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TESEKKUR
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bana bu yolda benden fazla giivenerek, her zaman ve her kosulda yanimda
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de hayat tecriibelerinden bir¢cok sey Ogrendigim ve Ogrenmeye devam
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Alagam ve Prof. Dr. Sibel Yildirim” a,
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Tolga Sakar” a,
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Kiyak’ a,
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OZET

Islam, A. Poli Laktik Asit Bazli Yap: Iskelelerinin Siit Disi Kok
Hiicrelerindeki Osteojenik Indiiksiyonlarinin Ug Boyutlu
Degerlendirilmesi. Yakin Dogu Universitesi Saglik Bilimleri Enstitiisii
Pedodonti Programi, Doktora Tezi, Lefkosa, 2017.

Calismamizin amacy; iki boyutlu standart kiiltiir ortami ve PLA bazh
yapz1 iskelelerinin yer aldig: ti¢ boyutlu kiiltiir ortamina konan hSHEDs in bu
ortamlardaki; osteojenik farklilagmalarmi karsilastirmak ve PLA bazli yap:
iskelelerinin hiicrelerin osteojenik farklilasmasim destekleyip
desteklemedigini arastirmaktir. 6 ve 11 yas araligindaki on adet saglikli
cocuktan almnan siit dislerinin pulpal dokusu ekstrakte edilmistir.
Sonrasinda, izole edilen hSHEDs 4 adet deney grubuna bdliinmiislerdir. 11k
grup, sadece standart kiiltiir ortaminda kiiltiire edilen hSHEDs" in
olusturdugu Kontrol grubu, ikinci grup osteojenik farklilasma ortamia
konularak indiiklenen hSHEDs" den meydana gelen grup, liglincii grup
farklilasmamis hSHEDs' in aktarildig: ii¢ boyutlu PLA bazli yap: iskelelerinin
yer aldig1 grup ve dordiincii grup ise ii¢ boyutlu PLA bazl yapi iskeleleri ile
osteojenik farklilasma ortami altinda kiiltiire edilen hSHEDs" den
olusturulmus gruptur. Tim deney gruplari immiinohistokimyasal olarak
analiz edilmis ve HSCORE yontemi kullamilarak immiinoreaksiyon
yogunluklar: 6lciilmiistiir. PLA bazli yapi iskeleleri tizerindeki 14 giin ve 21
glin kiltiir periyotlar1 ile kiiltiire edilen hSHEDs in osteojenik
farklilasmalari,  histokimyasal ~ve immiinohistokimyasal analizlerle
belirlenmistir. Calisma bulgularinda, genel olarak, OCN immiinreaksiyonlar:
ON’ e gore daha yiiksek bulunmustur. OCN immiinreaksiyonlarinin, ON’ e
gore daha yogun olmasina ragmen; 14 giin ve 21 giin kiiltiir periyotlar:

arasinda grup 4’ te (497, 3 £0,57 and 486,7 +5,77 , siras1 ile) Olgtilen degerler
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arasinda istatistksel olarak anlaml bir fark bulunmamistir (p> 0.05). 14
gunliik kiiltiir periyodu sonrasinda Grup 4’te olciilen ON yogunlugunun
280, 0 #10 olmasina ragmen, bu deger Grup 2’ de 206, 7 £5, 77 olarak
Olctilmiis ve aradaki fark istatistiksel olarak anlamli bulunmustur (p<0.0001).
Arastirmamizda; eksfoliasyon zamani gelmis siit dislerinden basarili bir
sekilde hSHEDs izole edilmis ve PLA bazli yapr iskelelerinde artmis
degerlerde olgiilen ON ve OCN ekpresyonlar ile birlikte PLA” nin hSHEDs'
in osteojenik indiiksiyonu igin uygun bir yap: iskelesi materyali oldugu
gosterilmistir. 14 giinliik ve 21 giinliik kiiltiir periyotlarinda meydana gelen
ekspresyon paternleri izlendiginde, 14 giinliik kiiltivasyon periyodunun,
PLA veya PLA’ siz ortamda bulanan hSHEDs" in osteoblastlara
farklilagabilmeleri icin yeterli bir siire oldugu saptanmigstir. Bulgularimiz
1s151inda; PLA bazli yap:r iskelelerinin hasar gormiis dokularda dogal bir
rejenerasyon icin gerekli mikrogevreyi yaratabilecegi ve sahip olduklar:
biyomekanik 06zellikleri ile dis hekimligi alaninda uygulanacak doku
miihendisligi i¢in uygun bir alternatif tedavi secenegi olabilecekleri
diisiiniilmiistiir. ~ Ozetle; hSHEDs - PLA Dbazli yap1 iskele
kombinasyonlarinin, yakin gelecekte rejeneratif dis hekimligi icin iyi bir

osteojenik dolgu materyali olabilecekleri sonucuna varilmaistir.
Anahtar Kelimeler: osteojenik farklilasma, poli (laktik asit) bazli yap:
iskeleleri, rejeneratif dis hekimligi, eksfoliye olmus insan siit dislerinden elde

edilen kok hiicreler, doku miihendisligi.

