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OZET

Kok hiicre tedavileri tibbin her alaninda umut verici sonug¢lar vermektedir.
Maksillofasiyal cerrahi, kemik doku miihendisliginin ¢alisildig1 alanlardan birisidir.
Bu ¢alisma ile pulpa kaynakli dental kok hiicrelerin kemik rejenerasyonuna etkisi ve

geleneksel yontemlere gore tistiin olup olmadigi arastirildi.

Wistar albino cinsi 15 sigan 3 gruba ayrildi. Her denegin kalvaryal kemigine
standart bilateral defektler acildi. 1.gruptaki defektler (10 adet) bos birakildi. 2.
gruptaki defektler (10 adet) Hidroksi-apatit-tri-kalsiyum-fosfat (HA-TCP) ile
dolduruldu. 3.gruptaki defektlere (10 adet) ise insan dental pulpasindan elde edilen
mezenkimal kok hiicrelerin HA-TCP greft malzemesine ekilmesi ile elde edilen
materyal yerlestirildi. 8 hafta sonra denekler sakrifiye edilip mikro-BT ve

histomorfometri incelemeleri yapildi.

Deneklerden elde edilen 30 numunenin istatiksel analizleri yapildi. Buna
gore; hem mikro-BT hem de histomorfometri sonuglari, kok hiicre grubunun kemik
yogunlugu ve kalsifiye alanlar1 diger gruplara gore istatistiksel olarak anlamli 6l¢iide
daha fazla artirdigin1 gosterdi. Greft ve kontrol gruplari arasinda histolojik olarak bir
fark bulunmamasina ragmen mikro-BT sonuglarina gore greft grubu lehine anlaml
bir fark vardi. Bu durum greft materyalinin densiteye etkisinin bir sonucu olarak

yorumland.

Elde edilen sonuglara gore pulpal kaynakli dental kok hiicrelerin, geleneksel
yontemlere gore daha etkili oldugu ve kemik doku miihendisligi caligmalari i¢in

uygun bir kaynak olabilecegi sdylenebilir.

Anahtar kelimeler: Dental pulpa kaynakli kok hiicre, Doku miihendisligi, Kemik
rejenerasyonu, Kritik boyutta kemik defekt modeli, Hidroksiapatit-tri-kalsiyum-

fosfat
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ABSTRACT

Bone regeneration efficacy of dental pulp stem cell source in rat
calvarial critical size defect model

Stem cell therapy approaches give hope in every field of medicine.
Maxillofacial surgery is the one of these fields. This study aimed to evaluate the
effects of dental stem cells on bone regeneration and discuss the superiorities with

regard to traditional techniques.

15 Wistar albino rats are divided into 3 groups. Bilateral 4 mm diameter
trephine bur was used to drill a standardized, round, segmental defect near the
sagittal suture. First group was the control (n=10). In the second group, hidroxy-
apatite-tri-calcium-phosphate (HA-TCP) was implanted into each defect (n=10). In
the last group, human dental pulp stem cells (DPSC) mixed with HA-TCP paste was
implanted into each defect (n=10). The animals were sacrificed 8 weeks after surgery
and samples are sent to laboratory for micro-CT and histomorphometry analysis.

30 samples were evaluated statistically after analysis. The results showed
that the calcification rate and bone mineral density (BMD) values in group 3 were
apparently higher than the other two groups. Radiographically, group 2 can increase
bone regeneration more than group 1. Interestingly, there was no significant
difference between group 1 and 2 in histological analysis. Density of the graft
material was held to account for this result.

According to the results, dental pulp stem cells have the potential to provide

regeneration and that approaches are promising for bone tissue engineering.

Keywords: Dental pulp stem cells, tissue engineering, bone regeneration, bone
defect model, hydroxyapatite-tri-calcium-phosphate
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1. GIRIS

Kemik rejenerasyonu, agiz, dis ve c¢ene cerrahisinin en temel ¢alisma
alanlarindan biridir. Travma, kronik enfeksiyon, kist ve tiimor rezeksiyonlar: gibi
durumlarda kemikte defekt olusmakta ve ¢ogu vakada kemik greftlerine ihtiyag

duyulmaktadir.

Kemik greftleri; otojen, allojen, ksenojen veya alloplastik greft
materyallerinden temin edilebilmektedirler. Ancak, her birinin avantaj ve
dezavantajlar1 bulunmaktadir. Otojen kemik greftleri biyouyumluluk ve maliyet
acisindan olumlu iken ikinci bir donor saha ve uzun fiksasyon siirelerine ihtiyag
duymasi olumsuz 6zellikleri arasindadir. Bu dezavantajlari elimine etmek i¢in sentetik
greftler gelistirilmistir. Biyouyumlu ve biyoeriyebilir olan bu materyallerin ¢ene

cerrahisinde kullanimi1 her gegen giin artmaktadir.

Hidroksi-apatit-tri-kalsiyum-fosfat (HA-TCP) bu amagla iiretilen sentetik bir
kemik greftidir. 1970’1i yillarin sonundan itibaren kullanilmaya baslanmis ve halen
ozellikleri gelistirilerek hem kullanimi1 yayginlagmis hem de literatiirdeki

popiilaritesini arttirmigtir.

Doku miihendisligi, yeni doku ve organlari olusturmak/onarmak i¢in pek ¢ok
disiplinin beraber calistig1 ve 6zellikle son yillarda daha fazla olmak tizere hayli ilgi
uyandiran bir alandir. Genel olarak tasiyict ve uyarici ajanlarin uygun bi¢imde

kullanilarak dokunun teminini saglamaktadir.

Hiicre kullanmadan (cell-free) tatbik edilen ¢alismalar da mevcuttur. Ancak
mevcut calismamizdaki gibi hem tasiyict hem de uyarici hiicrelerin beraber

kullanildig1 vakalarda sonuglarin daha basarili oldugu gosterilmistir.

Uygun tasiyict iiretimi ve klinik kullanima hazir hale getirilmesi de doku

miithendisligi i¢in 6nemli bir ¢alisma alanidir. Bu amagla pek ¢ok sentetik materyal



Ozellikleri  gelistirilerek ~ kullanilmaya  devam  edilmektedir. ~ Uygulanacak
biyomateryalin  biyoeriyebilir, biyouyumlu, osteokondiiktif ve osteoindiiktif

Ozelliklerinin yeterli diizeyde olmasi hedeflenmektedir.

Giivenilir bir tagiyic1 teminiyle beraber saglikli ve kaliteli bir doku olusumu
i¢in uyarict hiicreler de kullanilmaktadir. Mezensimal kok hiicreler bahsedilen bu
tedavi yaklasimlarinda Onemli rol {istlenmekte ve umut vaat etmektedir. Kok
hiicrelerin kesfi ve potansiyellerinin anlasilmasi iizerine bu alana yonelik ayrilan
fonlar ve calisma sayilar1 da artmistir. Ulkemizde de bu alanda artan bir ilgi

bulunmaktadir.

Kok hiicreler, kendini yenileme kapasiteleri ve baska hiicre tiplerine
farklilasabilme ozellikleri ile 6n plana ¢ikmaktadirlar. Viicutta, kordon kani, plasenta,
kemik iligi, yag dokusu gibi pek ¢ok dokudan elde edilebildigi gibi dental
kaynaklardan da temin edilebilmektedirler. Periodontal ligament, dental folikiil, apikal
papilla, siit disi ve dental pulpadan kok hiicre izolasyonu yapilabilmektedir. Kolay
elde edilebilmeleri ve yiiksek farklilasma potansiyelleri dental kdk hiicre kaynaklarini

on plana ¢ikarmaktadir.

Dental pulpadan elde edilen kok hiicreler (DPSC) de hem yontem olarak kolay
elde edilebilirligi hem de osteojenik farklilasma kapasitesinin yeterli oldugu pek cok

kez gosterilmis olmasindan dolayr 6nemli bir kaynak olarak goriilmektedir.

Rutin olarak kliniklerimizde c¢ekildikten sonra degerlendirilmeden atilan
dislerin kok hiicre kaynagi olarak kullanilabilecegi umudu dis bankalar1 fikrini de
dogurmustur. Yapilan c¢alismalarin artmasi ve sonu¢ alinmasi ile beraber, dis

bankalarinin yayginlasmasi, maliyetlerinin ucuzlamasi miimkiin olabilecektir.

Bu ¢aligmada, sigan kalvaryumunda olusturulan standart defektlerin hiicreli ve
hiicresiz yaklasimlar kullanilarak rejenerasyonu karsilastirildi. Doku miihendisliginin
kemik rejenerasyonunda etkinliginin gosterilmesi ve klinik kullanim igin

potansiyelinin gosterilmesi hedeflenmektedir.



2. GENEL BILGILER
2.1. DOKU MUHENDISLIiGi

Doku miihendisligi, yeni doku ve organ olusturmak hedefi ile biyoloji,
miihendislik ve klinik bilimlerin kombine edildigi multidisipliner bir alandir (1). Bu
bilim, doku veya organ olusumunu uyaran hiicrelere ihtiyag duyan iskelet ve
morfojenik sinyallerin gelisimi ve uygun hiicre tanimlamasini igeren temel
prensiplere dayalidir (2). Doku miihendisligi ,genel olarak her disipline 6zgii olarak
karsilagilan saglikli dokunun yeniden temini problemine bagli olarak ortaya
c¢ikmistir. Bu yaklasim temelde hiicre tutunmasi ve fonksiyonunu koruyup
destekleyen bir tasiyici, hedef dokuya uygun olarak segilen zengin bir hiicre kaynagi
ve bu hiicrelerin davranisini istenen sekilde etkileyen biiylime faktorlerini
icermektedir (3). Maksillofasiyal cerrahi klinigine kirik, tiimor rezeksiyonu veya
kronik enfeksiyona bagli kemik hasari gibi problemlerle basvuran hasta sayisi her
gecen giin artmaktadir ve bu vakalarin ¢ogu kemik greftlerine ihtiyag duymaktadir
(4,5). Ancak kullamlacak greft kaynag1 ve miktar1 siirhidir. Ozellikle, otojen greft
elde etmek i¢in ek bir cerrahiye de ihtiyag duyulmaktadir ve morbidite riski vardir
(6,7). Ikinci bir cerrahi saha olusumunu elimine etmek icin, iskelet-rehberliginde
(scaffold-guided) kemik doku miihendisligi, ¢ogu iskeletsel defektin tedavisinde

umut vaad eden bir strateji olarak tarif edilmektedir (8).

Dokular, onarim ya da rejenerasyon yoluyla iyilesebilirler. Onarim, doku
hasart meydana geldikten sonra mevcut duruma uyum saglama durumudur.
Kaybedilen doku ile islev ve yap1 olarak farklilik gosterebilmektedir. Rejenerasyon
ise kaybedilen dokunun aynmi yerde yeniden olusturulmasidir. Bu yeni doku,

kaybedilen dokunun bire bir aynisidir (9).

Doku miihendisligi, organ ve yapilar1 olusturmak i¢in uyarilabilir islevsel
hiicreleri ve bu hiicrelerin tutunabilmesi ve tasmabilmesi i¢in doku ile uyumlu

tastyici iskeleleri kullanmaktadir. Bu hedefine in vitro olarak hazirlanan parcalarin



canli dokuya transferi ya da dogrudan in vivo uygulama yoluyla ulagsmaya c¢aligir
(10).

Kaydedilen gelismelerle beraber beklentiler de paralel olarak artis
gostermektedir. Hasarl1 ve islevselligini yitirmis organlarin yenisi ile degistirilmesi
fikri doku miihendisligi ¢alismalarinda 6nemli bir yer tutmaktadir. Ancak biyiik
organlarin olusturulmasi su asamada pek ¢ok zorlugu da beraberinde getirmektedir.
Ciinkii biiyiik yapilarin, olusturulan iskeleler i¢inde beslenmesi ciddi bir sorundur.
Ayrica kemik dokuda oldugu gibi mekanik ihtiyaglarin da bulunmasi, durumu daha
da zorlastirmaktadir. Neovaskiilarizasyonun saglanmasi ile 1ilgili teknikler
gelismektedir. Organlarin erken asamalarda kiiltiir ortaminda meydana getirilip daha
sonra canli viicudunda bekletilerek olusturulmas: yontemi de kabul géren ve umut

vaat eden bir yaklagimdir (1).

Doku miihendisligi, artan ilgi, kaynak ve beklentilere ragmen hala gercek
manada klinik pratige girememistir. Bir yandan kullanilan hiicre tiirleri ve miktarlari
ile ilgili ¢alismalar siirerken diger yandan kullanilan biyomalzemeler ve uygulama

teknikleri arastirilmaktadir (10).

Sekil 2.1: Kok Hiicrelerin temin edilip uygulanmasi dongiisii



2.1.1. Kemik doku miihendisligi

Kemik doku miihendisliginin ge¢misi yaklagik 30 yil dncesine dayanir. 80’li
yillarin ortalarindan itibaren baslayan bu ilgi ve birikim giderek biiyiimekte ve

yayimlanan derleme ve 6zgilin ¢alisma sayilar1 da artarak devam etmektedir.

Kemik doku miihendisligi alani, halen uygulanmakta olan geleneksel klinik
tedavilerde karsilasilan dondr alan morbiditesi, sinirlt miktar, immiin uyumsuzluk ve
patojen transferi gibi durumlar1 bertaraf eden alternatif ¢ozlimler olusturmak {izerine
yogunlagmaktadir. Kemigin onarimi veya rejenerasyonunu temin edecek uygun
kemik greftlerinin elde edilmesi hedeflerine ulasmak i¢in bilim insanlari,
miihendisler ve cerrahlarin ortak cabasina ihtiya¢ vardir (11). Klasik kemik doku
miithendisligi birkag kilit nokta tizerine kuruludur. Bunlar: dogal kemik hiicreler arasi
matriksini taklit eden biyouyumlu bir tasiyici, kemik doku matriksini olusturabilecek
hiicreler, hiicrelerin istenilen yoOnelimi gostermelerini saglayacak morfojenik
sinyaller ve dokunun gelisimi igin yeterli kanlanmanin saglanmasidir. Ozellikle
olusturulacak yapi canli dokuya tasindiktan sonra dokuda osteojenik ve anjiojenik
biiylime faktorlerini uyarabilmeli ya da zaten muhtevasinda olan biiylime faktorleri
bu etkileri gosterebilmeli (12). Kaydedilen gelismelere ve yararli laboratuar
calismalara ragmen halen klinik kullanima girememis olmas1 bu alandaki umutlar

azaltmamustir.

