik edildigi uygun bir mikro ortam olusturmaktadir. Diger taraftan DP-
MKH'ler sirasiyla periodontal ligament, sement ve kollajen liflerin sentezi igin
Cementum Protein 1 (CEMP1) ve Collagen Type 1 (COL1) gibi proteinleri salgilayan
sementoblastlara ve fibroblastlara da farklilasmaktadir. Son olarak, belirtilen

sinyallere sahip ortam ile birlikte kan damarlarinin neoformasyonu ve DP-MKH'lerin
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periodonsiyumun oncii hiicrelerine farklilasmasi, ortaklasa bir sekilde periodontal

dokularin rejenerasyonunu saglamaktadir(Hernandez-Monjaraz ve ark 2018).
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Sekil 1.2. DP-MKH lerin varsayilan etki mekanizmasini gosteren sema (Hernandez-
Monjaraz ve ark 2018)

Giintimiize kadar dental dokular da dahil olmak tizere bir¢ok farkli kaynaktan
mezenkimal kok hiicre elde edilmis ve bu hiicreler in vitro ve in vivo deneylerde
kullanilmistir. Yapilan ¢aligmalar goz Oniine alindiginda, mezenkimal kok hiicreler
periodontal dokularin rejenerasyonu icin potansiyel bir tedavi araci olarak kabul
edilmektedirler. Kok  hiicrelerin  rutin  olarak  periodontal  tedavilerde
kullanilabilmesinde minimum cerrahi stresle biiyiik miktarlarda elde edilebilmesi
onemli bir avantaj olusturmaktadir. Gerek adipoz gerekse gingival dokular rejeneratif
potansiyellerinin yiiksek olmasi disinda diger dokulara kiyasla erisilebilirligi kolay,
verimliligi ise yiiksek dokulardir. Ayrica GMKH’lerin antienflamatuar ve
immunomodiilator etkilerinin bulunmasi bu hiicreleri tercih etmemizdeki en 6nemli
etkenlerdir. Biz bu c¢alismada deneysel periodontitis olusturulmus ratlarda, F: KOS
hidrojel yapiya sahip doku iskelesi icerisinde lokal olarak uygulanan adipoz doku ve
gingival fibroblast kaynakli mezenkimal kok hiicreler (MKH)’in periodontal dokularin

lyilesmesi {izerine etkisini degerlendirmeyi amacladik.
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2. GEREC VE YONTEM

Bu ¢alismanin etik kurul onay1 Selguk Universitesi Deneysel Tip Uygulama ve
Arastirma Merkezi Hayvan Deneyleri Yerel Etik Kurulu’ndan alindi. (27.12.2019;
2019-68). Ilgili proje igin gerekli deneysel biitge (sarf malzeme ve hizmet alimi)
Selcuk Universitesi Bilimsel Arastirma Projeleri Koordinatorligii SU-BAP-
20132006 numarali proje destegi ile karsilandi. Proje kapsaminda; rat adipoz ve
gingival doku hiicre izolasyonu ve mezenkimal kok hiicre karakterizasyonu Erciyes
Universitesi Genom ve Kok Hiicre Merkezi'nde gerceklestirildi. Fibroin/kitosan
oligosakkarit laktat (F: KOS) hidrojellerinin hazirlanmasi ve hiicre canlilik analizleri
Orta Dogu Teknik Universitesi Miihendislik Fakiiltesi’nde gergeklestirildi. Ratlar
tizerinde yapilan anestezi, tibbi uygulamalar ve dekapitasyon islemleri Selguk
Universitesi Deneysel Tip Uygulama ve Arastirma Merkezi’nde gerceklestirildi.
Mikro bilgisayarli tomografi (BT) ve histolojik kesitlerin alinmasi islemi Erciyes

Universitesi Dis Hekimligi Fakiiltesi Arastirma Laboratuvari’nda yapildi.

2.1.Fibroin/Kitosan Oligosakkarit Laktat Hidrojellerin Hazirlanmasi

Fibroin izolasyonu

Kaynamakta olan 1 It distile su igerisine 4.24 gr Na,COs (sodyum karbonat)
eklendi ve sonrasinda 5 gr ipek kozasi pargalari bu ¢ozeltinin igerisinde 30 dk
kaynatildi. Bu sayede ipek kozasinin diger bileseni olan serisin proteini uzaklastirildi.
Devaminda, serisinden arindirilmis olan fibroin, soguk saf su ile yikandi ve 50°C’de
kurutuldu. Kuru halde bulunan fibroin, agirliginin 4 kati1 kadar LiBr (lityum bromidir)
igerisinde ¢Ozlindiirtildii. Cozlinmenin tam olarak gergeklestirilebilmesi i¢in, karigim
60°C’de 4 saat inkiibe edildi. Hazirlanan fibroin soliisyonu 48 saat boyunca distile
suya kars1 diyaliz edildi ve sonrasinda 14.000 devirde 15 dakika boyunca santrifiij
yapilarak pelet uzaklastirildi. Fibroin ¢ozeltisi kurutularak birim hacimden elde edilen
kuru agirligi hesaplandi ve bu agirlik ilizerinden gravimetrik yontem ile saf fibroin
¢ozeltisinin  konsantrasyonu belirlendi. Sonrasinda saf fibroin ¢o6zeltisinin
konsantrasyonu distile su yardimiyla %9’a getirilerek 4°C’de muhafaza edildi

(Rockwood ve ark 2011).
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Fibroin/Kitosan Oligosakkarit Laktat Hidrojellerin Hazirlanmasi

Fibroin/kitosan oligosakkarit laktat (KOS) hidrojellerinin hazirlanmasi igin
sonikasyon yontemi kullanildi. Bu amagla; KOS, rat gingival fibroblast kaynakli kok
hiicre/ rat adipoz doku kaynakli kok hiicre ve fibroin soliisyonlar1 ayr1 ayr1 hazirlanarak
hidrojelin olusturulmas1 asamasinda es hacimlerde karistirildi. Hidrojellerin
hazirlanmasi i¢in Oncelikle %0,6’lik COS’un hiicre vasati igerisinde ¢0ziinmesi ve
0,22 um’lik filtre ile sterilize edilmesi ile steril COS ¢ozeltisi hazirlandi. Devamiinda,
enkapsiile edilecek hiicreler %0,05’lik Trypsin-EDTA ile bulunduklar hiicre kiiltiirti
flasklaridan kaldirilarak hiicre kiiltiirii vasati ile 15x10° hiicre/ml konsantrasyona
ayarlandi. Onceden hazirlanmis olan %6’lik steril fibroin ¢ozeltisi ise fibroinin
jellesmesi icin problu sonikatdr kullanilarak %10’luk titresim genligi ile 15 saniye
sonike edildi (Branson Digital Sonifier SFX 250, Emerson, ABD). Son olarak,
hazirlanmis olan KOS, kok hiicre ve fibroin soliisyonlarinin her birinden 60 pL
karistirillarak hidrojeller hazirlandi. Hidrojeller, hiicre kiiltiirii plakalarina dokiilerek
jellesmenin gerceklesmesi icin 37°C’de %95 nem ve %5 CO; (karbondioksit) iceren
ortamda 30 dakika inkiibe edildi (MCO-5M-PE CO2 Incubator, Panasonic, Japonya).
Deneysel gruplarin son hacimlerindeki fibroin, COS ve kok hiicre konsantrasyonlari

Cizelge 2.1.”de verilmistir.

Cizelge 2.1: F ve F: KOS hidrojellerinin igerdigi biyomalzeme ve kok hiicre konsantrasyonlari.

Grup Fibroin (%) COS (%) Hiicre
F 2 0 5x10°
F/COS 2 0.2 5x10°

Hidrojellerin Karakterizasyonu
In Vitro Bozunma Analizi

Hiicresiz hidrojeller 1 cm ¢apindaki deri biyopsi pangi ile kesilerek -80°C’de
liyofilizatdr ile kurutuldu (Freezone 6, Labconco, ABD). Kuru hidrojeller tartilarak ilk
agirliklart (Wilk) hesaplandi. Sonrasinda, 6rnekler pH7.4 olan 10 ml PBS igerisinde
inkiibe edildi. 1, 4, 7, 14 ve 21. giinlerde ornekler filtre kagidi ile hafif bir sekilde
silindikten sonra ve -80°C’de liyofilizasyon yapilarak kurutuldu. Bu islem sonrasi
kurutulan orneklerin agirliklar1 (Wson) tekrar tartilarak agirlik kaybetme yiizdeleri

asagida verilmis olan formiile gére hesaplandi.
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Formiil 2.1. Kurutulan hidrojellerin agirlik kaybetme yiizdelerini gosteren formiil

(Wilk — Wson)

. o) —
Agirlik Kaybt (%) = 100 % Wilk

Mekanik Ozelliklerin Belirlenmesi

Hidrojellere ait mekanik 6zelliklerinin tespiti amaci ile basma testi uygulandi. Bu
amagla, kalinlig1 4 mm ¢ap1 ise 10 mm olan hiicre icermeyen hidrojeller kesitlerine 10
N yiik altinda 1 mm/dk hizla baski uygulandi (Lloyd LS500 Univert Mechanical
Tester, CellScale, Canada). Elde edilen veriler ile hidrojellere ait gerginlik ve Young

modiilii degerleri hesaplandi.
In Vitro Calismalar
Hiicre Canhilik Analizi

Hidrojel gruplarinin biyouyumlulugunn belirlenmesi amaciyla hiicre canlilik analizi
yapildi. Hiicre canlilig1 testi adipoz ve gingival doku kaynakli kok hiicreleri tizerinde
AlamarBlue™ (7-hydroxy-10-oxidophenoxazin-10-ium-3-one) kullanilarak yapildi.
Hidrojel ile etkilesimde bulunmayan hiicreli kuyular pozitif kontrol olarak
kullanilirken enkapsiile edilmemis hiicre ve hidrojeller arka plan sinyalini engellemek
icin kullanildi. Steril hidrojeller 37°C’de %95 nem oranina sahip %5 CO2 iceren
ortamda 7 giin boyunca inkiibe edildi (MCO-5M-PE CO2 Incubator, Panasonic,
Japonya). Kiiltiir igleminin 1, 3 ve 7. giinlerinde hiicre canlilik belirteci olarak
AlamarBlue™ boyasinin indirgenme yiizdesi hesaplandi. PBS ile yikanan hiicreler ve
orneklerin bulundugu kuyulara fenolsiiz hiicre vasatinda hazirlanan %10’luk (v/v)
AlamarBlue™ c¢ozeltisi eklenerek 4 saat boyunca inkiibe edildi. Sonrasinda
AlamarBlue™ ¢ozeltileri yeni hazirlanan steril plakalara transfer edildi ve {izerlerine
yeni hiicre vasatlar1 eklenerek kiiltivasyona devam ettirildi. Spektrofotometre
kullanilarak 570 ve 600 nm’de absorbans okumalar1 gergeklestirildi (Paradigm
Fluorescence Plate Reader. Moleculer Devices, ABD). Olgiimlerin sonras1 gruplar igin
AlamarBlue™ indirgenme yiizdesi hesaplandi. Hiicre canliligi ise asagida yer alan

formiile gore hesaplanmistir.
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Formiil 2.2. AlamarBlueTM indirgenme yiizdesini hesaplamak i¢in kullanilan formiil.

