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OZET

Bu calismada ratlarin sol Ust c¢ene birinci ve ikinci azi disleri ¢ekilerek sokete
yerlestirilen metakrilatlanmis jelatin (Gel-MA), nano-hidroksiapatit(nHAp) ve
mezenkimal kok hiicreler (MSCs) ile alveol kemiklerinde dis ¢ekimi sonrasi goriilen
hizl1 rezorpsiyonun engellenmesi ve yeni kemik doku rejenerasyonun saglanmasi
amagclandi. Dislerin ¢ekilmesi alveolar kemikte fizyolojik rezorpsiyon siirecinin
baslamasina neden olur. Alveolar kemigin ve yumusak dokunun hacimsel olarak
azalmas1 sonucunda maksillofasiyal bolgede fonksiyon kaybi, hastalarin yasam
kalitesinin diismesi ve estetik problemler ortaya ¢ikmaktadir. Calismada 36 adet
Sprague Dawley rat rastgele olmak iizere 3 deney grubuna ayrildi. Deney gruplari;
grup 1 (kontrol, n=12), grup 2 (Gel-MA/ nHAp, n=12) ve grup 3 (Gel-MA/ nHAp/
MSCs, n=12) olarak belirlendi. Grup 2 ve Grup 3' teki ratlarin dis ¢ekim soketlerine
sirastyla Gel-MA/NHAp ve Gel-MA/nHAp/MSCs biyomalzemeleri yerlestirildi. UV
15181 (395-480nm, 30 sn) soketlere uygulanarak daha stabil hidrojel yapisi
olusturuldu. Soketlere dikis atilarak yara yiizeyleri primer kapatildi. Hayvanlarin
yarisi 1. ay, diger yarisi ise 2. ayin sonunda sakrifiye edilerek maksilla tiimiiyle
cikarildi. Makroskopik, mikro-bilgisayarli tomografi (micro-BT) ve histopatolojik

incelemeler yapildi. 1. ve 2. ay mikro-BT analiz sonuglarina gore, grup 3'in kemik



hacim ytizdesi (BVP) en yiiksekti ve diger gruplara gore istatistiksel olarak anlamli
bir fark vardi. Grup 3' iin 1. ay ortalama BVP’ si %81.02+3.05, 2. ay ortalama BVP
degeri ise %85.86+1.74 olarak bulundu (p <0.001). 1. aydaki dokularin mikro-
BT/BVP analiz sonucuna goére, grup 1 ile grup 3 ve grup 2 ile grup 3 arasinda
istatistiksel olarak anlamli fark bulundu (p<0.001, p<0.01). 2. ay sonuglar1 da ayni
gruplar arasinda istatiksel olarak benzer farklililar gostermistir (p<0.001, p<0.05).
Histolojik degerlendirmeler igin doku 6rnekleri hematoksilen eozin, masson trikrom
ve alizerin red ile boyandi. Yapilan istatistiksel ve histopatolojik analizler, Gel-
MA/nHAp/MSCs 2. ay grubu ile tiim gruplar arasinda istatistiksel olarak anlamli bir
fark oldugunu gosterdi (p<0,05, One-way ANOVA). Sonu¢ olarak ¢alismada
kullanilan bu biyomalzemelerin ¢ene kemiklerinde 3 boyutlu yeni kemik dokusu

olusumunda ve kemik rekonstriiksiyonunda oldukga etkili oldugu belirlendi.

Anahtar Kelimeler: Alveolar kemik rezorpsiyonu; Metakrilatlanmis jelatin;
Mezenkimal kok hiicre; Nano-Hidroksiapatit; Rekonstriiksiyon.
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IN-SITU INJECTABLE METHACRYLATED GELATIN
(Gel-MA)-NANOHYDROXYAPATITE (nHAp) AND
MESENCHYMAL STEM CELL (MSCs) SYSTEMS TO
INVESTIGATE BONE AND SOFT TISSUE RECONSTRUCTION
FOR TOOTH EXTRACTION SOCKET IN VIVO RAT MODEL
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ABSTRACT

In this study, the left maxillary first and second molars of the rats were extracted and
methacrylate gelatin (Gel-MA), nano-hydroxyapatite (nHAp) and mesenchymal stem
cells (MSCs) were placed in the socket. Thus, it was aimed to prevent the rapid
resorption of alveolar bones after tooth extraction and to provide new bone tissue
regeneration. Removal of teeth causes the initiation of the physiological resorption
process in the alveolar bone. As a result of the volumetric decrease of the alveolar
bone and soft tissue, loss of function in the maxillofacial region, decrease in the
quality of life of the patients and aesthetic problems occur. In the study, 36 Sprague
Dawley rats were randomly divided into 3 experimental groups. Experimental
groups; group 1 (control, n=12), group 2 (Gel-MA/ nHAp, n=12) and group 3 (Gel-
MA/ nHAp/ MSCs, n=12). Gel-MA/nHAp and Gel-MA/nHAp/MSCs biomaterials
were placed in the extraction sockets of the rats in Group 2 and Group 3,
respectively. A more stable hydrogel structure was created by applying UV light
(395-480nm, 30 sec) to the sockets. The wound surfaces were closed primarily by
suturing the sockets. Half of the animals were sacrificed at the end of the first month
and the other half at the end of the second month, and the maxilla was completely
removed.  Macroscopic, micro-computed  tomography  (micro-CT) and
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histopathological examinations were performed. According to the 1st and 2nd month
micro-CT analysis results, the bone volume percentage (BVP) of group 3 was the
highest and there was a statistically significant difference compared to the other
groups. The mean BVP at the 1st month of group 3 was 81.02+3.05%, and the mean
BVP value at the 2nd month was 85.86+1.74% (p <0.001). According to the results
of micro-CT/BVP analysis of tissues in the 1st month, a statistically significant
difference was found between group 1 and group 3 and between group 2 and group 3
(p<0.001, p<0.01). The 2nd month results also showed statistically similar
differences between the same groups (p<0.001, p<0.05). Tissue samples were stained
with hematoxylin eosin, Masson trichrome and alizerin red for histological
evaluations. Statistical and histopathological analyzes showed that there was a
statistically significant difference between Gel-MA/NnHAp/MSCs 2nd month group
and all groups (p<0.05, One-way ANOVA). As a result, it was determined that these
biomaterials used in the study were very effective in 3-dimensional new bone tissue

formation and bone reconstruction in the jaw bones.

Keywords: Alveolar bone resorption; Methacrylate gelatin; Mesenchymal stem cell;

Nano-Hydroxyapatite; Reconstruction.
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1. GIRIS VE AMAC

Alveolar kret korumasi (AKK), dis c¢ekimini takiben alveolar kret (kemik)
rezorbsiyonunu durdurmak veya en aza indirmek, protetik restorasyonu ve implant
yerlestirmeyi kolaylastirmak igin kullanilan bir prosediirdiir (Atieh ve ark., 2015).
Ekstraksiyondan sonra meydana gelen fizyolojik tepkilerin ve AKK' nin etkilerinin
anlasilmasi, klinik prosediirleri dogru uygulamak icin 6nemlidir. AKK, dental
implant tedavisinin ertelenecegi durumlarda ekstraksiyon sonrasinda istenmeyen
yatay ve dikey kemik sirtin azalmasimi engelleyen Ongoriilebilir bir yoldur.
Yonlendirilmis kemik rejenerasyonu saglamak igin dis ¢ekim soketlerinde dolgu
malzemeleri ve biiylime faktorleri etkili bir sekilde kullanilmistir. Fakat su anda vaka
secimi, en iyi klinik teknik ve hangi materyal kullanilacagi konusunda fikir birligi
yoktur (Atienh ve ark., 2015; Mardas ve ark., 2015). Dis c¢ekim soketlerinin
rezorbsiyonunu engellemek i¢in etkili bir tedavi yontemi gelistirmek i¢in daha fazla

aragtirma yapmak gerekmektedir.

AKK ilk olarak 1982'de 'kemik koruma' olarak tanimlanmistir (Ashman ve Bruins,
1982). Soket korumasi, sirt korumasi, soket greftleme ve soket ogmentasyonu ile es
anlama gelmektedir. AKK, genellikle dis cekildikten hemen sonra ¢ekim soketini
kapatmak i¢in, konake¢1 kaynakli veya transplante edilmis cesitli greft materyallerinin
kullanilmasi ile gergeklestirilir (Jung ve ark., 2013). AKK' nin potansiyel avantajlari
arasinda, mevcut yumusak ve sert doku yapisinin korunmasi, fonksiyonel ve estetik
sonuglarin optimize edilmesi i¢in stabil bir alveolar kemik hacminin saglanmasi ve
sonraki donemde uygulanacak tedavi prosediirlerini (dental implant vb.)

kolaylastirmasi sayilabilir (Hammerle ve ark., 2012).

AKK'nin amaci, yonlendirilmis kemik rejenerasyonu (YKR) (emilebilir veya

emilemez bariyerler vasitasiyla) yontemiyle, kemik greftleri (otogreftler, allogreftler,



ksenogreftler veya alloplastik materyaller), yumusak doku greftleri ve biyolojik aktif
materyaller (bliylime faktorleri) veya kombinasyonlarini kullanarak yatay ve dikey
yonde alveolar sirt formunu korumaktir (Horvath ve ark., 2013). Implant yerlestirme
zamanindan bagimsiz olarak basarili implant sonuglarinin elde edilmesi igin
bolgedeki kemik hacminin nasil yonetilecegini planlamak kritik 6neme sahiptir.
Salama ve Salama (1993), soket anatomisine bagl olarak kullanilmas1 gereken AKK
yontemi i¢in Onerilerde bulunmustur. Caligmalarinda, AKK’ nin altinda yatan
mevcut kanitlar1 ve yontemleri 6zetlemeyi ve klinik tedaviye karar vermeye yardimei

olmak i¢in bir rehber sunulmaktadir.

Kemik defektlerini onarmak ve tedavi etmek bazen hastalar ve cerrahlar i¢in zor
olabilmektedir (Mauffrey ve ark., 2015). Otolog kemik grefti kullanilarak defekt
alanina nakledilen dogal kemik dokusu hizla bolgeye uyum saglayabilir. Bu yontem
kemik defektlerinin tedavisinde altin standart olarak kabul edilmektedir (Sakkas ve
ark.,2017; Rogers ve Greene, 2012, Wang ve Yeung, 2017). Bununla birlikte, donor
sahadan yeteri kadar otojen kemik dokusunun alinamamasi ve morbidite riski
kullanimim kisitlamaktadir (Sudhakar ve ark.,2017). Bu nedenle, kemik kusurlarinin
onarimi i¢in otojen kemik greftine alternatif olarak inorganiklerden organiklere kadar
cesitli kemik greft materyalleri yaygin olarak uygulanmistir (Fernandez de Grado ve
ark., 2018; Huang ve ark., 2020; Matassi ve ark., 2013; Saini ve ark., 2015). Bu
biyomateryallerin sinirsiz elde edilebilmesi, kolay sterilizasyon ve saklama imkani,
mekanik mukavemet ve biyouyumluluk gibi ¢cok 6nemli avantajlari bulunmaktadir
(Fernandez de Grado ve ark., 2018; Matassi ve ark.,2013; Saini ve ark., 2015).
Bununla birlikte, bu greft maddelerinin osteoindiiktif 6zelliklerinin olmamas1 kemik
kaynagmasin1 geciktirir ve mekanik giliciin dogal kemik dokusuyla uyumsuzlugu
kemigin yeniden sekillenmesini engelleyerek dental implantin kaybina neden
olabilir. Ayrica, kemik greft maddeleri kok hiicre tagimamalari nedeniyle dogal
kemik rejenerasyon kabiliyetleri azdir. Bu eksikliklerin iistesinden gelmek ve
diizensiz sekilli kusurlara uyum saglamak icin, kemik dokusu miihendisligi igin
enjekte edilebilir biyomateryaller, diizensiz kusuru minimal invaziv bir prosediirle
doldurmak igin biiyiik ilgi gérmektedir (Cui ve ark., 2019; El-Sherbiny ve Yacoub,
2013; Wasupalli ve Verma, 2020). Fakat, bu enjekte edilebilir bir¢ok biyomateryalin

liretim stratejisi karmasik ve zaman alicidir (Cui ve ark., 2019; Wasupalli ve Verma,



2020). Bu nedenle, etkili kemik rejenerasyonu saglamak i¢in, dogal kemige kimyasal
ve yapisal benzerligi olan, osteojenik hiicreleri indiikleyen ve osteoindiiktif
bilesenlere verimli bir sekilde uyum saglayan, hizli ve uygun teknige sahip enjekte

edilebilir biyomateryallerin olmasi tercih edilir.

Son zamanlarda, aktif biyolojik yap1 iskeleleri olarak kullanilan hidrojeller (EI-
Sherbiny ve Yacoub, 2013) ve prepolimerler dogal kemik hiicre dist matrisinin
(ECM) fizikokimyasal 6zelliklerini yiiksek oranda taklit edebildiginden kemik doku
miithendisliginde biiyiik ilgi géormiistiir (Kim ve ark., 2017; Xavier ve ark., 2015; Xie
ve ark., 2015; Vo ve ark., 2016; Vo ve ark., 2015). Ayrica, hidrojeller, hiicre
kapsiilleme, ¢ogalma, farklilasma ve biyoaktif icerik birlestirme ve salimi igin i
boyutlu (3B) bir kiiltiir platformu saglayabilir (De Witte ve ark., 2018; Kondiah ve
ark., 2016; Mihaila ve ark., 2016). Ayrica, capraz baglama &zellikleri ile
ayarlanabilir mekanik o6zellikleri, belirli doku mikro ortaminin gesitli sertlik
taleplerini karsilamasi da avantaj saglamaktadir. Ornegin, jelatin bazli hidrojel,
biyomedikal uygulamalar i¢in yaygin olarak kullanilmaktadir (Nichol ve ark., 2010).
Jelatin i¢indeki amino yan gruplarin metakrilat gruplarina konjuge edilmesinden
sonra, metakrilatlanmis jelatin (Gel-MA) 1sikla polimerize edilebilir hale gelir ve
ultraviyole (UV) radyasyonu ile hidrojel formuna ¢apraz baglanabilir. Boylece Gel-
MA, kemik ve kikirdak rejenerasyonu, miyokardiyal onarim ve revaskiilarizasyon
dahil olmak {izere ¢esitli doku miihendisligi uygulamalar1 i¢in uygun sertlige sahip
biyomalzeme olarak kendini kamtlamistir (Yue ve ark., 2015). Ek olarak,
biyomimetik kemik greft malzemeleri i¢in kompozit hidrojel sistemleri, nano-
hidroksiapatit (nHAp) ve CaC03 gibi seramik nanoparcaciklarin Gel-MA'ya
girmesiyle iretilebilir (Bao ve ark., 2020; De Witte ve ark., 2018; Nichol ve ark.,
2010; Yue ve ark., 2015). Dogal kemiklerin ve dislerin 6nemli bir inorganik bileseni
olan nHAp, kemik-mimetik greft maddelerinin ve kemik doku miihendisligi
polimerinin iiretimi sirasinda katki maddesi olarak popiiler bir sekilde kullanilmistir.
nHAp eklendikten sonra, hidrojel kompozitler mekanik 6zelliklerde, dogal kemik
ECM'sine yapisal ve bilesimsel benzerliklerde 6nemli gelisme gosterir ve hiicresel
canlilig1 koruyarak hiicresel proliferasyonu ve biyouyumlulugu arttirir (Ran ve ark.,

2017; Ren ve ark., 2018; Sadat-Shojai ve ark., 2015). Ancak, nHAp'in osteojenik



kapasitesi sinirli oldugundan, saf GeIMA-nHAp hidrojelinin osteoindiiktif kapasitesi
arastirtlmasi gerekmektedir (Shi ve ark., 2021).

Bu caligma ile kok hiicre uygulamalarinin, klinik dis hekimliginde ortaya ¢ikan
sorunlara ¢oziim olmasi icin deneysel model iizerinde arastirma imkani
bulundu. Ratlarin tek tarafli iist ¢ene birinci ve ikinci molar (azi) disleri
cekilerek sokete yerlestirilen metakrilatlanms jelatin (Gel-MA), nHAp (nano-
hidroksiapatit) ve mezenkimal kok hiicreler (ratlardan izole edildi) ile bolgede 3
boyutlu kemik iyilesmesinin temin edilmesi, alveol kemiklerinde ¢ekim sonrasi
goriilen hizhh rezorpsiyonun engellenmesi, yeni kemik dokusu olusumu ve
rejenerasyonun saglanmasi amaclandi. Literatiirde Gel-MA hidrojelinin dis
cekim soketlerinde uygulanmasi ve sonuclarimin tartisildigi herhangi bir

c¢alisma bulunmamaktadir.

Bu caligma, ileride yapilmasi planlanan diger klinik arastirmalar i¢in yol gdsterici
olacaktir. Deneysel arastirmalar ile hedeflenen sonuglar elde edilince, hastalarin
dissiz gecirdikleri siire azalacak ve yasam Kkaliteleri yiikselecektir. Daha
karmasik ve zor cerrahi islemler yerine basit, uygulamasi kolay ve ucuz bir tedavi

yontemi i¢in 6nemli mesafe kat edilecektir.



2. GENEL BILGILER

2.1. Doku Miihendisligi

Doku miihendisligi, miithendislik ve yasam bilimlerini birlestiren gelismekte olan bir
disiplindir. Bu disiplinde in vivo veya in vitro fonksiyonel biyolojik yapilar
olusturabilir. Bdylece doku ve organ rekonstrilkksiyonu veya transplantasyonu
sirasinda dondr organ hasar1 en aza inmektedir. Doku miihendisligi uygulamalar ile
kalp, karaciger, bobrek ve diger yapay organlar1 kullanarak yapilan organ nakilleri
basariya ulagsmistir. Doku miihendisligi ile yeni kemik dokunun olusturulmasi insan
dokularinda ortaya cikabilen kemik defektlerinin iyilesmesi i¢in de yeni bir yaklagim
saglar. Son yillarda, doku miihendisligi teknolojisi dis hekimligi arastirmalari igin
giderek Onemli bir teknik haline gelmistir. Agiz ve g¢evre doku arastirmalarinda

uygulanmasi da 6nemli basarilar saglamistir.

1993 yilinda Langer ve Vacanti doku miihendisligini “doku fonksiyonunu restore
eden, koruyan veya 1iyilestiren biyolojik yapilarin gelistirilmesine yonelik
miihendislik ve yasam bilimlerinin ilkelerini uygulayan disiplinler arasi bir alan”
olarak tanimlamislardir (Langer ve Vacanti, 1993). Giinlimiizde doku miihendisligi
teknolojisi hizla gelismektedir. Hasarli veya eksik doku ve organlarin yeniden
yapilandirilmasi i¢in popliler bir arastirma yontemi haline gelmistir (Fang ve ark.,
2021; Farhat ve ark., 2021; Shang ve ark., 2021) (Sekil 2.1). Bu nedenle doku
miihendisligi teknolojisinin stomatoloji alaninda kapsamli bir yenilik yaratacagi
diistiniilmektedir. Doku miihendisliginin temel prensibi, fonksiyonel olarak hiicreleri
toplamak ve bunlar1 belirli bir uzaysal yapiya sahip dogal veya sentetik bir iskele
lizerine yerlestirmek ve biliylime faktorlerinin etkisiyle hiicre c¢ogalmasini
indiiklemek, bdylece dokular1 veya organlar1 yenilemektir (Dzobo ve ark., 2018; Dey
ve ark., 2020; Han ve ark, 2014) (Sekil 2.2.).
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Sekil 2.2. Doku Mihendisliginin Temelleri. Agiz boslugundan alinan cesitli hiicreler,
biiyiime faktorleri ile emilebilen yapi iskelelerine ekilir ve gerekli doku veya organlar uygun
in vitro kiiltiirden sonra in vivo implante edilebilir (Cao ve ark., 2021).