Kemik doku miihendisligi ile yeni islevsel kemik dokularin1 olusturmak i¢in
kemigin dogasini, gelisimini, iskeletini, seklini ve mekanigini iyi anlamak son derece

onemlidir.
2.1.2. Dental pulpa dokusu gelistirilmesi

Dis hekimligi de doku miihendisliginin ilgi alanlarindan biridir. Endodontik
problemler dis hekimligi kliniginin en 6nemli sorunlarindan biri olmas1 nedeniyle
ilgi uyandirmaktadir. Bu nedenle pulpa dokusunun doku miihendisligi
yaklasimlariyla tedavi edilmesi ile ilgili ¢alismalar da yapilmaktadir. Bu caligmalar

faz 3 asamasina gelmis bulunmaktadir (1).



2.2. BIYOMATERYALLER VE KLIiNiK KULLANIMLARI

Kemik doku miihendisliginde beklenen sonug, arzu edilen alanda iyilesmenin
temin edilebilmesidir. Bu amagcla ilgili bolgede dokuyu taklit edebilen greft
materyallerine ihtiya¢ duyulmaktadir. Doku miihendisliginin temelinde de var olan
bu yaklasimda greft malzemesi; hem cat1 gorevi goriir hem de istenilen projenitor
hiicrelerin taginmasina yardimci olur (13). Greft destekli kemik iyilesmesini

anlayabilmek i¢in bazi kavramlar1 bilmek gerekir;
Osteointegrasyon: Greft ile kemigin dogrudan tutunmasidir.

Osteokondiiksiyon: Greftin c¢at1 vazifesi gorerek vaskiiler ve perivaskiiler

yapilarin greft i¢cine niifuzuna izin vererek yeni kemik olusumunu uyarabilmesidir.
Osteoindiiksiyon: Osteoblastik aktivitenin uyarilabilmesidir.

Osteogenezis: Greft materyalinin ihtiva ettigi hiicreler ve projenitorler

sayesinde tedavi sahasinda yeni kemik olusumuna denir.

Greft materyalleri bu 6zelliklerin en az birine ya da daha fazlasina sahiptirler.

Bunun yaninda greftler kaynagina gore de isimlendirilirler;

Otogreft: Canlidan alinan greftin yine ayni canlinin bagka bir bolgesine

nakledilmesidir. Otolog ya da otojen greft olarak da isimlendirilirler.
Izogreft: Aym tiirde ve genetik yapida canlilar arasinda yapilan doku naklidir.

Allogreft: Ayni tiirden fakat genetik olarak farkli iki birey arasinda yapilan

doku naklidir. Allojenik greft olarak ta isimlendirilir.
Xenogreft: Farkli tiirler arasinda yapilan doku naklidir.
Alloplastlar: Sentetik olarak iiretilen biyouyumlu materyallerdir.

Greftlerin kullanim alanlar1 ve duyulan ihtiya¢ artmakla beraber 6zelliklerini
gelistirmeye yonelik calismalar ve yatirimlar da bu dogrultuda artis gostermektedir.
Bu malzemelerin daha kullanish ve tatmin edici olmasi i¢in uygun materyal ve

malzeme arayislari devam etmektedir. Yaygin olarak kullanilan bu destek



malzemeler polimerik yapida olup sentetik polimerler ve dogal polimerler olmak

tizere iki sinifa ayrilmaktadirlar (14).

Sentetik polimerlerin; ¢éziinme zamani, fiziksel yapisi ve gegirgenligi gibi
Ozelliklerinin degistirilebilir ve iiretimi esnasinda planlanabilir olmasi en O6nemli
artilaridir. Dogal polimerler ise hiicre adezyonu ve dolayisiyla ¢cogalmasini daha iyi

temin ederler.

Doku miihendisliginde kullanilan malzemelerin su 6zelliklere sahip olmasi

beklenir;
1) Hiicrelerin tutunmasina imkan vermeli,
2) Hiicrelerin biiylimesine imkan vermeli,
3) Biyouyumlu olmali,

4) Biyog¢Oziiniir olmali. Ancak uygun zamanda c¢oziinmeli ve ¢oziiniirken

toksik etki olusturmamali,
5) Hiicre gociine izin verecek sekilde gozenekli olmals,
6) Gozenekler birbiriyle baglantili olmali,
7) Mikro gozenekleri ile yiizey alani genis olmal,

8) Doku tamirine kadar mekanik 6zelliklerini korumali,

9) Talep edilen sekilde iiretilebilmeli.

Sekil 2.2: Greftlerin fiziksel yapilar1 ve poroziteleri iiretim agamasinda

planlanabilmektedir.



2.2.1. Biyopolimerler

Klinik kullanimlart her gecen giin artmakta olup dogal ve sentetik olmak

tizere ikiye ayrilirlar.
2.2.1.1. Dogal polimerler

Cesitli canlilardan elde edilen ve dogada fazla miktarda bulunan protein,
polisakkarit ve poliniikleotid (DNA) yapidaki biyomalzemelerdir. Dogal
olduklarindan dolay1 biyolojik olarak uyumlu, ¢o6ziinebilir ve hiicresel aktivite
Ozellikleri bir hayli iyidir. Ancak mekanik ozelikleri zayiftir (15). Baz1 dogal

polimerler;
2.2.1.1.1. Kitosan

Kabuklu deniz hayvanlarinin kabuklarindaki kitinin kimyasal islemlerden
gecirilmesiyle elde edilir. Klinik kullanimdaki bagaris1 bilimsel literatiir tarafindan da
desteklenmektedir. Osteojenik hiicrelerin yiizeyine tutunabilmesi ve kemik gelisimini
uyarabilmesinden dolay1 kemik doku miihendisliginde halen ilgiyle ¢alisilmaktadir
(16). Enjekte edilebilir formalarinin olmast klinik olarak kullanim kolayligi

saglamaktadir.
2.2.1.1.2. Kollajen

Ozellikle kemik, kikirdak gibi sert dokularda ve bag dokusunda bolca
bulunan proteinlerdir. Kemik ve kikirdak doku miihendisliginde de yapi iskelesi

olarak kullanilmaktadir (17).
2.2.1.2. Sentetik polimerler

Laboratuar ortaminda kimyasal sentezler yapilarak elde edilen
malzemelerdir. Alloplastik materyaller olarak da isimlendirilirler. Fiziksel ve
kimyasal 6zelliklerinin degistirilebilir olmas1 en biiyiik avantajlaridir. Baz1 sentetik

polimerler;



2.2.1.2.1. Poli(glikolik asit) (PGA)

Uzun yillardir siitur materyali olarak kullanilmaktadir. Doku miihendisliginde
3 boyutlu tasiyict iskele olarak kullanilir. Doku i¢inde 3 ay i¢inde tamamen
eriyebilir. Kitosan gibi diger polimerlerle kompozit materyal iiretiminde

kullanilmaktadir (18).
2.2.1.2.2. Poli(L-laktik asit) (PLA)

En genis alan1 diger sentetik polimerlerin de oldugu gibi cerrahi siitur olan bu
malzemenin tibbi malzeme olmasinin yanisira otomotiv, ambalaj, tekstil ve savunma
sanayisinde de kullanilmaktadir. Laktik asitin zaten viicudumuzda bulunmasindan
dolay1 kolay bir sekilde ¢Oziinebilen bu yapt ayn1 zamanda stent yapiminda da
kullanilmaktadir (19).

2.2.1.2.3. Poli(laktik-ko-glikolik asit) (PLGA)

Laktik ve glikolik asitin kimyasal olarak birlestirilerek sentezlenmesi ile
olusan ve hayli genis kullamm alani olan bir malzemedir. ilag iiretiminde ve
calismalarinda kullanilmaktadir. Kontrollii salinima ¢ok uygun olmasi ve doku
uyumundan dolayr hem ila¢ sektorii hem de doku miihendisligi ¢aligmalart igin

onemli bir yer teskil etmektedir (20).
2.2.2. Biyoseramikler :
2.2.2.1. Trikalsiyum Fosfat (TCP)

Dis minesinin yapisinda da bulunan ve viicutta hidroksiapatite
doniistiiriilebilen bir bilesiktir. Osteokondiiktif 06zellikleri tatmin edici iken
osteoindiiktif etkisi i¢in ayni sey sOylenemez. Pordzite Ozelliklerinin hiicre
infiltrasyonunu  kisitlamasindan dolayr partikiill formu daha c¢ok kullanilir.
Biyouyumlulugu son derece iyi olup kemik rejenerasyon caligmalarinda en g¢ok

kullanilan malzemelerden biridir (21).
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2.2.2.2. Hidroksiapatit (HA)

Kemigin dogal bileseni oldugundan biyouyumlulugu fevkalade iyidir. Fakat
biyocoziiniirliigli olumsuz 6zellikleri arasindadir. Dis ve kemik dokusuna benzerligi
ilgi ¢ekici bir malzeme olmasini saglamaktadir (22). Kemik defektlerinin tamirinde
kisa siirede yiiksek kemiklesme gosteren ¢alismalar mevcuttur. Sigir kaynakli olarak

piyasada bulunan iirlinler ragbet gormektedir.
2.2.3. Kompozit malzemeler

Doku miihendisliginde ¢ok ¢esitli tiirde ve sekilde malzeme kullanilmaktadir.
Ancak her malzemenin kendine gore bazi olumsuz ozellikleri mevcuttur. Iste bu
olumsuz oOzellikleri gidermek ya da en aza indirmek ve malzemelerin olumlu
Ozelliklerini bir araya toplamak i¢in yapilan kombinasyonlarla olusturulan

malzemelere “kompozit malzeme” ad1 verilir.
2.2.3.1. Hidroksiapatit Trikalsiyum Fosfat (HA-TCP)

Calismamizda da kullandigimiz bu malzemenin, biyoaktivite ve
osteokondiiktivite Ozelliklerinin iyi ve umut verici oldugu bir¢ok calisma ile
gosterilmistir (23,24). Hazirlanan bu kombinasyonun ¢esitli oranlarda birlestirilmesi
ve etkinliginin incelenmesi iizerine de halen ¢alismalar yapilmaktadir. Bu birlesim ile
hidroksiapatitin ¢oziinmeme ve kalsiyum fosfatin ¢ok ¢abuk ¢oziinme ve dagilma
sorunlarinin oniine gecilebilmektedir. Boylece hem cat1 vazifesini istenilen sekilde
yerine getirmesi hem de ¢Oziinmenin gereken zamanda gerektigi kadar olmasi
saglanarak hiicre niifuzuna izin vermesi temin edilmis olmaktadir (25). Su an

piyasada cesitli formlarda HA-TCP igerlikli greft materyali bulunmaktadir.
2.3. KOK HUCRE KAVRAMLARI

Ik kez 1800’lerin ortalarinda hiicrelerin baska hiicreleri dogurabilecegi fikri
bu tiir hiicrelerin varligina igaret etmis bulunuyordu. 1978’de insan kordon kaninda
kok hiicreler kesfedildi. Bu kesiften sonra kok hiicre arastirmalar1 artan bir ilgi ve
umutla devam etti. Bugiin en 6nemli kismmi kanser arastirmalari olusturmakla
beraber, kok hiicreler viicudumuzdaki her tiirlii problem icin en biiyiikk umut

kaynagidir (26).
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Kok hiicre, temel olarak kendini yenileme ve uygun sartlar altinda bagka
hiicrelere farklilasabilen sinirsiz boliinme kapasitesine sahip hiicrelerdir. Yumurta ve
spermin birlesip fertilizasyonun ger¢eklesmesinden bu yana canliyla beraber olan bu

hiicrelerin biyolojisini anlamak i¢in bazi terimlerin bilinmesi gerekmektedir;

Totipotent kok hiicreler: Her yonde farklilasabilen ve canliyr olusturabilme

yetisine sahip kaynak hiicrelerdir.

Pluripotent kok hiicreler: Cok yonlii farklilasabilen ve bir¢ok dokuya kaynaklik

eden hiicrelerdir.
Multipotent kok hiicreler: Birkag farkli hiicreye doniisebilen kok hiicreler.

Kendini yenileme (self-renewal): Kok hiicrelerin  belli bir hiicre tipine

farklilagmadan ayn1 genetik yapida kendini yenilemesidir.

Farklilasma (diferansiyasyon): Hiicrelerin farkli gérev ve islevler i¢in baska bir

hiicre tipine doniismesine denir. Her hiicrenin farklilagsma kapasitesi farkl: olabilir.

Embriyonik kok hiicreler: embriyonun erken evrelerinde bulunan totipotent
ozellikte olan hiicrelerdir. In-vitro gebeliklerde ihtiya¢ fazlasinin alinmasi ile temin

edilmektedir.

Somatik (yetiskin) kok hiicreler: Doku ve organlari gelismis bireylerden elde

edilen kok hicrelerdir.

KOK HUCRE

// \‘\
> (@)
o’ \ J

\‘\ //

Kendini Yenileme

Sekil 2.3: Kok Hiicrelerin karakteristik 6zellikleri
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2.3.1. EMBRIYONIK KOK HUCRELER

Blastokist evresindeki insan embriyosunun i¢ hiicre kitlesinden elde edilen,
her ii¢ embriyonik germ tabakasina da farklilasabilen ve potansiyeli ¢cok yiiksek olan
kok hiicrelerdir. Kok hiicre arastirmalarinin en tartismali basliklarinin basinda
gelmektedir. Zira klonlama c¢alismalarinin temelini olusturan kistm buradan

baslamaktadir.