indi %) = 117216 x 6rneklere ait ODs;q — 80586 X 6rneklere ait 0Dggq X %100
netrgenme L) = 155677 X arka plana ait ODgyy — 14652 X arka plana ait ODs, 0

Lazer Taramah Konfokal Mikroskopisi

Lazer taramali konfokal mikroskopisi ile hidrojel icerisine hapsedilmis hiicrelerin
goriintiilenmesi gerceklestirildi (LSM 510, Zeiss, Almanya). Bu hiicreler, jellerin
hazirlanmasinin ve 1 giinliik kiiltivasyonun ardindan iireticinin 6nerdigi protokole gore
goriintlilendi. Hidrojel bulunan kuyulardaki hiicre vasatlari uzaklastirilarak hidrojeller
PBS ile yikandi. Sonrasinda, hidrojeller 151k almayan bir ortam igerisinde 2 pm’lik
100pL Calcein AM boyasi ile 37°C’de 20 dakika boyunca inkiibe edildi. Sonrasinda
boya uzaklastirilarak goriintiilendi(Sun ve Zheng 2009).

Sekil 2.1: Fibroin/KOS doku iskelesi

2.2.Deney Hayvanlar1 Uzerinde Yapilan islemler

Selcuk Universitesi Deneysel Tip Uygulama ve Arastirma Merkezi (SUDAM)
Labaratuvari’nda gergeklestirilen bu calismada, ortalama 400 gr agirliginda, 36
haftalik, 76 adet erkek Wistar Albino cinsi rat kullanildi. Ratlar Ankara Kobay Deney
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Hayvanlari Laboratuvart San. ve Tic. A.S. den satin alindi. Pandemi kurallari

geregince dis merkezden SUDAM’a getirilen hayvanlar 14 giin karantinada bekletildi.

Ratlar plastik kafesler icerisinde beserli gruplar halinde muhafaza edilip
standart pelet cinsi yem (Bil-yem Gida San. Tic. Ltd. Sti. Ankara, Tiirkiye) ve su ile
ad libitum beslendi. Ratlarin fizyolojik ihtiyaglari, bakimlari, anestezileri ve biitiin
cerrahi islemleri ayni merkezde bulunan veteriner hekim kontroliinde saglandi.
Hayvanlar ¢alisma boyunca 20-24°C sicaklikta % 30-40 bagil nem oranina sahip; 12
saat aydilik ve 12 saat karanlik 151k periyoduna sahip ortamda tutuldu. Randomize
olarak gruplara ayrilan ratlarin kuyruklart ait olduklari gruba gore boyanarak
numaralandirildr (sekil 2.2) ve gruplarina gére ayri ayri numaralandirilmis beserli
kafeslere yerlestirildi (Sekil 2.1). Calisma boyunca diizenli araliklarla silinen boyalar

tekrar boyandi ve kilo degisiklikleri takip edildi.

Sekil 2.2: Hayvanlarin kafeslere dagilimi ve genel kafes
gorunimu
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Sekil 2.3. Gruplar igerisinde bulunan hayvanlarin takibinin daha diizenli
yapilabilmesi i¢in kuyruklar1 gruplarim belirtecek sekilde boyandi.

Caligsma planlamasina gore; 75 adet erkek rat, randomize bir sekilde her grupta 15 adet
hayvan olacak sekilde 5 ayri gruba ayrilmistir. Ayrica her bir grubunda kendi
igerisinde ti¢ farkli zaman diliminde (2,4 ve 8. Hafta) sakrifiye edilmesi planlanmistir.

Her kafeste 5 hayvan olacak sekilde toplam 15 kafesle ¢alismaya baglanmistir.

e Pozitif Kontrol Grubu (PK): Deneysel periodontitis olusturulmayan kontrol
grubu

e Negatif Kontrol Grubu(NK): Deneysel periodontitis olusturulan ve herhangi
bir uygulama yapilmayan grup

e Sham Kontrol Grubu(SK): Deneysel periodontitis olusturulmus ve hiicre
icermeyen F: KOS yapiya sahip doku iskelesi enjekte edilen grup

e AMKH Uygulanan Grup: Deneysel periodontitis olusturulmus ve F: COS
icerisinde adipoz doku kaynakli mezenkimal kok hiicre (AMKH) enjekte
edilen grup,

e GMKH Uygulanan Grup: Deneysel periodontitis olusturulmus ve F: COS

igerisinde gingival kaynakli mezenkimal kok hiicre (GMKH) enjekte edilen

grup
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pozitif kontrol

negatif kontrol

adipoz doku gingival fibroblast
kaynakl kaynakli
sham kontrol mezenkimal kok hticre  mezenkimal kok hicre
[AMKH) (GMKH)

enjekte edilen grup enjekte edilen grup,

deneysel
periodontitis

kok hucre
enjeksiyonu

2. hafta sakrifiye 5
edilecek hayvan sayisi

4. hafta sakrifiye 5
edilecek hayvan sayisi

8. hafta sakrifiye 5
edilecek hayvan sayisi

deneysel
periodontitis +

kok hucre
enjeksiyonu

deneysel +

deneysel
periodontitis +

deneysel
periodontitis +

periodontitis

hucresiz enjeksiyon

kok hucre
uygulamasi

kok hacre
enjeksiyonu + enjeksiyonu +

Sekil 2.4. Planlanan deney akis semast
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2.2.1.Ligatiir teknigi ile periodontitis indiiksiyonu

Deneysel periodontitis olusturmak i¢in daha 6nce literatiirde tanimlanan ligatiir
teknigi uygulandi (de Molon ve ark 2018). Hayvanlar intraperitoneal olarak uygulanan
genel anestezi altinda (xylazine 30 mg/kg ve ketamine 70 mg/kg) immobilize edildi.
Ratlarin masaya sabitlenmesi, kafa pozisyonlarimin ayarlanmasi ve uygun agiz
acikligin saglanmasi i¢in 6zel olarak iiretilen oral retraktor kullanildi. Pozitif kontrol
grubu disinda kalan 60 adet ratin cift tarafli list ¢ene 2. Molar dislerinin etrafina
disetinin altinda kalacak sekilde 3.0 ipek siitur yerlestirilerek bukkal yiizeyde
diigtimlendi. Bu yontemle ipek siitur tizerinde mikroorganizmalarin akiimiilasyonu ve
kolonizasyonu olusturularak ilgili disin ¢evresinde periodontal yikim olmasi
hedeflenmistir. De molon ve ark. yapmis oldugu ¢alisma goz Oniine alinarak 14 giinliik
stirenin istenilen diizeyde periodontal yikima sebep olabilecegi diigtiniilmiistiir(de

Molon ve ark 2018).

Sekil 2.5. Kafa pozisyonlarinin ayarlanmasi ve uygun agiz agikligin saglanmasi igin
0zel olarak tiretilen oral retraktor
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Deney protokoliiniin denenmesi amaciyla yapilan 6n ¢alismada bir adet rat {izerinde

14 giinliik siitur uygulamasi sonrasinda sakrifikasyon islemi yapilarak olusturulan

defekt boyutu incelendi(Sekil 2.6).

Sekil 2.6. a) Siitur baglandig: giin, b) 14 giin sonra siitur alinmadan 6nceki goriintii

Sekil 2.7. 14 giin devam eden 6n ¢alisma sonucunda olugan defekt goriiniimii
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2.2.2.Mezenkimal kok hiicrelerin karakterizasyonu ve GFP ile isaretlenmesi

Adipoz Doku Kaynakh ve Gingival Doku Kaynakhh Mezenkimal Kok Hiicrelerin
izolasyonu ve Karakterizasyonu

Tezde kullanilan hiicre hatlar1 Erciyes Universitesi Genom ve Kok Hiicre
Merkezi’ nden temin edildi. Donmus rat adipoz doku kaynakli ve rat gingiva
mezenkimal kok hiicre hatlar1 37°C su banyosunda ¢ozdiiriilerek 75¢cm? ’lik hiicre
kiiltiir kaplarina (TPP, Isvicre) ekimleri yapildi. Kiiltiir kabinda hiicrelerin biiyiimesi
ve ¢ogalabilmesi igin bazal besiyeri igerisine %1 antibiyotik (Biological Industries,
ABD), %1 stabil L-glutamin (Biological Industries, ABD), %1 askorbik asit
(Biological Industries, ABD), ve %10 fotal sigir serumu (FBS) eklendi ve 37°C de %5
CO: igeren inkiibatorde (Sanyo, Japonya) inkiibe edildi.

Hiicreler %80 lizerinde yogunluga ulasinca tripsin metodu ile kiiltiir kabinin
tabanindan kaldirilarak pasajlandi. Projedeki hayvanlara 3. pasajdaki hiicreler
kullanildi.