Doku iskeleleri, hiicre biiylimesi ve fonksiyonlar1 i¢in uygun bir alan saglar. Doku

miihendisligi aragtirmalarinda kullanilan doku iskeleleri seramik, protein ve polimer



yapisindaki dogal ve sentetik malzemelerden iiretilmektedir (Rai ve ark., 2015). Tek
tip doku iskelesi malzemesi kullanim1 bazi sinirlara neden oldugu igin, iki veya daha
fazla farkli malzemeden olusan kompozit iskeleler giderek dikkat g¢ekmeye
baslamistir (Mogosanu ve Grumezescu, 2014). Son yillarda, {i¢lincii nesil yap1
iskeleleri ise, anjiyogenezi ve osteogenezi indiikleme yetenegine sahiptir (Thein-Han
ve Xu, 2011). Sonugta doku miihendisliginin temeli; doku iskelesi, kok hiicreler ve
bliylime faktorlerinden olusan miikemmel bir ii¢ boyutlu uzaysal kompleksin

kurulmasi esasina dayanmaktadir.
2.1.1. Dis Doku Miihendisligi

Digler, yaumusak bag dokusu 6zelligindeki pulpa, etrafindaki mine, sement ve dentin
gibi mineralize sert doku tabakalarindan olusur. Disler, ¢igneme ve konugmaya
katkis1 ile birlikte estetik ihtiyaglar1 da karsilamaktadir. Dis gelisimi, hiicre
farklilasmasina yol agan bir dizi epitelyal-mezenkimal etkilesim ve karsilikli
indiiksiyonlarla gergeklestirilir (Yuan ve Chai, 2019). Dis ¢iiriigii, dis agenezisi veya
travma gibi bircok nedene bagli olarak ortaya c¢ikan dis kaybi, fizyolojik
fonksiyonlar1 ciddi sekilde etkileyen ve cesitli hastaliklarin morbiditesini de artiran
agiz hastaligidir (Cheng ve ark., 2018; Ma ve ark., 2018). Ayrica, kalic1 disler
kaybedildikten sonra yerlerine tekrar yeni disler gelmemektedir. Kliniklerde eksik
disleri onarmak i¢in hareketli veya sabit protezler yapilmaktadir. Fakat bu geleneksel
restoratif yontemler konforsuz ve etkili bir ¢igneme fonksiyonu saglamazlar (Hejazi
ve ark., 2021). Bu nedenle, biyolojik doku miihendisligi bu dezavantajlar1 ¢6zmek
i¢in ortaya ¢ikmistir. Dig dokusu onarimi ve tam dis replasmani i¢in dis rejenerasyon

tedavisi, dis hekimliginde uzun vadeli bir hedef olmustur.

Arastirmacilar, dis dokularinin rejenerasyonu i¢in arastirmalarina devam etmektedir.
Rejeneratif endodonti (RE), nekrotik dokuyu onarmak ve dentin-pulpa kompleksini
(DPK) yeniden olusturmak i¢in cogunlukla hiicre kullanma ve transplantasyon
caligmalar1 yapmaktadir (Morotomi ve ark., 2019). Bu amagla viicuttaki kok
hiicrelerin toplanip kusurlu bolgede aktarilmasi ile endojen doku rejenerasyonuna
gerceklestirilmesi  hedeflenmektdir (Wang ve ark., 2018). Ancak uygulama
mekanizmasii agikhifa kavusturmak i¢in hala daha ¢ok arasgtirma yapilmasi

gerekmektedir. Hiicre transplantasyonunda pulpa dokusu rejenerasyonunu saglamak



ana hedefi olusturmaktadir. Bir kopek pulpektomi modelinde pulpa kdk hiicrelerini
graniilosit koloni uyarict faktor (G-CSF) ile birlestiren bir ¢alisma, damar sistemi ve
innervasyon igeren pulpa dokusunun tiim kok kanalini doldurdugunu ve boylece
pulpa dokusunda basarili bir rejenerasyon elde edildigini bulmustur (Iohara ve ark.,
2013). Mineralize bir dis kronu elde etmek igin jelatin metakrilat (Gel-MA) hidrojel
iskeleleri i¢inde kapstillenmis dis hiicreleri ile biyomimetik bir dis tomurcugu modeli

gelistirmeye calisan arastirmacilar bulunmaktadir (Smith ve ark., 2017).

Bu sonuglar, dis doku miihendisligi rejenerasyonunda onemli gelismeler oldugunu
gostermektedir. Boylece dis kaybindan kaynaklanan agiz sorunlarmin etkili bir
sekilde c¢oOzebilecegini gostermektedir. Gelecekte, gelisen teknolojiler dis

rejenerasyonu i¢in 6nemli fikirler saglayacaktir.

Konjenital deformite, travma, tiimdrler, inflamasyon veya periodontal hastaliklar oral
ve maksillofasiyal kemik defektlerine neden olmaktadir. Bu defektler baglica
alveolar, maksiller ve mandibular alanlarda olabilmektedir (Bangun ve ark., 2021,
Lin ve Kudva, 2021). Kemik transplantasyonu ve membran uygulamalariyla yapilan
yonlendirilmis kemik rejenerasyon tedavileri, osteogenezin uyarilmasi defektlerin
iyilesmesi i¢in ana yontemlerdir. Klinik pratiginde otolog kemik kullanimi, kemik
nakli i¢in “altin standart” olarak kabul edilir, ancak bu teknigin bazi dezavantajlar1 da
bulunmaktadir. Ornegin, otolog kemik istenilen boyutlarda sekillendirilmesi zor
olabilmektedir. Bu durum prognostik fonksiyonlarin iyilesmesini ve sonuglarin
etkileyecektir. Ayrica otolog kemik elde etmek i¢in dondr saha kaynag: sinirhidir ve
kemik transplantasyonundan sonra bazi komplikasyonlar ortaya ¢ikabilmektedir. Son
zamanlarda agiz ve ¢ene kemik defektlerinin kemik doku miihendisligi teknolojileri

kullanilarak iyilestirilmesi ile ilgili bir¢ok ¢alisma yapilmaktadir.

Khodakaram ve ark.’ lar1 tavsan mandibula defektlerinin iyilesmesi sirasinda fibrin
yapistirict doku iskeleleri ve otolog kemik greftlerinin etkilerini karsilastirmiglar ve
benzer osteojenik etkilere sahip olduklarini bulmuslardir. Bu nedenle fibrin
yapistirict iyi bir kemik greft malzemesi olabilir ve maksillofasiyal kemik
defektlerini yeniden yapilandirmak igin kullanilabilir (Khodakaram-Tafti ve ark.,
2018). Shahnaseri ve ark.’lar1 (2020) insan alveolar yarik modeli olusturmak igin

kopeklerde maksiller kemigi kullanmislardir. Defektin bir tarafi, kopeklerin deri alti



yag dokusundan alinan mezenkimal kok hiicreler i¢eren hidroksiapatit/B-trikalsiyum
fosfat doku iskeleleri ile diger tarafi ise tibiadan toplanan otolog kemik greftleri ile
doldurulmustur. Sonucta, her iki greftin de iyi kemik olusturma etkilerine sahip
oldugunu gostermistir. Bu sonug¢lar doku miihendisliginin, kemik defektlerini
yeniden yapilandirmak ic¢in alternatif bir yontem olarak kullanilabildigini
gostermektedir. Redondo ve ark.’lart (2018) maksiller kistik kemik defektlerini
tedavi etmek icin otolog serumdan hazirlanan BioMax doku iskelelerine alveolar
kemikten elde edilmis mezenkimal kok hiicreleri kullanmiglardir. Sonugta, osteojenik
farklilagtirllmis MKH'ler igeren BioMax capraz bagli serum yapi iskelelerinin,
maksiller defektlerin onarimi sirasinda iyi bir etki olusturdugunu gosterdiler. Zhang
ve ark.’lar1 (2020) 3B biyobaski ve yiiksek sicaklikta sinterleme kullanilarak doku
miithendisligi uygulamasi ile yeni kemik dokusunun olusturmuslardir. Deneysel
kopek modelinde in-situ kemik defektlerini onarabilen nanogézenekli hidroksiapatit

yapt iskeleleri iiretmislerdir.

Kritik boyuttaki kemik defektlerinin rekonstriiksiyonu oldukc¢a zordur. Ciinkii
kemigin canli kalmas1 ve biiyiimesi i¢in kendisini ¢evreleyen kan damarlarindan
oksijen ve besin ihtiyacinin karsilanmasi gerekmektedir. Bu nedenle, oral ve
maksillofasiyal kemik defektlerinin onarimi sirasinda doku miihendisligi yapilmis
kemigin vaskiilarizasyonu ¢ok onemlidir. Schlund ve ark.’lar1 (2019) otolog kemik
iligi ve taze donmus humeral allogreftler kullanarak travma sonras1 genis mandibular
defektleri basarili bir sekilde yeniden yapilandirmis ve radyal onkol flebi ile

vaskiilarizasyonu saglamislardir.

Doku miihendisligi ile olusturulmus yeni dokularin vaskiilarizasyonunu saglamak
icin dort ana yontem vardir. Bunlar; 1) Yeni kan damarlarinin olusumunu tesvik
etmek icin biliylime faktorlerini kullanmak (Omorphos ve ark., 2021), 2) Kok hiicre
iceren yap1 iskelesinde  vaskiiler endotelyal hiicrelerin kiiltiire edilmesi ve
anjiyogenezi tesvik etmek i¢in in vivo implante edilmesi (Hancock ve ark., 2021), 3)
Kan damar1 olusumunu desteklemek icin mikrocerrahi teknolojisini kemik dokusu
miihendisligi ile birlestirmek (Vidal ve ark., 2020); 4) Kan damar1 olusumunu tesvik
etmek i¢in genetik mithendisligi teknolojisini kullanmak (Est-Witte ve ark., 2020).
Uygun kemik doku miihendisligi teknigini segmek ve iyi bir kan doku besleme

sistemi olusturmak, kritik boyuttaki kemik defektlerinin iyilesmesini hizlandiracaktir.



Yeni kemik dokunun olusturulmasi igin osteojenik hiicreler, doku iskeleleri ve
biiytime faktorleri kullanilarak daha fazla doku miihendisligi ¢alismalari yapilacaktir.
Boylece, agiz ve g¢enelerdeki kemik defektlerinin kolayca tedavi edilmesi miimkiin

olacaktir.
2.2. Dental implant

Dental implantasyon, c¢enelerdeki eksik dislerin yeniden rehabilitasyonu igin
kullanilan basarili ve en giincel tedavi segenegidir. implant restorasyonu, dogal dis
kokiiniin yerini alan yapay dis kokiinli implante etmek i¢in dissiz bolgenin alveolar
kemigine yerlestirilir ve daha sonra iist kismina yapay dis kronu takilarak eksik dis
onarilir. Yeterli boyutta alveol kemiginin olmas1 dental implantin basaris1 ve uzun
siire agiz icerisinde fonksiyon gormesi i¢in 6n kosuldur. Bu basarili yontem,
cenelerin alveol kemiklerinde yeteri kadar kemik ve yumusak doku olmadig
durumlarda yapilamamaktadir. Ozellikle dis cekimlerinden sonra goriilen kemik
rezorpsiyonlar1 bunun en biiyiik nedenidir. Dis ¢cekimi sonrasi alveolar kemikte
biiyiik rezorpsiyonlar sonucu mevcut kemigin yiikseklik ve genisliginde yaklasik

%40-60 oraninda kayiplar olmaktadir (Farmer ve Darby, 2014).

Dental implantlar, protezlerin bazi dezavantajlarin1 gidermesine ve dis kaybindan
kaynaklanan kusurlar1 etkin bir sekilde onarmasmma ragmen, dis implanti
teknolojisinin  gelisimini hala iki kosul engellemektedir; 1) Implantlarin
yerlestirilecegi alanlardaki yetersiz kemik hacmi (Pardal-Pelaez ve ark., 2021) ve 2)
Implantlarin gevresindeki yetersiz yumusak dokunun bulunmasidir (Noh ve ark.,
2021). Dental implant doku miihendisligi teknolojisi iyi bir osseointegrasyon (Hao ve
ark., 2021) ve yumusak doku ogmentasyonu saglamak i¢in implantin dissiz alandaki
alveolar kemige implante edilmesinden Once alveolar kemik ve yumusak doku

ortamini degistirir.

Doku miihendisligi, dis implantlarinin uygulanmasi agamasinda kemik rejenerasyonu
ile karsilasilan engellerin ortadan kaldirilmasina katkida bulunur. Yun ve ark.’ lari
(2014) doku iskelesi olarak gozenekli hidroksiapatit (HA) ile dental implant
cevresindeki kemik defekt alanina trombositten zengin plazma (TZP) ve insan kemik
iligi kaynakli mezenkimal kok hiicreleri (KIMKH'ler) uygulamistir. KIMKH'lerin ve

TZPmin kemik rejenerasyon kabiliyetini artirdigini  histolojik olarak ta
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gostermislerdir. Veriler, HA + KIMKH + TZP grubunun 6 ila 12 hafta arasinda daha
yiksek bir kemik yogunluguna sahip oldugunu gostermistir. Hemen
implantasyondan sonra implant c¢evresindeki kemik defektlerinde gobek kordonu
mezenkimal kok hiicrelerin (GKMKH) etkisini arastirmak i¢in Hao ve ark.” lari
(2014) bir taraftaki kemik defektine trombositten zengin fibrin (TZF) ve GKMKH'ler
ile doldurulurken, kontrol grubu ise TZF ile doldurulmus ve ¢ekim soketine titanyum
implant yerlestirilmistir. Sonuglar, GKMKH'lerin implantlarin etrafindaki kemik
defekti alaninda yeni kemik olusumunu destekleyebilecegini gostermis; dolayisiyla
GKMKH'ler, implantasyondan sonra kemik defektlerinin rejenerasyonunda cok

onemli hiicreler olarak kullanilabilecegi ortaya ¢ikmustir.

Yetersiz yumusak doku sorunu ile ilgili olarak Simion ve ark.’lar1 (2012)
rekombinant insan trombosit kaynakli biiylime faktorii BB'y1 (rhPDGF-BB) tasimak
icin bir iskele olarak emilebilir bir kollajen matriksi kullanmiglardir. thPDGF-BB ile
desteklenmis bir kollajen matriksi uygulandiginda implantlarin etrafindaki yumusak
doku hacminin orta derecede arttigini gostermistir. Liu ve ark.’lar1 (2014) yapisik
disetinin arttiritlmasina yardimei olan aseliiler dermal matriks greftleri ve yumusak
dokunun iyilesmesini kolaylastiran rezin splintleri kullanmiglardir. Hastalar
operasyondan sonra implantlar1 ¢evreleyen yogun bag dokusunun yeniden
olusturulmasinin etkilerinden memnun kaldiklarin1 belirtmislerdir. Maksiller diseti
cekilmeleri olan hastalar, koronal ilerletilmis flep ile doku altina yerlestirilmis bir
kollajen doku iskelesi iizerinde otolog fibroblast hiicre kiiltiirii (OFHK) ile tedavi
edilmis ve yumusak dokular onemli Ol¢iide iyilestirilmistir. Bu sonuglar dis
kaybindan kaynaklanan yetersiz yumusak doku sorununu ¢6zmek i¢in OFHK'nin
yeni bir doku mihendisligi konsepti ve giivenilir bir tedavi oldugunu

diisiindiirmektedir (Milinkovic ve ark., 2015).

Ozetle, doku miihendisligi teknolojisinin yardimiyla, dis implantlarindan sonra
kemik rejenerasyonu icin artan sayida hiicre ve yap1 iskelesi kullanilmistir.
Implantlarda yetersiz lokal kemik hacmi sorununu ¢dzmek igin yeni fikirler
saglamistir. Doku miihendisligi ile implant c¢evresindeki dokuya daha az zarar
verilmesi ve 1yi estetik etkiler olusturmasi sayesinde, oral implantolojinin gelisimi

gelecekte daha da giiclii olacaktir.
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2.3. Dis Cekim Soketleri

Dis ¢ekimi, hem cerrahi miidahaleyi takip eden lokal inflamatuar yanitin hem de
periodontal dokularin hemostazinda ve yapisal biitiinliiglinde degisiklige neden olan
periodonsiyumun ¢igneme uyariminin yoksun birakilmasinin aracilik ettigi bir dizi
biyolojik olay1 tetikler. Preklinik ve klinik c¢alismalarda gosterildigi gibi, dis
cekildikten sonraki ilk haftalarda alveolar kemigin yogun bir sekilde rezorbsiyonu ve
mukozanin kismi invajinasyonu ile karakterize edilen fizyolojik bir kullanilmama
atrofisi siireci olmaktadir (Sekil 2.3.) (Araujo ve Lindhe, 2005; Chappuis ve ark.,
2013; Discepoli ve ark., 2013; Trombelli ve ark., 2008).

Dis cekim sonrasi

ince kemik duvar fenotipi

Kahin kemik duvar fenotipi

Sekil 2.3. Kemik Duvari Kalinligi 1 mm veya daha az olan ince kemik duvari fenotiplerinde,
8 haftalik iyilesmeden sonra 7,5 mm veya onceki kemik yiiksekliginin ortalama %62'si kadar
dikey kemik kaybina yol agan ilerleyici bir kemik rezorpsiyonu paterni ortaya ¢ikmaktadir. 1
mm'den fazla kalin kemik duvar kalinlig1 gésteren fenotiplerinde ise, yalnizca 1,1 mm veya
ortalama %9' luk bir dikey kemik kayb1 olmaktadir. Saglikli komsu dislere sahip tek ¢ekim
bolgelerinde boyutsal degisiklik paterni esas olarak soket duvarmin merkezinde meydana
gelirken, 8 haftalik iyilesmede flepsiz dis ¢ekiminden sonra proksimal alanlar neredeyse
degismeden kalmigtir (Chappuis ve ark., 2013).

Dolayisiyla dis ¢ekimi sonrasi, ¢ene kemiklerinde rezorpsiyona bagli boyutsal

degisikliklerin meydana gelmesi kaginilmaz bir durum olarak karsimiza ¢ikmaktadir
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(Chappuis ve ark., 2000). Alveolar kemikte 3B (Bukkal/ lingual, vertikal ve
horizontal y&nde) bir kayip meydana gelmektedir. Ozellikle de kemigin bukkal
duvarinda ciddi rezorbsiyonlar olugsmaktadir (Van Der Weiden ve ark., 2009; Tan ve
ark., 2012) (Sekil 2.4.). Kemikte meydana gelen boyutsal degisiklikler sonucunda
cekilen disin fonksiyon ve estetiginin geri kazandirilmasi oldukca gii¢
olabilmektedir. Alveolar kretteki boyutsal stabilitenin korunmasi amaciyla dis
cekildikten hemen sonra soketin greftlenmesinin avantajli olacagr hipotezini
dogrulamak igin ¢esitli klinik ve hayvan deneyleri yapilmistir. Dis ¢ekimi sonrasi
soket korumasinin alveolar kemik rezorpsiyonunu azaltabilecegine dair ¢ok sayida
kanit vardir (Horvath ve ark., 2013; Iocca ve ark., 2017; Macbeth ve ark., 2017).
Alveolar kemigin ve yumusak dokunun hacimsel olarak azalmasi sonucunda
maksillofasiyal bolgede fonksiyon kaybi, estetik problemler ve yasam kalitesinin
azalmasi s6z konusudur (Jamjoom ve Cohen, 2015; Sanz ve Vignoletti, 2015).
Siddetli alveolar kemik kaybi dental implantin uygulanabilirligini sinirlandirmakta
ve defektli bolgenin yeniden restorasyonunu karmasik hale getirmektedir (MacBeth
ve ark., 2017). Bu problemi ortadan kaldirmak i¢in dis ¢ekimi sonrasi olusan soketin
(boslugun) hacminin korunmasi; yeniden saglikli ve canli yeni kemik dokusu ile
dolmast icin ¢esitli yontemler denenmis ve uygulanmistir. Rezorbsiyona ugrayan
alveol kemiginin yeniden olusturulmasi ve yumusak doku biitiinliigiinii korumak i¢in
dis cekimi sonrasi yeterli siire beklendikten sonra kemik ve yumusak doku
ogmentasyon (biiylitme, giiclendirme) tekniklerinin uygulanmasi gerekmektedir
(Troiano ve ark., 2018). Iyilesme dénemi gectikten sonra yapilan ogmentasyon
tekniklerinde kullanilan yontemlerde ikinci bir operasyon gerekliligi, dokularda
meydana gelen travma, enfeksiyon riski, alici saha morbiditesi, immiinojik yanit ve
maliyet artig1 gibi bir¢ok problemde beraberinde gelmektedir (Avila-Ortiz ve ark.,
2014; Moy ve Aghaloo, 2019). Bu sorunun ¢oziimii i¢in farkli bir yaklasim olarak
alveolar sirtin korunmasi (¢ekim soketinin hacimsel olarak biitiinliigiiniin korunmasi)
teknikleri onerilmektedir. Bu teknikte dis ¢ekim yuvasi ayni seansta gesitli biyo-
uyumlu malzemeler ile doldurulmus ve kemik rejenerasyonuna etkisi arastirilmaistir.
Bu uygulamalar kanitlanmis ve etkili bir tedavi metodu olarak karsimiza ciktig
goriilmektedir. Buradaki amag¢ dis ¢ekim soketinin iyilesme stirecini desteklemek,

hiicre aktivasyonu tesvik ederek rezorbsiyonu engellemektir (Kalsi ve ark, 2019).
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Sekil 2.4. Dig Cekim Sonras1 Alveolar Soketi Temsil Eden Genis Bir Bukkal Kemik Defekti
(Avila-Ortiz ve ark., 2019).