}" “ "_::‘-‘-V/::-’; . /
.) > q ? > > t,:‘,.‘xl E‘ » ,) \ \] |
| S & _ (‘: !.{ { A 1

Totipotent
hiicre

Sekil 2.4: Totipotent Kok Hiicreler

Embriyonik kok hiicreler, halk arasinda “tiip bebek yontemi” olarak da
bilinen in vitro déllenmeden sonra arta kalan dollenmis hiicre kitlelerinin hastanin
onaymin da almmmasiyla elde edilir. Fakat bu bazi problemleri de beraberinde
getirmektedir. Halen embriyonik kok hiicre ¢alismalar1 bazi iilkelerde yasak iken
bazi iilkelerde de sinirlt izin verilmektedir. Zira bu ¢aligmalarin etik yoniinlin yani

sira dini boyutu da bulunmaktadir (27).

Ancak 2007 yilinda Takahashi ve ark. yetiskin somatik kok hiicrelerini
uyararak tekrar embriyonik kok hiicre benzeri hiicreleri elde etmeyi basardi ve bu
hiicrelere “induced pluripotent stem cells (iPS)” adin1 verdi (28). Bu hiicreler antijen
yiizeyleri, gen ekspresyonlari, morfoloji ve telomeraz aktivitesi olarak embriyonik
kok hiicrelere benziyorlardi. Kok hiicre aragtirmalarinda ¢ok heyecan uyandiran bu

gelisme embriyonik kok hiicre kullanimina da alternatif olusturmaktadir (28).
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Sekil 2.5: Induced pluripotent stem cells (iPS Hiicreleri)

Embriyonik kok hiicreler yiiksek boliinebilme ve farklilagsma kapasitelerinden
dolay1 teratoma denilen iic germ tabakasini da iceren tiimoral kitle olusumuna da
neden olabilir. Bu sebeple embriyonik ya da diger kok hiicre kaynaklarmin kontrolii

ve mekanizmalarinin anlasilmasi {izerine ¢ok gayret sarfedilmektedir.

2.3.2. MEZENKIMAL KOK HUCRELER

Stromal kokenli, eriskin dokusunda bulunan ve bag dokusunun temelini
olusturan hiicrelerdir. Kemik iligi, iskelet ve kalp kasi, dis ve cevre dokulari,
karaciger, testis, overler, deri, beyin, kan, akciger gibi viicudun c¢esitli dokularindan
izole edilmislerdir. Uygun kosullar altinda osteojenik, kondrojenik, adipojenik ve

norojenik farklilasabildigi gosterilmistir (29).

Teratoma olusturmadiklari ve her dokudan temin edilebilmeleri avantajlari
arasinda olmasina ragmen embriyonik kok hiicrelere gore daha smirli kapasiteleri
vardir. Ciinkli sayilarimin az olmasi ve cogaltilmalar1 ic¢in laboratuarda defalarca
kiiltiire edilmelerinden dolay: telomeraz aktiviteleri ve farklilasma kapasiteleri daha
zayiftir. Daha ¢ok bulunduklar1 dokuya farklilasma egilimindedirler. Ancak yine de

cok genis kullanim alanlar1 vardir (30).
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Sekil 2.6: Mezenkimal Kok Hiicreler

Hematopoietik Kok Hiicreler: Mezenkimal kok hiicrelerin ilk kez kordon
kanindan izole edilmis olmasi ve bu kaynaklarin kok hiicre agisindan hayli zengin
olmasi sebebiyle hematopietik kok hiicreler 6nemli ve {lizerinde en ¢ok calisilan kok
hiicre kaynaklarimin  basinda gelmektedir. Tiim olgun kan hiicrelerine
farklilagabilirler. Kordon kani, periferik kan ve kemik iligi baglica temin

kaynaklaridir (31).
2.3.3. DENTAL KOK HUCRE KAYNAKLARI

Kok hiicrenin kesfi, hiicresel ve molekiiler biyolojideki ilerlemeler yeni
tedavi yaklagimlarinin gelistirilmesine sebep olmustur. Dental kok hiicre kaynaklari
doku miihendisligi uygulamalart i¢in uygun adaylar olarak tanimlanmaktadirlar.
Multipotent farklilasabilme kapasitelerinden dolay1 sadece dental dokulara degil ayn
zamanda kemik ve sinir doku gibi diger doku tiirlerine de farklilagabildiginden dolay1
rejeneratif tipta Onemli bir alternatif olarak kabul edilmektedirler (32). Klinik
aragtirmalar neticesinde ¢ok sayida dental kaynakli mezenkimal kok hiicre izole
edilebilmistir. Bunlar; dental pulpa hiicreleri, apikal papilla kok hiicreleri,
periodontal ligament kok hiicreleri, eksfoliye siit dislerinden elde edilen kok hiicreler

ve dental folikiil kok hiicreleridir (33).
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Sekil 2.7: Dental kok hiicre kaynaklar

2.3.3.1. DENTAL FOLIiKUL KOK HUCRELERI (DFPCs)

Literatiirde “Dental folikiil prekiirsor hiicreleri (DFPCs)” seklinde de
bahsedilir. Dental folikiil, noral krestten koken alan ektomezensimal hiicreleri igerir.
Dis gelisimi i¢in hayati bir rol oynamasinin yanisira periodonsiyum i¢in de 6ncii
hiicreleri ihtiva eder. Periodontal Ligament (PDL), osteoblast ve sementoblasta
dontigebilir. Uygun kosullar altinda kemik iligi kok hiicreleri gibi koloni olusturup
yapisabilme 6zelligine de sahiptirler (34).

2.3.3.2. EKSFOLIYE SUT DISLERINDEN ELDE EDILEN KOK HUCRELER
(SHED)

Ingilizce literatiirde “Stem cells from Human Exfoliated Decidious Teeth
(SHED)” olarak taranir. Yakin zamanda izole edilmis olmasina ragmen hayli ilgi
ceken ve sahip olabilecegi potansiyellerden dolayr genis bir calisma imkani
sunmaktadir. Bu kaynak kolay ulasilabilirligi ile dikkat ¢ekmektedir. Zira dis
hekimliginde siit disi ¢ekimi en rutin iglemlerden biri olmasi ve bu kaynagin

dogrudan biyolojik atik olarak degerlendirilmesi ¢alismanin etik boyutunu c¢ok
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rahatlatmaktadir. Ayrica yiiksek proliferasyon oranlar1 ve zengin temin kaynaklari

olmasi nedeniyle son yillarda bir “SHED Bank” fikrini bile dogurmustur (35).

Bu avantajlara sahip olan ve ileriye doniik potansiyel vaat eden bu kaynakla

ve mekanizmalari ile ilgili heniiz yeterince bilgi bulunmamaktadir.

SHED

Sekil 2.8 : Eksfoliye siit disinden elde edilen kok hiicreler

2.3.3.3. PERIODONTAL LIGAMENT KOK HUCRELERI (PDLSC)

Periodontal ligament, dis koki ile alveoler kemik arasinda bulunup lifler
yardimiyla bu iki doku arasindaki baglantiy1 saglar. Sahip oldugu kok hiicreler, diger
kok hiicreler gibi kendini yenileme ve farklilasma 6zelliklerine sahiptirler. Ornegin

ihtiya¢ duyuldugunda, sement ya da kemik yapiminda rol alabilirler (36).

Dis ¢ekiminden sonra kok yilizeyinden izole edilebilir. Yapilan in-vitro
calismalarda yag, kikirdak ve kemik hiicrelerine doniisebildigi gésterilmistir (37,38).
Ayrica domuzlarda yapilan bir caligmada biitiin dis olusumunda da katki

saglayabilecegi gosterilmistir (39).

Periodontal ligament kok hiicreleri, dental doku miihendisligi ve lezyon
tamirinde bagvurulacak hiicresel tedavi yontemlerinde alternatif ve 6nemli bir kaynak

olarak goriilmektedir.
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2.3.3.4. APIKAL PAPILLA KOK HUCRELERI (SCAP)

“Stem Cell from Apical Papilla (SCAP)” olarak isimlendirilen bu kaynak bir
diger onemli ve umut verici kok hiicre kaynagidir. Ik kez 2006’da yiizey
isaretleyicileri tespit edilerek izole edilen bu kaynak kok hiicre o6zellikleri
gostermektedir. Bununla beraber odontoblast benzeri doku ve adipositlere
farklilagabildigi ve dentin benzeri dokulart hem in vitro hem de in vivo olarak

tiretebildigi gosterilmistir (39).

Kok gelisimi devam eden disin apikal bolgesinden izole edilen bu kok hiicre
kaynagi ayrica norojenik yiizey isaretleyicilerini de igermektedir (40). Yiiksek

proliferasyon ve farklilasma potansiyeli nedeniyle 6nemli bir kaynaktir (41).

2.3.3.5. DENTAL PULPA KOK HUCRELERI (DPSC)

Dental pulpa muhtevasinda %]1’den dahi az sayida bulanan bu kok hiicreler
ilk kez 2000 yilinda Gronthos, S ve ark. tarafindan izole edilmistir (42). En fazla
calisilan dental kok hiicre kaynaklarindandir. Bu 6zelligi hem ilk izole edilen dental
kaynak olmasi, hem kolay elde edilebilir olmas1 hem de canli doku veya laboratuar
kosullarinda ¢ogalma ve farklilasma yoniinden tatmin edici sonuglar vermesinden

ileri gelmektedir (43).

Pulpa dokusu dentin tarafindan Ortiilmekle beraber birbiriyle baglantili
dokulardir. Dentin pulpanin iizerini kapatarak onu korurken, pulpa da dentini hem
rejenere eder hem de beslenmesi saglar (32). Yapilan c¢alismalarda dentin
harabiyetinde pulpanin hemen tamir refleksi gosterdigini ve o bdlgedeki kok
hiicrelerin aktive oldugunu gosteriyor (44). Almushayt ve ark. (45) aciga ¢ikmis
pulpa dokusunun iizerinde dental pulpa kdk hiicrelerinin odontoblastik aktiviteleri

sonucunda tamir dentini olustugunu gdstermislerdir.

Dental pulpadan elde edilen kok hiicrelerin hem iPS hiicrelerine hem de
odontoblast, miyosit, osteoblast, kondrosit, adiposit, norosit ve kornea epitel
hiicresine doniisebildigi yapilan caligmalarla gosterilmistir (46,47). Uygun sartlar

altinda dental pulpadan elde edilen kok hiicrelerin immiindiizenleyici bir karakter
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sergiledigi ve immiin cevap olusturmadigi da rapor edilmistir (48). Buna ek olarak
son donemdeki ¢aligmalarda kemik iligi kok hiicreleriyle karsilastirildiginda dental
pulpa kok hiicrelerinin daha fazla boliinme ve noral ve epitelyal hiicrelere farklilasma

Ozelligi gosterdigi bildirilmistir (49,50).

Doku miihendisligi caligmalarinda basar1 i¢in anjiyojenik potansiyel de bir
bagka onemli konudur. Yapilan caligmalar dental pulpa kok hiicresinin anjiyojenik
ozellik sergiledigini gostermistir. Ratlarda olusturulan myokardiyal enfarktiis alanina
uygulanan DPSC’nin kontrol grubuna goére kardiyak fonksiyonu gelistirdigini,

enfarkt alaninm kii¢lilttiigiinii ve yeni damarlanmay1 sagladigi rapor edilmistir (51).
2.4. KEMiK DOKU

Kemik doku, viicudumuzda dis minesi ve dentininden sonra en sert dokudur.
Iskelet sisteminin temelini olusturur. Organizmaya iskeletsel olarak mekanik
desteginin yanisira, kaburga yapisiyla kalp ve akcigeri, omurga ile omuriligi,
kafatasiyla da beyin gibi 6nemli organ ve yapilar1 korumakla da gorevlidir. Ayrica
tim kalsiyumun %99’unu depolamasiyla hem kalsiyum hem de fosfor deposudur.
Kan ile kemik arasinda siirekli bir kalsiyum alis-verisi bulunmaktadir. Kemik
dokunun, kan hiicrelerinin yapildigi kemik iligini icermesi de 6nemli vasiflarindan
biridir (52).

Kemik doku da diger bag dokulari gibi hiicreler, lifler ve hiicrelerarasi
matriksten olusmustur. Ancak bunlardan farkli olarak kemik dokunun hiicrelerarasi
matriksi mineralizedir. Hem organik hem de inorganik muhtevaya sahiptir. inorganik
igerigini, greft malzemesi olarak ta ¢ok kullanilan kalsiyum fosfat olusturmaktadir.
Kalsiyum ve fosfor kristalize olarak yine greft olarak kullanmilan hidroksiapatiti
olustururlar. Bu inorganik yapilar kemige sertligini verir. Organik iceriginin temel
kismuini ise Tip 1 kollajen aglar1 olusturur. Cok sert olmasina ragmen dayanikliligini
arttiran ve kolay kirilmasin1 onleyen bu yapilardir. Bunlarin disinda proteoglikanlar,
glikozaminoglikanlar ve glikoproteinler hiicreleraras1 matriksi meydana getiren diger

proteinlerdir (53).

Kemik yapi itibariyle kompakt (kortikal) ve siingerimsi (spongiyoz) olmak

tizere iki sekilde goriiliir;
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2.4.1. Kemik formlari
2.4.1.1. Kompakt Kemik

Esas itibariyle havers kanallar1 ve etrafinda onu cevreleyen lamellerin
olusturdugu osteon adi verilen yapilardan olusur. Bu kanal sistemi tiim kompakt
kemigi kaplamis olup pek bosluk icermez. Havers kanallari, Volkman kanallar1 ile
birbirlerine baglanirlar. Cok sert ve bosluksuz bir yapi oldugundan diffiizyonla

beslenemez. I¢inde bulunan ¢ok sayidaki kanalikiiller bu gérevi yerine getirirler (52).
2.4.1.2. Siingerimsi Kemik

Kortikal dokuya gore daha fazla bosluk iceren ve diizenli lamel ag1
bulunmayan peteksi bir yapiya sahiptir. Beslenmesini i¢indeki kemik iliginin zengin
damarlarindan difiizyonla saglar. Kemik iligi kirmizi ve sar1 olarak goriilebilir.