Hiicrelerin MKH oldugunun ispatinda adipojenik farklilasma potansiyelleri
degerlendirildi. Bu test i¢in adipoz doku kaynakl1 ve rat gingiva mezenkimal kok hiicre
hatlar1 adipojenik farklilasma sonucunda olusturduklar1 yag damlaciklarini belirlemek
i¢in yapildi. Bu amagla 3.Pasaja gelmis hiicreler 6 kuyucuklu kiiltiir kaplarina kuyucuk
basina 3.000 hiicre/cm? olacak sekilde ekildi. Hiicreler %90-95 yogunluga ulasinca
tizerindeki kiiltiir besiyeri ¢ekilerek adipojenik farklilasmayr indiiklemek igin
adipojenik farklilagtirma besiyeri ile degistirildi. Bunun i¢cin MKH adipojenik
indiiksiyon besiyeri kiti (PT-3102B, Lonza MD, ABD) ve adipojenik devam besiyeri
kiti (PT-3102A, Lonza MD, ABD) kullanildi. ik olarak hiicreler 3 giin boyunca
indiiksiyon besiyeri ile kiiltiire edildi. Bu ticari besiyeri igeriginde 170 ml Adipojenik
Indiiksiyon Besiyeri, 2 ml Insan Insiilini (rekombinant), 4 ml L-Glutamin, 20 ml
MCGS, 1 ml Deksametazon, 0,4 ml Indometasin, 0,2 ml IBMX (3-isobutil-I-metil-
ksantin), 0,2 ml GA-1000 bulunmaktadir. Sonraki {i¢ giin adipojenik devam besiyeri
ile kiiltiire edildi. Bu ticari besiyeri igeriginde ise, 170 ml Adipojenik Devam Besiyeri,
20 ml MCGS, 4 ml L-Glutamin, 2 ml Insan Insiilini (rekombinant) ve 0,2 ml GA-1000
bulunmaktadir. Bu dongii li¢ giinde bir yeni besiyeri ile degistirilerek 21 giin boyunca
bu sekilde tekrarlandi. Daha sonra kok hiicrelerin adipojenik farklilasmasi sonucu
olusan yag damlaciklar1 Adipo Red Assay Kit (PT-7009, Lonza, ABD) kullanilarak
gosterildi. Kit prokoliine gore, 6 kuyucuklu kiiltiir kaplari icerisinde farklilasan yag
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damlaciklarinin yerinden oynamamasi igin besiyeri yavasca ¢ekildi. PBS ile iki kez
yikandi. Her bir kuyucuga 140ul/kuyucuk olacak sekilde Adipo Red kit boyasi
eklendi. Hiicreler oda sicakliginda 15 dakika inkiibe edildi.

Adipoz Doku Kaynakh ve Gingival Doku Kaynakhh Mezenkimal Kok Hiicrelerin
Green Fluorescent Protein( GFP) ile isaretlenmesi

GFP (Yesil floresan protein) Transfeksiyonu:
pCMV-GFP plazmiti ( Sino biological Inc China) Eshereshia coli (E.coli)

DHb5a suslarina transforme edildi. Transforme olan FE.coli’ler ampisilin selektif
antibiyogi ile secildi ve pCMV-GFP segilen bakteriler araciliiyla transfeksiyon igin
cogaltildi. Daha sonra miniprep ve maksiprep plazmit izolasyon kiti (Qiagen)
kullanilarak ¢ogalan plazmitler izole edildi. Kullanilan plazmit ¢ok kopyali memeli
ekspresyon vektorii olup prokaryotik olarak ampisilin, 6karyotik olarakta higromisin
direng gen bolgelerine sahipti. Hazirlanan plazmitin DP-MKH’lere transfeksiyonunda
higromisin antibiyotigi minimum inhibitér konsantrasyonu (mik) ve optimize
elektroporasyon parametreleri i¢in daha o6nce belirlenen parametreler kullanildi(Salkin

ve ark 2019).

Hiicrelere GFP transfeksiyonu elektroporasyon teknigi kullanilarak
gerceklestirildi. Bu teknik icin Neon Electroporator sistemi (Invitrogen, USA)
kulllanild1. Kit igerisindeki resiispansiyon tamponu (Neon buffer R) ile 1x10° hiicre
resiispanse edildi ve lizerine GFP plazmidi (Sino Biological, China) 1 pg/ul DNA
konsantrasyonu olacak sekilde eklendi. Elektrolitik tampon icerisinde 1200v 20ms
Ipuls elektroparasyon parametreleri ile transfeksiyon gerceklestirildi ve standart
bliylime medyumlar1 igerisine transfekte hiicreler ekildi. Transfeksiyon sonrasi iki
hafta boyunca 50ug/ml konsantrasyonda higromisin ile transfekte hiicreler secildi ve
secilen hiicreler ileriki deneyler igin kullanildi. Ayrica transfeksiyondan 24 saat sonra

floresan mikroskop altinda GFP ekspresyonlar1 degerlendirildi.
PKH-26 Membran Boyama:

Hiicrelerin membran etiketleme islemi PKH26 ile yapildi. (Red Fluorescent
Cell Linker Kits for General Cell Membrane Labeling). Boyama islemi kit igerigine

gore yapildi ve hiicreler floresan mikroskopta goriintiilendi.
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2.2.3.Mezenkimal kok hiicrelerin Ratlara Transferi

GFP ve PKH26 ile isaretlenmis olan GMKH’ler ve AMKH’lerin % 10 FBS DMEM
ortamlari aspire edildi. Sonrasinda hiicreler tripsin-EDTA enzimi ile muamele edilerek
hiicre kiiltiirii kabindan ayrilmalar1 saglandi. Hiicreler pipetaj yapilarak tiipler
icerisinde toplandi ve gruplara gore isimlendirildi. Daha sonra dis basina 33 ul jel ve
17 ul kok hiicre pipetaj yapilarak karistirildi ( 250.000 hiicre/50 pL). Genel anestezi
altinda kok hiicre uygulanacak gruplarin siiturlar1 ¢ikarildiktan sonra hazirlanan kok
hiicre-jel karisimi, sag ve sol maxiller ikinci molar dislerin mezial ve distal ara
yiizlerinden iki esit par¢a (125.000 /25 pl) halinde uygulandi. Hiicre enjeksiyonu 26
gauge insiilin enjektorleri (Berika, Konya, Tiirkiye) kullanilarak yapildi.

Sekil 2.8. 14 giin sonunda siiturlar alindiktan sonraki dis eti goriintiisii
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Sekil 2.9. Hayvan basina uygulanacak kok hiicre pipetaj yapilarak ependorf tiiplere
boliinmesi.

Sekil 2.10. Ependorf tiiplere boliinen hiicreler gruplara gore isimlendirilmesi

32



-

Sekil 2.11. Ikinci molar dislerin mezial arayiiziinden kok hiicre jel karisiminin
uygulanmast

2.3.Micro BT Analizi

Kok hiicre transplantasyonunu takip eden 2, 4 ve 8. haftalarda hem test hem de
kontrol gruplarinda bulunan hayvanlar yiiksek doz anestezi verilerek sakrifiye edildi.
Micro-ct incelemelerinin yapilabilmesi amaciyla sol maxilla palatinal orta hat
hizasindan dikkatli bir sekilde ayrilarak %10 luk formalin igerisine alindi. Ornekler
Erciyes Universitesi Dis Hekimligi Fakiiltesi Arastirma Labotatuvari’nda bulunan
micro-CT (Skyscan 1272, Bruker x-ray, Belgika) cihazi ile tarandi. Taramalar 90 kV,
108 uA ve 16 um piksel boyutunda gerceklestirildi. Tarama prosediirii 6rnek basina
ortalama 142 dk siirdii ve yaklasik 1000 adet 1632 x 1632 piksel ¢oziiniirliikte iki
boyutlu goriintli elde edildi. Elde edilen verilerin yeniden yapilandirilmast NRecon
v.1.7.4.6 (Skyscan 1272, Bruker x-ray, Belgika) yazilimi ile yapildi. CTVox (Skyscan
1272, Bruker x-ray, Belgika) {i¢ boyutlu goriintiilerin olusturulmasi, DataViewer
(Skyscan 1272, Bruker x-ray, Belgika) yazilimi ise drneklerin iki boyutlu goriintiiler

tizerinden ol¢timlerinin yapilmasi amaciyla kullanildi.

33



& DataViewer - 05_rec
Actions View Options

& D[y RQEN O (9 12

Image control x
Color/ Data range
I Inverse Grey >

I~ smooth

For Help, press F1 3D(RAM):2D resize(2.2.2) (810, 1032, 1052)=0 (0%) _ [Rot: 212.2,6.1,311.7 Zoom 60% 5 mm
aorme -

Sekil 2.12. Olgiim 6ncesi DataViewerRelease 1.6 uygulamast iizerinde drnegin ii¢
farkli yondeki goriintiisii

Alveolar kemik kaybi, ikinci molar disin mezial ve distal interdental bolgelerin
orta noktasindan, palatinal ve bukkal bolgelerin orta noktasindan, meziobukkal
meziopalatinal, distobukkal ve distopalatinal noktalardan olmak tizere toplam 8 ayr1
noktadan, mine-sement sinir1 ile (mss) alveol kret tepesine (akt) olan mesafe dl¢iilerek

morfometrik olarak degerlendirildi.

Sekil 2.13. Ol¢iim yapilan noktalarin 3 boyutlu model
lizerinde gorilintiisii
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Sekil 2.14. Olgiim yapilan noktalarinin okliizal yiizeyden gdsteren
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Sekil 2.15. DataViewer uygulamasinda transversal yondeki kesit tizerinde mss-akt
seviyesinin 0l¢limiinii gosteren radyografik goriintii
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Sekil 2.16. DataViewer uygulamasinda transversal yondeki kesit lizerinde

mss-akt seviyesinin 6l¢iimiinii gdsteren radyografik goriintii

Sekil 2.17. CTVox (Skyscan 1272, Bruker x-ray,
Belgika)uygulamasi kullanilarak olusturulan 3 boyutlu
modeller. a) PK grubu b) NK grubu 2. hafta
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2.4 Histolojik Kesitlerin Hazirlanmasz:

Almman O6rnekler %10’luk formalin soliisyonu ile fikse edildikten sonra
dekalsifikasyon islemi i¢in %10 etilen diamin tetra asetik asit (EDTA) ¢ozeltisi
icerisine alindi. Belirli zaman araliklarinda rdntgen goriintiileri elde edilerek
dekalsifikasyon derecesi kontrol edilen dokularin 5 hafta sonunda dekalsifikasyon
islemi tamamlandi. Daha sonra dereceli alkollerden gecirilerek dehidre edilen dokular
ksilol ile saydamlastirildi. Son asamada doku igerisindeki ksiloliin parafin ile yer
degistirmesi saglandi. Metal kaliplar icerisine 60 derecede erimis olan sicak parafin
ilave edildi ve agisi belirlenmis olan dokular yerlestirildi. Kaplar tizerine plastik
tutucular yerlestirilerek bir miktar daha parafin eklendi ve gdmme islemi tamamlanmis
oldu. Parafin bloklar yeterince soguduktan sonra mikrotom cihazina yerlestirilerek 5
mikron kalinliginda kesitler alindi. Kesitler 37°C sicakliktaki su banyosuna birakildi
ve bu sayede kesitlerdeki kirigikliklarin en az seviyeye indirilmesi—hedeflendi.
Ardindan, kesitler su banyosu icerisinden jelatin kapli lamlar {izerine alind1 ve bir gece
boyunca kurumaya birakilarak kesitlerin lam iizerine yapismasi saglandi. Boyama
asamasinin baslangicinda kesitlerde bulunan parafinin uzaklastirilmas1 amaciyla
ksilolde (10 dk ksilol I, 5 dk ksilol II) bekletildi ve sonrasinda asagida sirasiyla
belirtilen islemler uygulandi. Bu islemler sirasinda kesitler; 3dk absolii alkol I, 3dk
absolii alkol II, 3 dk %96°1ik alkol, 3 dk %80’lik alkol, 3 dk %70’lik alkol, 6 dk distile
su ve son olarak 5 dk akan su altinda bekletildi. Parafini uzaklastirilan kesitler asagida
belirtilen protokol izlenerek Masson-Goldner boyasi ile boyandi (Cizelge 2.2).
Boyanan preparatlar lizerine entellan soliisyonu damlatildi ve lamel ile kapatma iglemi

gergeklestirildi.
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Cizelge 2.2. Masson-Goldner boyama kiti uygulama protokolii