Kemigin yeniden sekillenme siirecinin kapsami ve biiyiikliigii, bireysel yerel ve
sistemik faktorlere bagli olarak degisebilir, ancak tipik olarak bukko-koronal yonii
etkileyen belirli derecede yatay ve dikey alveolar kemigin azalmasi ile sonuglanir
(Tan ve ark., 2012; Van Der Weijden ve ark., 2009). Kemik ve/veya yumusak doku
ogmentasyon prosediirleri genellikle implant yerlestirmeden Once veya yerlestirme
sirasinda yetersiz dissiz alveolar kemigin tedavisi i¢in gerekli olmaktadir (Lim ve

ark., 2018).

Literatiirde klinik ve histomorfometrik sonuglar acgisindan ekstraksiyon soketine bir
biyomateryal (otojen, allojenik veya ksenojenik) yerlestirmenin etkinligi ¢ok yonlii
aragtirtlmistir (Canellas ve ark., 2020; Minetti ve ark., 2022). Alveolar kemik
rezorbsiyonunun ¢ogu, dis ¢ekildikten sonraki ilk 3-6 ayda meydana gelir ve bu da
%29-63' liik bir kemik genisliginin kaybiyla sonuglanir (Tan ve ark., 2012). Genel
olarak, yayinlanmuis literatiirde bildirildigi gibi, dis ¢ekimi sonras1 kemik rezorbsiyon
miktar1 ortalama olarak dikey olarak 1,76 + 2,03 mm ve yatay olarak 3,87 mm'dir
(Van Der Weijden ve ark., 2009).

Dis ¢ekimi sonrasi soketteki alveolar kemigi korumak icin farkli kemik greftleme
materyalleri Onerilmistir (Canellas ve ark., 2020). Ancak kemik rezorbsiyonunu
tamamen Onleyebilecek ideal bir greft materyali yoktur (Avila-Ortiz ve ark., 2014;
Morjaria ve ark., 2014). Hangi tiir biyomateryallerin en 6ngoriilebilir klinik sonuglar

sunduguna iliskin kararlar, greft materyali ile dogal iyilesme arasindaki alveolar
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kemik kaybinda beklenen potansiyel farki ve her biyomateryalin maliyet etkinligi
dikkate alinmalidir (Canellas ve ark., 2019). Alveolar kemigin korunmasindaki ana
amacg, dogal bir siire¢ olan alveolar kemigin kollapsindan kag¢inmak, implant
cerrahisi sirasinda daha fazla kemik ogmentasyon prosediiriinii ortadan kaldirmak
veya azaltmaktir. Fakat alveolar kemigin korunma prosediirlerinin klinik faydasim

destekleyen kanitlar sinirlidir (Canellas ve ark., 2021; Horvath ve ark., 2013).

Dis kaybimi sonrasi rezorptif olaylar1 hafifletmek ve implant ve/veya dis destekli
restorasyonlarin uygulanmasindan 6nce alveolar kret ogmentasyon prosediirlerine
olan ihtiyaci en aza indirmek amaciyla, kismi ¢ekim protokolleri dahil olmak tizere
farkli 6nleyici tedaviler yapilmaktadir (Baumer ve ark., 2017; Hurzeler ve ark., 2010;
Salama ve ark., 2007). Bunlar, ortodontik ekstriizyon (Amato ve ark., 2012; Joo ve
ark., 2016; Salama ve Salama, 1993) ve dis ¢ekiminin tamamlanmasindan hemen
sonra gergeklestirilen alveolar kret korumasi (AKK) prosediirleridir. Son 20 yilda,
yalnizca biyomateryal ile soket greftleme (Artzi ve ark., 2000), kemik duvarinin
olusturulmas1 (Brugnami ve Caiazzo, 2011), dahil olmak iizere ¢ok ¢esitli AKK
tedavi modaliteleri tamimlanmustir. Bir bariyer membran ve biyomateryal (Lekovic
ve ark., 1998) veya bunlarin bir kombinasyonu (Iasella ve ark., 2003) seklinde sokete
yerlestirilerek, AKK prosediirleri ger¢eklestirilmektedir (Sekil 2.5., Tablo 2.1). AKK
terapileri, ¢agdas dis hekimligi uygulamalarinda yaygin olarak kullanilmaktadir ve
onceki sistematik incelemelerde gosterildigi gibi etkinliklerini destekleyen saglam
kanitlar vardir (Avila-Ortiz ve ark., 2014; Avila-Ortiz ve ark., 2019; locca ve ark.,
2017; MacBeth ve ark., 2017; Vignoletti ve ark., 2012; Vittorini Orgeas, ve ark.,
2013).

Tablo 2.1. Soket Anatomisine Bagl Olarak AKK igin Oneriler (Kalsi ve ark., 2019).

Dis cekim

Soketi Tipi Soket Tanimlamasi Ogmentasyon Onerileri
Tio | Kemik ve yumusak doku Kemik grefti ve membran, tek basina kemik
P biitiiniiyle korunmus grefti, tek bagina membran veya grefte ihtiyag yok
Tip 11 Labial defekt (bukkal dehisens Kemik grefti ve membran
veya fenestrasyon)
Tip M1 Labial ve interproksimal vertikal Ekstraksiyon oncesi ortodontik ekstriizyon

defekt
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Sekil 2.5. Dogal Iyilesmeden Sonra (Ust Sira) Beklenen Alveolar Kemik Degisiklikleri ile
Dis Cekimi Sonrast Soket Greftleme (Alt Sira) Yoluyla Alveolar Sirtin Korunmasini
Karsilastiran Sekil Cizimleri (Avila-Ortiz ve ark., 2014).

2.4. Dis Cekim Soketlerinde Kullanilan Biyomalzemeler

Kemik grefti, tek basina veya diger malzemelerin kombinasyonu halinde kemik
defektine yerlestirilen, kemik iyilesmesini destekleyebilen biyomalzemeler olarak
tanimlanmaktadir (Cypher ve Grossman, 1996; Elsalanty ve Genecov, 2009). Kemik
greftleri genellikle canli hiicre igermeyen mineralize kemik matrisi yapisindaki dogal
veya sentetik malzemelerden olusabilir (Fernandez de Grado ve ark., 2018) (Tablo
2.2.). Dental implantolojideki ilerlemeler ve kraniyofasiyal kemik defektlerinin
onarimmna yonelik artan ihtiya¢ nedeniyle dis hekimliginde kemik greftlerinin
kullanimi son yillarda 6nemli dlclide artmistir. Kemik defektleri; travma, periodontal
hastalik, cerrahi eksizyon, kraniyoplasti, enfeksiyon, konjenital malformasyonlar ve
agiz kanserinden kaynaklanabilir (Elsalanty ve Genecov, 2009). Dis hekimliginde
yetersiz kemik miktarinin en yaygin gozlenen tipi periodontal ligament lifleri yoluyla
meydana gelen intraossedz stimiilasyonun yoklugu nedeniyle alveolar kemigin hizl
rezorbsiyonunun meydana geldigi dis kayb1 sonucunda olmaktadir (Kumar ve ark.,

2013).

Dental implantlarin basarili bir sekilde yerlestirilmesi i¢in alveolar kemigin yeterli
hacim ve yiikseklikte olmas1 gerekmektedir (Pommer ve ark., 2012). Halihazirda

gerceklestirilen tiim dental implant prosediirlerinin %50" sinde kemik greftlerinin
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kullanimina ihtiyag¢ oldugu tahmin edilmektedir (Cha ve ark., 2016). Diinya ¢apinda
kemik greft malzemelerinin yaygin kullanimina ragmen bazi limitasyonlar1 da vardir.
Oncelikle allogreftlerin kullanimini, genetik olarak farkli iki denek arasinda greft
materyallerinin transferini icerirken; otogreftler, greft materyalinin bir viicut
bolgesinden digerine transferini icermektedir (Elsalanty ve Genecov, 2009). Genel
anlamda ideal kemik greft materyali gilivenli, uygun maliyetli ve biyouyumlu
olmalidir. Yabanci cisim reaksiyonunu veya inflamatuar reaksiyonu onlemelidir.
Steril olmali ve iyilesme doneminde kemik olusum siirecini uyarmali veya
simirlamamalidir. Yeni olusan kemik i¢in bosluk birakarak organizma tarafindan
tamamen veya neredeyse yeniden emilebilir olmalidir (Fernandez de Grado ve ark.,
2018). Piyasadaki iriinlerin higbiri su anda diisilk hasta morbiditesi, kullanim
kolayligi, diisiik immiinojenisite, diisiik maliyet ve anjiyojenik potansiyel dahil
olmak tizere kemik greft materyali i¢in ideal Ozelliklerin tiimiine sahip degildir
(Bhatt ve Rozental, 2012; Haugen ve ark., 2019; Wang ve Yeung, 2017).
Otogreftlerin dezavantajlari arasinda ameliyat sonras1 agri, dondr sahada morbiditesi
ve iki kez ameliyat prosediiriine ihtiyag olmasi sayilabilir. Allogreftlerin
dezavantajlart ise alicinin  bagisiklik sistemi tarafindan dondr dokusunun
reddedilmesi ve HIV/ hepatit gibi hastaliklarin bulasmasiyla ilgili endiseler
bulunmaktadir (Ratnayake ve ark., 2020). Son yillarda, endikasyonlar ve gilivenlik
icin kanita dayali ¢ok az arastirmaya ragmen, piyasada kemik dokusu yerine gegen
riinler gibi daha yeni kemik rejenerasyon materyallerinin kullanilmasi yoniinde
artan bir egilim olusmustur (Bhatt ve Rozental, 2012). Bu nedenle, kemik grefti
materyalleri icin talepte devam eden belirgin artiglar ve bu endise verici konular,
kemik greft prosediirlerinde kullanilan yeni materyallerin gelistirilmesine yonelik
daha fazla arastirmaya ihtiya¢ oldugunu gii¢lii bir sekilde gostermektedir (Haugen ve

ark., 2019; Ratnayeke ve ark., 2017).

Kemik greftlerinin ana islevi, nihai kemik replasmami hedefiyle mekanik destek
saglamak ve osteo-rejenerasyonu stimiile etmektir (Bhatt ve Rozental, 2012).
Osseointegrasyon, osteogenez, osteokondiiksiyon ve osteoindiiksiyonun dort temel
biyolojik 6zelligi, bu rolii etkili bir sekilde yerine getirmede ¢ok 6nemlidir (Moore ve
ark., 2001; Wang ve Yeung, 2017). Greft malzemesinin arasina giren fibréz doku

tabakasinin yoklugunda kemigin yiizeyine kimyasal olarak baglanma kabiliyetine

17



osseointegrasyon denir. Osteogenez, greft materyali i¢inde bulunan osteoblastlar
veya progenitér hiicreler araciligiyla yeni kemik olusumunu ifade eder.
Osteokondiiksiyon, bir kemik greft materyalinin, iizerinde konake¢1 hiicrelerin
biiyiiyebilecegi biyoaktif bir yap1 iskelesi olusturma yetenegini ifade eder (Cypher ve
Grossman, 1996; Kao ve Scott, 2007). Bu yap1; damarlarin, osteoblastlarin ve
konake1 progenitdr hiicrelerin birbirine bagli osteomatrikse go¢ etmesini saglar. Her
biyomateryalde bulunan partikiillerin osteokondiiktif potansiyeli, boyutu, sekli ve
mikro gozenekli yapisi biyolojik ve klinik yanit1 etkileyebilir (do Desterro Fde ve
ark., 2014). Osteoindiiksiyon, lokal proteinlerin ve diger faktorlerin kok hiicrelerin
osteoblastlara farklilagmasini indiikledigi greftleme bolgesine konakg¢1 kdk hiicrelerin
alinmasidir (Misch ve Dietsh, 1993). Trombosit kaynakli biiylime faktorleri (TKBF),
fibroblast biiylime faktorleri (FBF) ve doniistiiriicii biiylime faktorleri-f (DBFs-J)
dahil olmak iizere ¢oklu biiylime faktorleri bu siireci etkiler. Bu temel ozellikler,
dogrudan kemik ara baglantisina paralel olarak ortaya ¢ikan yeni kemik olusumunu

aktive eder (Kolk ve ark., 2012; Robert ve Rosenbaum 2012).
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Tablo 2.2. AKK I¢in Mevcut Biyomalzemeler (Kalsi ve ark., 2019).

Biyomalzeme Ticari unvan Kaynak
Kemik grefti biyomalzemeleri

Tetrasiklin hidratli dondurularak kurutulmus kemik allogrefti - Insan
Demineralize dondurularak kurutulmus kemik allogrefti - Insan
Domuz kaynakli koritokanselloz kemik karisimi ve kollajen membran  OsteoBiol Gen-O'lar Hayvan
Proteinden arindirilmis sigir kemigi malzemesi Bio-Oss Hayvan
Proteinden arindirilmis sigir kemigi materyali ve domuz kollajeni Bio-Oss Kollajen Hayvan
Hidroksiapatit ve B-trikalsiyumfosfat malzemesi rSn);rtr;trJ;c;s”Bifazik kemik grefti Bitki
Nanokristal hidroksiapatit (biyoaktif cam) NanoKemik Sentetik
Bifazik kalsiyum fosfat Straumann Kemik Seramik Sentetik
Beta-trikalsiyum fosfat ](Esnel ;i)ltz lgg;t()bku replasman Sentetik
Membran biyomalzemeleri

aseliiler dermal matris alloderm Insan
3D kolajen matrisi mukograft Hayvan
Kollajen bariyer membrani Bio-Gide membran Hayvan




2.4.1. Dogal Kemik Greftleri

Dogal kaynakli greftler, herhangi bir degisiklik yapilmadan canli bir kaynaktan elde
edilen malzemeler olarak tanimlanir. Bu greftler; otogreftler, allogreftler (mineralize
kemik matrisi vb.), ksenogreftler ve fitojenik materyaller olmak {izere dort
kategoriye ayrilmaktadir (Kolk ve ark., 2012; Robert ve Rosenbaum, 2012; Wang ve
Yeung, 2017).

2.4.1.1. Otogreftler

Otogreftler, iyi bir kortikal ve siingerimsi kemik kaynaklaridir. Ayni kisiden alinan
mandibular simfiz, mandibular ramus, eksternal oblik kret, iliak kret, proksimal ulna
veya distal radius gibi intraoral ve ekstraoral bolgelerden elde edilir (Elsalanty ve
Genecov, 2009). Mandibular ramustan alinan otogreft kemigi, diger intraoral
bolgelere kiyasla daha diisiikk komplikasyona yol agmakla beraber alveolar sinire
zarar verme riski tasir. Otogreftler doku uyumlulugu oldukga iyidir ve immiinojenite
sorunlart olusturmaz. Bu nedenle en yiiksek biyolojik giivenlik derecesine sahiptir.
Bununla birlikte, otogreftlerle iliskili, ikincil bir cerrahi islem gerekliligi, donor saha
yaralanmas1 ve skar potansiyeli gibi birka¢ olumsuz taraflarida vardir. Ek olarak,
otogreftler, daha yiiksek cerrahi maliyetler, daha 6nemli cerrahi riskler (asir1 kanama,
enfeksiyon, iltihaplanma ve agri) ve bunlarin uygulamalarini nispeten daha kiiciik
kemik defektleriyle siirlandirmistir. Biiyiik kraniyofasiyal defektlerde otogreftler
gecerli bir segenek olmayabilir (Misch, 2010; Pikos 2000).

Son yillarda cok sayida kemik greft malzemesinin gelistirilmesine ragmen,
otogreftler, gerekli dort temel biyolojik Ozelligin tiimiine sahip olan tek greft
materyali olduklarindan, greftleme materyalleri i¢in altin standart olmaya devam
etmektedir (Misch, 2010). Dental tedavi uygulamalarinda, lokalize alveolar kemik
defektlerinin tedavisi ve maksiller sinilis kemik grefti i¢in rutin olarak diger kemik
greftleri kullanilsa da, blok formlardaki otogreftler hala alveolar kret biiyiitme
prosediirlerinde rutin olarak kullanilmaktadir. Otogreftler, posterior mandibular
dissiz alanlarin rekonstriiksiyonu gibi daha karmasik ogmentasyon prosediirleri i¢in
tercih edilen materyal olmaya devam etmektedir (Deshpande ve ark., 2014; Misch,

2010; Pikos 2000). Bunun nedeni, otojen blok greftler kemik kalitesini ve miktarini
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tahmin edilebilir bir sekilde artirabilmesi ve uzun siireli sagkalim i¢in giic dagilimini
kolaylastiran biiylik caplara sahip implantlarin yerlestirilmesine izin vermesidir

(Misch, 2010; Pikos 2000; Zhao ve ark., 2021).
2.4.1.2. Allogreftler

Otogreftin birincil alternatifi, uyumlu bir canli dondrden veya kadavra kemik
kaynaklarindan elde edilebilen allogreft materyallerinin kullanilmasidir (Robert ve
Rosenbaum, 2012). Allogreft malzemeleri taze, dondurulmus veya dondurularak
kurutulmus olmak lizere li¢ ana formda hazirlanabilir. Taze ve donmus allogreft
materyalleri istiin osteoindiiktif o6zelliklere sahiptir, ancak konak¢r immiinojenik
yanit riskinin yiiksek olmasi, sinirli raf omrii ve artan hastalik bulasma riski

nedeniyle giinlimiizde nadiren kullanilmaktadar.