Ihtiyag halinde sar1 kemik iligi kirmiz1 kemik iligine donebilir (54).

2.4.2. Primer ve Sekonder Kemik

Intrauterin hayatta ilk olarak olusan olgunlasmamis kemige ‘primer kemik’
denir. Daha sonra yerini olgunlasmis ‘sekonder kemige’ birakir. Primer kemik
dokusunda mineralizasyon daha zayif, hiicre sayis1 daha fazla ve kollajen dagilim
daha diizensizdir. Sekonder kemikte kollajen dagilim ve kemik lamelleri daha

diizenlidir (52).
2.4.3. Kemigin Hiicresel Yapisi
2.4.3.1. Kemik Doku Hiicreleri

Kemik dokuyu olusturan hiicreler: osteositler, osteoprojenitoér hiicreler,

osteoblastlar ve osteoklastlardir.
2.4.3.1.1. Osteositler

Kemigin esas hiicreleri olup olgunlasmis hiicrelerdir. Dentrik uzantilar

sayesinde birbirleriyle baglanti kurarlar ancak boliinemezler. Kan ile kemik
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arasindaki kalsiyum metabolizmasinin diizenlenmesinde gorev alir. Kemigin canlilig
bu hiicrelere bagli olup 6lmeleri durumunda rezorpsiyon olur. Kemik matriksinin

mineralizasyondan dolay1 madde alis-verisi osteositler yardimiyla yapilir (52,53,54).
2.4.3.1.2. Osteoprojenitor Hiicreler

Mezenkimal kaynakli olan ve mitozla osteoblasta doniisebilen hiicrelerdir.
Kemik yapiminin daha aktif oldugu biiylime, kirik ve hasar durumlarinda sayilar

artar.
2.4.3.1.3. Osteablastlar

Yapim islerinden sorumlu olan osteosit Onciilii hiicrelerdir. Projenitor
hiicrelerden farklilasirlar. Golgi ve endoplazmik retikulumlart — gelismistir,

boliinmezler. Kemik matriksini sentezlerler.

Osteoblastlarin stoplazmalari alkalin fosfataz agisindan zengindir. Kemikte

yapim aktivitesinin artmasi klinik olarak alkalin fosfataz seviyesi ile yorumlanir.
2.4.3.1.4. Osteoklastlar

Kemik yikimindan / rezorpsiyonundan sorumlu olan bu hiicreler bir nevi
makrofaj sayilirlar. Cok ¢ekidekli olup lizozom, mitokondri ve golgi aygitlar
geliskin biiylik hiicrelerdir. Osteoblastlarla uyum icinde calisirlar. Ayrica hormonal
degisimlere hassastirlar. Paratroid hormonu osteoklast aktivasyonunu arttirarak kana

kalsiyum geg¢isini arttirir.
2.4.3.2. Kemigin Organik ve Inorganik icerigi
2.4.3.2.1. Organik I¢erik

Ekseriyetle tip 1 kollajen ve glikozaminoglikanlarin olusturdugu temel
maddeden olusur. Olgunlasmis kemik dokuda kollajen lifler aralarinda bosluklar
birakacak sekilde ve diizenli yerlesirler. Kemigin viicuttaki fonksiyonalarini saglikli

bir sekilde gerceklestirmesi, icerigindeki tiim bilesiklerin dengesine baghdir (54).
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2.4.3.2.2. Inorganik I¢erik

Kalsiyum, fosfat, magnezyum ve sitrat, inorganik igerigin temelini
olustururlar. Bu elementlerden kalsiyum ve fosfat minede oldugu gibi kemige de

hidroksiapatit kristallerini olusturarak sertligini verir (54).
2.4.3.3. Periosteum

Eklem yiizeyleri hari¢ tiim kemik yiizeylerini 6rten bag dokusudur. Kemigin
gelisimi, beslenmesi ve tamirinde son derece 6nemlidir. Damarlanmasi ¢ok zengin
olup, kemik dokuya uzanan dallar da mevcuttur. Hiicre agisindan da ¢ok zengindir.

Osteoprojenitdr ve osteoblast hiicreleri yogun olarak bulunur.

Kemige ‘Sharpey iplikleri’ denilen kollajen lifler yardimiyla baglanir. Bu
lifler kaslarin, tendon ve ligamentlerin kemige baglandiklar1 bolgelerde daha yogun

olarak bulunurlar.
2.4.3.4. Endosteum

Kortikal kemigin kanal sistemlerini ve kemik iligi kavitesini 6rten dokudur.

Periosteumdan daha ince yapida olup damar bakimindan zengindir.

Endosteum ve periosteum kemigin beslenmesi, tamir ve gelisimi i¢in hem
besin hem de hiicre temininde 6nemli vazifeler gormekte ve bu dokularin saglig

kemigin fonksiyonlar i¢in son derece dnemlidir (54).

Kemik iligi

Kompakt Kemik - )

Periosteum ————
Sharpey Lifleri

Besleyici
Damarlar

Sekil 2.9: Kemik yapisi
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2.4.4. Kemik Olusumu (Osteogenesis)

Ossifikasyon adi da verilen kemik yapimi, iki sekilde meydana gelir.
Bunlardan intramembrandéz kemiklesme, bag dokusundan dogrudan olusurken
endokondral kemiklesme, kikirdak yapinin kemiklesmesiyle olusur. Her durumda

once primer kemik olusur daha sonra olgunlasir.

2.4.4.1. intramembranéz Kemiklesme

Mezenkimal hiicrelerin  kemik olusacak alanda kiimelenmesi ve
osteoprojenitor hiicreleri olusturmasi, devaminda osteoblastlarin olusmasi ve osteoid
dokularin meydana gelmesiyle devam eder. Kemik Onciilii odaklarin arasinda
damarlanma olur ve bu damarlar vasitasiyla tasinan kalsiyum, fosfat gibi mineraller
bolgeye tasmir. Olusan yapilarin mineralizasyonu artar ve son seklini alarak

olgunlasirlar.

2.4.4.2. Endokondral Kemiklesme

Mevcut kikirdak iskelenin kemiklesmesi olarak da tarif edilebilir.
Kemiklesecek olan alanlarda oncelikle kikirdak hiicreleri bilylimeye ve uzun diziler
yapmaya baglar. Daha sonra bozunan kondrositlerin yerini osteoblastlar ve daha
sonra osteositler alir. Damarlanma ve kalsifikasyonla beraber kemik doku oturmaya

baglar.
2.4.5. Kemigin Tamiri / Tyilesmesi

Kemik dokunun kendine has ve organize bir iyilesme mekanizmasi vardir.
Hasar goren alanda doku parcalanir ve damarsal yapilarin zarar gérmesiyle kanama
olur. Ilgili bélgeye sizan kan ile bir yandan parcalanmig doku artiklar1 notrofil ve
makrofajlarla ortadan kaldirilirken bir yandan yeni damar yapimi devam eder. Hasar
bolgesine komsu bag dokularindan fibroblastlar ulasip hizla cogalarak graniilasyon

dokusunu meydana getirirler. Boylece osteoblast, kondroblast ve kollajenden zengin
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bir bag dokusu yapisi olusur. Bu yap1 daha sonra mineralize olarak kikirdak benzeri

bir yap1 meydana getirir. Bu yapiya kallus adi verilir (52,53,54).

Periosteum ve endosteumdan osteoprojenitor hiicreler osteoblastlara
dontiserek kemik yapiyr olusturmaya baglarlar. Bir tarafta kemik yapimi devam

ederken bir tarafta da kikirdak yikimi olur.

Tamir siiresince hem intramembrandz hem de endokondral kemiklesme
meydana gelir. Baglangigta olusan primer olgunlasmamis ve diizensiz yapili olan
kemik daha sonra yikim-yapim siirecinin devam etmesiyle sekonder kemik halini

alir.

inflamasyon Kallus Remodelling

Sekil 2.10: Kemik doku iyilesmesi
2.4.6. Kemik Dokunun incelenme Yoéntemleri
2.4.6.1. Testereleme ve Bileme Yontemi (Maserasyon) :

Sert dokulardaki inorganik igerigi incelemek ic¢in kullanilir. Kemik doku
ornegi yikandiktan sonra kurutulur. Kuru doku ornegi zimpara ya da bilenerek
inceltilir. Elde edilen numune boyanmadan lam ve lamel arasina yerlestirilerek
incelenir. Bu yontemle kemigin lakiina ve kanalikiil gibi inorganik icerikleri net bir

sekilde incelenebilir (55).
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2.4.6.2. Dekalsifikasyon Yontemi :

Kalsifiye igerigin ortamdan uzaklagtirilmasi islemidir. Alinan doku Ornegi
tespit edildikten sonra asitli ¢ozeltiler yardimiyla kalsiyum igerigi ¢oziiliir. Numune
istenilen yumusakliga ulasinca, geleneksel histolojik tekniklerle parafine gémiiliip
kesilerek boyanir ve inceleme i¢in hazir hale gelir. Bu yontemle kemik dokunun

hiicre, kollajen lifler gibi organik igerikleri incelenebilir (55).
2.5. Rat Kalvaryum Anatomisi

Laboratuar ratlar ratus norveticus’tan koken almaktadir. Daha saldirgan olan
siyah tiirlerine gore albino cinsleri ¢calismalar i¢in tercih edilmektedir. Boylar1 kuyruk
dahil yaklasik 20-25 cm kadardir. Kromozom sayis1 42 olup yasam stiresi 3-4 yildir.
Gebelik siiresi 20-23 giindiir. Batinda 6-12 yavru tasiyabilir. Yetigkin agirligi
erkeklerde 450-520 gram, disilerde 250-300 gramdir. Temel tip, ilag, gida, davranis

ve toksisite ¢alismalarinda kullanilmaktadir.

Rat kafatasi cok sayida kemikten meydana gelir. Bu kemikler yine ¢ok sayida
stitur ile birbirinden ayrilmislardir. Kafataslart dar ve uzun yapilidir. Kemik

rejenerasyon calismalarinda daha ¢ok parietal kemik tizerinde ¢aligilir.

O||IX0Wadid

Sekil 2.11: Rat kalvaryumu
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2.6. Kemik Defekt Modeli:

Kemik rejenerasyonu ile ilgili ¢alismalar, gelistirilen yeni materyal ya da
hiicre terapileriyle birlikte artmaktadir. Bu c¢aligmalarin daha iyi anlagilmasi ve
insanda uygulanabilirliginin gosterilmesi i¢in hayvan g¢alismalarina ihtiya¢ vardir.
Agiz dis ve gene cerrahisi alanindaki kemik rejenrasyonu ¢alismalarinda kalvaryal
defekt kullanimi1 ¢ok siktir. Bu calismalarda tam kalinlikli, standart, kritik defekt
modelleri uygulanmaktadir. Uzerinde tam olarak fikir birligi olmamasma ragmen
yapilan galismalarda kritik defekt boyutu ratlar igin yaklasik olarak 5 mm olarak
bildirilmistir (56). Kritik boyutta kemik defekti secilmesinin sebebi, bu defektlerin
bag dokusu ile dolarak iyilesmesidir. Kemik iyilesmesi igin osteoindiiktif etkiye

ihtiyag vardir.
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2. GEREC VE YONTEM

Bu ¢alisma, indnii Universitesi Deney Hayvanlar1 Etik Kurul Baskanligi’nin
22.06.2012 tarih ve 2012/A-72 arastirma protokol numarasi ile Indnii Universitesi
Deney Hayvanlar1 Uretim ve Arastirma Merkezi’nde yapildi. Calismada ortalama
200-250 g agirhiginda, 15 adet Wistar Albino tiirii disi rat kullanildi. Ratlar
operasyondan sonra 20-24°C sicaklik, % 30-40 nem orani ve 12 saat aydinlik/12 saat

karanlikta birakilarak ve sikistirilmis pelit yemi ile beslenerek 2 ay bakildi.

Calismada kullanilan cerrahi aletler, tibbi malzemeler ve kok hiicre temini
Inonii Universitesi Bilimsel Arastirma Projeleri (BAP) Koordinatorligii’nden
saglanan 2012/127 no’lu proje destegi ile temin edildi. Calismada kullanilan dental
pulpa kaynakli kék hiicreler (DPSC) Kocaeli Universitesi Kok Hiicre ve Gen
Arastirmalar1 Merkezi (KOGEM) tarafindan temin edildi. Tastyic1 greft materyaline
ekim islemi Indnii Universitesi Tip Fakiiltesi Fizyoloji Anabilim Dali

Laboratuari’nda gergeklestirildi.

Cerrahi islemler her grup icin ayri bir giin ayrilarak yapildi. Tiim cerrahi
islemler ayn1 cerrah tarafindan gergeklestirildi. Cerrahi islem sonrasi denekler her
grup icin ayrilmis olan 6zel bakim kutularina alindi. Uzman veteriner gézetiminde,

filtrelenmis havalandirilmasi olan odalarinda takipleri yapildi.

Anesteziye bagli komplikasyonlardan kontrol grubunda iki rat kaybi yasandi.
Bu nedenle deneylere 2 yeni rat eklendi.
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3.1. Calisma Gruplan

Calismada toplam 15 adet Wistar Albino cinsi rat kullanildi ve her grupta 5
rat olmak tlizere 3 grup olusturuldu. Her bir ratin kalvaryumunda paryetal kemige
bilateral olarak 4 mm capinda defektler acildi. Toplamda her grupta 10 olmak iizere
30 defekt olusturulmus oldu. Uygulanacak kok hiicrelerin komsu defekti etkileme
ihtimali yiiksek oldugundan, ayni hayvanda olusturulan her iki defekte de ayni islem
uygulandi. Tim hayvanlar 8 hafta sonra sakrifiye edilerek micro-CT ve

histomorfometri incelemeleri i¢in laboratuvara gonderildi.