Hematoksilen Eosin boyasi 5 dk.
Akan musluk suyu 5dk
%1 lik asetik asit 30sn
Ayirag 1 (Azophiloksin soliisyonu) 10 dk
%1 lik asetik asit 30sn
Ayirag 2 (Tungstophosphoric asit orange G soliisyonu) 1dk
%1 lik asetik asit 30sn
Ayirag 3 (Light green SF soliisyonu) 2 dk
%1 lik asetik asit 30sn
%70 lik Etanol 30 sn
%96 lik Etanol 30 sn
%100 lik Etanol 30 sn
%100 lik Etanol 30sn
%100 lik Etanol 2 dk
Ksilol 5dk
Ksilol 5dk

Histolojik analizler maksiller ikinci molar disin mezial ve distal arayiizlerinden
yapildi. Ilgili bolgelerde alveol kreti, periodontal ligament, epitel ve sement dokulari

incelendi. Ayni zamanda bolgedeki enflamatuvar hiicre infiltrasyonu degerlendirildi.

Sekil 2.18. Mikro-BT ve histolojik degerlendirmeler igin alinan sol maksilla doku
ornegi
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Sekil 2.19. Histolojik kesitlerin alinmasi sirasinda kullanilan mikrotom cihazi (Leica
RM 2125 RT, Germany)

Sekil 2.20. Kesitlerin kirigikliklarinin agilmasi i¢in kullanilan sicak su banyosu
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Sekil 2.21. Lam tizerindeki parafinin uzaklastirildigi, sonrasinda h&e boyamasinin
yapildigi sirali alkol ve ksilollerin bulundugu bdliim

Microscopy ic |
Reagent 4, AC
acid 10%(vol .
. Reagenz 4, Y
~ Essigsaure 10%

Sekil 2.22. Masson-Goldner Boyama Kiti (Sigma-Aldrich, St. Louis, USA)
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2.5. istatistiksel Analizler

Calismadaki bulgular1t degerlendirmede IBM SPSS Statistics 22 paket
programi kullanilmistir. Degiskenlerin normal dagilima uygunlugu Kolmogorov-
Smirnov testi kullanilarak incelenmistir. Calisma verileri degerlendirilirken gruplar
arasi karsilastirmada, normal dagilim gdsteren parametrelerde Oneway ANOVA testi
kullanilmistir. Gruplar aras1 anlamli sonuglarda Levene homojenite testine gore uygun
posthoc test yapilmistir. Tiim gruplarda homojenite olmasi iizerine Tukey HDS testi
uygulanmistir. Grup i¢i degisimlerde normal dagilim gdsteren parametreler Student’s-

t paired testi ile degerlendirilmistir.

Levene testinde p > 0.05 ise varyanslar homojen olarak kabul edilmistir.

Calismada p<0.05 ise istatistiksel anlamli degerlendirilmistir.
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3. BULGULAR

F: KOS hidrojellerinin etkinligini degerlendirmek amaciyla yapilan in vitro
caligmalarda; AlamarBlue analizi ve konfokal goriintiileme ile kapsiile edilmis
AMKH'lerin ve GMKH'lerin 14 giinliik uygulama siiresince canliliginin arttig1 ortaya
cikarildi. Hidrojellerde KOS’ un dahil edilmesinin, F ve kontrol gruplaria kiyasla

hiicre canliligini arttirdigi da bulundu.
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Sekil 3.1: GMKH’lere ait 7 giinliik AlamarBlue indirgenme yiizdesini gosteren tablo
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Sekil 3.2: AMKH’lere ait 7 giinliikk AlamarBlue indirgenme ylizdesini gdsteren tablo
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Sekil 3.3: Fibroin ve F: KOS igerisindeki AMKH’lerin 24 saatlik inkiibasyon sonrasi
live/dead hiicre analizi konfokal goriintiisii
(yesil 1g1malar: canli hiicre/ kirmizi 1simalar: 6li hiicre)
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Adipoz doku ve gingiva kaynakli rat MKH hiicreleri kiiltiir kabina yapisan
karakterde idi. Her iki hiicre grubu da tipik fibroblast benzeri, igsi goriintiislinii
kiiltirde koruyarak saglikli bir sekilde ¢ogaldi (Sekil 3.4). Hiicrelerin adipojenik
farklilasmasi invert mikroskop (Leica DMI 3000, Leica Microsystems, Almanya)
altinda yag damlaciklari turuncu-kirmizi renkte boyanarak goézlemlendi (Sekil 3.5).

Sekil 3.4: A: AMKH adipojenik farklilasmas1 B: GMKH adipojenik farklilagmasi

Sekil 3.5: A: AMKH adipojenik farklilasma B: GMKH adipojenik farklilasma
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GFP ve PKH ile isaretlenen adipoz ve gingiva kaynakli MKH’lerin 8 hafta sonunda
dokuda varligini stirdiirdiigii gézlendi (Sekil 3.40).

A

DAPI

GFP

PKH26

MERGE

Sekil 3.6: A. Beyaz ok, alveolar kemikteki gingiva kaynaklit MKH’lerin farklilagtig1
osteositler B. Alveolar kemikteki Adipoz kaynaklt MKH’lerin farklilastigi
osteositler, 10X, skala bar 200 mikrometre
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Deneysel periodontitis olusturmak igin ipek siitur ile disin siiture edilmesi ve
devaminda lokal olarak kok hiicre uygulanmasimin hayvanlarin biiyiik ¢ogunlugu
tarafindan tarafindan iyi tolere edildigi goriilmiistiir. Calisma siiresince baglangicta
zayif olan 1 hayvan anestezi sonrasinda, 2 tane hayvan ise siitur atildiktan 1 hafta sonra
hizli bir sekilde kilo kaybederek 6lmiistiir. Bunlar disinda g¢aligmanin 4. haftasinda
nedeni bilinmeyen bir akciger enfeksiyonu nedeniyle 2 ayr1 kafesten toplam 9 hayvan
Olmistiir. Kaybendilen hayvanlarin dengeli bir sekilde gruplara dagitilabilmesi
amaciyla pozitif kontrol grubundaki bazi hayvanlara tekrar ligatiir baglanarak negatif
kontrol grubuna dahil edilmistir. Calisma 63 hayvanla tamamlanmistir.14 giiniin
sonunda hi¢ bir siiturda agilma olmamistir. 14 giinliikk deneysel periodontitis
olusturma stiresinin sonunda yapilan klinik ve radyografik incelemelerde, periodontitis
olusturulan ratlarda saglikli ratlara gére anlamli diizeyde alveol kemigi rezorpsiyonu
ve atagman kaybi varligi gozlemlenmistir. 5 ayr1 grupta bulunan ratlarin agirliklar
diizenli araliklarla olgiilmistiir. Yapilan degerlendirmelerde 3 zaman diliminde de
agirliklar gruplar arasinda benzer bulunmustur (p<0,05). Gruplarin mss-akt d¢liimleri

Cizelge 3.1’ de verilmistir.

Cizelge 3.1. Mikro-BT ile yapilan mss-akt Ol¢timlerinin 2,4 ve 8. haftalarda gruplara gore
karsilastirilmasi

P.K N.K S.K GMKH AMKH
Oort£Ss Oort£Ss ort+SsS Oort£Ss Ort£Ss P
2.hafta 422,7+18,6 871,7+48,1 735,9+27,5 753,0+44,2 698,1+61,3 <0.001
4.hafta 445,1+25,9 733,0+38,9 731,7+123,4 671,1+51,7 662,4+42,4 0.003
8.hafta 480,3+35,3 755,4+14,1 677,6+20,3 609,5+59,9 661,2+39,4 <0.001

Gruplar arasinda mss-akt seviyeleri arasinda yapilan karsilastirmalarda tiim
zaman dilimlerinde de en diisiik degerlerin PK grubunda en yiiksek degerlerin ise NK
grubunda oldugu belirlenmistir. 2. hafta sonuclar1 degerlendirildiginde gruplar
arasinda istatistiksel olarak anlamli bir fark bulunmaktadir. Tukey testi ile yapilan
gruplar arasi ikili karsilastirmalar sonucunda, P.K grubunun 2. hafta mss-akt seviyesi
NK (p<0.001), SK (p<0.001), GMKH (p<0.001) ve AMKH (p<0.001) gruplarindan
anlamli derecede diisiik bulunmustur. NK grubunun 2. hafta mss-akt seviyesi ise SK
(p:0.019; p<0.05), GMKH (p:0.042; p<0.05) ve AMKH (p:0.004; p<0.05)
gruplarindan anlamli derecede yiiksek bulunmustur. Diger gruplarin 2. Hafta mss-akt

seviyeleri arasinda anlamli bir fark bulunmamaktadir (p>0.05).
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Sekil 3.7. PK, NK, SK, GMKH ve AMKH
gruplarinin 2. hafta mss-akt 6l¢iimlerinin
gruplar arasi karsilastirmasi

Gruplarm 4. hafta mss-akt seviyeleri arasinda istatistik olarak anlaml bir fark
bulunmaktadir. Tukey testi ile yapilan gruplar arasi ikili kargilagtirmalar sonucunda,
PK grubunun 4. hafta mss-akt seviyesi NK (p:0.004;p<0.05), SK (p:0.004;p<0.05),
GMKH (p:0.018;p<0.05) ve AMKH (p:0.042;p<0.05) gruplarindan anlamli derecede
diisiik bulunmustur. Diger gruplarin 4. Hafta mss-akt seviyeleri arasinda anlamli bir

fark bulunmamaktadir (p>0.05).