Son yillarda, allogreft materyallerinin kullanimi daha sik tercih edilmektedir
(Bostrom ve Seigerman, 2005). Bununla birlikte, insan immiin yetmezlik viriisii
(HIV) ve Hepatit B ve C gibi bulasic1 hastalik bulasma riskiyle ilgili sinirlamalar
devam etmektedir. Bu endiseler genellikle sterilizasyon, mekanik debridman,
ultrasonik yikama ve gama 1sinlamasi gibi doku isleme yoluyla azaltilabilmektedir
(Kao ve Scott, 2007). Allogreftler, kemik ogmentasyon prosediirlerinde
yonlendirilmis kemik rejenerasyonu (YKR) i¢in ksenogreftlerle kombinasyon

halinde basarili bir sekilde kullanilmaktadir.
2.4.1.3. Ksenogreftler

Otogreftler ve allogreftler, kemik grefti uygulamasindaki miikemmel basar
oranlarina ragmen farkli sinirlamalari da bulunmaktadir. Bu nedenle, uygun bir
kemik ogmentasyon mikrogevresi olusturarak gelismis osteojenik, osteokondiiktif ve
osteoindiiktif potansiyelleri tesvik etmek i¢in dogal kemik greft materyalleri
gelistirilmistir (Kozusko ve ark., 2018). Ksenogreftler, konak¢idan genetik olarak
iliskisiz bir tiirden {iretilen greft materyalleridir (Kao ve Scott, 2007). Dental
alandaki en yaygm kullanmilan ksenogreft materyali sigir kemiginden elde
edilmektedir. Sigir kemiginin inorganik bilesenlerini igeren gozenekli bir
hidroksiapatit (HA) materyali liretmek i¢cin NaOH ile kimyasal isleme tabi tutulur.

Ortaya ¢ikan gdzenekli yapi, insan kemigine olduk¢a benzerdir. Iyi bir mekanik
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destek saglayabilir ve osteokondiiksiyon yoluyla kemik iyilesmesini uyarabilir.
Gozenekli yapi, genis bir yiizey alant olusturur ve kemik biiylimesini artiran
anjiyogenez yoluyla yeni kan damarlarinin biiylimesini de destekler. Sigir
kemiginden elde edilen greftler, iistiin stabiliteleri ve diisiik immiinojenisiteleri
nedeniyle maksiller siniis cerrahileri ve implant prosediirlerinde yaygin olarak
kullanilmistir (Kao ve Scott, 2007; Oliveira ve ark., 2019). Ozkan ve ark.’ lan
(2011), tek asamali maksiller siniis ogmentasyon prosediirlerinde kullanilan sigir
kemik greftlerinin implant yerlestirilmesine izin veren yeterli kalite ve hacimde

kemik olusturdugunu bulmustur.
2.4.1.4. Fitojenik Biyomalzemeler

Fitojenik malzemeler, mercan bazli ve deniz yosunlari gibi bitkilerden elde edilen
kemik greft malzemeleridir. Mercan bazli kemik greftleri agirlikli olarak dogal
olarak olusan formunda kullanilan ya da amonyum fosfat ile 1s1l islemle islenen ve
daha sonra minimum oranda karbonata sahip olan kristalli hidroksiapatit (HA)' e
dontstiiriilen kalsiyum karbonattan olusur (Bhatt ve Rozental, 2012; Fernandez de
Grado ve ark., 2018; McPherson ve ark., 2019, Shavandi ve ark., 2016). HA,
kemikten veya mercan gibi dogal malzemelerden elde edilen dogal bir kalsiyum
fosfat polimeridir ve yapisal bir iskele gorevi gorme yeteneginden dolayr kemik

tyilesmesini desteklemek icin yaygin olarak kullanilir.

AlgiPore, 1988'den beri klinik olarak kemik greft maddesi olarak kullanilan deniz
yosunlarindan elde edilen dogal olarak olusan bir HA'dir (Galindo-Moreno ve ark.,
2020). Bu malzeme, zaman icinde iyi emilebilirlik, protein yapismasi i¢in genis bir
yilizey alan1 ve diisiik immiinojenite gibi arzu edilen 6zelliklere sahiptir. AlgiPore
ayrica bliylime faktorleri (BF) ve MSCs'ler igin bir tasiyici gorevi gorebilir (Smiler
ve ark., 2007; Turhani ve ark., 2005; Wanschitz ve ark., 2005).

2.4.2. Sentetik Kemik Greft Malzemeleri

Dondr bolgelerindeki potansiyel immiinojenite ve morbiditenin {istesinden gelmek
icin, dogal kemigin biyolojik 6zelliklerini yakindan taklit etmek i¢in yapay kemik
greft malzemeleri iiretilmektedir. Buna ragmen, su anda kullanilan mevcut sentetik

malzemeler sadece osteointegratif ve osteokondiiktif ozellikler gdstermektedir
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(Moore ve ark., 2001). Bu kategoriye giren malzemeler arasinda hidroksiapatit (HA),
trikalsiyum fosfat (TKF) ve biyocam gibi kalsiyum fosfat seramikleri; nikel-titanyum
gibi metaller; polimetilmetakrilat (PMMA) ve poliglikolitler ve kalsiyum fosfat gibi
polimerlerdir (Kolk ve ark., 2012; Kumar ve ark., 2013).

2.4.2.1. Hidroksiapatit

HA'nin kimyasal bilesimi, kemigin inorganik bilesenine ¢ok benzer, bu da onun
kemik greft materyali olarak kullanilmasimni saglar (Kattimani ve ark., 2016).
Bununla birlikte, sentetik HA, c¢esitli biyomekanik reaksiyonlar1 etkileyen sigir
kemigi gibi dogal olarak elde edilen HA'da bulunan eser miktarda Na +, Mg 2+, K +
ve Sr + icermez. Sentetik HA, sigir tiirevi HA'da goriildiigii gibi mikro gézenekli bir
yapiya sahip degildir (Ratnayake ve ark., 2017). Sentetik HA, nispeten yiiksek Ca/P
orani ve kristalligi nedeniyle gecikmis bir emilim hizina sahiptir. HA ile ilgili bir
diger onemli endise, nispeten diisiik mekanik mukavemetinin, yiiksek yiik tasiyan
bolgelerde kullanilmasini engellemektedir. Onceki ¢alismalar, tek basma veya bir
polimer ile kombinasyon halinde sentetik HA ile greftlemenin ardindan olusan yeni
kemigin kalite ve miktarin, endossedz implantlarin yerlestirilmesi, maksiller
sinlistin kaldirilmasi, periodontal kemik defektlerinin onarimi ve alveolar kemik
yiiksekliklerinin korunmast ig¢in yetersiz oldugunu bulunmustur (Dewi ve Ana,
2018). Bu nedenle, dis hekimliginde HA uygulamas1 genellikle implantlar, eksternal
fiksator pimleri veya diisiik ylikleme stresi olan bolgelerdeki kaplama ile sinirlidir
(Kattimani ve ark., 2016; Wang ve Yeung, 2017). HA bazli kemik greft
malzemelerindeki son gelismeler, dogal kemigin bilesimini daha yakindan taklit eden
biyomekanik 6zellikleri artiran nano boyutlu HA {iretmeyi arastirmistir. Bu nano
boyutlu malzemelerin gelistirilmesinin gerekcesi, kemik hiicre dis1 matrisine ¢ok
daha yakin bir benzerlik; dis ¢cevresel uyaranlara daha hizli tepki, biiyiime faktorleri
gibi biyoaktif molekiillerin gelismis dagitimi ve kontrollii salinimi, gelismis osteo-
rejeneratif Ozelliklere olanak tamimaktadir (Funda ve ark., 2020; Wang ve ark.,
2012). Nanokristal HA, geleneksel HA formlarma kiyasla gelismis biyolojik
performans ve ¢oOziinme sergiler (Sakamoto, 2010). Geleneksel HA formlar1 ile

karsilastirildiginda tiim alanlarda performans olarak onemli gelismeler olmasina
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ragmen, nanokristal HA'nin yaygm kullanimin1 desteklemek igin yetersiz kanit

bulunmaktadir
2.4.2.2. Trikalsiyum Fosfat Seramikleri (B-TKF)

TKF' nin a-TKF ve B-TKF seklinde iki kristalografik formu vardir (Sheikh ve ark.,
2019; Tamimi ve ark., 2012). B-TKF, uzun yillardir kemik yerine yaygin olarak
kullanilan bir tiir kalsiyum fosfat malzemesidir. Diisiik Ca/P oran1 nedeniyle HA ile
karsilastirildiginda daha hizli biyolojik bozunma ve absorpsiyon sergilemektedir
(Wang ve Yeung, 2017). Saf fazik B-TKF, kullanim kolayligi, iyilesmenin
izlenmesine izin veren radyoopasite, fibrovaskiiler biiylimeyi ve osteojenik hiicre
yapigsmasint destekleyen makroporozite nedeniyle iyi osteoiletkenlik, sigir kemik
greftlerine kiyasla iyi emilebilirlik, diisiik immiinojenisite ve hastalik riski gibi
bir¢ok arzu edilen 6zellige sahiptir (Horowitz ve ark., 2014; Kao ve Scott, 2007). B-
TKF'nin birbirine bagh gozenekli yapis1 gelismis vaskiilarizasyona izin verirken,
aynt zamanda malzemenin sikistirma altinda zayif mekanik mukavemeti ile
sonuglanir (Bhatt ve Rozental, 2012; Kao ve Scott, 2007; Wang ve Yeung, 2017). Bu
durum, B-TKF'nin kemik grefti olarak kullanimini sinirlandirmakta, ancak kemik
defektlerinde dolgu maddesi olarak kullanim ve morfolojik bolgelerdeki onarim igin
uygun olmasina yol agmaktadir (Suneelkumar ve ark., 2008). Genellikle marjinal
periodontal ve periapikal defektleri onarmak ve alveolar kemik defektlerinde kismen
emilebilir bir dolgu maddesi olarak kullanilmaktadir (Stavropoulos ve ark., 2010).
Nakajima ve ark.” lar1 (2007) B-TKF' nin kemik rejeneratif potansiyelinin,
dondurularak kurutulmus kemik allogrefti, proteini giderilmis dondurularak
kurutulmus kemik allogrefti ve otogreft materyalleri ile karsilagtirilabilir oldugunu

bulmustur.
2.4.2.3. Polimerler

Kemik rejenerasyonu icin en yaygin olarak kullanilan polimerler arasinda polilaktik
asit, poliglikolik asit, poli-kaprolakton ve bunlarin kopolimerleri ve tiirevleri bulunur
(Haugen ve ark., 2019, Kolk ve ark., 2012). Bu malzeme grubunun Onemli
avantajlari, Ozellestirilebilir formlari, diisik immiinojenisitesi, kontrol edilebilir

emilebilirligi, gézenekliligi ve fizyokimyasal yapis1 olarak sayilabilir (Fuchs ve ark.,
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2001; Haugen ve ark., 2019). Bununla birlikte, lokal pH, osteoiletkenlik ve zayif
hiicre yapisma kapasitesinin degigsmesine neden olan asidik bozunma iirlinlerinin
salinimu ile ilgili endiseler nedeniyle agiz bolgelerinde kullanimlarini kisitlamaktadir
(Pilipchuk ve ark., 2015; Yan ve ark., 2011). Polimer bazli kemik greft
malzemelerinin kullanildig1r hayvan c¢alismalar1 yapilmistir ve bunlar ¢cogu vakada
komplikasyon olmamasindan ara sira inflamatuar reaksiyonlara kadar degisen ¢esitli
sonuglar gostermistir (Kolk ve ark., 2012). HA veya TKF eklenmesi gibi polimer
bazli yap1 iskelelerinde yapilan modifikasyonlarin, materyalin kemik rejenerasyon
potansiyelini iyilestirebilecegi one siirlilmiistiir (Danoux ve ark., 2014; Fairag ve

ark., 2019).
2.4.2.3.1. Kitosan

Gilinlimiizde arastirilmakta olan umut verici bir ksenogreft materyali, glukozamin ve
N-asetilglukozaminden olusan kabuklularin dig iskeletlerinden tiiretilen dogal olusan
polimer yapisindaki kitosandir (Oryan ve ark., 2014). Kitosan, osteoblastik
aktiviteyi, mineralize kemik matrisinin olusumunu destekleyen ve cesitli in vitro
ortamlarda mezenkimal kok hiicrelerin (MKH)’ lerin osteoblastlara farklilagsmasini
indiikleyen yapisal bir iskele saglayarak kemik rejenerasyonunu uyarabilir (Kozusko
ve ark., 2018). Kitosan, damla, lif, hidrojel ve gozenekli yap1 iskeleleri gibi daha
karmasik yapilar dahil olmak iizere cesitli formlar1 mevcuttur. Kitosanin zayif
mekanik 6zellikleri nedeniyle, daha fazla istenen 6zellikleri saglamak icin genellikle
jelatin, kalsiyum fosfatlar ve biyocam gibi diger malzemelerle birlestirilir (Jebahi ve
ark., 2014; Nie ve ark., 2020; Shavandi ve ark., 2016; Xu ve ark., 2005).
Wattanutchariya ve Changkowkai, kitosanin jelatin ve hidroksiapatit (HA) ile
karistirilmasinin, azaltilmis bozunabilirlik, hiicre tutunmasi ve vaskiilarizasyona
elverisli bir acik gdzenek yapis1 dahil olmak {izere daha fazla arzu edilen 6zelliklere
sahip gozenekli bir yapr olusturdugunu bulmuslardir (Wattanutchariya ve
Changkowchai, 2014). Kitosan bazli kemik ikame malzemeleri ayrica diisiik
immiinojenisite, lifli kapsiil yapisi, yapisal ¢ok yonliilik ve hiicre yapismasini ve
cogalmasini destekleyen hidrofilik bir yiizey gibi baska faydali 6zelliklere de sahiptir
(Kozusko ve ark., 2018). Kitosan bazli kemik greftleme malzemesinin ¢ok yonlii

yapisi, onu geleneksel altin standart otogreftlere bdyle umut verici bir alternatif
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olarak gostermektedir. Dental alandaki son c¢aligmalar, kitosan bazli materyallerin
yonlendirilmis doku rejenerasyonu, implant yiizeylerinin kaplanmasi, periodontal
rejenerasyon ve alveolar kemik yiiksekliginin restore edilmesi i¢in bir membran
olarak basaril1 bir sekilde kullanildigini bildirmistir (Husain ve ark., 2017; Aguilar ve
ark., 2019). Li ve Shan (2011) dis ¢ekimi sonrasi yara iyilesmesi iizerine kitosan
bazli mikrobiyal fiber membran flagil (MF-FLA) ile ilgili klinik c¢aligsma
yapmiglardir. Bu biyomalzeme ile elde ettikleri sonuca gore, biyouyumlulugu,
izolasyonu, anti-inflamatuar yetenegi ve dis yuvasinda kan pihtist olusumunu
desteklemesi nedeniyle daha iyi ve erken yara iyilesmesi goriildiigi, yeni kemigin
proliferasyonunu indiikledigi ve ¢ekim sonrast komplikasyon insidansinin azaldigini

gostermislerdir.
2.4.2.3.2. Metakrilatlanmus Jelatin (Gel-MA)

Doku onarimi ic¢in biyomateryal iskelelerin gelistirilmesinde hidrojel, iyi
biyouyumlulugu ve modifikasyon kolayligi nedeniyle uygun bir materyal olarak
kabul edilmektedir (Chuah ve ark., 2017). Metakrilatlanmis jelatin (Gel-MA), iyi
hiicre yapismasina sahip, dogal olarak olusan biyopolimerlere dayanan jelatin tiirevi,
fotopolimerize olabilen bir biyomateryaldir (Yue ve ark., 2015). Gel-MA, kolajen ve
jelatin gibi geleneksel dogal proteinlerden daha diisiik immiinojeniteye ve daha iyi

sekillendirilebilirlige sahiptir (Chuah ve ark., 2017; Chu ve ark., 2017).

Alveolar kemigin defektli bolgelerinde rejenerasyonu saglamak i¢in doku
miihendisligi uygulamalarinda doku iskelesi esasli biyomalzemelerin kullanimin
kemik doku biitlinliigliniin korunmasinda olduk¢a avantajli gériinmektedir (Agarwal
ve Garcia, 2015). Hiicreler, yap1 iskeleleri ve bliylime faktorleri doku miihendisligi
uygulamalarinda temel bilesenleri olusturmaktadir. Doku iskelesi, biiyiime faktorleri
saglayabilir ve hiicre baglanmasini (tutunmasini) destekler (Mayer ve ark., 2018).
Kemik dokusunu taklit eden veya yerine gegen biyomalzemeler ¢evre dokulardan
hiicreleri indiikleyerek ideal kemik formasyonun sekillenmesinde rol oynarlar.
Ozellikle biyo-benzer hiicre dis1 matriks (ECM) kemik iyilesmesini aktive etmede

onemli gorev iistlenmektedir (Ding ve ark., 2019).

Doku iskeleleri genis, diizenli iic boyutlu mimaride iiretilmis makro boyutlu

yapilardir. Bu yapilar dogrudan ya da hiicre/ biyosinyal molekiil igerecek sekilde

26



hazirlanip in-vivo implante edilebilirler. Ancak geleneksel doku miihendisligi
yaklasimi ile kompleks doku olusumu yeterince saglanamamakta (Ozbolat, 2015) ve
istenen anatomik yapiya uygun dizaynda iiretim yapilamamaktadir. Ayrica hiicre
ekimi pipet araciligiyla iskele ilizerine yapildigindan istenen sayida hiicre ekimi ve

homojen hiicre dagilimi saglanamamaktadir (Wiist ve ark., 2011).

Enjekte edilebilir hidrojel formlarin geleneksel kati doku iskeleleri ile
karsilastirildiginda bir¢ok avantaja sahiptir: i) hiicrelerin 3-boyutlu ve eszamanl
konumlandirilmasina izin verir, ii) yiiksek seviyede hiicre yogunlugu ile doku
olusturulmasina izin verir, iii) doku desteklerinde damarlasma problemine ¢6ziim
getirir ve iv) in-vivo kosullarda defekt bolgesine dogrudan (in-situ) uygulanabilir
(Mironov ve ark., 2009).Y6ntemde her tiirlii hiicre gesidi kullanilabilir ve ¢cok sayida

hiicreye ihtiya¢ duyulmaktadar.

Doku miihendisligi ve rejeneratif tip calismalarinda jelatin, yiiksek biyouyumlu,
biyobozunur, kolay manipiile edilebilir ve ucuz olmasi1 nedeniyle olduk¢a sik
kullanilmaktadir (Wiist ve ark., 2011). Ayrica, jelatin ilag ve yiyecek endiistrisinde
kullanilmak tlizere FDA tarafindan onaylanmigstir. Jelatin hiicre dis1 matrisin ana
bileseni olan kollajenin asidik veya bazik yontemlerle denatiirasyonu ile elde
edilmektedir. Jelatin, kollajenin sahip oldugu hiicre yapigma proteinleri olan arjinin-
glisin-aspartik asit (RGD tiglii peptid sekansi)’e sahipken kollajenin aksine antijenik
ozellik gostermez (Peltola ve ark. 2008). Bu durum jelatinin doku miihendisligi

biyomalzemesi olarak kullanimini oldukga cazip hale getirmektedir.

Jelatin kovalent yolla capraz baglanarak viicut sicakliginda kararli hale getirilebilir.
Jelatin hidrojellerde capraz baglanma yontemleri arasinda jelatinin kimyasal veya
enzimatik olarak capraz baglanmasi (Olde Damink ve ark., 1995) ya da jelatinin
amin gruplarina fonksiyonel grup eklenmesinin ardindan c¢apraz baglanmasi
bulunmaktadir (Murphy ve Atala, 2014). Biyoiiretim amaciyla jelatin, glutaraldehit
ile ¢apraz baglanabilmektedir; ancak (Olde Damink ve ark., 1995), glutaraldehitin
yol acabildigi sitotoksisite yiiziinden bu yontem gbézden diismiistiir.
Fonksiyonlandirilmig jelatinin capraz baglanma prosesi biiylik oranda kontrol
edilebildiginden dolay1 istenen tasarim ve Ozellikte hidrojeller elde edilebilmektedir.