Sekil 3.1: Grup 1: Kontrol, Grup 2: Hidroksiapatit TCP, Grup 3: Hidroksiapatit TCP
+ Dental Pulpa Kaynakli K6k Hiicre (DPSC)



28

3.2. Kok Hiicre Temini ve Uygulamasi

insan Dental Pulpasi (iDP)’ndan elde edilen Mezenkimal Kok Hiicre
(MKH)’lerin izolasyonu

Mezenkimal kok hiicrelerin izolasyonu i¢in insan dis pulpasindan elde edilen
pulpa dokusu, 2 mg/ml’lik tip 1 kollajenaz soliisyonu igerisine koyulup 37°C’lik su
banyosunda yaklasik 1 saat bekletildi. Daha sonra ¢ikarilan tiipler vortekslenerek,
hiicrelerin diger doku pargaciklarindan ayrilmasi saglandi ve tek hiicre siispansiyonu
elde edildi. Sindirilmis pulpa dokusu ihtiva eden siispansiyon 70 um’lik gbzenekleri
olan hiicre silizgecinden gecirilerek hiicrelerin ayristirllmasi saglandi. Ayrisan
hiicreler 15 ml’lik konik tabanl tiiplere alinarak i¢cine Hank’s dengeleyici tampon
¢ozeltisinden (HBSS) 5 ml eklendi ve 1300 rpm’de 5 dakika santrifiij edildi.
Stipernatant atilarak, 5 ml HBSS eklendi ve tekrar 1300 rpm’de 5 dakika santrifiij
edildi. Hiicrelerin son yikama islemini takiben %15 oraninda FBS ve %1 oraninda
penisilin-streptomisin iceren DMEM besiyerinde (T-25 kiiltiir kaplarinda) 37°C, %5

CO, ve nemli ortamda (CO; inkiibatoriinde) kiiltiire edilmeleri saglandi.

Kiiltiire alinmalarindan 48 saat sonra kiiltiir kabinin tabanma tutunmayan
hiicreler ortamdan arindirildi ve besiyeri degistirildi. Takip eden giinlerde haftada 2

kez besiyerleri degistirildi ve diizenli olarak inverted mikroskopla kontrolleri yapildi.

Yaklasik olarak 16-18 giin sonra incelenen Kkiiltiir kabinin tabaninin
hiicrelerce dolduruldugu izlendiginde alt-kiiltiir islemine gegildi. Ilk kiiltiir sifirinci
pasaj (PO) olarak belirlenerek, sonraki her alt-kiiltiir isleminde pasajlar P1, P2, P3, P4

seklinde isimlendirildi.

Steril kabin i¢inde yapilan kiiltiir isleminde, ortamdaki tabana tutunmayan
hiicreler tekrar uzaklastirilarak kiiltiir kabi 3-4 ml Ca*® ve Mg*? igermeyen PBS ile
yikandi. Ortama 1.5-2 ml %0,25 tripsin-EDTA soliisyonu eklendi ve inkiibasyon igin
4-5 dakika CO; inkiibatoriine alindi. Mikroskopta incelenen hiicrelerin tamamen
yiizeyden ayrildigi izlenerek tripsin inaktivasyonu i¢in 4 ml’lik besi ortami flasklara
eklendi. Akabinde 15 ml’lik konik tabanli tiiplerde tekrar 1300 rpm’de 5 dakika
santrifijje edildi. Siipernatant atildiktan sonra pelete 1 ml besi ortami eklendi ve

pipetlenerek homojenizasyon saglandiktan sonra eppendorf tiipline mikropipetle
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100ul’lik hiicre siispansiyonu alinarak hiicre sayimi i¢in hazirlandi. Sayimdan sonra
hiicreler gerekli dlgiilerde besi ortamlar: seyreltilerek 1x10° hiicre yogunlugunda 75
cm®lik hiicre kiiltiir flasklarma (T-75 kiiltiir kaplarina) ekilerek 3 giinde bir besi
ortamlar1 degistirildi ve kiiltiir islemine devam edildi.

3.2.1. Hiicrelerin GFP (yesil floresan protein) ile isaretlenmesi

Calismada kullanilacak kok hiicrelerin GFP (yesil floresan protein) ile
isaretlenmesi Neon Transfection Sistemi (Kat. No. MPK5000, Invitrogen, Carlsbad,
CA, USA) ve 10 pl Neon Kiti (Kat. No. MPK1096) kullanilarak yapildi. EndoFree
Plazmid Maxi Kiti (Kat. No. 12362, Qiagen, Valencia, CA, USA) kullanilarak
saflagtirilmig, GFP genini ve hiicre i¢i ekspresyonu i¢in gerekli tiim yapisal dgeleri
tasiyan, yiiksek kalitede, endotoksin icermeyen plazmid DNA ‘st 5 pg/ul
konsantrasyonunda deiyonize su igerisinde hazirlandi. Kiiltiir kabindaki hiicrelerin
tripsin (%0,25) ile kaldirilmasi saglandi, Ca+2 ve Mg+2 icermeyen fosfat salin
tamponu ile yikandi ve “Resuspension Buffer R* tampon ¢ozeltisi yardimi ile nihai
hiicre yogunlugu 107 /1 ml hiicre olacak sekilde siispansiyon hazirlandi.
Transfeksiyon degerleri daha 6nceden belirlenen degerlere gore ayarlandi (990 V, 40
ms). Steril 1,5 ml’lik mikrosantrifiij tlipli igerisinde her transfeksiyonda 2- 4 pg
plazmid DNA ‘s1 ve 10 pl hiicre karigtirildi. Belirlenen ayarlarda sistem elektrik
akimi tatbik edildi. Gen aktarimi yapilan hiicreler 1sitilmis serum ihtiva eden besi
ortamima alindi. Hiicrelerin olagan sartlarda ¢ogalmasi saglandi. Transformasyon
yapildiktan 3 giin sonra besi ortami yenilendi. Daha sonra segici antibiyotik (G418)

eklenmis ve 1 ay boyunca hiicreler antibiyotik direncine gore secildiler.
3.2.2. Kok Hiicrelerin Tasiyic1 Greft Materyaline Ekilmesi

Mezenkimal Kok Hiicre’ler uygun kosullar altinda dondurularak, greft
tizerine ekim isleminin yapilacagi laboratuvara ulastirildi. Daha sonra 37°C su
banyosunda calkalanarak c¢oziildi. Medium ile bir kez yikandiktan sonra yine
medium igerisinde 1800 rpm’de 5 dakika santrifiij edildi. Onceden Walkmann kiiret
ile esit olarak ayrilmis uygun besiyeri igindeki greft {izerine eklenen kok hiicreler
eklendi. Hiicrelerin tagiyici grefte tutunmasi i¢in 3-4 saat inkiibatdre alindi. Hiicreler

grefte tutunduktan sonra implantasyon gerceklestirildi.
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Sekil 3.2: Insan Dental Pulpa K&k Hiicrelerinin laboratuvara tasinmasi

Sekil 3.3: Greftlerin besiyerine taginmasi
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Sekil 3.4: 1;Inkiibator, 2; Santrifiij Cihazi, 3;Steril kabin
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Sekil 3.5: Hiicrelerin besiyerine aktarilmasi

Sekil 3.6: Kok Hiicre taginmis greftlerin besiyeri igerisindeki goriintiisi
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3.3. Cerrahi Teknik

Yapilan tiim cerrahi islemler indnii Universitesi Deney Hayvanlar1 Uretim ve
Arastirma Merkezi (INUDEHUM) miidahale odasinda yapildi. Islemler boyunca
cerrahi islem kurallar1 geregi asepsi, antisepsi ve sterilizasyon kurallarina uyarak
operasyonlar gergeklestirildi. Anestezi i¢in tiim deneklere %10’luk Ketamin HCL
(Alfamine®) ve Ksilazin HCL (Xylazinbio®) IM yolla verilerek genel anestezi
sagland1 (Sekil 3.7). insizyonun yapilacag alan povidon iyot ile boyandi. Denekler
steril ortiiler ile yalnizca cerrahi saha acikta kalacak sekilde ortiildii (Sekil 3.9).

Sekil 3.7: Calismada kullanilan anestetik malzemeler

Rat kalvaryumunda orta hat boyunca parietal bolgeyi agiga ¢ikaracak sekilde
15 no’lu bistiiri ile antero-posterior insizyon yapildi ve tam kalinlik flep kaldirildu.
Defekt olusturulacak alana ulasildi. Ekartorler kullanilarak cerrahi alanda yeterli
goriis sahasi olusturuldu (Sekil 3.10-3.11).

Dis ¢apt 4 mm olan trefin frez yardimiyla ve serum fizyolojik yikamasi
altinda defektler acildi. Defektler olusturulurken ‘dura mater’e zarar vermemek igin
azami dikkat gosterildi. Her denekte bilateral olarak iki defekt agilip ameliyat sahasi
artiklarin uzaklastirilmasi igin iyice irrige edildi.
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Sekil 3.8: Cerrahi operasyonda kullanilan aletler ve siitur materyali

Sekil 3.9: Cerrahi sahanin tras edilmesi
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Sekil 3.11: Trefin frez yardimiyla defektin agilmasi
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Sekil 3.12: Defektlerin trefin frez yardimiyla olusturulduktan sonra cerrahi sahanin
goruntisu

Calismada 1 kontrol ve 2 ¢alisgma grubu olusturuldu. 1.gruptaki deneklerin
defektleri bos birakildi. irrigasyondan sonra 4/0 vicryl siitur ile dikilerek flep primer
kapatildi (Sekil 3.12-3.16). 2.gruptaki deneklerin defektlerine standart hacimde
Hidroksiapatit-Tri-Kalsiyum-Fosfat (HA-TCP) konularak flepler primer kapatildi
(3.14). 3.gruptaki deneklerin defeklerine ise standart hacimde HA-TCP igine ekilmis
insan kaynakli Dental Pulpa Kok Hiicreler’i konularak flepler primer kapatildi
(3.15). Tiim islemlerde periost dokusuna azami dikkat gosterildi.

Cerrahi iglemler tamamlandiktan sonra ratlar gruplarina ait seffaf takip
kutularma alind1 ve olagan bakim sartlarinda takip edildi. 8 haftalik bir takibin
ardindan denekler yiiksek doz Ketamin HCL (Alfamine®) enjeksiyonu ile sakrifiye
edildiler. Incelenecek defekt alanmindan yaklasik 5 mm uzakliktan gececek sekilde
kafatas1 kemigi frezler yardimiyla kesilerek numuneler alindi.

Numuneler ayri ayri kutulara %10’luk tamponlanmig formaldehit iginde
alinarak radyolojik inceleme igin mikro-BT laboratuarina gétiiriildii. Daha sonra
histomorfometrik incelemeler igin histoloji laboratuarina teslim edildiler.
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Sekil 3.13: Calismada kullanilan tasiyici greft mateyali (Hidroksiapatit TCP)

Sekil 3.14: 2.grupta defekt alanlarinin HA-TCP greft materyali ile doldurulduktan
sonraki gorilintiisii
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-

Sekil 3.15: 3.grupta defekt alanlarinin insan kaynakli Dental Pulpa Kok Hiicre
ekilmis HA-TCP ile doldurulduktan sonraki goriintiisii

Sekil 3.16: Cerrahi islem tamamlandiktan sonra flebin dikisli goriintiisii
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3.4. Radyolojik Degerlendirme

Olusan yeni kemik alanlarinin degerlendirilmesi icin, ¢ikarilan kemik
numunelerinin mikro bilgisayarli tomografi (SkyScan-1172, Micro Photonics Inc,
Allentown, Pennsylvania, ABD) goriintiileri Inénii Universitesi Bilimsel ve
Teknolojik Arastirma Merkezi’nde ¢ekildi (Sekil 3.17).

Sekil 3.17: Mikro Bilgisayarli Tomografi (Mikro-BT) cihazi

Deneklerin sakrifiye edilmesinden sonra almman 30 numune tagima
kaplarindan alinarak nemli bir beze sarilip ¢ekim tiipiiniin igine sabitlendiler. 70 kVp,
141 mA ve 10 pm’lik piksel boyutlar1 ayarlanarak her numune icin birer saatlik
tarama gergeklestirildi.

Elde edilen veriler NRecon (SkyScan) yazilimi kullanilarak birlestirildi.
Kemik mineral yogunlugu DataWiever (SkyScan) yazilimi ile 6l¢iildii. Hata paymni
azaltmak, kemik olusumunu daha giivenilir Slgebilmek icin, numunelerin en iyi
goriilebildigi kesitlerden artarda 50 tarama kesiti alinarak ortalamasi hesaplandi. Her
gruptan alinan kesit 6rnekleri ve ¢alisma modeli asagida goriilmektedir (Sekil 3.18).
Elde edilen veriler SPSS 15.0 yazilimi ile 0.05 giiven araliginda istatiksel olarak
degerlendirildi.
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—— 50 Kesit

Sekil 3.18: Yeni kemik olusum alaninin tayini i¢in Kesitlerin belirlenmesi

Sekil 3.19: Defekt bolgesi i¢in ¢caligma alaninin belirlenmesi
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3.5. Histolojik Degerlendirme

%10’luk formaldehit icerisinde 5 giin boyunca fikse edilmis kemik doku
numuneleri daha sonra dekalsifikasyon islemi icin %10’luk (distile su ile
seyreltilmis) formik asit (Sigma Chemical Co., St Louis, MO, USA) i¢inde oda
is1sinda bekletildi. Isik mikroskopu altinda incelemek i¢in olagan doku hazirlig
yapildi. Defekt alanin1 ekvator kismindan ikiye ayirdiktan sonra numuneler parafin
bloga dik olarak gomiildiiller. Her numuneden {icer kez olmak iizere dokular 6 pm
kalinliginda kesilerek lam tizerine yerlestirildi ve hematoksilen-eozin ile boyandi.