47



4. hafta
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Sekil 3.8. PK, NK, SK, GMKH ve AMKH
gruplarinin 4. hafta mss-akt 6l¢timlerinin gruplar
arasi karsilastirmasi

Gruplarm 8. hafta mss-akt seviyeleri arasinda istatistik olarak anlamli bir fark
bulunmaktadir. Tukey testi ile yapilan gruplar arasi ikili karsilagtirmalar sonucunda,
PK grubunun 8. hafta mss-akt seviyesi NK (p<0.001), SK (p:0.0007;p<0.001), GMKH
(p:0.0089;p<0.05) ve AMKH (p:0.0035;p<0.05) gruplarindan anlamli derecede diisiik
bulunmustur. Ayrica NK grubunun 8.hafta MSS-AKT seviyesi GMKH
(p:0.015;p<0.05) grubundan istatistiksel olarak anlamli derecede yiiksek bulunmustur.

Diger gruplarin 8. Hafta mss-akt seviyeleri arasinda anlamli bir fark bulunmamaktadir
(p>0.05).
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Sekil 3.9. PK, NK, SK, GMKH ve AMKH
gruplarinin 8. hafta mss-akt 6l¢timlerinin
gruplar arasi karsilagtirmasi
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Sekil 3.10. Gruplara ait 6rneklerin transversal kesitte 2. ve 8. haftalardaki mss-akt
seviyelerini gosteren baz1 mikro-BT goriintiileri
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Sekil 3.11. Gruplara ait 6rneklerin sagittal kesitte 2. ve 8. haftalardaki mss-akt
seviyelerini gosteren bazi mikro-BT goriintiileri
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Cizelge 3.2. Gruplarin kendi i¢lerinde mss-akt 6l¢timlerinin farkli zaman dilimlerine gére kiyaslanmasi,
paired samples t test

Standart  Standart
GRUP Ortalama Sapma Hata p
2.hf ort.- 4.hf ort. -22,400 12,734 6,367 0,039*
PK 2.hf ort- 8.hf ort -57,627 40,013 20,006 ,064
4.hf ort- 8.hf ort -35,227 31,993 15,996 ,110
2.hf ort- 4.hf ort 138,646 75,541 43,613 ,086
NK 2.hf ort- 8.hf ort 116,323 38,249 22,083 0,034*
4.hf ort- 8.hf ort -22,322 43,511 25,121 468
2.hf ort- 4.hf ort 4,183 147,522 85,171  ,965
SK 2.hf ort- 8.hf ort 58,283 43,727 25,245 147
4.hf ort- 8.hf ort 54,100 104,106 60,106  ,463
2.hf ort- 4.hf ort 81,816 75,849 37,924 120
GMKH 2.hf ort- 8.hf ort 143,433 77,372 38,686 0,034*
4.hf ort- 8.hf ort 61,616 79,395 39,697 218
2.hf ort- 4.hf ort 35,7145 87,504 50,520 553
AMKH 2.hf ort- 8.hf ort 36,889 85,536 49,384 533
4.hf ort- 8.hf ort 1,175 2,162 1,248 446

Gruplarin 2, 4 ve 8. hafta mss-akt degerlerindeki degisimleri kendi iglerinde

kiyaslamak amaciyla paired samples t test uygulanmistir. NK (p:0.034; p<0.05) ve

GMKH (p:0.034; p<0.05) gruplarinin 2. ve 8. hafta sonuglar1 arasinda istatistiksel

olarak anlamli diizeyde fark bulunmustur. Ancak ilgili gruplarin 8. hafta degerleri
incelendiginde GMKH (609,5+59,9) grubunda NK (755,4+14,1) grubuna gore daha

yiiksek bir iyilesme oldugu goriilmektedir. SK ve AMKH gruplarinda ise mss-akt

seviyesinde sirasiyla 4 ve 8. haftalarda devam eden bir diisiis olmakla birlikte

istatistiksel olarak anlamli bir farklilik bulunmamaktadir (p>0.05).
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Sekil 3.12. PK grubu 2. hafta goriintiisii (Masson goldner boyamast).

Kesitlerde saglikli kontrol grubuna ait normal histolojik goriiniimdeki dis eti goriilmektedir. Interdental
bolgede yer alan dis eti epiteli, mss sinirinin altina uzanmayan ¢ok katli yassi bir epiteldir. Dis eti lamina
propriasi bag doku hiicrelerinden zengin siki ve diizensiz yapida bir dokudur. PDL hiicreleri digin alveol
soketine tutunmasini saglayan kollajen lif bakimindan zengin ara madde bakimindan fakir paralel
seyreden liflerden olusan diizenli yapida bir bag dokusudur.(mss: mine sement siniri, e:epitel, Ip: lamina
propria, bd: bag doku, s: sement, d: dentin, pdl: periodontal ligament

Sekil 3.13. Pozitif kontrol grubuna ait mss ve akt sinirlarin1 gosteren dekalsifiye edilmemis
kesit (H&E boyamasi)
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Sekil 3.14. NK grubu 2. hafta goriintiisii (Masson goldner boyamast).

Kesitlerde periodontal dokular1 etkileyen yaygin bir dis eti enflamasyonu goriilmektedir. Dis eti bag
dokusunda asir1 bir 16kosit infiltrasyonu mevcuttur. Epitel biitiinligiinii kaybetmistir. Yer yer epitelde
dokiilmeler bulunmaktadir. Epitel mss sinirinin altina uzanmaktadir..(mss: mine sement siniri, e:epitel,
s: sement, d: dentin, sar1 ok: 16kosit infitrasyon bolgeleri)

Sekil 3.15. NK grubu 2. haftaya ait furkasyon bolgesini gosteren goriintii
Kesitlerde agir1 16kosit infiltrasyonu goériilmektedir. Enflamasyona bagh olarak alveol kreti ile sement

baglantisini saglayan pdl ortadan kalkmustir. Sementin devamliligi bozulmustur.(d: dentin, sart kutu:
sement dokusunda yer alan dejenerasyon bolgesi)
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Sekil 3.16. NK grubu 8. hafta goriintiisii (Masson goldner boyamas).

8 hafta sonunda doku igerisinde ¢ok fazla 16kosit hiicresi goriinmemektedir. Cok katli yass1 epitelde
asir1 bir kalinlasma vardir(kirmizi ok).Lamina propria gevsek ve diizensiz bir yapiya sahiptir. Dis eti
dokusu ile sement arasinda genis bir bosluk bulunmaktadir(sar1 ok). Epitel cep igerisine invaze olarak
uzun baglant1 epiteli olusturmustur.(pdl: periodontal ligament, e:epitel, s: sement, d: dentin bd: bag
dokusu, Ip: lamina propria)

Sekil 3.17. SK grubu 2. haftaya ait furkasyon bolgesini gosteren goriinti

Furkasyon bolgesi genel itibariyle normal bir histolojik goriintiiye sahipken sadece kirmizi ok ile
gosterilen bolgede pdl ile sement arasinda bosluk goriilmektedir. Ayni bolgede sement yiizeyinde de
diizensizlik bulunmaktadir.
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Sekil 3.18. SK grubu 2. hafta goriintiisii (Masson goldner boyamast).

Kesitlerde belirgin bir 16kosit infiltrasyonu goriilmemektedir. Cok katli yassi epitelde ve lamina
propriada kalinlagmalar vardir. Lamina propria gevsek ve diizensiz bir yapiya sahiptir. Dig eti dokusu
ile sement arasinda yer yer bosluklar olusmustur. Epitel cep icerisine invaze olarak uzun baglanti epiteli
olusturmustur.(pdl: periodontal ligament, e:epitel, s: sement, d: dentin bd: bag dokusu, lp: lamina
propria, kirmizi ok: bag dokusu ile dis arasinda olugan bosluk)

Sekil 3.19. SK grubu 2. haftaya ait furkasyon bolgesini gdsteren goriintii

Furkasyon bolgesi normal bir histolojik goriintiiye sahiptir.(ak: alveol kreti)
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Sekil 3.20. SK grubu 4. hafta goriintiisii (Masson goldner boyamast).

2. hafta goriintiilerine benzer bir gorlintiiye sahiptir. Uzun baglanti epiteli devam etmektedir. Kesitlerde
belirgin bir 16kosit infiltrasyonu gorilmemektedir. ( e:epitel, s: sement, d: dentin Ip: lamina propria,
kirmizi ok: epitel ile sement arasinda olusan bosluk)

Sekil 3.21. SK grubu 4. haftaya ait furkasyon bolgesini gosteren goriintii

Furkasyon bolgesi normal bir histolojik goriintiiye sahiptir.(ak: alveol kreti)
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Sekil 3.22. SK grubu 8. hafta goriintiisii (Masson goldner boyamast).

Onceki haftalardan farkli olarak lamina proria normal bir gériiniime sahiptir. Uzun baglanti epiteli
devam etmektedir. Kesitlerde belirgin bir l6kosit infiltrasyonu gorilmemektedir. Sement dokusu ile
digeti arasinda yer yer bosluklar devam etmektedir. ( e:epitel, s: sement, d: dentin bd:bag dokusu)

Sekil 3.23. SK grubu 8. haftaya ait furkasyon bolgesini gosteren goriintii

Furkasyon bolgesi normal bir histolojik goriintiiye sahiptir.
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Sekil 3.24. GMKH grubu 2. hafta goriintiisii (Masson goldner boyamasi).

Kesitlerde belirgin bir 16kosit infiltrasyonu goriilmemektedir. Cok katli yassi epitelde ve lamina
propriada kalinlasmalar vardir. Lamina propria gevsek ve diizensiz bir yapiya sahiptir PDL de kalin ve
diizensiz fibriller bulunmaktadir. Epitel cep igerisine invaze olarak uzun baglanti epiteli
olusturmustur.(pdl: periodontal ligament, e:epitel, s: sement, d: dentin bd: bag dokusu, sar1 kutu: epitel
icerisine uzanan pdl uzantilari)

Sekil 3.25. GMKH grubu 2. haftaya ait furkasyon bdlgesini gosteren goriintii
Furkasyon bolgesi normal bir histolojik goriintiiye sahiptir.
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Sekil 3.26. GMKH grubu 4. hafta goriintiisii (Masson goldner boyamast).

Bir onceki kesitle benzer goriiniime sahiptir. Cok katli yassi epitelde ve lamina propriada kalinlagmalar
vardir. Epitel cep igerisine invaze olarak uzun baglanti epiteli olusturmustur. Dis eti ile sement arasinda
yer yer bosluklar bulunmaktadir. Bir 6nceki kesite gore pdl fibriller biraz daha diizenli ve sikidir.(pdl:
periodontal ligament, e:epitel, s: sement, d: dentin bd: bag dokusu, Ip: lamina propria)

Sekil 3.27. GMKH grubu 4. haftaya ait furkasyon bolgesini gosteren goriintii

Furkasyon bolgesi normal bir histolojik goriintiiye sahiptir.
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Sekil 3.28. GMKH grubu 8. hafta goriintiisii (Masson goldner boyamast).