Hiicre enkapsiilasyonu ve capraz baglanmanin es zamanli yapilabildigi yontemler,
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enzimatik ve fotogapraz baglamadir (Peltola ve ark., 2008). Fotobaslatic1 varliginda
UV vya da goriiniir 1s1kla yapilan ¢apraz baglama islemi enzimatik yonteme oranla
daha kontrol edilebilir bir reaksiyon ve daha kararli hidrojel olusumunu
saglamaktadir (Nguyen ve West, 2002). Jelatin, 6zellikle tiyoller ve akrilatlar gibi
gruplara sahip bilesenler ile fonksiyonlandirilarak fotogapraz baglanmaktadir (Peltola
ve ark., 2008).

Kemik rejenerasyonu i¢in kullanilan hidrojel sistemlerin biyouyumlu, uygulama
kolayhgi, osteokondiiktif ve osteoindiiktif 6zellikleri bulunmaktadir. Ayrica yeni
kemik formasyonu i¢in kok hiicrenin infiltrasyonuna ve proliferasyonuna izin veren
kemigin hiicre dis1 matrisi taklit etmesi onemli 6zelliklerinden birisidir (Agarwal ve

Garcia, 2015; Barros ve ark., 2019; Yu ve ark., 2015).

Food and Drug Administration (FDA) tarafindan onayl jelatin, yiiksek derecede
biyouyumlu, hiicre yapismasini arttirict ve biyobozunur o&zelliklileri ile doku
miithendisliginde cazip bir biyomalzeme olmasinin yani sira; oda kosullarinda viskoz
ozellikte olmasi, kolay manipiile edilebilir ve ucuz olmasi nedenleriyle de doku
miithendisligi ¢alismalarinda biyog6zelti olarak tercih edilmektedir. Jelatin, termal
olarak kararli ve biyouyumlu fotogapraz bagli hidrojellerin elde edilmesi amaciyla,
metakrilat grubu ile fonksiyonlandirilabilmektedir (Jel-MA). Jel-MA, doku
miihendisliginde kalp (Duan ve ark., 2014), kemik, kikirdak (Schuurman ve ark.
2013), Kkaraciger, vaskiilarizasyon (Skardal ve ark., 2010), néral doku
rejenerasyonlarmnin saglanmasinda hiicre yiiklii hidrojeller olarak kullanilmaktadir.
Bertassoni ve ark.” lar1 (2014) Jel-MA’nin iiretim kosullarini optimize etmeye
caligmiglardir. Yiksek (2x106 hiicre/mL) hiicre konsantrasyonu kullanarak 6.9
mW/cm2 UV (360-480 nm) 151k kaynagiyla 15-60 s kadar isinlanarak hazirlanmig
%10 w/v Jel-MA’nm, sekillendirilebilir tabakali 3B yapilar olusturabildigini
bulmuslardir. Buna ek olarak bu grup, hidrojelin 8 giin siiresince 1yi derecede canl
hiicre oran1 ve jelin mekanik niteliklerinin jelatin konsantrasyonu ve UV’ye maruz
kalma siiresi ile baglantili oldugunu da gostermislerdir (%15 w/v jeller icin 10
saniyelik UV’ ye maruz kalmanm ardindan elastik modiil (E) = 2.6 kPa ve 60

saniyenin ardindan 60.3 kPa olarak bulunmustur.
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2.5. Dis Hekimliginde Kemik Yerine Ge¢cen Biyomalzemelerin Gelecegi

Ideal kemik grefti materyalini tanimlayan kriterlere gére otogreftler altin standart
olarak kabul edilmektedir (Sheikh ve ark., 2019). Bununla birlikte, sinirh
bulunabilirlikleri ve kullanimi ile ilgili simirlamalar, alternatif greft materyallerinin
kullanilmasina ve yeni sentetik kemik greftlerinin gelistirilmesine dogru bir kaymaya
neden olmustur. Bu ihtiyaci karsilamak i¢in muazzam c¢abalar olmasina ragmen,
piyasada mevcut tiim biyomateryaller hala biyomekanik performansta bir eksiklik

gostermektedir (Kolk ve ark., 2012).

Ideal osseointegrasyon ve vaskiilarizasyona izin veren mekanik olarak giiclii,
birbirine bagli gézenekli bir yapi iiretmek, materyal gelistirmede karsilagilan en
biiylik zorluk olarak tanimlanmistir. Ne yazik ki, sentetik kemik ikameleri sadece
osteokondiiktif ozelliklere sahiptir (Sheikh ve ark., 2019). Gozenek boyutu,
yogunluk, morfoloji, birbirine baglanabilirlik ve emilebilirlik gibi hayati biyolojik
parametrelerin dikkate alinmasi dahil olmak {izere yeni malzemelerin yapisal
tasarimimna olan ihtiyaci desteklemektedir (Haugen ve ark., 2019). Osteoindiiktif
biiylime faktorlerinin ve/veya MSCs' lerin, materyalin kemik rejeneratif potansiyelini
arttirmak ve istenmeyen inflamatuar alici tepkilerini inhibe etmek i¢in yapisal bir
iskele ile birlestirilmesi i¢in yeni bir egilim olmustur. Bu nedenle, yeni greft
malzemelerinin gelistirilmesi, miimkiin oldugu kadar ideal biyolojik parametreyi
dahil etmeye odaklanirken, bu tiir malzemelerin kolayca temin edilebilir, uygun

maliyetli ve klinik olarak kanita dayali olmasini saglamalidir.

Yeni kemik grefti materyallerinin giivenligini ve etkinligini arastiran c¢aligmalarin
eksikligi de bir problem olarak karsimiza ¢ikmaktadir (Sallent ve ark., 2020). Bu
yeni materyallerle ilgili mevcut bilgilerin ¢ogu vaka raporlarindan veya deneysel
hayvan modellerinden elde edilmistir. Her bir materyalin klinik uygulanabilirligini
ve ticari olarak mevcut iiriinleri tanitmak i¢in faydalarin1 daha iyi anlamak igin daha
standartlastirilmis klinik oncesi ve klinik calismalarin yapilmasi, sonrasinda ise
belgelenmesi gerekmektedir. Boylece her bir materyalin klinik uygulanabilirligini ve

faydalarini daha iyi anlamak miimkiin olacaktir.
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2.6. Dis Cekim Soketinde Kullanilan Hiicre Kaynaklari

Hiicre temelli terapi, hasarli dokular1 (6rn., sinir, kemik, kikirdak ve cilt) onarmak
i¢in umut verici bir strateji olarak ortaya ¢ikmaktadir. Hiicrelerin etkili bir sekilde
uygulanmasi, hiicre tedavisine dayali rejeneratif tip i¢in 6n kosuldur (Madl ve ark.,
2018). Biyomateryal destekli hiicre dagitim sistemlerinin gelistirilmesi oldukca
onemlidir (Niu ve ark., 2020). Hiicreler, doku miihendisliginde biyolojik aktivitenin
kaynagidir. Embriyonik kok hiicreler (EKH'ler) ve yetiskin mezenkimal kok hiicreler
(MKH), farklilasma potansiyellerine gore smiflandirilan iki tip kok hiicredir
(Haghighat ve ark., 2021; Kolagar ve ark., 2020). EKH' lerin kullanimini sinirlayan
etik sorunlar nedeniyle, doku miihendisliginde birden fazla MKH kaynagi daha
yaygin olarak kullanilmaktadir (Nancarrow-Lei ve ark., 2017). Baz1 spesifik genleri
eksprese etmek i¢in somatik hiicrelerin yapay olarak uyarilmasiyla elde edilen
indiiklenmis pluripotent kok hiicreler (iPKH'ler), siiresiz boliinme yetenegine ve
herhangi bir insan hiicresine farklilasma kapasitesine sahiptir (Deicher ve Seeger,

2021).
Mezenkimal kok hiicreler asagidaki dokulardan izole edilebilmektedir;

> Kemik iligi mezenkimal kok hiicreleri (KIMKH) (Li ve ark., 2019; Xu ve
ark., 2019),

» Yag dokusundan iiretilen stromal hiicreleri (YDSH) (Zhu ve ark., 2019; Xu
ve ark., 2020),

> Insan dislerinden izole edilen MKH’ leri (Lambrichts ve ark., 2017),

A\

Insan siit dislerinden elde edilen kok hiicreleri (ISDKH) (Sugimura-
Wakayama ve ark., 2015),

Periodontal bag kok hiicreleri (PBKH) (Panduwawala ve ark., 2017),
Apikal papilla kok hiicreleri (APKH) (Shen ve ark., 2021),

Dis folikiil hiicreleri (DFH) (Lima ve ark., 2017),

vV V VY V

Dis eti mezenkimal kok hiicreleri (DMKH) (Liu ve ark., 2020).
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2.6.1. Kemik iligi Kaynakh Mezenkimal Kok Hiicreler (Ki-MKH)

Kemik iligi kaynakh mezenkimal kok hiicreler (KI-MKH) icin; deney
hayvanlarindaki kemik iliginin aspirasyonu sonrasinda in vitro’ da plastige yapisma
ve osteojenik, kondrojenik ve adipojenik soylara farklilasabilme Ozelligini
barindiranlar manyetik hiicre ayirict (MACS), floresan ile aktive edilen hiicre ayirici
(FACS), gibi yontemler ile hiicre yiizey belirteglerine gore saflastirilabilirken Ficoll
yontemi olarak da bilinen yogunluk gradient santrifiijleme ile de saflastirilabilir (Chu
ve ark., 2020; Gimble ve ark., 2011; Lee ve ark., 2016). KI-MKH’ lerin kolayca izole
edilebilirligi ve in vitro’ da biiyiitilebilirliginin yan1 sira hasarli dokuya gog
edebilmesi ve yerel doku mikro ¢evresini yeniden yapilandirmak i¢in belirli hiicre
tiplerine farklilagsmaya tesvik edilebilmesi, immiin sistem tepkisini diizenleyerek
doku onarimina katilmasi rejeneratif tip ve doku miihendisligi gibi disiplinlerde
kullanilmasini saglamaktadir (Boido ve ark., 2014; He ve ark., 2018; Karaoz ve ark.,
2012). Ki-MKH’ leri kemik doku miihendisligi calismalarinda en yaygin kullanilan
osteojenik hiicre kaynagi olmaya devam etmektedir (Davies ve ark., 2002). Miranda
ve ark.” lar1 (2012) kitosan-jelatin doku iskelesi i¢inde, dis cekim soketine
yerlestirilen Ki-MKH' lerin, yeni olusan kemigin olgunlasmasina énemli dlciide
katkida bulundugunu bildirmislerdir. Kitosan-jelatin ve Ki-MKH’ lerin, kemik doku
miithendisliginde ve kraniyofasiyal rekonstriiksiyonlar igin umut verici bir

biyomalzemeler oldugu belirtilmektedir.
2.6.2. Yag Doku Kaynakh Mezenkimal Kok Hiicreler (YD-MKH)

Yag dokusunun ¢ogu bolgelerde bulunabilmesi, minimal invaziv prosediirler ile izole
edilme kolayligi, onu yiiksek verimli MSC 'lerin izolasyonu i¢in ideal bir kaynak
haline getirmektedir. Ayrica, adipoz dokudan tiiretilen MSC' ler kiiltiirde daha uzun
slire muhafaza edilebilir ve yiiksek bir gogalma kapasitesine sahiptir (Peroni ve ark.,
2008; Saulnier ve ark., 2011). Kemik olusumu ve rejenerasyonu icin hiicre temelli
yaklagimlar, fizyolojik osteojenik siireci in vivo olarak verimli bir sekilde
stirdiirebildikleri i¢in yaygin bir sekilde kullanilmalarina yol agmistir. YD-MKH
uygulamalarinda en umut verici alan kemik rekonstriikksiyonu/ rejenerasyonu
tekniklerinde oldugu kabul edilmektedir (Lattanzi ve ark., 2005; Lindroos ve ark.,

2011). Literatiirden elde edilen veriler, in vivo kemik rejenerasyonunu/iyilesmesini
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indiiklemek i¢cin YD-MKH tabanli yaklagimlarin etkinligini gostermektedir. Kritik
boyut-kalvaryal kusurlar, hayvan modellerinde kemik iyilesmesini incelemek igin
yaygin olarak kullanilir ve iki boyutlu bir defekt i¢inde yeni olusan kemik miktarmin
kolay bir sekilde 6l¢iilmesine olanak tanir (Behr ve ark., 2011; Wang ve ark., 2010).
YD-MKH hakkinda artan miktarda bilimsel veriye ve in vivo kemik rejeneratif
potansiyellerini dogrulayan ¢ok sayida preklinik ¢alismaya ragmen, kemikle ilgili
bozukluklar1 olan hastalarda YD-MKH' lerin etkinligini ve giivenligini
degerlendirmeyi amaclayan sadece birka¢ kontrollii klinik ¢alisma yapilmistir
(Casteilla ve ark., 2011; Sandor ve ark., 2013). Ozellikle, kraniyofasiyal kemik
rekonstriiksiyonu i¢in otolog YD-MKH kullanan farkli ¢alismalarda basarili sonuglar
elde edilmistir (Lendeckel ve ark., 2004; Sandor ve ark., 2013).

Bu ¢alismada uygulanan biyomalzemenin insan ve klinik kullanim 6ncesi hayvanlar
tizerinde c¢alisilmasi ve sonuglarinin test edilmesi olduk¢a Onem arz etmistir. Bu
amagla in vivo rat modeli insan dis ¢ekim soketinin olusturmasinda ve ¢aligmanin
sonuclarinin gercege en yakin bir sekilde elde edilmesi i¢in se¢ilmistir. Ratlarda
olusturulan dis ¢ekim soket iyilesmesi deney modeli literatiir ile kanitlanmis ve
uygulanabilir bir yontem olarak karsimiza ¢ikmaktadir. Bu sebeplerden dolay1 kemik
rejenerasyonu saglayan biyomalzemelerin klinik kullanim 6ncesi insanlarda
uygulanabilirliginin test edilmesi i¢in Once hayvanlarda etkinliginin gosterilmesi

olduk¢a onemlidir.
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3. GEREC VE YONTEM

3.1. Gerecler

Deneylerin gergeklestirilmesinde kullanilan cihazlar tablo 3.1.’de, sarf ve kimyasal

malzemeler ise tablo 3.2.’de verilmistir.

Tablo 3.1. Cihazlarn Listesi.

CIHAZLAR MARKA
Su banyosu (37) Memmert
Inkiibatér Panasonic
Laminar Kabin Telstar
Vorteks Heidoplh

Flow sitometre cihaz BD Biosciences
Pipet tabancasi IsoLab

Invert Mikroskop Leica

Santrifiij cihaz Heitch-Rotina
Buz makinesi Scotman
Sogutucu dolap (+4 °C) Siemens
Sogutucu dolap (-20 °C) Siemens
Sogutucu dolap (-80 °C) Panasonic
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Tablo 3.2. Kullanilan Sarf ve Kimyasal Malzemeler

Sarf ve Kimyasal Malzemeler Kod Marka
DMEM High Glucose (4.5 g/l), with L-Glutamine DMEM-HA Capricorn Scientific
500ml
Fetal .Bovme Serum Advanced, Collected in South FBS-11A Capricorn Scientific
America 500ml
Penicillin/Streptomycin (100x) 100ml PS-B Capricorn Scientific
Amphotericin B Solution (100x) 100ml AMP-B Capricorn Scientific
L-Glutamine (200 mM) 100ml GLN-B Capricorn Scientific
Dulbecco’s PBS (1x), w/o Ca & Mg, w/o Phenol Red PBS-1A Capricorn Scientific
500ml
i 0, i 0,

Trypsin /JEDTA 10X, (0,5%trypsin, 0,2%EDTA) 325-052 EL Wisent
100ml
Collagenase from Clostridium histolyticum 25mg
Type IA, 0.5-5.0 FALGPA units/mg solid, >125 C9891-25MG Sigma
CDU/mg solid, For general use
Gelatin from porcine skin 100gr powder, gel
strength ~300 g Bloom, Type A, BioReagent, for G1890-100G Sigma
electrophoresis, suitable for cell culture

Sigma

Calcium sulfate —325 mesh, 99% 100gr

25 cm2 Cell Culture Flask, Vent Cap, TC, Sterile,
10/pk

75 cm2 Cell Culture Flask, Vent Cap, TC, Sterile,
5/pk

15 mL Centrifuge Tube, Bulk, premium, Sterile,
50/pk

50 mL Centrifuge Tube, Bulk, premium, Sterile,
25/pk

Lithium phenyl-2,4,6-trimethylbenzoylphosphinate
>95% lgr

Alizarin Red S

Masson Trichrome Stain Set Boya Seti
Cerrahi Kiiret

Kemik Pensi

Cerrahi Portegii

Bistiiri

Cerrahi Siitur PGLA
Atravmatik Penset ADSON
Cekim Preseli/ Kok Pensi
Periost Elevatorii

Ekartor

Cerrahi Hemostat

Sond

Presel

237132-100G

707003

708003

601002

602002

900889-1G

CB2045
CB6095
QBCUR2H101
QBR027
QUNHTCO17
QBHO015
L2163
QTP125
QENOTHO08
QRAS3H227
Q-95-1268
QHF021
QPR3H300
QTWO008

Nest Scientific
Nest Scientific
Nest Scientific
Nest Scientific

Sigma

Chem Bio
Chem Bio
Queen
Queen
Queen
Queen
Dogsan
Queen
Queen
Queen
Queen
Queen
Queen
Queen
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3.2. Yontemler
3.2.1. Mikrodalga Destekli Metakrilatlanms Jelatinin (Gel-MA) Sentezi

Calisma kapsaminda jelatinin metakrilatlama siirecinde mikrodalga enerjisi (Mw)
kullanilmistir. Bu amagla Tip A Jelatin (%10, w/v) 50°C’de PBS (pH:7.4) i¢inde
karigtirilarak ¢oziilmiis ve ¢ozelti sicaklik-kontrollii mikrodalga reaktér (Milestone,
Italya) i¢ine alinmistir. Metakrilik anhidrit (%4, v/v) enjektdr pompasi vasitasi ile 0.4
mL/dk akis hizinda c¢ozeltiye eklenmis olup bu sirada 1000 W Mw enerjisi
uygulanarak ve metakrilatlama islemi gergeklestirilmistir. Mw enerjisi ile sistemin
sicakligi hizli bir sekilde artacagindan dolayr sicakligi sabit tutmak icin giic kisa
araliklarla verilerek sistem sogumasi saglanmis ve gii¢ uygulamasi tekrarlanmstir.
Ardindan ¢ozelti diyaliz membrana alinarak farkli siirelerde diyaliz islemine tabi
tutulmustur. Boylece reaksiyona girmemis metakrilik anhidrit yapidan
uzaklagtirillarak ~ ¢ozelti  saflastirilmigtir.  Diyaliz  isleminden sonra ¢ozelti
liyofilizatdrde (Christ, Almanya) kurutulmustur. Kurutulan ornekler -80 °C' de

saklanmistir (Irmak ve Demirtag, 2018).
3.2.1.1. Niikleer Manyetik Rezonans (NMR) Analizi

Jelatinin metakrilatlanma derecesini (MD) belirlemek igin proton niikleer manyetik
rezonans (1H-NMR) spektroskopisi kullanilmistir. Otuz mg Jel-MA 1 mL dotriyum
oksit icinde 40°C’de ¢Ozinmiistiir. Analiz, 40°C sicaklikta gergeklestirilmistir.
Metakrilatlanma derecesi, esitlik 3.2.1.1.1.’de verilen formiil ile hesaplanmigtir
(Irmak ve Demirtas, 2018).

% MD=1- [Jel-MA’da yer alan lizin metilen fonksiyonel gruplari) / Jelatin’de yer
alan lizin metilen fonksiyonel gruplari]x100 (Esitlik 3.2.1.1.1.).