Destekleyen Kurum: Yakin Dogu Universitesi (Proje no.: YDU/CE101- 2016).
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ABSTRACT

Islam, A. Three Dimensional Evoluation of Poly Lactic Acid
Scaffolds” Osteogenic Induction on Stem Cells from Human Exfoliated
Decidious teeth. Near East University, Institute of Health Sciences, PhD
Thesis in Paediatric Dentistry, Nicosia, 2017.

The aim of this study was to investigate the osteogenic induction
ability of PLA scaffolds and compare the osteogenic differentiation behavior
of hSHEDs in standard culture medium and on PLA scaffolds. The pulp
tissues of deciduous teeth used in this study were taken from ten healthy
children between 6 and 11 years old. Isolated hSHEDs were divided to 4
groups. First group was control group where the cells were only cultivated
in standard culture medium (Group 1), second group was differentiated into
osteogenic lineage using osteogenic differentiation medium (Group 2), third
group was non-differentiated group which was transferred into 3D printed
PLA scaffolds (Group 3) and the fourth group was differentiated into
osteogenic lineage and was transferred into 3D printed PLA scaffolds (Group
4). All groups were analyzed by immunohistochemically and
immunolabeling was evaluated semi-quantitatively using the HSCORE.
Cultivation of hSHEDs on PLA scaffolds for 14 and 21 days, osteogenic
differentiation was detected both histochemically and
immunohistochemically. Generally, OCN immunoreactivities were found
higher than ON immunoreactions in all groups. Although the higher OCN
immunoreactivities, the intensities of OCN between 14 days and 21 days in
group 4 (497, 3 +0,57 and 486,7 +5,77 , respectively) were detected as similar
(p> 0.05). While the intensity of ON was 280, 0 £10 in group 4, in group 2
intensity of ON was 206, 7 5, 77 at 14 days and these results were

statistically significant (p<0.0001). In the current study, we successfully



managed to isolate stem cells from human exfoliated deciduous teeth and the
expressions of ON and OCN were found to be increased in PLA scaffolds
which shows that PLA is a suitable scaffold material for the osteogenic
induction of the hSHEDs. The expression patterns of both markers at 14 and
21 days show that 14 day cultivation period is adequate for hSHEDs with/
without PLA scaffolds to differentiate into osteoblasts. It can be suggested
that PLA scaffolds can generate ‘remodeling’ in destroyed tissues and their
biomechanical properties can be a suitable alternative for dental tissue
engineering. Summing up, the hSHEDs — PLA scaffold combination seems to
be a potentially good osteogenic filling material for regenerative dentistry in
the near future.

Keywords: osteogenic differentiation, poly (lactic acid) (PLA) scaffold,
regenerative dentistry, stem cells from human exfoliated deciduous teeth,
tissue engineering.

Supported by Near East University (Grant no: NEU / CE101 - 2016 ).
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3D Printing Ug Boyutlu Bask1 Yéntemi

FBS Fetal Bovin Serum ( Fetal Bovine Serum)
mm milimetre

mg miligram
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1. GIRIS

Travma, hastalik ya da konjenital anomaliler sebebiyle meydana gelen
doku kayiplari, diinya genelindeki saglik problemlerinin esas kaynagmi
olusturmaktadir (Neel et al., 2014).

Doku miihendisligi; zarar gormiis dokularin rejenerasyonuna izin
veren uygun kosullarin yaratilmasi tizerine odaklanilmis, bilimin gelismekte
olan bir alamidir. Birbirleri ile iligki igerisinde olan yapi iskeleleri, sinyal
molekiilleri ve kok hiicrelerden olusan {iglii grup bu alanin temel
komponentlerini olusturmaktadir. Grup igerisinde yer alan yap: iskeleleri;
kaybedilen dokunun ekstraselliiler matriksini taklit eden ti¢ boyutlu bir
kalip, sinyal molekiilleri hiicrelerin migrasyonlarini, proliferasyonlarini ve
farklilasmalarim1 indiikleyerek hiicresel aktiviteyi harekete geciren bir ara
eleman, kok hiicreler ise doku rejenerasyonunu olusturan cevaplayic
elemanlar olarak calismaktadirlar (Scheller et al., 2009; Chandki ef al., 2012 ve
Saito et al., 2015).

Rejeneratif Tip; doku miithendisligi ile benzer sekillerde; rejenerasyon,
tamir veya zarar gormiis dokular ile dogal yollarla yer degisim amaci
tasiyan, hizla gelisim kaydeden saglikta ayri bir ¢ati altinda kendisine yer
bulmay1 basarmis bir alan olarak tanimlanabilmektedir. Bu amaglar
dogrultusunda; doku miihendisligi, materyal bilimi, hiicre ve molekiiler
biyolojisi gibi tibbin cesitli alanlari, biyoteknolojiyle birlikte, rejenerasyon
yaratabilmek adina, birbirleri ile harmanlanmaktadirlar (Tatullo et al., 2015).