Numuneler Leica DFC280 151k mikroskopu ve Leica Q Win goriintli analiz
sistemi (Leica Micros Imaging Solutions Ltd.; Cambridge, U.K) ile incelendi. Bu
incelemelerde tiim defekt alani tek seferde goriilemeyeceginden parca parca
fotograflandi. Olgun kemik ile defekt alani ayrilarak ¢alisma alaninin baslangic
noktalar1 belirlendi. Belirlenen ¢alisma alaninin tamamini goriintiileyecek sekilde
fotograf ¢ekildi. Alinan fotograflarda yeni kemik trabekiilasyonlar1 belirlenerek tiim
doku igerisindeki oranlar1 kaydedildi. Tiim goriintiiler i¢in ayr1 ayr1 kaydedilen bu
oranlar daha sonra ortalamalar1 alinarak tek bir numune igin tek veri elde edildi. Bu
islem 30 numune i¢in de tekrar edildi.

YENi OLU $ AN KEM | K ORANI = DEFEKT ALANI iCINDEKI YENI KEMIK TRABEKULASYON ALANI

TOPLAM DOKU ALANI

Sekil 3.20: Alan 6l¢limiiniin yapilacag: histolojik fotograf 6rnegi



42

4.BULGULAR

4.1. Genel Bulgular

Operasyona baslamadan once uyandirilamayan 2 rat disindaki tim denekler
sakrifiye edildikleri giine kadar herhangi bir sorun yasanmadan korundular. Hicbir
denekte enfeksiyon, skar ya da agik yara gibi herhangi bir komplikasyonla
karsilasilmadi. Shapiro-Wilk anormallik testine goére hem mikro-BT hem de histoloji
inceleme sonuglarinda tiim gruplarin normal dagilim gosterdigi saptandi. Bu nedenle

istatiksel degerlendirmede tek yonlii varyans analizi (ANOVA) kullanildi.

4.2. Radyolojik Bulgular

Alman Kesitlerin birlestirilmesiyle ti¢ boyutlu defekt goriintiileri elde edildi.
Bu goriintiilerde defekt alan1 halka igine alinip var olan kemik dokudan ayrildi (Sekil
4.1, 4.2, 4.3). Defekt alanini en iyi yansitan 50 goriintiiniin birlestirildi ve defekt

alanlar1 i¢indeki kemik mineral yogunluklari (bone mineral density-BMD) 6l¢iildii.

Sekil 4.1: Grup 1°e ait mineral yogunlugunun 6lgiilmesi



43

Sekil 4.2: Grup 2’ye ait mineral yogunlugunun 6l¢iilmesi

Sekil 4.3: Grup 3’e ait mineral yogunlugunun dl¢iilmesi
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Grafik 4.1: Mikro-BT sonuglarinin dagilimi

Kemik defekt alaninda secilen goriintii araligindaki kemik mineral yogunlugu
(BMD) olgiimlerine gore veriler alinip istatiksel olarak degerlendirildi (Grafik 4.1).
Grup 3’e ait verilerin hem grup 2 hem de grup 1’e gore istatiksel olarak anlamli
derecede daha yiiksek oldugu goriildii (p<0.05). Grup 2’ye ait degerlerin de grup 1’e
gore istatiksel olarak anlamli sekilde daha yiiksek oldugu gozlendi (p<0.05). Bu
verilere gore grup 3 (DPSC+HA-TCP) mineral yogunlugu bakimindan diger gruplara

gore istatiksel olarak anlamli 6l¢iide yiiksek bulundu.
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4.3. Histomorfometrik Bulgular

Alnan kesitlerde, yeni kemik trabekiilasyon alanlar1 belirlenerek toplam alan

icindeki oranlar1 belirlendi.

Grup 1’e ait kesitlerde genel olarak kemik doku sinirlari arasindaki alanlarin
ince fibroz bag dokusu ile dolmus oldugu ve mevcut kemik dokusunun kenarlarindan
ince-kisa lameller seklinde uzadigi izlendi. Bu gruba ait kesitlerde kemik doku
smiria yakin bolgede kiigiik osteoid doku alanlari tespit edildi (Sekil 4.4-4.10).
Ayrica az sayida kesitte fibroz bag dokusu icinde kiigiik kalsifiye kemik dokusu

alanlarina rastlandi.

Sekil 4.4: Osteokondiiktif alanlar (ok baslar1) arasinda uzanan fibréz bag dokusu

(oklar), Grup 1, (H-E, Skala=1000 um)
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100um

Sekil 4.5: Fibroz bag dokusu (yildizlar), Grup 1, (H-E, Skala: 100 pm)

Sekil 4.6: Fibroz bag dokusu (yildiz), osteokondiiktif ugta kemik doku (oklar), Grup
1, (H-E,Skala: 100 um)
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Sekil 4.7: Osteokondiiktif kemik ucu (ok baslar1), osteoid doku (oklar) ve fibroz bag
dokusu (yildizlar), Grup 1, (H-E, Skala:100 um)

Sekil 4.9: Grup 1’e ait birlestirilmis defekt alan1 goriintiisii
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Sekil 4.10: Fibroz bag dokusu (yildiz), kalsifiye kemik doku (ok), osteoid doku (ok
basi), Grup 1, (H-E, Skala:100 pm)

Grup 2’ye ait kesitlerde kemik doku simirlar1 arasindaki alanin greft materyali
iceren degisik caplarda, ¢ok sayida vakuoller igeren fibréz bag dokusu ile dolu
oldugu saptandi. Mevcut kemik doku kenarlarinda osteokondiiktif aktivite ile kemik
dokusunun lameller seklinde uzadig: tespit edildi. Greft materyali igeren vakuoller
etrafinda Okromatik iri nukleuslu osteoblastik hiicre gruplar1 ve eozinofilik
sitoplazmali multinuklear osteoklastlar tespit edildi. Greft vakuollleri arasindaki
fibroz bag dokusu alanlari i¢inde yaygin sekilde osteoid doku mevcuttu. Ayrica yer
yer mevcut kemik kenarma yakin bolgelerde kiigiik, kalsifiye kemik doku alanlarina
rastland: (Sekil 4.11-4.19).

Sekil 4.11: Grup 2’ye ait birlestirilmis defekt alan1 goriintiisii



49

Sekil 4.12: Osteokondiiktif kemik uglar (oklar), fibroz bag dokusu (yildizlar), greft
materyali iceren vakuoller (+), Grup 2, (H-E,Skala:1000 pm)

Sekil 4.13: Osteokondiiktif kemik ucu (ok), fibroz bag dokusu (yildiz), greft
materyali igeren vakuoller (+), Grup 2, (H-E, Skala: 1000 um)
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Sekil 4.14: Fibroz bag dokusu (yildizlar), greft materyali i¢eren vakuoller (+), Grup
2, (H-E, Skala: 100 pum)

Sekil 4.15: Osteokondiiktif kemik ucu (ok baslar1), fibréz bag dokusu (yildiz), greft

materyali iceren vakuoller (+)



51

Sekil 4.16: Osteokondiiktif kemik ucu (ok basi), fibroz bag dokusu (yildiz), greft
materyali igeren vakuoller (+), Grup 2, (H-E, Skala: 1000 um)

Sekil 4.17: Osteokondiiktif kemik uglar1 (ok baslar1) Greft materyali igeren vakuoller
(+), Osteoid doku (yildizlar), greft igeren vakuoller ¢evresinde osteoblastik hiicre

gruplar (oklar), kalsifiye kemik trabekiilii (¢ift basli ok), Grup 2, (H-E, Skala: 100
pm)
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Sekil 4.18: Greft igeren vakuoller ¢evresinde osteoblast hiicre gruplari (oklar) ve

osteoklastlar (ok baslar1), Grup 2, (H-E,Skala: 100 pm)

Sekil 4.19: Greft materyali igeren vakuoller (+), fibr6z bag doku alanlar1 (yildizlar),
kalsifiye kemik doku (oklar), Grup 2, (H-E, Skala:1000 pum)
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Grup 3’e ait kesitlerde mevcut kemik doku ug¢ bolgelerinde osteokondiiktif
bliyime ve kemik wuglar arasindaki alan boyunca diizensiz sinirli, farkl
biiyiikliiklerde matiir kalsifiye kemik alanlari ile birlikte greft materyali igeren
vakuoller, fibroz bag dokusu alanlar1 ve osteoid doku alanlari izlendi. Greft materyali
icerisinde ve cevresinde mezensimal-osteojenik hiicre infiltrasyonu yaygin olarak
goriildii. Ayrica greft materyali ¢evresine yerlesik eozinofilik sitoplazmali

multinuklear osteoklastlar saptandi (4.20-4.28).

Sekil 4.20: Osteokondiiktif kemik ucu, greft materyali igeren vakuoller (+), Greft
materyali igerisinde mezengimal hiicre infiltrasyonu (oklar), kalsifiye kemik doku

(cift baslt ok), Grup 3, (H-E, Skala: 1000 um)

Sekil 4.21: Grup 3’e ait birlestirilmis defekt alan1 goriintiisii
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Sekil 4.22: Osteokondiiktif kemik uglari arasinda uzanan kalsifiye kemik doku
alanlar (oklar), fibr6z bag dokusu (yildizlar), greft materyali igeren vakuoller (+),
Grup 3, (H-E, Skala: 1000 um)

Sekil 4.23: Osteokondiiktif kemik ucu (ok baglari), kalsifiye kemik doku alanlar
(oklar), fibroz bag dokusu (yildiz), Grup 3, (H-E, Skala: 1000 pm)
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Sekil 4.24: Greft materyali i¢eren vakuoller (+) iginde mezensimal hiicre infiltrasyon
alanlart (oklar), fibroz bag dokusu (yildiz), kalsifiye kemik doku (¢ift bash oklar),
Grup 3, (H-E, Skala: 100 pm)

Sekil 4.25: Greft materyali iceren vakuoller (+) osteoid doku alanlar1 (oklar), fibroz
bag dokusu (yildizlar), kalsifiye kemik doku (¢ift bash oklar), Grup 3, (H-E, Skala:
100 um)
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Sekil 4.26: Greft materyali igeren vakuoller (+), greft materyali c¢evresinde
osteoklastlar (ok baslar1), osteoblastik aktivite alanlar1 (oklar), fibr6z bag dokusu
(yildizlar), kalsifiye kemik doku (¢ift bash ok), Grup 3, (H-E, Skala: 100 um)

Sekil 4.27: Greft materyali igeren vakuoller (+), greft materyali g¢evresinde
osteoklastlar (ok baslari), osteoblastik aktivite alanlari (oklar), Grup 3, (H-E, Skala:
100 pm)
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Sekil 4.28: Greft materyali iceren vakuoller (+), greft materyali i¢cinde ve ¢evresinde
osteoid doku alanlar1 (oklar), kalsifiye kemik doku (¢ift basli ok), Grup 3, (H-E,

Skala: 100 um)

Mean +-2 SE histoloji

0,27 ~

0,24

(=]
®
1

2
2
]

0,06

0,03

al 2 3
grup

Grafik 4.2: Histomorfometri sonuglarmin dagilimi
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Histomorfometrik degerlendirme sonuglarina gore; grup 3’iin radyolojik

bulgularda oldugu gibi diger gruplardan istatistiksel olarak anlamli oranda yiiksek

oldugu gozlendi (Grafik 4.2)(p<0.05). Grup 2 ve Grup 1 arasinda istatistiksel olarak

anlamli bir fark goriilmedi (p>0.05) (Tablo 4.1).

Tablo 4.1: Radyolojik ve Histomorfometrik sonuglarin ortalama ve standart sapma

degerleri (x : ortalama, s: Standart sapma)

Degiskenler Grup 1 Grup 2 Grup 3 p degeri
(n=10) (n=10) (n=10)

Micro-CT (mg/cm?) 0.12+0.04° 0.24+0.03°  0.40+0.07° 0.0001

[x4s]

Histomorfometri (um?/pm?) 0.05+0.03° 0.09+0.01°  0.22+0.06' 0.0001

[x4s]

c: b’ye gore farkli (p<0.05); c:a’ya gore farkli (p<0.05); b:a’ya gore farkli (p<0.05)
f: e’ye gore farkli (p<0.05); f: d’ye gore farkli (p<0.05)
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TARTISMA

Agiz Dis ve Cene Cerrahisi, dentoalveoler bolgedeki cesitli kist ve timor
cerrahileri ile travma, kronik enfeksiyon ya da ileri implant cerrahisi girisimlerinde
kemik doku ile ilgili yeni yaklasimlara ihtiya¢ duymaktadir. Bu ihtiyag kemik

dokunun istenilen bolgede ve sekilde olusmasini temin etmek seklindedir.

Gectigimiz 30 yi1l boyunca kemik doku miihendisligi yaklasimlari,
cerrahlarin/klinisyenlerin bu ihtiyacina cevap verebilmek ve etkili tedavi yontemleri
gelistirebilmek icin bircok disiplin tarafindan ortak ¢alismalar ylriitiilerek
gelistirilmektedir. 1980’lerin ortalarindan itibaren hem ilginin hem de ¢alisma
sayisinin hizla arttigi bir alan olan doku miihendisligi, tibbin hemen hemen her
daliyla ilgilidir. Temel olarak kemik doku miihendisligi halen kliniklerde
kullanilmakta olan tedavi yontemlerinin dezavantajlarini ortadan kaldirmak ve

klinisyenlerin igini kolaylagtirmak i¢in ¢dziimler aranmaktadir (57).