3.2.2. Mikrodalga Destekli Biyomimetik Yontem ile nano-Hidroksiapatit

Uretimi

Calisma kapsaminda hidrojellerin osteokondiiktif ve osteoindiiktif 6zelliklerini
gelistirmek icin grubumuz tarafindan daha Once iiretimi ve karakterizasyonu
gerceklestirilmis olan kemik benzeri nano-Hidroksiapatit (nHAp) kullanilmistir

(Demirtas ve ark., 2015). nHAp {iretimi icin oncelikle 10 kat derisik yapay viicut
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stvist (10X SBF) hazirlanmigtir. Bunun i¢in NaCl (58.443 g), KCI (0.373 g),
CaCl2.2H20 (3,675 g), MgCl 2 .6H 2 O (1.016 g) ve NaH 2 PO 4.H20 (0.250 g)
tuzlar1 sirastyla 800 mL distile suda ¢oziilmiis ve daha sonra hacim 1000 mL’ye
getirilerek stok ¢ozelti hazirlanmistir. 100 mL stok ¢ozelti alinarak NaHCO 3 (0.084
g) eklenmis ve 600 W gilic altinda mikrodalga enerjisi (Milestone, Italy)
uygulanmistir. Mikrodalga 1s1masi 30 s siire ile 9 kez uygulanmistir. Coktiirme islemi
sonunda diger fazlarin uzaklastirilmasi igin 2 kez etanol ve 1 kez distile su i¢inde 10
dk 13,000 rpm ‘de ¢oktiirme islemi yapilmistir. Calismanin kontrol grubu hari¢ diger
deneysel gruplara (Gel-MA/nHAp ve Gel-MA/NHApP/MSCs) yukarida iiretim

detaylar1 anlatilan nano-Hidroksiapatit eklenmistir.
3.2.3. Sican Kemik Iliginden Mezenkimal Kok Hiicrelerin izolasyonu

MKH izole etmek icin toplam 6 adet hayvandan kemik iligi dokular1 alinarak
izolasyon islemi gergeklestirildi. Femur ve tibialarin eldesi icin, kemikler femur
basindan epifizlere zarar verilmeden ayrildi. Her iki arka bacak i¢in de ayn1 islem
gerceklestirildi. Eklem bdolgesinden ayaklari kesildi ve kemikler miimkiin oldugu
kadar makas yardimi ile kaslardan temizlendi. Femur ve tibia kemikleri ayrildi.
Kemikler tagima ortami bulunan tiipe alindi. Laminar kabin igerisinde kemikler
makas ve bistliri yardimi ile kas dokusundan olabildigince temizlendi ve antibiyotikli
PBS soliisyonu igeren baska bir petriye aktarildi. Insiilin enjektdrleri hiicre kiiltiir
ortami ile doldurularak hazirlandi. Kemikler hemostat yardim ile tutuldu ve epifiz
uclart makas ile kesildi. Epifiz ucu kesilen kemikten insiilin enjektorii ile hiicre
kiiltiir ortam1 gecirilerek kemik iliginin petriye aktarilmasi saglandi. Tiim kemik
iliginin alinmis oldugundan emin olununcaya kadar islem devam ettirildi. Bir femur
ve tibiadan elde edilen hiicreler ayn tiipe toplandi. 1000 rpm’de 5 dk santrifiij edildi.
Santifiij islemi sonrasi siipernatant dokiildii ve hiicreler besi ortami ile yikanarak
tekrar 1000 rpm’de 5 dakikada santrifiij edildi. Siipernatant dokiildii, yikama islemi
tekrarlandi. Santriifiij sonras1 siipernatant atildi. Hiicreler 5’er ml ortam ile toplandi
ve 25 cm2’lik 2 flaska dagitildi. 37°C de %5 CO2 etiiviinde kiiltiire edildi. 3 saat
sonra ortam, taze ortam ile degistirerek yiizeye yapisik olmayan hiicrelerin
cikarilmasi saglandi. Ardindan 8 saatlik bir kiiltiirden sonra, ortam1 1.5 ml taze ortam

ile degistirildi. Daha sonra, bu adimu ilk kiiltiir isleminin {izerinden 72 saat gecene
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kadar her 8 saatte bir tekrarlandi. Yiizeye tutunan hiicrelere (pasaj 0) her 3-4 giinde

bir taze ortam eklendi.
3.2.3.1. Akis Sitometri Analizi

Sican kokenli rMSC'lerin kiiltiirde trerken fenotipik karakterlerini korudugunu
dogrulamak amaciyla farklilastirllmamis mezenkimal hiicrelere akis sitometri analizi

yapilmustir.

Ikinci pasaj tMSC'ler yiizeyden kaldirilarak hiicre derisimi 1x106 hiicre/mL olacak
sekilde siispanse edilmistir. Santrifiijden sonra yilkama tamponunda siispanse edilen
hiicrelere 300 pL floresan izotiyosiyanat (FITC)-konjuge antikorlar eklenerek oda
sicakliginda 45 dak inkiibasyon gergeklestirilmistir. Akis sitometri analizi igin
FACSCalibur (BD Biosciences, San Diego, USA) cihaz1 kullanilmistir. Hiicrelerin
immiino-fenotiplemesinde Cluster of Differentiation CD29, CD90, CD54, CD45,
CD106, MHC smif 1 ve MHC smif 2 antijenlerine uygun sican antikorlar1 ve
antikorlar i¢in Onerilen izotip kontrolleri kullanilmistir (Becton Dickinson, ABD)

(Karaoz ve ark., 2009).

3.2.4. Ratlarda In-Vivo Olusturulan Dis Cekim Soketi Modeline Hidrojel Kok

Hiicre Sistemlerinin Enjekte Edilmesi

Calismada 36 adet erkek, ortalama 200-300 gr agirhginda 10 haftalik Sprague
Dawley ratlar kullanildi. Ratlar 1 hafta boyunca kafeslerine ve ortam iklimine
alistirmak icin girisimsel islem yapilmadan beklendi. Ratlar cerrahi islem Oncesi
randomize olarak 3 gruba ayrildi. Her grupta 12 adet rat bulunacak sekilde Kontrol
(1. grup); Gel-MA/nHAp, (2. grup); Gel-MA/nHAp/MKH (3. grup) uygulanan
randomize bir sekilde deneysel gruplar olusturuldu. Ratlar intraperitonel enjeksiyon
ile genel anestezi (Ketamine HCl 50 mg/kg ve 8 mg/kg xylazine HCI) altina
alindiktan sonra ratlarin tek tarafli sol maksiller birinci az1 (molar M1) ve ikinci az1
(molar M2) disleri lokal anestezi altinda (Articain HCI 3 mg/kg) minimal invaziv
yontemle ¢ekildi (Sekil 3.1.). Jelatin, termal olarak kararli ve biyouyumlu fotogapraz
bagli  hidrojellerin  elde  edilmesi amaciyla, metakrilat grubu ile
fonksiyonlandirildiktan sonra (Gel-MA), si¢an dis ¢ekim soketlerinde olusan bosluk
Gel-MA (%10 w/v) InHAp (20mg/mL Gel-MA)/MSCs (1x106 hiicre/mL Gel-MA)
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karigimi (yaklasik 50uL) ile doldurularak UV 151k kaynagina (VALO cordless dental
curing light unit, 395-480nm, 30 sn) maruz birakilmasiyla hidrojel olusumu
gerceklestirildi (Sekil 3.2.). Biyomalzeme konulan ¢ekim soketleri 5-0 kendiliginden
rezorbe olan poliglikolik asit suturlar ile primer olarak kapatildi (Sekil 3.2.).

Sekil 3.1. Sol Maksiller 1. ve 2. Molar Disler Cekildi
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Sekil 3.2. Kontrol Grubundaki Cekim Bosluklar1 (soketleri) bos birakildi. Grup II ve Grup
IIT' teki hayvanlarin ¢ekim soketlerine sirasiyla Gel-MA+ nHAp ve Gel-MA+nHAp+MSCs'
ler yerlestirildi. UV 11k kaynagina (VALO cordless dental curing light unit, 395-480nm, 30
sn) maruz birakilmasiyla hidrojel olusumu gergeklestirildi.

Kontrol grubunda da ayn1 sekilde tek tarafli sol maksiller birinci az1 (molar M1) ve
ikinci az1 (molar M2) disler cekildi, ¢cekim soketleri bos birakilip sadece kan pihtisi
ile dolmasi saglandi. Diseti mukozasi 5-0 rezorbe olabilen poliglikolik asit ile suture
edildi. Intraoperatif tek doz ve post operatif 3 giin boyunca intramuskuler penisilin
(80.000 tinite) uygulandi. Cerrahi islem sonrasi ratlar uyandirilip takipleri yakindan
yapildi. Kontrol ve deneysel gruptaki ratlarin yaris1 28. giin (erken donem) diger
yarist 56. giin (ge¢ donem) sonra sakrifiye edildi (Chang ve ark., 2018; Liu ve ark.,
2019; Mayer ve ark., 2018; Pan ve ark., 2020; Yang ve ark., 2020).
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3.2.5. Mikro-BT Analizi

Mikro-BT ~ (SkyScan-1272,  Bruker, Kontich, Belg¢ika) incelemesinde,
rekonstriiksiyonu saglanan kemik dokusu 3 boyutlu olarak incelenmis ve kemik
yogunlugu olgiimleri yapilmistir. Mikro-BT ilk olarak Feldkamp ve ark. tarafindan
1989°da tanitilmistir (Feldkamp ve ark., 1989). Mikro-BT ile doku mineral
yogunlugu, kemik mineral yogunlugu ve kemik hacmi hesaplanabilmektedir. Ayrica
trabekiiler kemigin ti¢ boyutlu yapisin1 degerlendirmede altin standart olarak kabul
edilmektedir. Mikro-BT, kemik trabekiillerinin mikro-mimarisinin analiz edilmesine
de olanak saglamaktadir. Inceleme bolgesinde total hacim, yeni olusan kemik hacmi
ve kemik yogunlugu alanmi olgiilmiistiir. Ratlarin sol maksiller M1 ve M2 ¢ekim
soketlerine yerlestirilen dikdortgenler prizmasi 1,4*2,5 mm boyutundayd: (Sekil
3.3.). Mikro-BT ile taranan numunelerden elde edilen datalarin goriintiiye
dontistiiriilmesinde NRecon v.1.6.3 software (Bruker-mikroBT), analizinde ise CTAN
v.1.12 software (Bruker-mikroBT) programlart kullanildi. 3 boyutlu gorinti
eldesinde CTVol v.2.2.1 software (Bruker-mikroBT) kullanildi. Bu ¢aligmada, kemik
yogunlugu oOl¢iimiiniin 3B olarak hesaplanmasi ve histolojik analiz sonuclartyla

benzerlik kurulabilmesi igin Mikro-BT cihazi kullanilmistir.

Sekil 3.3. Micro-BT Analizinde Kullanilan 3B Seklin Boyutlari, Maksillada Dis Cekim
Soketlerine Yerlestirilmis 3B Goriintiiler.

40



3.2.6. Histolojik Analiz

Her deney hayvanindan (kontrol ve deneysel gruplardan) sol maksiller birinci ve
ikinci molar dis (M1, M2) bolgelerine yerlestirilen Gel-MA, nHAp ve MKH’ ler ile
gergeklestirilmek  istenen kemik ve yumusak doku rekonstriiksiyonunu
degerlendirmek iizere M1 ve M2 g¢evresindeki kemik biitiiniiyle rezeke edildi.
Rezeke edilen kemik blok halinde ¢ikarilip %4 liik notral tamponlanmis formalinde
fikse edildi. En az 24 saatlik fiksasyon siiresinin ardindan blok halinde gelen kemik-
biyomalzeme-MKH dokusundan 2-3 mm kalinliginda kesitler alindi. Ornekler %60,
%80, %96, %100 oranlarinda etanol iceren alkol havuzlarinda birer gilin siireyle
dehitrate edildi. Dehitrate edilen Ornekler sirasiyla, %30 metil metakrilat rezin
(Tecnovit 7200) ve %70 alkol karisiminda daha sonra %50 alkol %50 tecnovit 7200,
%70 Tecnovit 7200- %30 alkol ve en sonunda da %100 liik Tecnovit 7200 igerisinde
24 saat vakum altinda infiltre edildi. Daha sonra, 6rnekler metil metakrilat (Tecnovit
7200) igeren plastik kaliplar igerisinde vakum altinda hava kabarcigi kalmayacak
sekilde gomiildii. Ornekleri igeren bu kutucuklar 40°C’de, dalga boyu 450 nm olan
151k altinda 8 saat siire ile polimerize edildi. Tamamen sertlesmis olan bloklar, ilk
kesime hazirlamak ve paralel ylizey hazirligim1 yapmak icin seffaf kutucuklardan
cikartildi. Diiz olan alt ylizey bir pleksiglas lam iizerine Technovit 7210 VLC
(Kulzer & CO. GmbH, Friedricksdorf, Almanya) kullanilarak vakum altinda
yapistirildi. Lam tizerine yapistiritlmis bu orneklerden hassas kesme cihazina bagh
elmas testere (Exakt 300 CL, Exakt Apparatbau, Norderstad, Almanya) ile 300-350
pm kalinliginda kesitler elde edildi. Bu kesitler, mikro asindirma sistemine (Exakt
400 CS, Exakt Apparatbau, Norderstad, Almanya) bagli zimparalar ile 45 pm
kalinligmma kadar inceltildi. Deparafinize ve rehidre edilen kesitler histolojik
degerlendirmeler i¢in hematoksilen eozin, masson trikrom (kollajen) ve alizerin red

(mineral) ile boyand1 ve metil metakrilat kullanilarak {izerleri lamel ile kapatildi.
3.2.6.1. Histopatolojik Analiz

Tiim kesitlerden dis ¢ekim soketlerinin histolojik degerlendirilmesi ig¢in 151k
mikroskobuna (Olympus CX41, Tokyo, Japan) bagh dijital kamera (Olympus DP 25,
Tokyo, Japan) ve Olympus analysis LS research programi yardimi ile dijital

goriintlileri alindi. Elde edilen goriintiiler Image J programinda acgilarak goriintiiler
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lizerine 45000 pm? alana sahip noktali alan 6l¢iim cetveli yerlestirildi ve kemik ile
bag dokusuna ait hacim hesaplandi (Sekil 3.4.). Ayrica elde edilen kesitlerde yer alan
doku morfolojileri histopatolojik olarak degerlendirildi ve veriler uygun istatistiksel

analizlerle karsilastirildi.
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Sekil 3.4. Dis Cekim Soketi Alanlarinin Image J Programinda Hacimsel Analizi.

3.2.7. Raman Spektroskopisi ile Yeni Doku Olusumlarinin Molekiiler Analizi

Kemik ve yumusak doku farklilasmasinin molekiiler olarak incelemesinin
yapilabilmesi amaciyla yapilacak Raman spektrumu analizinde, Oncelikle histolojik
inceleme kisminda anlatilan yonteme gore orneklerden 45 pm kalinliginda kesitler
elde edildi. Daha sonra cam lamellere alinan kesit 6rnekler, Raman spektrumlar
(785nm, 60mW) konfokal Raman mikroskopisi (Alpha M+, WITec, Almanya)
kullanilarak spektrumlar elde edilmistir. Elde edilen spektrumlar analiz edilerek

normal doku ile molekiiler benzerlikleri ortaya konmustur.
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Elde edilecek Raman Spektrumlarinda 960 cm™ ve 1070 cm™ pikleri MatLAB
program kullanilarak asagidaki 3.2.7.1.°deki esitlikle piklerin ortalama enerjileri
hesaplanarak mineral ve protein olusumu ag¢isindan gruplarin karsilastirilmalar

yapilacaktir.
Eore = + Xty x[n]? (Esitlik 3.2.7.1.)

Burada x[n] raman spektrumunu N ise 960 cm™ve 1070 cm™ pikinde yer alan veri

sayisini gosteriyor.
3.2.8. istatistiksel Analiz

Calisma sonunda elde edilen tiim micro-BT verileri, ti¢lii yiiriitilecek {i¢ benzer
deneyin gosterimi + standart sapma olarak ifade edildi. Calisma sonuclar1 Graphpad
Prism 8 Software programi kullanilarak istatistiksel olarak analiz edilmistir. Farkli
gruplarin istatistiksel karsilastirilmasi icin Student’s t-testi kullanild1 ve p-degerinin

0.05’den az oldugu durumlar anlamli olarak degerlendirildi.

Tiim analizlerin tamamlanmasinin ardindan elde edilen histolojik sayisal veriler ise
SPSS programi (SPSS version 21,0; SPSS Inc., Chicago, IL, USA) kullanilarak
istatistiksel agidan degerlendirildi. Deneklere ait verilerin normal dagilim
varsayimina uygun olup olmadigi Shapiro-Wilk testi ile test edilerek, gruplarin
karsilastirilmasinda normal dagilima uyan veriler tek yonlii varyans analizi One-Way
ANOVA, Tukey testleri ile degerlendirildi; normal dagilim gdstermeyen ¢oklu
gruplarin  karsilastirilmasinda ise Kruskal Wallis, Tamhane testi kullanildi.
Istatistiksel degerlendirmede p<0,05 degerleri istatistiksel olarak anlamli ve p<0,01
degerleri istatistiksel olarak ileri derecede anlamli olarak kabul edildi (Alkan ve ark.,
2019).
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4. BULGULAR

4.1. Mikrodalga Destekli Gel-MA Sentezi ve Karakterizasyonu
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Sekil 4.1. a) Jelatin ve b) %4 (v/v) MA 1000W MW Enerjisi Uygulanarak Sentezlenen Gel-
MA’nin 1H-NMR Spektrumlar1. Isaretli bolge Gel-MA gruplari igin lizin ve hidroksilizin
gruplari ile birlesen metakrilat grubunun akrilik protonlaridir ¢) UV 1s1k kaynagi ile ¢apraz
baglandiktan sonra Gel-MA hidrojeli.

Gel-MA sentezinin karakterizasyonu kapsaminda 1H-NMR spektroskopisi
kullanilmis olup metakrilatlanma derecesi, Bolim 3.2.1.1.°de verilen Esitlik
3.2.1.1.1. ile hesaplanmistir. Yapilan hesaplamalar sonucu metakrilatlanma derecesi

%92+1,8 olarak hesaplanmistir (Sekil 4.1.).



4.2. Akis Sitometri Analizi

Mezenkimal kok hiicrelerde bulunmasi gereken 3 ana 6zellik, Mezenkimal Doku

Kok Hiicre Komitesi tarafindan agiklanmistir (Dominici ve ark., 2006).
Bunlar;

1. Plastik yiizeye yapisabilme,

2. Uygun yiizey antijenlerinin ekspresyonu,

3. Multipotent farklilasma o6zelligi (osteojenik, kondrojenik ve adipojenik

farklilagma).

Calismamizda kullanilan sican kaynakli Ki-MKH' lerin plastik yiizeye tutunabildigi
Sekil 4.2°de gosterilmistir. Mezenkimal kok hiicrelere uygun yiizey antijenlerinin
ekpresyonunun tesbit edilmesi i¢in akis sitometri analizi yapilmistir. Sonuglar Sekil

4.3°de gosterilmektedir.