8. haftaya ait bu kesitlerde de uzun baglanti epiteli gériilmekle birlikte onceki haftalara kiyasla dnemli
derecede daha az ve daha incedir. Bag dokusu genel olarak siki ve saglikli goriinmektedir. Pdl lifleri
diizenli seyretmektedir. Diger kesitlerin aksine epitel smirinin altina uzanan bir atagman kaybi
yoktur.(mss: mine sement sinir1, pdl: periodontal ligament, e:epitel, s: sement, d: dentin bd: bag dokusu,

Ip: lamina propria)

Sekil 3.29: GMKH grubu 8. haftaya ait furkasyon bdlgesini gosteren goriintii

Furkasyon bolgesi normal bir histolojik goriintiiye sahiptir.
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Sekil 3.30. AMKH grubu 2. hafta goriintiisii (Masson goldner boyamasi).

GMKH 2. Hafta goriintiisiine benzer bir goriintii mevcuttur. Kesitlerde belirgin bir 16kosit infiltrasyonu
goriilmemektedir. Cok katli yassi epitelde ve lamina propriada kalinlagmalar vardir. Lamina propria
gevsek ve diizensiz bir yapiya sahiptir. Epitel cep igerisine invaze olarak uzun baglanti epiteli
olusturmustur. Epitel smirmin altina uzanan bag dokusu ile sement arasinda yer yer bosluklar
bulunmaktadir.(pdl: periodontal ligament, e:epitel, s: sement, d: dentin bd: bag dokusu, kirmiz1 ok: dis
eti ile sement arasindaki bosluklar)

Sekil 3.31. AMKH grubu 2. haftaya ait furkasyon bdlgesini gosteren goriintii
Furkasyon bolgesi normal bir histolojik goriintiiye sahiptir.
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Sekil 3.32. AMKH grubu 4. hafta goriintiisii (Masson goldner boyamast).

Uzun baglanti epiteli olugsmakla birlikte mss siirinin ¢ok fazla altina ilerlememektedir. Normal ve siki
bir bag dokusu goriiniimiine sahiptir. Epitel sinirinin altinda bag dokusu ile sement arasinda minimal

bir agiklik bulunmaktadir(kirmiz1 ok).(pdl: periodontal ligament, e:epitel, s: sement, d: dentin bd: bag
dokusu,

e

L\

Sekil 3.33. AMKH grubu 4. haftaya ait furkasyon bdlgesini gosteren goriintii

Furkasyon bolgesi normal bir histolojik goriintiiye sahiptir.
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Sekil 3.34. AMKH grubu 8. hafta goriintiisii (Masson goldner boyamast).

4. haftaya benzer bir gérlintiiye sahiptir. Mss’nin ¢ok fazla altina ilerlemeyen epitel invajinasyonu
devam etmektedir. PDL lifleri diizgiin ve paralel seyretmektedir. Epitel sinirinin altinda bag dokusu ile
sement arasinda minimal bir agiklik bulunmaktadir.(pdl: periodontal ligament, e: epitel, s: sement, d:
dentin bd: bag dokusu, sar1 ok: odontoblast hiicreleri)

Sekil 3.35. AMKH grubu 8. haftaya ait furkasyon bdlgesini gosteren goriintii

Furkasyon bolgesi normal bir histolojik goriintiiye sahiptir.
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Sekil 3.36. PK grubu 8. haftaya ait mss ve akt sinirlarin1 gosteren dekalsifiye
edilmemis kesit (H&E boyamast)

Sekil 3.37. NK grubu 2. haftaya ait mss ve akt sinirlarin1 gosteren dekalsifiye
edilmemis kesit (H&E boyamasi)
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Sekil 3.38. SK grubu 8. haftaya ait mss ve akt sinirlarin1 gésteren dekalsifiye
edilmemis kesit (H&E boyamasi)

Sekil 3.39. GMKH grubu 8. haftaya ait mss ve akt sinirlarin1 gosteren dekalsifiye
edilmemis kesit (H&E boyamast)
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Sekil 3.40. AMKH grubu 8. haftaya ait mss ve akt sinirlarin1 gosteren dekalsifiye
edilmemis kesit (H&E boyamasi)

8 hafta sonunda elde edilen histolojik kesitler {izerinde yapilan
degerlendirmeye gore GMKH grubunda daha belirgin olmakla birlikte kok hiicre
uygulanan gruplarda kontrol gruplarina kiyasla mss altina invaze olan epitel miktari
daha azdir. Ayni zamanda pdl ve bag dokusu yapisi normale daha yakin
goriinmektedir. SK grubunda kok hiicre uygulanan gruplara kiyasla atagman kaybi
biraz daha fazla olmakla birlikte 8 hafta sonunda epitel ve bag dokusu goriintiisii NK
grubuna gore daha iyi goriinmektedir. NK grubu 2. hafta kesitleri diginda diger
gruplarda belirgin bir 16kosit infiltrasyonu bulunmamaktadir. Ayni sekilde NK kontrol
grubu disinda diger biitiin gruplarda furkasyon bolgesi normal bir histolojik goriintiiye
sahiptir.
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4. TARTISMA

Bu tez calismasinda ligatiir teknigi ile deneysel periodontitis olusturulan
ratlarda, fibroin/KOS hidrojel yapiya sahip doku iskelesi igerisinde lokal olarak
uygulanan adipoz doku ve gingival fibroblast kaynakli mezenkimal kok hiicrelerin
(MKH) periodontal dokularin iyilesmesi tizerine etkisi degerlendirilmistir. Kok
hiicrelerin dis eti dokularina ve periodontal ligamente penetrasyonu GFP

immiinohistokimyasal boyama ile dogrulanmaistir.

Periodontal tedavi igin Kkullamilan mevcut geleneksel teknikler,
periodonsiyumdaki mikrobiyal yiikii ve inflamasyonu azaltarak hastaligin ilerlemesini
durdurmaya odaklanmaktadir(Han ve ark 2014). Bu tedavi yaklasimlari ile cep
miktarinda azalma ve enfeksiyon kontrolii saglanmakla birlikte hasarli sement ve
alveol kemigi tizerinde minimal bir onarim gergeklesmekte fakat bu iyilesme tanim
geregi, periodonsiyumun gergek rejenerasyonu olarak kabul edilememektedir
(Narayanan ve Bartold 1996). Rejenerasyonun saglanabilmesi i¢in, uygun hiicre
popiilasyonunun, sinyal molekiillerinin ve matris yap1 iskelesinin hem zamansal hem
de mekansal olarak diizenli ve programlanmis bir sirayla ilerlemesi, periodontal
rejenerasyonda anahtar bir rol oynamaktadir. Doku miihendisligi ve kok hiicre
caligmalar1 canli ve fonksiyonel dis yapilarin1 yeniden olusturarak geleneksel tedavi
yontemlerinin eksikliklerini gidermek icin alternatif bir yaklasim olarak ortaya
cikmigtir(Bartold ve ark 2000). Bu amagla uygulanacak kok hiicreler onceden
hazirlanan ii¢ boyutlu bir iskelet yapi igine yerlestirilerek defekt bolgesine implante
edilebilmektedir.

Doku iskeleleri hiicrelerin doku igine tasinmasini ve bir hacim olusturmasini
saglayan yapilar olarak tanimlanmaktadir (Kim ve ark 2016). Ideal bir iskelenin hiicre
yapismasini ve ¢ogalmasini desteklemesi, besinler, bliylime faktorleri, metabolik atik
gibi molekiillerin taginmasina izin vermesi ve mekanik destek saglamasi gerektigi
belirtilmistir(Geckil ve ark 2010). Periodontal doku rejenerasyonu i¢in tasarlanmig
yapi iskeleleri gelistirmek i¢in bir¢ok farkli yaklasim onerilmistir(Bousnaki ve ark
2022). Polimerler, seramikler, metaller ve kompozitler olmak fiizere farkl tiirlerde
biyomalzemeler bulunmaktadir. Fibroin polimer yapida dogal bir biyomalzemedir
(Yucel ve ark 2014). ipek fibroini miikemmel biyomekanik o6zelliklere sahip,

biyouyumlu, bozunma siiresi klinik gereksinimlere gore kontrol edilebilen ¢esitli
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ilaglar, biiylime faktorleri vb. igin kullanilabilen bir tasiyicidir(Cao ve Wang 2009,
Pritchard ve ark 2013). Kitosan oligosakkarit laktat (KOS) ise, kitosan'in depolimerize
bir oligomer tiirevidir. Kitosanin aksine, KOS suda ¢oziiniir, bu da farkli yapilara ve
karisimlara dahil edilmesini kolaylastirmaktadir(Azuma ve ark 2015). Ayrica,
KOS’un anti-kanser, antimikrobiyal ve immiinomodiilatér etkileri bulunmaktadir.

Bizim ¢alismamizda F: KOS hidrojel doku iskelesi kullanilmistir.

Rejeneratif uygulamalardaki potansiyelleri goz oniine alindiginda, viicuttaki
¢ogu organ ve dokulardan gesitli kok hiicreler elde edilmistir(Baksh ve ark 2004).
Bugiine kadar, ekstraoral ve intraoral dokulardan elde edilen birgok farkli tiirde kok
hiicreler preklinik uygulamalardaki potansiyellerini degerlendirmek i¢in kiiciik ve
biiyiik hayvan modellerinde kullanilmistir. Literatiire bakildiginda MKH'ler, ¢oklu
Ozellesmis hiicre tiplerine farklilasabilme ve yiiksek ¢ogalma potansiyelleri nedeniyle
periodontal rejenerasyon i¢in kullanilabilecegi fikrini destekleyen ¢ok sayida kanit

bulunmaktadir(Han ve ark 2014).

Bizim calismamizda proliferasyon ozelliklerinin yiiksek olmasi, minimal
yollarla elde edilebilmesi, periodontal dokulara farklilasma kapasitesinin bulunmasi
bunun yaninda immiinomodiilatér ve antienflamtuar etkileri bulunmasi nedeniyle
GMKH’ler tercih edildi(Tomar ve ark 2010). Calismamizda tercih edilen diger bir kok
hiicre kaynagi ise minimal invaziv ve agrisiz bir prosediirle yiiksek verimde elde
edilmesi, kiiltiire edildiklerinde fenotiplerini uzun siire koruyabilmesi, proliferasyon
kapasitelerinin yiiksek olmasi ve ii¢ gelisimsel germ tabakasinin (endoderm,
mezoderm ve ektoderm) hiicre tiplerine farklilagabilme kapasitesine sahip olmalari

nedeni ile AMKH’dir(Zhang ve ark 2020).