Gilinimiizde cesitli nedenlerle olusan kemik defektleri genellikle otojen
kemik greftleri ile tedavi edilmektedir. Ancak ikinci bir cerrahi saha olusturulmasi,
verici alan morbiditesi, hematom, iltihaplanma, agr1 gibi dezavantajlar bu teknikleri
kisitlamaktadir (58). Doku miihendisligi yaklagimlari, kemik doku fonksiyonunun
yeniden temini, idamesi ve sekillenmesi i¢in biyolojik malzeme ve ¢oziimler iireterek
bu konuda umut vaat etmektedir. Bu yaklasimin nihai hedefi, dogal kemik
dokusunun fiziksel ve biyolojik o6zellikleri ile uyusan yapilar olusturmaktir (59).
Sonoyama W ve ark. (60) 2006 yilinda doku miihendisligi yaklagimlariyla domuzlar
tizerinde yaptiklart c¢alismada, Hidroksiapatit-tri-kalsiyum Fosfat (HA-TCP)
igerigiyle olusturduklart yapay disi, ¢ekilen dis soketine yerlestirerek gercek dis
dokusunun  olusturulabildigini  gdstermislerdir. Bu gibi ¢alismalar doku
miihendisliginin dis hekimligi dahil olmak iizere pek ¢ok tip alaninda ilgi cekmesine

ve heyecan verici neticeler beklenmesine sebep olmaktadir.
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Yapilan umut verici caligmalar, artan ilgi ve fonlara ragmen preklinik
calismalar halen uygulamaya gecememekte ve hayal kirikliklarina yol agabilmektedir
(61). Kemik doku miihendisligi ile ilgili ¢alismalarda halen asilmasi gereken pek ¢ok
sinirlama ve zorluk mevcuttur. Uygun hiicre tipi, fiziksel ve biyolojik olarak tatmin
edici tastyici, etkili biilyiime faktorii ya da faktorlerinin se¢imi, lizerinde calisilmasi
gereken konu bagliklarindan bazilaridir. Bunun yaninda uygulanacak doku
miihendisligi liriinline kars1 konakta meydana gelebilecek doku cevabi, reaksiyonlar
ve yan etkilerin de tespit edilip yonetilebilmesi de énemli bir konulardandir. Yeterli
kanlanmayi saglamak, bunun g¢alisilmasi i¢in uygun modeller olusturmak ve uygun
maliyetiyle ulasilabilir bir {irtin saglamak da klinik kullanim i¢in 6nemlidir. Birgok
ciddi ¢aligma ve aragtirma yapilmis olmasima ragmen heniiz sadece birkag¢ onayl
iiriin piyasaya siiriilebilmistir. Bunlar da g¢ogunlukla hiicre, faktér ya da greft

materyalleridir (62).

Biyoeriyebilir materyallerin tiretilmesi, bu materyaller aracilig1 ile hiicrelerin
taginmasi, yapigmasi, biiylimesi, ¢ogalmasi ve farklilasmay1 temin etmesi hedeflenen
en Onemli hedeflerdendir. Herhangi bir tedavi yonteminde kullanilan greft
malzemesi, gecici ama basari i¢cin hayati bir gorev istlenmektedir. Hiicre ve kiiltiir
metodolojileri kemik doku miihendisliginde ¢ok kritik konulardir. Hedeflenen nihai
sonuglara ulasmak icin bu faktorler arasindaki mekanizmalar1 daha iyi anlamak ve bu

mekanizmalar1 yonetebilmek gerekmektedir (63).

Kemik greftleri, onarilmasi ya da kemik olusturulmasi gereken yerlerde klinik
olarak genis bir kullanim alanina sahip malzemelerdir. Amerika Birlesik Devleti’nde
yillik ortalama yarim milyon insana kemik defektlerinden dolayr greft uygulamasi
yapilmaktadir. Bunun yaklagik maliyetin 2.5 milyar dolar oldugu tahmin
edilmektedir (64).

Birgok calismada da belirtildigi gibi kemik rejenerasyonu ya da onarimi igin
kullanilan otojenik ve allojenik greftlerin komplikasyon ve smirlilik agisindan
problemleri bulunmaktadir. Bugiline kadar otolog greftler, biyouyumluluklar1 ve
immiinojenik cevap ac¢isindan avantajli olmalarindan dolayr altin standart olarak
kabul ediliyorlardi. Ozellikle, osteoindiiksiyon, osteokondiiksiyon ve osteogenezisi

saglayacak olan ‘bone morphogenetic protein (BMP)’ler ve osteoprojenitor hiicreleri
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ihtiva etmesi ve sahip oldugu {i¢ boyutlu yapidan dolayr avantajli oldugu
diisiiniilmekteydi. Ancak greft ihtiyacinin fazla oldugu durumlarda ikinci bir cerrahi
sahaya ihtiya¢ duyulmasi ve bu prosediirler sirasinda verici sahada morbidite, skar
formasyonu, kanama, iltihaplanma ve kronik agri gibi komplikasyon riskleri
dezavantaj teskil etmektedir. Ileriki donemlerde muhtemelen genis greft ihtiyaci olan
prosediirlerde otolog kemik grefti kullanilmayan bir teknik olacaktir (65). Allogreft
ve ksenogreftler de otolog greftlerin ardindan tercih edilmekte ve piyasada g¢esitli
sekil ve boyutlarda iirtinler bulunmaktadir. Allogreftler immiin reaksiyon ve
enfeksiyon tasima riskini de bulundurmaktadir. Ayrica dondurma ve sterilizasyon
asamalarindan dolay1 devitalize olmakta ve osteoindiiktif etkilerini yitirmektedirler

(66).

Uygun greft materyalini bulmak i¢in ¢aligmalar artarken bir diger 6nemli ve
tizerinde ¢ok calisilan greft grubu olarak biyoseramikler karsimiza cikmaktadir.
Kemigin mineral iskeleti ile benzerlik gdstermesi ve kemik depozisyonuna dogrudan
izin vermesi nedeniyle tercih edilen malzemelerdir (67). Greft materyali olarak
kullanilan hidroksiapatit (HA) de ¢ok iyi uyum ve osteokondiiktif etki gdstermesine

ragmen biyoeriyebilirligi tatmin edici sonuglar vermemektedir (68).

Kalsiyum fosfat seramiklerinin kemik rejenerasyon fazinda mekanik
dayanikliliga katkida bulundugu ve 6nemli bir greft materyali oldugu bilinmektedir.
Ayrica biyoaktif olusu da popiilerligini arttirmaktadir (69). Hidroksiapatit ve onun
kristalize sekli olan kalsiyum fosfat, kemigin %60-70’ni olusturmakta ve kemige
dayaniklilik saglamaktadir. Bu bilgiden yola ¢ikarak bu yapilarin dogal ya da
sentetik olarak birlestirilmesi ile dogal kemik yapisina ¢ok benzeyen bir malzeme
ortaya konmus olmaktadir. Ayrica kalsiyum fosfat’in [Ca3(PO4)2] icerigindeki
kalsiyum ve fosfat tuzlarindan dolay1 biyoeriyebilirligi de kontrol edilebilmektedir
(70).

Seramik tastyicilar icerisindeki porlar hiicrelerin daha iyi baglanmasin ve
cogalmasii saglar. Bifazik kalsiyum fosfat, hidroksiapatit ve B-trikalsiyum fosfatin
(B-TCP) karisimidir.  -TCP dokuya yerlestirildikten 6 ile 24 ay arasinda tamamen
eriyebilmektedir (71). HA-TCP’in kemik doku miihendisliginde uygun bir tasiyici ve

matriks sentezinde 6nemli bir malzeme oldugu goriilmektedir (72).
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Tastyicilar, kemik doku miihendisliginde; gecici kemik iskeleti, biiyiime
faktori ve diger uyaricilarin aktarilma araci, hiicrelerin yapisip cogalip
farklilasabilecegi bir platform olabilmesi gibi ¢ok 6nemli gorevler iistlenirler. Cogu
uygulama da kemik Onciilii olarak kullanilan tasiyicilarin biyoeriyebilir 6zelligi ile
yerini yeni kemik doku olusumuna terk etmesi prensibine dayanir. Ancak hélen tim
tastyicilarin tatmin edici sekilde bu 6zelligi gosterebildigi sdylenemez. Daha genis
alanda fonksiyon gdosteren tasiyicilara gerek duyulmaktadir. Hala gelistirilmeyi
bekleyen ve aranan 6zellikler; kemik rejenerasyonu i¢in yeterli mekanik 6zelliklere
sahip olmasi, ila¢ tagima sistemlerini (Drug Delivery System-DDS) tasiyabilmesi,
dogal kemigin ekstraseliiler matriksini (ESM) taklit eden ve vaskiilarizasyonu
gelistiren {i¢ boyutlu bir yapiya sahip olmasidir. Kompozit tasiyicilarin, dogal
ekstraseliiler matriksi taklit eden iskeletinin gelistirilmesi en az hiicre kiiltiirleme
teknolojilerindeki ilerleme kadar oOnemlidir. Bu konudaki ilerlemeler kisith
oldugundan dolayr kraniyomaksillofasiyal kemiklerin  hiicre-bazli  klinik
uygulamalar1 ¢ok sinirlidir. Bu teknolojinin ilerlemesi ve beklenen performansi

gosterebilmesi nanoteknolojideki gelismelere baghdir (73).

Kok hiicreler viicudun herhangi bir bolgesinde bulunabilir. Bununla beraber
dental kok hiicreler zengin igerik ve kolay erisilebilirlik gibi avantajlariyla da giderek
ilgi ¢ceken ve iizerine ¢alisma yapilan kaynaklardir. Dental kaynaklardan izole edilen
kok hiicreler; Dental Pulpa kaynakli Kok Hiicreler (DPKH), Eksfoliye siit disinden
elde edilen kok hiicreler (Stem cells from Human Esfoliated Decicuous teeth -
SHED), Periodontal Ligament Kok Hicreleri (PDLKH), Apikal Papilla Kok
Hiicreleri (APKH) ve Dental Folikiil Prekiirsor Hiicreleri (DFPH)’dir (74).

Calismalar uygun uyarilar altinda dental pulpadan alinan ve karakterize edilen
kok hiicrelerin yliksek proliferasyon ve farklilagsma potansiyelleri nedeniyle bu
amaca hizmet edebilecegini gostermektedir (75). Ciinkii dental pulpa kok hiicreleri;
kas, yag, kikirdak, sinir ve dis dokusunu olusturan odontoblast hiicrelerine
dontigebilirler. Dental doku miihendisligi ¢aligmalarinda da kullanilan DPKH, uygun
uyarilar altinda dentin ve pulpa dokusuna da doniiserek dis dokusunun elde

edilmesinde de umut vermektedir (76).
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Uygun sartlarda 2 yil bekletilen DPKH’lerin bile HA-TCP kullanilarak kemik
olusturabildigi farelerde yapilan bir calismayla gosterilmistir (77). Bu DPKH
hiicrelerinin  uzun zaman sonra bile yiiksek 6zellikler sergileyebildiklerini

gostermektedir (78).

DPKH hiicrelerinin ii¢ boyutlu kollajen siinger, poréz seramik ve fibroz
titanyum mes ile birlikte farelere nakledilmesi ile yapilan ¢aligmada da bu hiicrelerin

onemli bir kaynak oldugu ifade edilmektedir (79).

Dental pulpa’dan elde edilen kok hiicreler klinik olarak ilk defa 2009 yilinda
d'Aquino R ve ark. tarafindan 17 hastaya uygulanmistir. Cift tarafli gémiili alt yirmi
yas disi ¢ekilecek hastalarin iist yirmi yas dislerinden elde edilen Dental Pulpa Kok
Hiicreleri ¢ekim bolgesine kollajen siinger ile birlikte tatbik edilmis. Kontrol
grubunda ¢ekim sonrasi sokete sadece kollajen siinger konulurken ¢aligma grubuna
kollajen slingere emdirilmis kok hiicre ile birlikte konulmus. Hastalar ii¢ ay sonra
radyografik ve histolojik olarak incelenmis. Alinan sonuglara gore hastanin
kendisinden alinan kok hiicrelerin konuldugu tarafta olusan yeni kemik yiiksekligi ve

doku organizasyonu agisindan daha tatmin edici oldugu izlenmis (80).

Dental pulpadan elde edilen kok hiicrelerin uyarilma ile in-vitro sartlarda
osteoblastlara doniisebildigi birgok ¢alisma ile gosterilmistir (81-83). Hatta DPKH
hiicrelerinin kok hiicre arastirmalarinda standart olarak kabul edilen kemik iligi kok
hiicrelerinden bile in-vitro sartlarda daha fazla farklilagma kabiliyetine sahip

oldugunu savunan makaleler mevcuttur (84).

L1 Jing-hui ve ark. yaptiklari ¢aligmada jelatin siingere ekilmis kok hiicrelerin
farelerde ektopik yerlesimde dahi osteojenik farklilagsma gosterebildigini ve DPKH
hiicrelerinin kemik doku miihendisligi ¢aligmalarinda uygun ve etkili bir kaynak

olarak kullanilabilecegini rapor etmislerdir (85).

DPKH yalnizca dis hekimligi alani i¢in degil tibbin diger kollar1 i¢in de iyi
sonuglar elde edilen zengin bir kaynaktir. Yapilan ¢alismalarda myokard enfarktiis
(86), sinir doku rejenerasyonu, muskiiler distrofi (87), serebral iskemi (88),
anjiyogenetik 6zelliklerin gelistirilmesi (89) ve korneal rejenerasyon tedavisinde (90)

de basariyla kullanilabilecegi gdsterilmistir.
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Kemik doku miihendisligi, yeni fonksiyonel kemik dokularinin temini igin
kemik iskeleti, mekanigi ve doku formasyonunun iyi anlagilmasina dayalidir. Baska
bir deyisle, kemik tamiri ya da rejenerasyonunu basarili bir sekilde saglamak kemik

biyolojisi ve gelisimini iyi anlamaktan geger.

Kemik %60°1 mineral %10’u su ve %30’u kollajen matriksten olusan bir
dokudur. Makroskopik olarak olgun kemigin ortalama %80°i kortikal kemikten

olusurken %20’si kansell6z kemikten olusur.