Akis sitometri analizi, hiicrelerin akmakta olan bir akiskanin igindeyken
karakteristiklerinin 6l¢iilmesidir. Bu analiz ile siispansiyon yapisindaki hiicreler lazer
15181 ile aydinlatilan alanlardan gegcirilir, hiicrelerin 15181in Onilinden gecerken
verdikleri sinyaller toplanarak analiz edilir. Olusan sinyallerin kaynagi, hiicrenin
blytiklik, graniilarite gibi fiziksel 06zellikleri veya hiicreye baglanan cesitli
florokromlar da olabilmektedir. Bu sekilde hiicrelerin yiizey antijenleri, DNA igerigi,
enzim aktiviteleri, hiicre membran potansiyeli ve canliligi gibi ¢esitli 6zellikleri
hakkinda bilgi sahibi olunabilir (Ibrahim ve Engh, 2007). Akis sitometri analizinde
hiicrelerden gelen 151k sacgilimi ve floresan emisyonu, filtre ve detektorler vasitasiyla
dijital sinyal haline doniistiiriiliir. Ileri sacilim kanal (forward scatter channel, FSC)
dedektorii hiicrenin boyutu hakkinda bilgi verirken, yana sacilim kanal (side scatter
channel, SSC) dedektorii hiicrelerin graniiler igerigi hakkinda bilgi saglamaktadir.
Sekil 4.2°de sunulan ilk grafikte rMSC'lerin analizinde FSC ve SSC dedektérlerinden
elde edilen sinyaller verilmistir. Bu grafikte tek c¢ekirdekli hiicre 6zelliklerine sahip
olan hiicre grubu kirmizi ile isaretlenmistir. Ayrica gercevelenerek "kapilama" islemi
de yapilmistir. Boylece hiicre siispansiyonunda bulunan lenfosit veya graniilosit gibi
hiicrelerin IgG isaretlenme oranlari degerlendirme dis1 birakilmistir. Ikinci grafikte

ise CD45 antijeni ile yapilan isaretleme sonucunda elde edilen sinyalin SSC
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detektoriinden elde edilen sinyal ile degerlendirildigi gosterilmektedir. Grafikte
kirmizi ile isaretli "kapilanmig" hiicrelerin grafigin sol iist boliimiinde bulunmast,
hiicrelerin CD45 negatif oldugunu gostermistir. Sekil 4.2’de sunulan histogramlarda,
yesil renk kontrol, mor ise yiizey IgG isaretleyicilerden alinan sonuglar1 ifade
etmektedir. Yesil ve mor histogramlarin ¢akigsmasi negatif isaretlenmeyi, yani
hiicrenin ilgili yiizey antijenini ifade etmedigini gostermektedir. Pozitif durumda ise

mor histogramin, kontroliin sag tarafinda bulunmasi1 gerekmektedir.
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Sekil 4.2. Sigan Kokenli MKH' lere Ait Akis Sitometri Analiz Sonuglar1 (Yesil ve Mor
Histogramlar Sirasiyla Kontrol ve Yiizey IgG isaretleyicilerdir).

MKH' lerde bulunmasi ve bulunmamasi gereken yiizey antijenlerinden bazilar1 su
sekilde belirlenmistir: Fenotip pozitif antijenler (>%95): CD105, CD73, CD90,
CD29 ve fenotip negatif antijenler (< %2): CD45, CD34, CD14, CD79 (Dominici ve
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ark., 2006; Karaoz ve ark., 2009; Lotfy ve ark., 2014). Akis sitometri analiz sonuglari
Tablo 4.1.'de gosterilmektedir. Hiicrelerin literatiirle uyumlu bir sekilde CD29,
CD90, CD54 ve MHC sinif 1 isaretleyicileri i¢in pozitif oldugu goriilmiistiir. CD45
ve MHC smif 2 antijenleri icin ise oldukca diisiik isaretlenme oranlari bulunmustur
(£%1). Analiz sonuglarina gore hiicrelerin yiiksek saflikta oldugunu ve mezenkimal

hiicrelere uygun ylizey antijenlerini ifade ettiklerini soylemek miimkiindiir.

Tablo 4.1. Akis Sitometri Analizinin Degerlendirilmesi.

Antijen Ozellik % Pozitiflik Aciklama
CD45 (reseptor C) Tim Hematolojk hiicreler 0.64 Negatif (-)
CD29 (Integrin beta-1)  Hiicre ylizey matris reseptoril 99.86 Pozitif (+)
CD90 (Thy-1) MSC yiizey antijeni 98.30 Pozitif (+)
CD54 (ICAM-1) Hiicre i¢i adhezyon molekiilii-1 99.84 Pozitif (+)
CD106 (VCAM-1) Vaskiiler hiicre yapisma proteini 1 9.05 Pozitif (+)
MHC simf 1 Ana doku uyumluluk kompleksi 82.10 Pozitif (+)
MHC simf 2 Bagisiklik tepkilerini diizenleyici 0.82 Negatif ()
reseptor

43. In Vivo Kemik Rejenerasyonunun Makroskopik ve Mikroskobik

Degerlendirilmesi

Alveolar dis ¢ekim soketlerindeki kemik defektinin in vivo rejenerasyon kapasitesini
arastirmak icin SD sicanlarinda cekilen dis soketlerinin icgine sirasiyla, optimize
edilmis  Gel-MA/NHAp ve Gel-MA/NHAp/MSCs  karisimi ~ enjekte  edildi.
Biyomalzemeler UV 151k kaynagina (VALO cordless dental curing light unit, 395—
480nm, 30 sn) maruz birakilarak ¢apraz baglama reaksiyonu gergeklestirildi. Toplam
deney siiresi boyunca sadece 1. ay kontrol grubundaki bir hayvan anestezi islemi
sonras1 Olimii gerceklesti. Diger hayvanlarda herhangi bir enfeksiyon belirtileri

gozlenmedi. Kontrol ve deneysel gruplardaki ratlarin yaris1 30. giin diger yaris1 60.
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giin sakrifiye edildi. Toplamda 35 ornek analiz i¢in hazirlandi. Maksillanin
makroskopik gozleminde (Sekil 4.3.) kontrol grubundaki 1. ve 2. ay sakrifiye edilen
toplam iki rat disinda g¢ekim soketlerinin iyi iyilestigi ve hicbir nekroz veya
enflamasyon tespit edilmedigi goriildii. 4 ve 8 haftalik iyilesmeden sonra, kontrol
gruplarinda dis soket onariminin minimal oldugunu ve ¢ogu defekt bolgesinin bos
kaldigmi gozlemledik. Ozellikle, 1. ve 2. ay Gel-MA/MSCs grubu, Mikro-BT
kesitlerinde de goriildiigii gibi, agik bir sekilde yeni kemik olusumu gosterdi.
Iyilesmeden sonra dis cekim soketlerinin simirlart Gel-MA/nHAp ve Gel-
MA/nHApP/MSCs’te orijinal alveolar kemige benzerligi daha fazlaydi. Bununla
birlikte, kontrol grubunda tedavi edilen dis soketlerinin merkezinde hala bariz bir

bosluk ve ¢okmeler izlendi.

Maksilladan alinan doku ornekleri

Gel-MA+nHAD Gel-MA+tnHAptMSCs

&
\i’t

-

&

Sekil 4.3. Maksilladan Alman Doku Orneklerinin 30. ve 60. giindeki Kemik ve Yumusak
Doku lyilesmelerinin Makroskobik Diizeyde incelenmesi.
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4.4. Mikro-BT Analiz Sonuglar

Ratlarin maksillasindan ¢ekilen dislerin, 1. ve 2. aydaki soket iyilesmelerinin mikro-
BT ve 3B goriintiileri sekil 4.4; sekil 4.5; sekil 4.6; sekil 4.7; sekil 4.8; sekil 4.9'da
gosterilmistir. Mikro-BT (SkyScan-1272, Bruker, Kontich, Belgika) incelemesinde,
rekonstriiksiyonu saglanan kemik dokusu 3B olarak incelendi ve kemik yogunlugu
Olgtimleri yapildi. Toplam doku hacminin kemik hacmi fraksiyonunu (BV/TV, %)
hesaplayarak 4 ve 8 haftalik iyilesmeden sonra yeni rejenere kemik dokusu miktarini
belirledik. 3B goriintii sonuglarinda, yeni kemik dokunun kok hiicre yerlestirilen
grupta daha yiiksek oldugu ortaya ¢ikmustir. 1. ve 2. ay mikro-BT analiz sonuglarina
gore, Gel-MA/MSCs grubunun kemik hacim yiizdesi (BVP) en yiiksekti ve diger
gruplara gore istatistiksel olarak anlamli bir fark vardi. Gel-MA/MSCs grubunun 1.
ay ortalama BVP’ si %81.02+3.05, 2. ay ortalama BVP degeri ise %85.86+1.74
olarak bulundu (p <0.001). Gel-MA grubunun 1. ay ortalama BVP’ si %71.73+6.74,
2. ay ortalama BVP degeri ise %81.8£6.5 olarak bulundu (p <0.001). Kontrol
grubunun 1. ay ortalama BVP’ si %62.04+1.6, 2. ay ortalama BVP degeri ise
%69.7+2.9 olarak bulundu (p <0.001) (Tablo 4.2.). 1. aydaki dokularin mikro-BT
analiz sonucuna gore, BVP degerleri kontrol ile Gel-MA/MSCs grubu ve Gel-MA ile
Gel-MA/MSCs grubu arasinda istatistiksel olarak anlamli fark bulundu (p<0.001,
p<0.01). 2. ay sonuglar1 da ayn1 gruplar arasinda istatiksel olarak benzer farklililar
gostermistir (p<0.001, p<0.05) (Sekil 4.10). Yapilan bu analizlere gére optimize
edilmis Gel-MA/NHAp/MSCs enjekte edilebilir ve foto c¢apraz baglanabilir
biyomalzemelerin in vivo olarak dis ¢ekim soketi kemik defektinin onarimini etkili

bir sekilde destekleyebilecegi gosterilmistir.

Tablo 4.2. Gruplarin Kemik Hacim Yiizdesi (BVP) (%) £SS Degerleri.

Kontrol Gel-MA Gel-MA/MSCs
30. Giin %62.04+£1.6 %71.73+£6.74 %81.02+3.05
60. Giin %69.7+2.9 %81.8+£6.5 %85.86+1.74
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Kontrol 30. giin Kontrol 60. giin

Sekil 4.4. Kontrol Grubu 1. ve 2. ay, Maksillanin Aksiyal/ Sagittal 3B Goriintiileri.
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Gel-MA/nHAp 30. giin Gel-MA/nHAp 60. giin

Sekil 4.5. Gel-MA/nHAp Grubu 1. ve 2. ay, Maksillanin Aksiyal/ Sagittal 3B Goriintiileri
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Gel-MA/NHApP/MSC:s 30. giin Gel-MA/nHApP/MSCs 60. giin

Sekil 4.6. Gel-MA/nHAp/MSCs Grubu 1. ve 2. ay Aksiyal/ Sagittal Maksillanin 3B
Goriintiileri
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Maksillanin Mikro-BT Goriintiileri
Kontrol 30. giin Kontrol 60. giin

"

Sekil 4.7. Kontrol Grubu 1. ve 2. ay Maksillanin Koronal/ Sagittal Mikro-BT Goriintiileri

Maksillanin Mikro-BT Goriintiileri
Gel-MA/nHAp 30. giin Gel-MA/nHAp 60. giin

Sekil 4.8. Gel-MA/nHAp grubu 1. ve 2. ay Maksillanin Koronal/ Sagittal Mikro-BT
Goriintiileri
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Maksillanin Mikro-BT Goriintiileri
Gel-MA/NHApP/MSCs 30. giin Gel-MA/NHApP/MSC:s 60. giin

Sekil 4.9. Gel-MA/NnHAp/MSCs grubu 1. ve 2. ay Maksillanin Koronal/ Sagittal Mikro-BT
Goriintiileri
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Sekil 4.10. istatistiksel Olarak Anlamli Farklar n = 3, *** p <0,001 kontrol grubu
KONTROL oldugunda; +p <0.05, ++ p <0.01, kontrol grubu Gel-MA oldugunda.
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4.5. Histopatolojik Sonuclar

Dis ¢ekim soketlerinden alinan kesitlerde iyilesmenin izlenmesi adina kemik ve bag
dokusu hacim analizleri gergeklestirildi ve bu alanda yer alan kemik ve bag
dokusunun oranlar1 hesapland1 (Tablo 4.3.; Sekil 4.11). Cekim yapilan alana ait
goriintiiler iki pargaya ayrilarak M1-M2 6rnekleri olusturulmus ve boylelikle herbir
grupta 12 alan taramasi gerceklestirilmistir (Sekil 4.12). Kemik dokusu ve bag

dokusunun kesin olarak ayirt edilemedigi kesitler analize dahil edilmedi.

g . Image) — %
‘Flle Edit Image Process Analyze Plugins Window Help
OO0 /L8 \NA LM O/ a|l” »

1024x768 pixels; RGB; 3MB

Sekil 4.11. Ornekleme Stratejisi.
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Tablo 4.3. Dis Cekim Soketlerinde Bulunan Kemik ve Bag Dokusu Oranlari.

KONTROL GEL-MA GEL-MA+MSC
1. AY 2. AY 1. AY 2. AY 1. AY 2. AY
1 1,08 54 1,67 0,88 0,89 1,10
2 1,15 0,96 1,70 1,48 1,15 2,95
3 0,68 0,64 1,03 1,10 1,62 1,14
4 1 0,96 1,32 2,05 1,88 1,92
5 0,55 0,44 0,58 0,17 0,19 2,85
6 1,34 0,53 0,61 2,08 0,86 2,73
7 1,11 1,44 1,33 0,78 1,11 1,15
8 0,39 0,85 2,08 0,66 0,60 1,29
9 0,86 0,75 0,44 0,72 0,85 1,93
10 1,09 0,71 0,38 0,43 1,94 2,30
Analize dahil
11 - 0,89 1,0 0,21 1,25
edilmemistir
Analize dahil
12 - 0,49 0,64 2,07 1,21
edilmemistir
ORT 0,93 1,20 1,05 1,12 1,04 1,87
SEM 0,08 0,13 0,17 0,16 0,17 0,35
Kemik doku/Bag doku orani
2,5 *
g
5 2
Z
<
%15
2
: I - T
IR = I L I
<
205
£
0
Kont 1.AY Kont2.AY Gel-malAY Gel-ma2AY Gel-matmsc Gel-ma+msc
1.AY 2.AY

Sekil 4.12. Kemik ve bag doku orani grafigi (:SEM). Yapilan istatistiksel analizlerde Gel-
MA+MSCs 2. ay grubunun tiim gruplar ile arasinda istatistiksel olarak anlamli fark oldugu
gortilmiistir (p<0,05, One-way ANOVA).
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Image J programi lizerinde noktali alan cetveli atilarak gergeklestirilen hacimsel
analizlerde Gel-MA+MSCs 2. ay grubundaki hacimsel degerin tiim gruplara ile
karsilastiginda istatistiksel olarak anlamli oldugu, bu grup disinda elde edilen
sonuglar arasinda istatistiksel olarak fark olmadigi goriilmiistiir (p>0,05, One-way

ANOVA).

e

Sekil 4.13. Tuim gruplara ait dokularin histolojik gorintileri (Hematoksilen-Eozin
Boyamasi). A; Kontrol 1. ay grubu, B; Kontrol 2. ay grubu, C; Gel-MA 1. ay grubu, D; Gel-
MA 2. ay grubu, E; Gel-MA/MSCs 1. Ay grubu, F; Gel-MA/MSCs 2. ay grubu.
Smirlandiriimis alan; Kemik doku, BD; Bag doku, Beyaz ok; Bag doku lifleri.

57



Sekil 4.14. Tiim gruplara ait dokularin histolojik goriintiileri (Alizerin Red Boyamasi). A;
Kontrol 1. ay grubu, B; Kontrol 2. ay grubu, C; Gel-MA 1. ay grubu, D; Gel-MA 2. ay
grubu, E; Gel-MA/MSCs 1. ay grubu, F; Gel-MA/MSCs 2. ay grubu. Stmrlandirilmms alan;
Kemik doku, BD; Bag doku, Beyaz ok; Hidroksiapatitlerinin yogun oldugu alanlar.
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Sekil 4.15. Tiim gruplara ait dokularin histolojik goriintiileri (Mason Tricrome Boyamasi).
A; Kontrol 1. ay grubu, B; Kontrol 2. ay grubu, C; Gel-MA grubu 1. ay, D; Gel-MA 2. ay
grubu, E; Gel-MA/MSCs 1. ay grubu, F; Gel-MA/MSCs 2. ay grubu. BD; Bag doku.

Kesitlerin histolojik olarak incelenmesinde Kontrol 1. ay, Kontrol 2. ay ve Gel-
MA+MSCs 2. ay gruplarinda bag dokusu igerisinde kemik alanlar1 dikkat
cekmektedir. Ayrica Kontrol 2. ay’ a ait goriintiilerde bag dokusu liflerinin
yogunlugunun arttig1 fark edilmistir (Sekil 4.13.). Alizerin red boyamalarinda ise
ozellikle Gel-MA 2. ay ve Gel-MA+MSCs 2. ay gruplarinda ozellikle
hidroksiapatitlerinin yogun oldugu ve yeni kemik olusumunu gosteren koyu
boyanmis alanlar dikkat ¢ekmektedir (Sekil 4.14.). Massom Tricrome ile yapilan
boyamalarda ise kontrol grubuna ait 6rneklerin oldukca diizensiz bir yapilanma ve

iyilesmeye sahip oldugu gériilmiistiir (Sekil 4.15.).
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4.6. Sican Dis Soket Bolgelerinde Kemik Olusumunun Raman Spektroskopisi ile

Analizi

2. Ay

Kontrol

Gel-MA

+
rMSCs

Gel-MA

Sekil 4.16. Dis ¢ekim soketi kesitlerini igeren optik mikroskop goriintiileri ve Raman
Spektroskopisi analizi yapilan bélgeler (Kirmuzi kesikli ¢izgiler/Dikdortgen alanlar).

Bolim 3.2.7° de anlatildigi iizere gruplarin dis ¢ekim soketlerinin 1. ve 2. ay
histolojik kesitlerinden Sekil 4.16.’de gosterilen bolgelerden 120 noktadan (n=120
spekturum) Konfokal Raman Spektroskopisi ile 785 nm dalga boyunda uyarimi
sonucu Raman Spekturumlar elde edilmistir (Sekil 4.17.). Pik degerleri; 955 cm™-
960 cm™ (Suhito ve ark., 2018) civar1 hidroksiapatite, 971 cm™®-976 cm’
hidroksiapatit dnciiliine, 985 cm™ dikalsiyum fosfatdehidrata, 1006 cm™ kollajene
atfedilen fenilalanine, 1068 cm™ apatit benzeri minerale atfedilir (Lazarevié¢ ve ark.,
2019).
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1.Ay 2.Ay

960 cm-1 960 cm-1
1070 em-1 1070 cm-1

Mai,

Kontrol

Gel-MA

Gel-MA
+
rMSCs
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Raman Kaymasi cm-1 Raman Kaymasi cm-1

Sekil 4.17. Dis ¢ekim soketlerinden elde edilen 1. ve 2. ay’da alinmig Raman
Spektrumlarmin ortalama degerlerine ait grafikler. Mineral olusumunu gosteren 960cm™ ve
1070cm! piklerinin kargilagtirilmasi.

Dis ¢ekim soketlerinin kesitlerinden elde edilen Raman Spekturumlarinin mineral
olusumunu gosteren 960 cm™ pikleri ve apatit benzeri mineral, kollajene atfedilen
prolin olusumunu gdsteren 1070 cm™ pikleri asagida verilen esitlik ile
spekturumlardaki piklerin ortalama enerjileri hesaplanarak Tablo 4.4. ve Tablo

4.5.de verilmistir.

Tablo 4.4. 960 cm™ Piklerin Ortalama Enerji Hesaplari.

960 cm™ piki
1. ay 2.ay
Kontrol 1.9863e+04 1.3951e+04
Gelma 3.0273e+04 3.2981e+04
Gelma/MSCs 6.3280e+04 6.3149e+04
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Tablo 4.5. 1070 cm™ Piklerin Ortalama Enerji Hesaplari.