Calismamizda gingival ve adipoz doku kaynakli MKH uygulamasinin
periodontal rejenerasyon fizerine etkisini degerlendirmek i¢in wistar ratlar lizerinde
deneysel hayvan modeli olusturulmustur. Disi ratlarin Gstrojen dongiisii esnasinda
fenotip ve gen ekspresyonu iizerinde Onemli etkileri bulunan bazi hormon
diizeylerinde degisiklikler gostermesi nedeniyle erkek ratlar kullanilmigtir(Caligioni
2009). Deneysel periodontitis olusturmak amaciyla daha once literatiirde tanimlanan
ligatiir teknigi tercih edilmistir. Ratlarda ligatiir ile indiiklenen periodontal hastalik
modeli ilk olarak 1966 yilinda Rovin ve ark. tarafindan tanimlanmistir ve su anda

periodontal arastirmalarda en yaygin kullanilan modellerden biri olarak kabul
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edilmektedir(Rovin ve ark 1966, de Molon ve ark 2013). Bu yontemde maksiller veya
mandibular molar dislerin servikal bolgesine yerlestirilen pamuk, ipek veya naylon
ligatir ile hem epitel yiizeyinde iilserasyon hem de ligatiir {zerinde
mikroorganizmalarin akiimiilasyonu ve kolonizasyonu saglanarak ilgili disin
¢evresinde periodontal yikim olusmasi hedeflenmektedir(de Molon ve ark 2018).
Bizim galismamizda oral retraktériimiiziin maksiller molar dislerde ¢alismaya daha
uygun olmasi ve 2. Molar dis ¢evresinde siitur stabilizasyonunun daha giivenli olmasi
nedeniyle maksiller 2. molar dis tercih edilmistir. Ligatiir olarak plak birikiminin daha
fazla olmasi ve olusturulacak periodontal defektin istenilen boyutlarda olabilmesi
amaciyla 3/0 ipek (Dogsan, Istanbul, Tiirkiye) tercih edilmistir. De Lima ve ark.
tarafindan ratlar iizerinde yapilan deneysel periodontitis ¢alismasinda kemik kaybinin
onemli bir miktarinin 7 giinden itibaren basladigs, 7. ila 11. giinler arasinda en yiiksek
seviyeye ciktig1 ve 14. giinden itibaren azaldigi ifade edilmektedir(de Lima ve ark
2000). De Lima ve De molon ve ark. yapmis olduklari ¢alismalar géz 6niine alinarak
14 giinliik siirenin istenilen diizeyde periodontal yikima sebep olabilecegine karar
verilmistir. Bizim ¢alismamizda deneysel periodontitis olusturulan gruplardaki doku
kaybi1 miktarlari, literatiirde tanimlanan ligatiir yontemi ile deneysel periodontitis
olusturulmasin1 Oneren c¢alismalarla uyumlu bulunmustur. Calismamiz, Sel¢uk
Universitesi Deneysel Tip Uygulama ve Arastirma Merkezi Hayvan Deneyleri Yerel
Etik Kurulu (SUDAM) Yénergesi’ne ve Russell & Burch tarafindan 1959°da “Insani
Deney Tekniginin ilkeleri” ne uygun olarak, yapilan gii¢ analizi sonrasi uygun olan en

az sayida hayvan ile gerceklestirilmistir.

Wang ve ark. tarafindan GMKH’lerin in vivo kemik rejenerasyonunu
tetiklemesini degerlendirmek igin yapilan pilot calismada kollajen jel matrisi ile
birlestirilen GMKH’ler bagisikligt baskilanmis farelerin sirt derisi altina
yerlestirilmistir. 6 hafta sonunda implantasyon bdlgesinden alinan kesitlerde hem
deney grubunda (kollajen jel + GMKH) hem de kontrol grubunda (kollajen jel) iyi
mineralize adaciklar olusmadigini fakat immiinohistokimyasal boyamada, kontrol
grubu ile kiyaslandiginda deney grubunda OPN ve Col I'in yiiksek seviyelerde
eksprese edildigi gosterilmistir. Bu sonuglar degerlendirildiginde GMKH'lerin
osteojenik potansiyele sahip olduguna ve ileride yapilacak rejeneratif ¢alismalar igin
uygun bir aday olabilecegine karar verilmistir(Wang ve ark 2011). Pilot ¢alismanin

devaminda yapilan rat periodontal defekt modelinde defekt igerisine kollajen matris
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ile birlikte eGFP+GMKH yerlestirilmis ve 8 hafta sonunda sakrifiye edilerek mikro-
bt ve histolojik kesit degerlendirmeleri yapilmistir. H&E boyamasi yapilan kesitlerde
deney grubunda iyi mineralize trabekiiler yapiya sahip yeni olusmus kemik dokusu
goriiliirken, kontrol grubunda siirli bir kemik rejenerasyonu goriilmistiir(Wang ve

ark 2011).

Xu ve ark. tarafindan olusturulan periodontal defekt modelinde ise farelerin
kuyruk venleri iizerinden sistemik dolasima verdikleri GMKH’lerin rejenerasyon
potansiyelini degerlendirdikleri ¢aligmada; 2. ve 3. haftalarda yapilan histolojik ve
morfolojik degerlendirmelerde kok hiicre uygulanan grupta yeni olusan kemik dokusu
miktar1 kontrol grubuna gore anlamli derecede yiiksek bulunurken 1. haftada anlamli
bir fark bulunmamistir. Ayni zamanda immiinohistokimyasal boyamalarda, GFP
isaretli GMKH ler 1,2 ve 3. haftalarda defekt bolgesinde saptanmistir(Xu ve ark 2014).
Sun ve ark. tarafindan hazirlanan deneysel periodontitis modelinde ise sistemik olarak
uygulanan GMKH lerin literatiirdeki diger ¢alismalara benzer bir sekilde kemik
kazanci elde edilmistir(Sun ve ark 2019).

Li ve ark. tarafindan GMKH’lerin timdrojenik etkisini degerlendirmek igin
yapilan galismada ratlarin sirt derisi altina 2 x 105 GMKH enjekte edilerek ve 6 ay
boyunca takip edilmistir. Bu siire boyunca herhangi bir tiimor olusumu goriilmemistir.
Ayrica GMKH’in dis eti iyilesmesi {izerine etkisini degerlendirmek i¢in mandibular
keser dislerin labial yiizeyinde dis eti defekti olusturarak bolgeye GMKH uygulanmis
ve 4. hafta sonunda yapilan gozlemlerde defekt olusturulmayan kontrol grubu ile ayni
seviyede dis eti olustugu goriilmiistiir. Bu sonuglar {izerine Li ve ark. tarafinda dis eti
cekilmelerinin tedavisinde bag doku greftleri yerine GMKH kullaniminin basarili bir

tedavi alternatifi oldugu sonucuna varilmistir(Li ve ark 2018).

Qiu ve ark. nin GMKH’ler tizerinde yapmis olduklari ¢alismada yeni olusan
kemik ve bag dokusunun kok hiicre uygulanan gruplarda 1. haftada histolojik
kesitlerde goriilmeye baslandigi, sement dokusunun ise 2. haftada goriilmeye
baslandig1 4. haftada daha diizenli hale geldigi tespit edilmistir. Hig bir vakada ankiloz
goriilmemistir(Qiu ve ark 2020).

Sanchez ve ark. dis eti g¢ekilmelerinin tedavisinde GMKH’lerin etkisini
degerlendirdikleri ¢alismada koronale kaydirilan flep dokusu altina kollajen matris

tizerinde  GMKH uygulamistir. Yapilan degerlendirmeler sonucunda GMKH
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uygulanan grupta anlamli olmamakla birlikte olumlu yonde bir etki

goriilmiistiir(Sanchez ve ark 2022).

Zhang ve ark. tarafindan yi1linda yapilan bir ¢alismada dis ¢gekimi sonras1 alveol
soketinde olusan boslugun sert ve yumusak doku formasyonunun istenilen sekilde
gerceklesmesi amaciyla nano-hidroksiapatit ve gingival fibroblast icerikli 3d hiicre
baskis1 ile anahtar kilit uyumuna sahip bir doku iskelesi iiretilmistir. Yapilan
degerlendirmelerde basarili bir rejenerasyon elde edilmistir. Bu tarz 3d hiicre baskili
sert ve yumusak doku rejenerasyonlari ileride yapilacak rejeneratif tedavilerde 6nemli

bir tedavi alternatifi olarak goriillmektedir(Zhang ve ark 2022).

Literatiirdeki ¢alismalardan yola ¢ikarak hem sistemik hem de lokal olarak
uygulanan GMKH'lerin, periodontitisin neden oldugu periodontal yikim bdlgesine
ulagabilecegi ve periodontal doku rejenerasyonunu tesvik  edebilecegi
gosterilmistir(Xu ve ark 2014, Sun ve ark 2019, Qiu ve ark 2020). Biz ¢alismamizda
bu ¢aligmalardan farkli olarak GMKH leri F: KOS yapiya sahip enjekte edilebilir bir
doku iskeleti i¢erinde hasar bdlgesine lokal olarak uygulandi. Uygulandiginda sivi
formda olan doku iskeleti kisa bir siire igerisinde bolgede jelleserek daha rijit bir yap1
olusturmustur. Defekt bolgesinde hem fiziksel bir hacim olusturmasi hem de icerinde
hiicre  barindirmasi  nedeniyle rejenerasyonu olumlu yonde etkileyecegi
distintilmistir. GMKH grubunda 2. ve 8. hafta mikro-BT olgtimleri
degerlendirildiginde literatiirle uyumlu olarak negatif kontrol grubuna kiyasla anlaml
diizeyde daha iyi sonuglar elde edilmistir. Ayrica SK grubu ile kiyaslandiginda anlamli
olmamakla birlikte daha iyi sonuglar bulunmustur. Gingival fibroblast kaynakli
mezenkimal kok hiicrelerin dis eti dokularina ve periodontal ligamente penetrasyonu
GFP immiinohistokimyasal boyama ile dogrulanmistir. Histolojik kesitlerde de negatif
kontrol grubuna kiyasla daha az atagman kayb1 ve daha sinirli bir uzun baglanti epiteli
olusumu goriilmektedir. PDL ve bag dokusu yapist NK grubuna kiyasla normale daha

yakin goriinmektedir.