Kemik, cesitli metabolik, fiziksel ve endokrin uyariya duyarli ve bir ¢ok
fonksiyona sahip dinamik bir dokudur. Kemiklerimiz, iskelet sistemine destek
olmasi, dolayisiyla viicut hareketlerinin kaynagi olmasi, kalsiyum, fosfat gibi 6nemli
elementlere ev sahipligi yapmasi ve kan hiicrelerinin iiretilmesi gibi ¢ok Onemli

fonksiyonlara sahiptir.

Kemik doku biiylime, rejenerasyon ve remodelling i¢cin muazzam bir
kapasiteye sahiptir. Bu gelisim ya da doniisiimiin saglanmasi i¢in mekanik ¢evre en
onemli faktorlerden birisidir. Aksi halde dokuda atrofi ve kemik kaybi1 goriilebilir
(91). Kemigin tamir ya da rejenerasyonu, graniilasyon dokusunun infiltrasyonu,
osteojenik hiicrelerin proliferasyon ve farklilagmasi ile iyilesme ve remodelizasyonu
takip eden akut enflamatuar cevap ile baslayan bir hiicresel aktivite
organizasyonudur. Bu siire¢ biyolojik ve mekanik sinyallerin igerigi ile meydana
gelir. Biyolojik olarak tamir ya da rejenerasyon siireci, dogrudan hiicre gogii,
proliferasyon, farklilagma ve hiicre sentezini saglayan biiylime faktorleri, hormonlar
ve sitokinlerin kademeli olarak salgilanmasi ile meydana gelir. Cevresel ve mekanik
kosullar da ekstraseliiler matriks araciligi ile bu kosullarin olusmasini saglarlar.
Hiyerarsik agidan bu tamir ve iyilesmenin saglikli bir sekilde meydana gelmesi
gerekli molekiiler sinyallerin kademeli olarak salgilanmasi, projenitdr hiicrelerin
ortamda bulunmasi, besin deste§i ve uygun mekanik g¢evre sartlarinin bir araya

gelmesi ile olur (92, 93).

Kemik gelisimi ya da tamir mekanizmalarin anlasilmast kemik doku
miithendisliginin gelecegi agisindan da yararli olacaktir. Ancak cevap bekleyen pek

¢ok soru halen bulunmaktadir. Bunlardan biri, kemik doku miihendisliginin kemik
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gelisim siireclerine mi yoksa kemik defektlerinin tamirine mi odaklanmasi
gerektigidir. Yazarlarin genel gorlisii her iki siirecin de ¢ok iyi anlagilmasi ve

tizerinde durulmas1 gerektigi yontindedir.

Gelisen biyolojik goriisler ve kanitlar doku miihendisliginin gelecegini
onemli Ol¢iide degistirecektir. Dahasi, muhtemel gelecekteki yaklasimlar, uygun
ekstraseliiler matriks molekiilleri ya da projenitor hiicreler yardimiyla kok hiicrelerin
doku remodelasyonu ya da rejenerasyonunun erken evrelerinin etkilemesi iizerine

kurulabilir (94).

Anjiyogenezisin gelistirilmesi de yine vaskiiler gelisime izin veren ve uygun
poroziteye sahip tasiyicilar yardimiyla yapilabilir (95). Bundan dolayi, dogrudan
hiicresel yapisma, yayilma ve proliferasyona izin verecek ylizeylere sahip
tagtyicilarin gelistirilmesi onemli bir caligma alanmni teskil etmektedir. Genis bir
perspektif ile bakildiginda, ileride dokunun yeniden temin edilmesi igin dokunun son
halini yansitan modeller yerine dogal gelisme biyolojisi ve siirecini temel alan bir
model kullanmak daha 6nemli ve yararli olabilir. Kemik doku miihendisliginin
hedefi viicudun dogal iyilesme kabiliyetlerinden faydalanmaktir. Bu stratejiler ile
uygun bolgede kemik dokularin temini ve etrafinda olusturulacak ¢evresel kosullar

ile fiziksel olarak da yeterli bir organizasyon olusturmaktir (96,97).

Kemik dokuda olusturulan defekt modelleri, kemik doku miihendisligi
arastirmalart i¢in en fazla tercih edilen yontemlerden birisidir. Olusturulan kritik
boyuttaki kemik defektleri arastirilan materyal ya da hiicrelerle onarilmaya

calisiilmaktadir.

Kemik defekti ¢alismalarinda pek cok denek tiir kullanilmistir. Fare, sican,
kopek, domuz, koyun ve ke¢i bunlardan bazilaridir. Ancak daha fazla kemirgenlere
yogunlagilmasinin sebebi; iireme sayilarinin daha fazla olmasi, daha fazla temin
edilebilir olmalar1 ve ekonomik olmalaridir. Anatomik olarak kemik defekti
caligmalar1 i¢in kemirgenlerin femur, omurga, mandibula ve kalvaryumu

kullanilmaktadir (98).

“Kritik boyuttaki kemik defekti” terimi ile ilgili bir ¢ok tanim bulunmaktadir.

Bunlardan biri; olusturulduktan sonra herhangi bir miidahale olmaksizin iyilesme
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goriilmeyen defektler ig¢in kullanilan bir terimdir (99). Bu tanima gore her tiir igin
“kritik boyuttaki kemik defekti” dlgiileri farkli olabilmektedir. Ancak az sayida da
olsa bu konu ile ilgili ¢alismalar olmasina ragmen her tiir i¢in kesin olarak bu
Olcliniin ne oldugu bilinmemektedir. Bu tanimi karsilayacak en kiiciik boyuttaki
kemik defektini belirlemek igin ¢aligmalara ihtiya¢ oldugu goriilmektedir (100).
Diger bir tanim ise; calismalar icin belirlenen bitis zamanina gore yapilan
degerlendirmedir. Bu tanima gore c¢alisma bitiminde kendiliginden iyilesmemis
defektler bu kapsama girmektedir ve dogal yasam siiresi ile iliskisi kurulmamaktadir.
Ayrica bu defektlerin yillar sonra tamamen kapandigi ya da kapanmayan veya
tamamen dolmamis defektler olarak kalip kalmadigi ile ilgili de veri
bulunmamaktadir (101). Dolayisiyla Notodihardjo ve ark.’in (102) ¢alismalarinda
oldugu gibi ve ikinci tanimla paralel olarak calismamizda kullandigimiz defekt

modeli “kritik boyutta kemik defekti” tanimi ile uyumludur.

Kalvaryal defektlerin olusturulmasi i¢in en ¢ok tercih edilen yontem trefin
frezlerle yapilan tekniktir. Flep kaldirildiktan sonra kemige tamamen penetre
olmadan ve ‘dura’ya zarar vermeden kesi yapilir. Cilinkii dura kemigin iyilesmesi ve
rejenerasyonu i¢in Onemli bir gorev istlenmektedir (103). Kemik doku simirlar
dahilinde inceltildikten sonra kiint aletlerle ¢ikarilmali ve uygulamalar yapildiktan
sonra Ustlindeki periost ile beraber dokular kapatilarak siitur atilmalidir. Klinik
degerlendirmelerde standart olarak bos defekt birakilarak karsilastirma imkéani

saglanmaya caligilir.

Sican kalvaryal defektlerinde kemik rejenerasyonunu degerlendirmek ig¢in
birka¢ yontem mevcuttur. Histolojik teknikler radyografik ya da mekanik tekniklere
gore defekt alaninda goriilen dokular1 izlememizi ve yeni olusan dokular1 daha temel
ve fonksiyonel olarak degerlendirmemizi saglarlar. Ayrica floresan molekiilleri

kullanarak isaretleme yapilip detayli degerlendirmeler yapma imkan1 da mevcuttur
(104).

Klasik radyografi teknikleri iki boyutlu olarak defekt alanini gérmemizi
saglayarak boslugun kapanmast ile ilgili bilgi edinmemize yardimci olurlar.
Radyografik analiz tekniklerindeki gelismelerle beraber, mikro-BT (micro-CT,

“microcomputed tomography”) uygulamalari numunenin ii¢ boyutlu goriintiisii
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tizerinde ¢alisma imkani sunmaktadir. Bu teknikle defekt alaninin hacim, alan ve
yogunluk degerlerini 6lgmek miimkiindiir (104). Ancak, ¢alisilan numunenin konkav
sekilde olmas1 hacim ¢alismalarinin standart olmasini gii¢lestirmektedir. Bu nedenle

bu ¢alismada kemik mineral yogunlugunun 6lgiilmesi tercih edildi.

Calisma modellerinin degerlendirilmesi ve saglikli sonuglar alinmasi igin
deney grubuyla beraber kontrol grubunu da ihtiyag vardir. Bos birakilan kemik
defektleri ¢ogunlukla defekt kenarlarinda hafifce olmak iizere %S5 ile %15 arasinda
kemiklesme gostermekte ve daha ¢ok fibroz bag dokusu ile dolmaktadir.

Calismamizdaki kontrol grubunun sonuglar1 da bu ifade ile paralellik gostermektedir
(105).

Sigan ¢alismalarinda daha ¢ok Fisher 344, Sprague-Dawley ve Wistar albino
cinsi deney hayvanlar1 kullanilmaktadir. Calismamizda da Inénii Universitesi Deney
Hayvanlar1 Uretim Merkezi'nden temin edilen Wistar albino cinsi ratlar

kullanilmuastir.

Calismamizda  kullandigimiz  deney  modeli  literatiirde  kemik
rejenerasyonlarinin degerlendirilmesinde yaygin olarak kullanilan ve kabul géren bir
tekniktir. Benzer olarak 2008’de Mendonga Costa ve ark. (106) 8 adet immiin sistemi
baskilanmamis sicanin kalvaryumuna actiklar1 bilateral defektlerde insan kaynakli
dental pulpa kok hiicrelerinin 1iyilestirme potansiyellerini kollajen membran
kullanarak degerlendirmislerdir. Bu ¢alisma ile insan kaynakli kok hiicrelerin
ratlarda herhangi bir reaksiyon gostermedigi ve biiyiik defektlerin dental kaynakli
kok hiicreler yardimiyla basarili bir sekilde tedavi edilebildigi gosterilmistir (106).

Maraldi ve ark. (107) 2013 yilinda 30 si¢an kalvaryumuna agtiklar1 bilateral
defektler ile amniyon sivisindan ve dental pulpadan elde edilen kdok hiicrelerin
neovaskiilarizasyona  etkisini  incelemislerdir.  Yaptiklar1  histolojik  ve
immiinofloresan incelemeler neticesinde yeni damarsal yapilanma acisindan kok
hiicre gruplarinin kontrol gruplarina gore agik ve anlamli bir sekilde daha iyi

sonuglar verdigini rapor etmislerdir (107).
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Literatiirde kritik boyuttaki kemik defekt modelleri kullanilarak dental pulpa
ve diger kok hiicre kaynaklarinin etkinliginin arastirildigt pek c¢ok calisma

bulunmaktadir (108-109).

Annibali S. ve ark. (110) yaptiklar1 ¢alismada kok hiicre uygulamalarinin
kemiklesmeyi, ti¢ farkli greft kaynagi kullanilarak yapilan klasik yonteme gore
anlaml sekilde arttirmadigini rapor etmislerdir. Ancak agtiklar: bilateral defektlerin
birine kok hiicre uygulanirken digerine uygulanmamis olmasi ¢alismamu ile farklilik
arz etmektedir. Tek defekte uygulanan kok hiicrelerin diger defekti de etkilemis olma
ihtimaline deginilmemistir. Calismanin sonu¢ kisminda; bu alanda daha fazla

calismaya ihtiya¢ oldugu da belirtilmistir.

Genel goriisiin dental pulpa kaynakli kok hiicrelerin osteojenik aktiviteyi ve
neovaskiilarizasyonu arttirdig1 soylenebilir. Ancak halen kok hiicre kaynaklarinin ve
tasima sistemlerinin etkili ve uygulanabilir bir konsepte kavusturulabilmesi

gerekmektedir.

Doku miihendisliginin Dis Hekimligi alanindaki gelecegi heyecan vericidir.
Malzeme, genetik, molekiiler ve hiicre biyolojisindeki gelismeler yumusak ve sert
doku rejenerasyonlari, periodontal hastaliklarin tedavisi, mine, dentin ve pulpanin
restoratif tedavileri i¢in yeni tedavi yaklasimlar1 sunacaktir. Ancak yine de tedavi
maliyetleri tim prosediirler i¢in ¢6ziilmesi ve tartisilmasi gereken bir konu olarak
kalmaktadir. Ciinkii bu teknolojileri klinik kullanima sokmak i¢in kabul edilebilir
maliyetlerle daha ulasilabilir ve pratik kullanim ¢6ziimleri gelistirilmelidir. Gegmis
yillardaki teknoloji devrimleri de bize satin alinabilir ve hesapli riinlerin daha
popiiler ve yaygin kullanildigin1 gostermektedir. Su anda doku miihendisliginin
ilerde dis hekimligi uygulamalarini nasil etkileyecegini tahmin etmek zor olsa da

umut verici oldugunu séylemek daha dogru bir tespit olacaktir.
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6. SONUC VE ONERILER

Bu deneysel ¢alismanin smirlar1  dahilinde kemik rejenerasyonunun
hizlandirilmasi ve kalitesinin artirilmasinda pulpa kaynakli kok hiicre kullaniminin

etkili oldugu sdylenebilir.

Gelecekte dis bankalarinin yayginlagmasi ve maliyetlerinin ucuzlamasi, pulpa
kaynakli kok hiicre elde edilmesini kolaylastirabilir. Ayrica farkli kisilerden elde
edilen kok hiicrelerin kullaniommin miimkiin olmasi, kaynak yasanmamasini
saglayabilir. Kullanilan yontemlerin yayginlasmasi ve ucuzlamasi ile kemik
rejenerasyonunda kok hiicre uygulamalarimin rutin  uygulamaya girebilecegi
ongoriilmektedir.

Bu gibi caligmalarin iilkemizde yapilmasi ve ileriye doniik klinik yaklasimlar
acisindan yeni bilgi ve yontemler liretilmesi, hizla gelisen bu alanda s6z sahibi

olunmasi agisindan biiyiik 6nem arz etmektedir.
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