1070 cm™ piki
l.ay 2.ay
Kontrol 1.0397e+04 9.7890e+03
Gel-MA 1.8527e+04 1.6187e+04
Gelma/MSCs 3.0273e+04 2.8821e+04

Bu sonuglara gore 1. ve 2. ay’da Gel-MA/MSCs grubunun mineral olusumun
Kontrol grubuna gore yaklasik 6 kat, Gel-MA grubuna gore gore ise yaklasik 2 kat
daha fazla mineralize oldugunu sdyleyebiliriz. Ayn1 sekilde apatit benzeri mineral,
kollajene atfedilen prolin olusumunu gosteren 1070 cm™ pikinin enerjileri
karsilastirildiginda Gel-MA/MSCs gurubunun Kontrol grubuna gore yaklasik 3 kat
daha fazla oldugu, Gel-MA grubuna gore ise yaklasik 1,5 kat daha fazla oldugu

goriilmektedir.
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5. TARTISMA

Geleneksel enjekte edilebilir hidrojeller, enjeksiyondan sonra genellikle bozulmakta
veya mekanik mukavemetlerini kaybederek basarisizligina neden olabilmektedir
(Azevedo ve ark., 2017). Dis ¢ekim yarasinin diizensiz sekli nedeniyle, hidrojel
yapilari, enjeksiyondan sonra baslangictaki mekanik giicii geri ylikleyebilir ve
defekti doldurabilir. Ayrica diseti ve yumusak dokularin onarimi igin iyi bir destek
saglamaktadir (Cui ve ark., 2019). Nanopartikiillerin eklenmesi hidrojelin mekanik
mukavemetini daha da iyilestirebilir (Liu ve ark., 2015; Wang ve ark., 2010). Bu
durum c¢ekim yarasinin etrafindaki alveolar sirtin desteklenmesi igin biiyilk dnem
tasir. Ayrica periodontal dokunun proliferasyonunu da uyarabilir (Das ve ark., 2015;
Trappmann ve ark., 2012). Optimize edilmis hidrojel iskelesi, diger iskele
malzemelerine  kiyasla  alveolar sirtin  korunmasit i¢in daha uygun
biyomalzemelerdir. Biyo-iskele malzemelerinin gozenekliligi ve biyouyumlulugu
doku miihendisligi i¢in 6nemli 6zelliklerdendir (Flégeau ve ark., 2017, Kharkar ve
ark., 2013). Kok hiicrelerin ¢ok yonli gbg¢ii ve hidrojel yap iskelelerinin gézenekli
yapist sadece biyoaktif maddelerin agregasyonunu karsilamakla kalmayip aym
zamanda metabolik atiklarin  bosaltilmasint  da tesvik ettiginden, doku
miihendisliginde hidrojel materyallerinin uygulanmasinin  temelini  olusturur
(Kharkar ve ark., 2013; Ribeiro ve ark.,, 2018). Osteosentez yap1 iskelesi
malzemelerinde nHAp kullanilmasi olduk¢a &nemlidir (Yi ve ark., 2016). In vivo
deneyler, klinikte kullanim i¢in materyaller gelistirmenin anahtarini olusturur.
Kemigin yiiksekligi ve genisligi, ¢cekim yuvasindaki alveolar sirtin boyutsal kemik
degisikliklerinin dogrudan gostergeleridir. Labial ve lingual alveollerin mesafeleri,
alveolar sirt rezorbsiyonunu olgmek icin giivenilir parametrelerdir (Arai ve ark.,
2016). Iskele malzemesinin mekanik giiciiniin iyi olmasi, alveolar sirt:

destekleyebilen, rezorbsiyonunu ve ice dogru ¢Okmesini Onleyebilen bir yapi



olusturmaktadir (Liu ve ark., 2015). Dis eti dokusunun iyilesmesiyle, ¢ekim yuvasi
alveolar sirti miikemmel bir sekilde kapatilabilir. Yiiksek osteojenik aktiviteye sahip
mikro-ortam, yeni kemik dokusunun birikmesini destekler. Boylece yeni kemik,
alveolar sirti daha da desteklemek i¢in konak¢i kemige baglanir (Zuhr ve ark.,
2018). Hidrojelin bozunma hizi, alveolar sirtin rezorpsiyona karsi korumasinda
onemli rol aynar ve kontrol edilebilir bozunma yetenegi, nihayetinde yeni kemik

olusumu i¢in alan saglar (Cui ve ark., 2019; Qi ve ark., 2020).

Dogal fizyolojik iyilesme siirecinin bir parcasi olarak dis ¢ekimi sonrasi kismen
kaybolan alveolar sirtin sert ve yumusak doku boyutlarini korumak amaciyla soket
koruma tedavileri Onerilmistir. Bu durum, &zellikle hastalara basarili bir sekilde
implant ve protez tedavilerini yapabilmek i¢in dental implant cerrahisinde biiyiik
Oonem tasimaktadir (Tarnow ve Eskow, 1996). Ne yazik ki, bu terapotik prosediirlerin
etkinligini ve kullanilan farkli tekniklerin/materyallerin potansiyel faydasini

degerlendiren ¢ok az sayida iyi tasarlanmis klinik ¢alisma vardir.

Dis ¢ekim sonrasi farkli kemik grefti biyomalzemeleri ile bdlgelerin iyilesme
siireclerini analiz eden klinik ¢alismalarda bulunmaktadir (Atieh ve ark; 2015;
Corbella ve ark., 2017; MacBeth ve ark., 2017; Siddiqui ve Partridge, 2016). Son
sistematik incelemeler ve meta-analiz ¢aligmalari, ksenojenik malzemelerin doku
tyilesmesinde genel olarak 6énemli etkilerinin oldugu belirtilmektedir. Rezidiiel greft
malzemeleri ile ilgili olarak, en diisiik oranlar allogreftli prosediirlerde (%12.,4-
%21,11), ksenogreft ve alloplast kullananlarda ise 7 ay sonra (%37,14 ve %37,23)
daha yiiksek doku iyilesmesi sonuglari gosterdigi bulunmustur (De Risi ve ark.,
2015). Bununla birlikte, histolojik olarak, bu biyomalzemeler, iiretim siirecleri
nedeniyle, uzun vadede rezorpsiyonu azaltabilmektedir (Minetti ve ark., 2022). Tip
giderek hastalar iizerindeki etkiyi azaltan kisisellestirilmis minimal invaziv tedavilere
dogru evrilmektedir (Gual-Vaques ve ark., 2018; Nibali ve ark., 2019; Ower,
2013). Dokularin  yeniden  onarilmasi  veya “biyomimetik” materyallerin
olusturulmasi ile cerrahi prosediirlerin hastalar iizerindeki etkisini azaltmay1

amagclayan 6nemli konular olarak diisiiniilmektedir (Minetti ve ark., 2022).

Su anda, doku miihendisligi arastirmalar1 i¢in kullanilan hiicreler esas olarak

ksenojenik, allojenik ve otolog hiicre kaynaklidir. Ksenojenik hiicreler insan olmayan
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baska tiirlerin viicut dokularindan alinip elde edilebilir, bu da ksenojenik hiicrelerin
kullaniminin bagisiklik reddine neden olabilecegi anlamina gelmektedir. Bazi
arastirmacilarin bu bagisiklik reddinin iistesinden geldigini bildirmesine ragmen
(Iwase ve ark., 2015; Mohiuddin ve ark., 2014), ksenogenik hiicrelerin giivenlik ve
uzun vadeli terapdtik etkilerinin hala daha fazla dogrulanmasi gerekmektedir (Sun ve
ark., 2019). Ksenojenik hiicrelerle karsilastirildiginda, allojenik hiicreler bagisiklik
reddinin tstesinden daha iyi gelebilmektedir (Goyer ve ark., 2019). Otolog hiicreler
hastalarin kendi dokularindan alinir. Bu hiicreler ¢esitli doku ve organlar1 yenileme
potansiyeline sahiptir. Otolog hiicreler, ksenogenik ve allojenik hiicrelerden farkli
olarak, immiin rejeksiyona neden olmazlar ve etik sorunlar1 yoktur, ancak sinirli
kaynak alanlar1 ve hiicre eldesi sirasinda meydana gelen travmalar nedeniyle

uygulamalari sinirlidir (Cao ve ark., 2021).

Doku iskeleleri, dogal biyomalzemeler, sentetik polimerler veya hidrojel yapisinda
olabilir. Bu malzemelerinde bazi smirlamalari bulunmaktadir. Cogu dogal
biyomalzeme hayvanlardan elde edilmektedir. In vivo veya in vitro deneyler
strasinda 1yi biyouyumluluga sahip olduklar1 gdsterilmistir. Fakat bu biyomalzemeler
hala otolog olmayan ve bagisiklik sistemi tarafindan isaretlenmis yabanci cisimler
olarak degerlendirilmekte ve uzun siireli kullanimdan sonra ciddi immiinojenik
tepkilere neden olabilmektedir (Gilmartin ve ark., 2013). Sentetik polimer
malzemeler, Onceki c¢aligmalarda genellikle zayif hiicre afinitesi sergiledigi
gosterilmistir (Zhao ve ark., 2016). Rasperini ve ark.” lar1 (2015) periodontal kemik
defektini tedavi etmek icin 3D-baski biyo-¢oziiniir polimer yapr iskelesinin
kullanildigr ilk insan vakasii bildirmistir; bununla birlikte, iskele 13. ayda aciga
ciktiZi ve yara 1iyilesmesi gecikmesi nedeniyle 14. ayda cikarildigini
belirtmektedirler. Iskelelerin bozulma hizinmn defekt iyilesme hizina uyacak sekilde
nasil kontrol edilecegi ve koordineli doku rejenerasyonuna rehberlik edebilecek
katmanli iskelelerin nasil hazirlanacagi, gelecekte iyilestirme yaklasimlarinin ana

yonleri olabilir (Cao ve ark., 2021).

Dis hekimliginde ¢ogunlukla eksik olan sert doku yapilarini yenilemek icin partikiil
veya blok seklinde kemik grefti veya yerine gecen biyomalzemeler
kullanilmaktadir. Yeni ve daha verimli doku greftleme malzemeleri i¢in artan bir

talep bulunmaktadir. Mevcut durumda kullanilan otogreft olmayan diger greft
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malzemelerine karst konak yanitlariyla ilgili potansiyel sorunlar devam
etmektedir. Bununla birlikte, doku miihendisligi alanindaki arastirmalar ilerledikge,
bliylime faktorleri ile entegre edilmis veya canli osteojenik progenitdr hiicrelerle
modifiye edilmis ¢esitli seramik ve polimer bazli kemik greftleri ile ilgili yeni birgok
gelisme olmustur. Bu ilerlemeler sonunda daha etkili kemik greft malzemeleri
tasarlanmasi ve gelistirilmesine olanak saglayacaktir. Bu kemik greftlerinin maliyeti
tizerinde durulmasi gereken baska bir husustur. Klinisyenler, bu yeni teknolojilerin
daha yiiksek maliyetlerini goz onlinde bulundurmalidir (Zhao ve ark., 2021). Bu
aragtirma ¢aligmasinda, gozenekli bir yapiya, mekanik stabiliteye, kontrollii
bozunmaya ve yeni kemik olusum hiziyla karsilastirilabilir yeniden sekillenme
yetenegine sahip dental biyomalzemeleri gelistirmek icin daha fazla calismaya

ithtiya¢ duyuldugu anlasilmistir.

Kemik doku miihendisligi hidrojelleri, ECM, kok hiicreler ve osteoindiiktif
bilesenleri entegre ederek dogal kapasiteleri ile kemik defektlerini tedavi etmek i¢in
kullanilan ideal bir ¢oziim sunacagi diistiniilmektedir. Boylece kemik iyilesmesini
etkin bir sekilde uyaracaktir. Ayrica hidrojel, biyonik kemik 6zellikleri elde etmek
icin daha fazla modifikasyona izin verir ve minimal invaziv bir strateji ile kemik
defekti alanina enjekte edilebilir (Bendtsen ve Wei, 2015; Hou ve ark., 2015;
Saekhor ve ark., 2019). Bu calisma, nHAp, Gel-MA hidrojeli ve MSCs' ler ile
biyomimetik kemik dokusu miihendisligi materyalinin dis c¢ekim soketlerindeki
rejenerasyonuna etkisi arastirilmistir. Enjekte edilebilir GeIMA hidrojeli, nHAp ve

MSCs, in vivo olarak 6nemli oranda kemik rejenerasyon kabiliyeti gostermistir.

Kemik ECM' sine benzer yapi ve bilesime sahip hidrojellerin, MSCs hiicrelerinin
hiicresel biyoaktivitesini korumak i¢in faydali oldugu kanitlanmistir (Cheng ve ark.,
2018; Tsou ve ark., 2016). Bu ¢alismada, GelMA hidrojelinin temel bileseni,
hidrolize bir formda kollajen olan jelatin oldugundan, GeIMA hidrojeline nHAp'in
eklenmesi, hidrojelin nano 6l¢ekte kemik yapisina benzerliklerini desteklemistir.
Boylece, GeIMA/nHAp hidrojeli, bilesimsel benzerlik agisindan miikkemmel bir

biyomimetik hiicre ylikleme platformu olusturmustur.

Kemik rejenerasyon doku iskelesinin; yeni olusan kemige yapisal destek saglamasi,

konak¢i kemige benzer mekanik ozellikleri paylasmasi, biyouyumlu olmasi ve
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kemigin yeniden sekillenmesi ile sinerjik bir oranda biyolojik olarak bozunmasi
beklenmektedir. Bu konuyu g6z 6niinde bulundurarak, kemik defektini tamir eden
bir iskele olusturmak igin gozenek boyutunu ve sayisini kontrol etmek esastir
(Karageorgiou ve Kaplan, 2005). Ayrica dogal kemik gozeneklidir ve gozenek
boyutlart 1 ila 100 um arasinda degisir (Hing ve ark., 2004; Klawitter ve ark., 1976;
Simske ve ark.,1997).

MSCs ve GelMA/nHAp hidrojelleri, dogal kemige, osteojenik hiicrelere ve
osteoindiiktif faktorlere bilesimsel benzerlik entegrasyonu nedeniyle kemik
kusurlarini tedavi etmek igin potansiyel olarak yararli greft biyomalzemeleridir. Ek
olarak, gozenekli biyomimetik matris, endotelyal progenitor hiicreler (EPH)’ in ilave
edilmesi ile elde edilebilen sinir ve kan damarlarinin biiylimesini destekleme ve
uyarma potansiyeline sahiptir (Peng ve ark., 2019). Yeni kan damarlarinin ve sinir
dokularinin biyomalzemelere eklenmesi de kemik ve diger doku rejenerasyonunda
kritik bir rol oynar. Gerekli oksijeni, besinleri, temel biiylime faktorlerini,
neurofeedback ve noro kontrolii saglayabilirler (Marrella ve ark., 2018). Spesifik
olarak GelMA, onaylanmis miikemmel biyogiivenlik ile doku miihendisliginde
yaygin olarak kullanilmaktadir (Yue ve ark., 2015). nHAp, dogal insan kemiginde en
cok bulunan mineraldir ve ayrica kemik greft biyomalzemelerinin bir parcasi olarak

yaygin olarak kullanilmaktadir.

GelMA/nHAp hidrojelinin in vivo kemik rejenerasyonunu ve doku iyilestirme
yetenegini test etmek icin, MSCs de kullanilarak, si¢anlarin sol iist ¢cene maksiller 1.
ve 2. molar dislerin ¢cekim soketlerinde kemik defekti alanina enjekte edildi. UV 151k
kaynagmma (VALO cordless dental curing light unit, 395-480nm, 30 sn) maruz
birakilmasiyla hidrojel olusumu daha da kararli hale getirildi. Hidrojelin enjekte
edilebilirligi ve yerinde capraz baglama 6zelligi, ameliyatta siklikla karsilagtigimiz
diizensiz sekilli dis ¢ekim soketini (kemik defekti) olduk¢a etkin bir gsekilde
dolduruldugu goriildii. Bu nedenle, bu GelMA-nHAp hidrojeli, diizensiz kemik
defektlerinde mevcut kemigi maksimum diizeyde koruyabilecegi sonucuna ulasildi.
Mikro-CT sonuglari, transplantasyondan sekiz hafta sonra GelMA/nHAp/MSCs ile
tedavi edilen sican dis ¢ekim soketlerinin en yiiksek kemik rejenerasyon hacminin
sundugunu ortaya koymustur. Histolojik analiz, GelMA/NnHAp/MSCs grubunun

kemik dokusunu yenilemek i¢in {istlin kapasitesini daha da dogrulamistir. Boylece
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GelMA/NHAP/MSCs  doku iskelesi, kantitatif ve kalitatif olarak kemik
rejenerasyonunu uyarmaktadir. in vivo sonuglar, GelMA/nHAp/MSCs hidrojelinin
kemik rejenerasyonunu gelistirmek i¢in verimli biyomimetik ve osteojenik doku

miihendisligi malzemeleri olarak kullanilabilecegi hipotezini giiglendirmektedir.

Calismamizda, enjekte edilebilir sistemin biyogiivenligi, in vivo sonuglarla
miitkemmel kemik rejenerasyon kapasitesini dogrulamistir. Bu nedenle biyomimetik,
biyouyumlu, biyoaktif ve enjekte edilebilir Gel-MA/nHApP/MSCs hidrojel sistemi,

gelismis doku ve hatta organ rejenerasyonu i¢in biiylik potansiyele sahiptir.
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6. SONUC VE ONERILER

Bu ¢alismada, kemik dokusu rejenerasyonu igin kullanilan enjekte edilebilir MSCs
destekli biyomimetik Gel-MA/nHAp hidrojel sistemi tasarlanmistir. Gel-MA'daki
nHAp, dogal kemik yapis1i ve bilesenlerine benzerlik saglamistir. Calismanin
siirlamalart dahilinde, Gel-MA, nHAp ve MSCs den olusan biyomalzeme doku
iskelesi dogal ve minimal invaziv kemik greft biyomalzeme kaynagi olarak
diistintilebilir. Calismada kullanilan hidrojel ve nHAp, yiiksek spesifik yiizey alanina
ve gozenek hacmine sahip olan ve bu nedenle c¢esitli proteinlerin, diger
biyomolekiillerin yiikklenmesinde yiiksek performansa sahip olan biyomimetik yap1
saglamistir. Ayrica, nanopartikiillerin (nHAp) enjekte edilebilir hidrojel sistemine
dahil edilmesiyle doku iskelelerinin uyarilmasini saglanmistir. Optimize edilmis
hidrojel doku iskelesi, in vitro olarak sadece miikemmel sito-uyumluluk ve
osteojenik faklilagma yetenegi gostermekle kalmadi, ayni zamanda in vivo olarak
kemik olusumunu kolaylastiran miikemmel bir osteokondiiktif ve osteoindiiktif
mikro-ortam saglamistir. Daha da Onemlisi, alveolar kemiginin korunmasini da
hizlandirmistir. Bu nedenle, estetik alanlarda da alveolar kemik alanlarinin
korunmas: i¢in bu biyomalzemelerin kullanilmasi ve klinikte kemik defekti

restorasyonu i¢in yeni bir strateji saglamasi beklenmektedir.

Calismanin mikro-BT ve histopatolojik analiz sonuglarinin birbiri ile uyumlu oldugu,
raman spektroskopisi analizinin de bu sonuclar1 destekledigi goriildii. Ayrica

molekiiler diizeyde de gruplar arasinda farklarin oldugu tesbit edildi.

Sonug olarak, ¢alismamizda kullanilan bu biyomalzemelerin; oral ve maksillofasiyal
cerrahi  klinik uygulamalarindaki kemik rejenerasyonuna olan gergek -etkisini
degerlendirmek ve anlamak icin ¢ok sayida ve uzun gozlem siiresi ile daha fazla
caligma yapilmaya ihtiya¢ bulundugu goriilmiistiir. Bununla birlikte, in-vivo ortamda

gerceklestirilen bu arastirma calismasi, dis ¢ekimi sonrasi alveolar kemik yapisini


https://www.sciencedirect.com/topics/materials-science/pore-volume

korumak icin enjekte edilebilir biyomimetik kemik greft malzemelerinin
gelistirilmesine yonelik yapilmasi planlanan diger ¢aligmalara katkida bulunacagi da

agiktir.
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