Periodontal rejenerasyonda kullanilan diger bir hiicre tiirii olan AMKH'ler,
anjiyogenez ve normal yara iyilesmesinde yer alan ¢ok sayida biiyliime faktorii
salgilamaktadir. AKH'ler yiiksek diizeyde epidermal biiylime faktorii, temel fibroblast
bliylime faktorii, keratinosit biiylime faktorii, PDGF, insiilin benzeri biiyiime faktorti,

VEGF, TGF-BETA, hepatosit biiyiime faktorii (HGF) salgilar ayrica AKH'lerden
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salgilanan biliylime faktorleri, endotelyal hiicrelerin gogiinii ve c¢ogalmasini
indiikleyerek, yara yataginin vaskiilaritesini. graniilasyon dokusu kalinligini ve
kollajen birikimini artirarak yara iyilesmesini desteklemektedir(Kilroy ve ark 2007,
Ebrahimian ve ark 2009).

Tobita ve ark. tarafindan ratlar iizerinde olusturulan periodonal defekt
modelinde AKH'li veya AKH'iz PRP'nin alveolar kemik rejenerasyonunu
indiikledigini ancak sadece AKH/PRP grubunun o&zellikle 8. haftada sement ve
periodontal ligament benzeri yapi dahil olmak iizere diger periodontal dokularin
rejenerasyonunu basarili bir sekilde gosterilmistir(Tobita ve ark 2013). Literatiir
taramalarinda AKH’lerle ilgili yapilan diger hayvan ¢aligmalarinda da benzer sonuglar
rapor edilmistir(Takedachi ve ark 2013, Venkataiah ve ark 2019). Bizim ¢alismamizda
da literatiirle uyumlu bir sekilde AMKH uyguladigimiz grupta negatif kontrol grubu
ile kiyaslandiginda 6nemli bir iyilesme oOlmasina ragmen 8. Hafta sonunda SK
grubuyla arasinda fark bulunamamustir. Literatirde AMKH’lerin kullanildigi klinik
calismalarin neredeyse tamaminda kok hiicreler yapay olarak olusturulan kemik i¢i
defekt modelleri icerisine uygulanarak kapali bir alanda rejenerasyon olusturulmustur.
Bizim g¢aligmamizda lokal olarak agiz ortamina agik bir alana enjekte edilen jel
icerisindeki kok hiicrelerin cevresel etmenlerle bolgeden belirli bir kisminin
uzaklasmis olabilecegi buna bagl olarak tahmin edilen diizeyde rejenerasyon
olusmadig diistiniilmektedir. Adipoz doku kaynakli mezenkimal kok hiicrelerin dis eti
dokularina ve periodontal ligamente penetrasyonu GFP immiinohistokimyasal boyama
ile dogrulanmistir. Histolojik kesitlerde de negatif kontrol grubuna kiyasla daha az
atagman kayb1 ve daha sinirli bir uzun baglant: epiteli olusumu goriilmektedir. PDL

ve bag dokusu yapis1t NK grubuna kiyasla normale daha yakin goriinmektedir.

Ratlar iizerinde gerceklestirilen deneysel periodontitis modellerinde
kaybedilen kemik miktarin1 degerlendirmek igin geleneksel radyografiler, kalibre
edilmis histolojik goriintiiler ve mikro-BT gibi farkli yontemler kullanilabilmektedir.
Hem hayvan hem de insan 6rneklerinde Mikro-BT yontemi ile yapilan morfolojik
Olglimlerin dogrulugu, geleneksel yontemlerle yapilan oOlgiimlerle kiyaslanarak
degerlendirilmis ve mikro-BT ile yapilan 6l¢iimlerin dogrulugu ve tekrarlanabilirligi
gosterilmistir(Barbier ve ark 1999). Bizim ¢alismamizda dislerin farkli yiizeylerinde

Olclim yapilabilmesi ayrica goriintiillenen dokular iizerinde bir hasar olusturulmadig:
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icin sonrasinda yapilacak histolojik analizlerde tekrar kullanilabilmesi gibi avantajlar

nedeniyle mikro-BT yontemi tercih edilmistir.

NK grubunda yapilan 2. hafta Mikro-BT degerlendirmelerinde basta diigiimiin
bulundugu mb kdse olmak tizere disi cepecevre etkileyen ciddi bir doku yikimi oldugu
goriilmistiir. Bununla birlikte 8. haftanin sonunda test gruplartyla birlikte hicbir tedavi
uygulanmayan negatif kontrol grubunda da énemli bir kemik kazanci oldugu tespit
edilmistir. Histolojik kesitler iizerinde yapilan degerlendirmelerde olusan dokularin
tam bir rejenerasyon gostermedigi iyilesmenin biiyiik oranda uzun baglanti epiteli ile
gerceklestigi goriilmistiir. Bu sonuglar Caton ve ark. akut defekt modellerinde
yaklasik %50 ila %70 spontan rejenerasyon beklenebilecegi bildirdikleri ¢alisma ile
uyumlu bulunmustur(Caton ve ark 1994).

Sham kontrol grubu iizerinde yapilan mikro-BT degerlendirmelerinde 2. Hafta
sonunda negatif kontrol grubuna kiyasla anlamli derecede daha iyi sonuclar elde
edilmistir. 2. haftadan sonraki siiregte SK grubunun rejenerasyon hizi azalmis negatif
kontrol grubunda ise spontan rejenerasyon devam ederek 2 grup arasindaki fark
azalmistir. 8 hafta sonuglar1 degerlendirildiginde ise SK grubunun sonuglart NK
grubuna gore daha iyi olmakla birlikte fark istatistiksel olarak anlamli degildir.
Histolojik kesitler lizerinde yapilan degerlendirmede ise nk grubuna gore lokosit
infiltrasyonun azaldig1 fakat uzun baglant: epitelinin azalmakla birlikte devam ettigi
gorilmistiir. Jel kivaminda bulunan bu doku iskelesi kapali bir alan igine
uygulanmadig: i¢in uygulandiktan sonra bolgede kalan miktar1 ve kaldig: siire tam
olarak tespit edilememektedir. Bu da elde edilen sonuglari analiz etmeyi zorlastirmakla
birlikte genel itibariyle hiicresiz bir sekilde uygulanan F: KOS un rejenerasyonu
hizlandirdig1 ve anlamli olmamakla birlikte olumlu yonde etkiledigi tespit edilmistir.
Bu sonuglar fibroin yapiya sahip doku iskelelerinin rejeneratif tedavilerde kullanimini
degerlendiren caligsmalarla genel olarak uyumlu bulunmustur(Kim ve ark 2005, Gedo

ve ark 2019, Ding ve ark 2021).

Hasar bolgesine uygulanan F: KOS + kok hiicre karigiminin miktar ve siire
olarak bolgede ne kadar kaldiginin tespit edilememesi ayrica olusan defekt
boyutlarinin standart olmamasi ¢alismanin bir limitasyonudur. Bu durum kok
hiicrelerin  rejeneratif  etkisinin  net olarak degerlendirmeyi  giiglestirdigi

distintilmektedir.
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F: KOS hidrojel igerisinde uygulanan gingival fibroblast kaynakli mezenkimal
kok hiicreler ve adipoz doku kaynakli mezenkimal kok hiicrelerin 16kosit
infiltrasyonunu azaltabilecegi, doku iyilesmesini hizlandirabilecegi ve periodontal
rejenerasyona olumlu yonde katki saglayabilecekleri diisiiniilmektedir. Elde edilen
veriler 151¢1nda F: KOS icerinde AMKH ve GMKH lerin rejeneratif potansiyellerinin
daha iyi anlasilabilmesi 6rnek sayisisinin daha fazla oldugu, doku yapim ve yikim
parametrelerini degerlendirmek i¢in immiinohistokimyasal degerlendirmelerinde yer

aldig1 yeni klinik caligmalara ihtiya¢ duyulmaktadir.
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10.

11.

12.

SONUC VE ONERILER

Ligatiir ile indiklenen deneysel periodontitis modelinde 14 giinliik siireg
istenilen diizeyde doku yikimi i¢in yeterli oldugu goriildii.

Mikro-BT iizerinde MSS-AKT mesafesi 6l¢timii belirlenen noktalardan hassas
bir sekilde yapilabildigi tespit edildi.

2. Hafta MSS-AKT olgtimleri degerlendirildiginde NK grubu nun SK, GMKH
ve AMKH gruplarina gore anlamli diizeyde fazla kemik kaybi oldugu tespit
edildi.

8 hafta MSS-AKT o6l¢iimleri degerlendirildiginde sadece NK grubu ile GMKH
grubu arasinda anlamli bir fark vardi. SK grubu ve AMKH grubu degerleri de
NK grubuna gore anlamli olmamakla birlikte daha diisiik oldugu tespit edildi.
Tiim zaman dilimlerinde de PK grubu degerleri diger biitiin gruplardan anlaml
bir sekilde daha diisiik oldugu gortildii.

PK grubunda 8. haftaya kadar devam eden siire¢te anlamli olmamakla birlikte
MSS-AKT seviyesinde minimal diizeyde bir artis goriildi.

NK grubunda 2. Haftadan 8. Haftaya kadar gecen siirecte istatistiksel olarak
anlamli diizeyde spontan bir rejenerasyon oldugu tespit edildi.

SK grubu MSS-AKT olgiimleri NK grubu ile karsilastirildiginda istatistiksel
olarak anlamli olmamakla birlikte daha diisiik oldugu tespit edildi.

AMKH grubu MSS-AKT olgiimleri NK grubu ile karsilastirildiginda
istatistiksel olarak anlamli olmamakla birlikte daha diisiik oldugu tespit edildi.
Histolojik kesitler lizerinde yapilan degerlendirmeye gére GMKH grubunda
daha belirgin olmakla birlikte kok hiicre uygulanan gruplarda kontrol
gruplarina kiyasla uzun baglant1 epiteli olusumun daha az oldugu goriildii.

SK grubunda kok hiicre uygulanan gruplara kiyasla atagman kaybi biraz daha
fazla olmakla birlikte 8 hafta sonunda epitel ve bag dokusu goriintiisii NK
grubuna gore daha iyi oldugu goriildii.

F: KOS hidrojellerin etkinligin degerlendirmek amaciyla yapilan in vitro
calismalarda; Alamar Blue testi ve konfokal goriintiileme ile kapsiile edilmis
AMKH'lerin ve GMKH'lerin 14 giinliik uygulama siiresince canliliginin arttig1
ortaya c¢ikarildi. Hidrojellerde KOS’ un dahil edilmesinin, F ve kontrol

gruplarina kiyasla hiicre canliligini arttirdigi da bulundu.
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