Hastalarin yasam kalitelerini arttirabilmek maksad: ile, canh
dokularin hiicresel elemanlar1 biyomateryaller ile kombinlenerek, yeterli

biiytikliik ve fonksiyona sahip canli dokular tiretmek; ‘Doku Miihendisligi’



ve ‘Rejeneratif Tip” dallarmin ortak olarak uyguladiklar: stratejileridir
(Kelleher ve Vacanti, 2010).

Viicut parcalarmin rejenere olabileceginin farkindaligy; ilk olarak
milattan énce (MO) 330 yilinda, Aristoteles’ in, kuyrugunun bir kismin
kaybeden kertenkelenin, kuyrugunun yeniden uzadigini gozlemlemesi ile
birlikte dogmustur (Roopa, 2009).

Aristoteles” in kesfinden itibaren, rejeneratif tip ve dis hekimligi
alaninda yeni uygulamalar bulabilmek amaciyla rejenerasyon admna yapilan
calismalar yogunlastirilmistir. Bu baglamda, Herman 1952 yilinda yaptig:
vital kalsiyum hidroksit amputasyonu ile ilk kez reperatif endodontik tedavi
prosediiriinii tamimlamistir (Hermann, 1952).

Hasar gormiis bir dokunun orijinal durumuna donmesini saglayan
‘Rejenerasyon’ bir¢cok disiplinin, uzun yillar boyunca bir arayis icine
girmelerine  neden olmustur. Ik  zamanlarda rejenerasyonu
glclendirebilmek amaciyla, doku tamirine yardim eden ve biiyiime
faktorleri yoniinden zengin olan kan pihtis1 kullanilmaktaydi. Gliniimtiizde
de cerrahi alan igerisinde kanama yaratmak rutinde kullanilan bir pratiktir.
Bu fikir ilk olarak 1960" I1 yillarda Ostby tarafindan, 1970" li yillarda ise
Myers ve Fountain tarafindan endodonti alaninda test edilmistir (Ostby,
1961; Myers ve Fountain, 1974).

‘Doku Miihendisligi’ disiplininin ilk temelleri, 1980" li yillarin orta
donemlerinde Dr. Robert Langer ve Dr. Joseph Vacanti’ nin, fiziksel ve
kimyasal 0zelliklere sahip ( manipiile edilemeyen) dogal bir yap: tizerinde,
hiicre ekimine zit olarak hiicre dagilimmi destekleyen yapi iskelelerini
tasarlamalari ile atilmistir (Vacanti, 1988).

Langer ve Vacanti tarafindan gerceklestirilen bu ilk c¢alismada

istenilen sonuglar elde edilemeyince; Dr. Vacanti, laboratuvar ortaminda



genigletilen hiicre topluluklarmin, daha gelismis biouyumlu ve viicut
tarafindan emilebilen sentetik polimer yapisindaki yap: iskeleleri iizerine
ekilmelerini gostererek, daha modern bir konsept olusturmustur (Vacanti,
2006).

1993 yilina gelindiginde doku miihendisliginin amaci; Langer ve
Vacanti tarafindan, doku fonksiyonlarmi gelistiren, tamir eden ve bu
yapilarin devamliligini saglayan canh bir ara¢ yaratmak, olarak belirtilmistir
(Langer ve Vacanti, 1993).

21. ylzyila (yy) gelindigi zaman, saglik bilimlerinin temel amac;
klinik olarak ihtiyaca uygun doku rejenerasyonunu gergeklestirmek
olmustur. Bu amag, en genis kapsamda, transplantasyon ve rejenerasyon
prosediirleri ile gergeklestirilebilmektedir. Transplantasyon bazli tedavi
stratejileri, yirmi yil1 agkin bir siiredir bagarili bir sekilde uygulanmaktadir.
Ne yazik ki; organ- doku rejeksiyonunu engellemek maksad: ile bu
prosediirde kulanilan uzun doénem immiin sistemi baskilayic ilaglar,
hastalar igin biiylik bir tehdit olusturmaktadirlar. Buna karsin, doku
rejenerasyonu prosediirleri, hastalar tizerinde Onemli bir tehdit sahasi
yaratmamaktadirlar. Rejeneratif tedavi yaklasgimlarinda; kok hiicre
izolasyonu, bu hiicrelerin prolifere ve farkli hiicre tiplerine farklilasabilir
karakterde olmalari, fonksiyonel bir organ veya doku haline gelebilmelerine
ortam saglayan uygun bir mikrogevre meydana getirilebilmektedir (Piva et
al., 2014).

Arastirmamizdaki Oncelikli amacimiz; eksfoliye olmus insan siit
diglerinden izolasyonlarini saglayacagimiz kok hiicrelerin (hSHED:s),
laboratuvar ortaminda primer kiiltivasyonlarim1 = gerceklestirerek; bu

hiicreleri osteojenik olarak farklilagtirmaktir.



Aragtirmamizin ana hedefi; izolasyonlarmi sagladigimiz hSHEDs' in,
ti¢ boyutlu (3D) olarak fabrike edilmis poli laktik asit (PLA) bazli yap1
iskeleleri {izerine aktarimlarmi saglayarak; bu yapi iskelelerinin hiicreler
tizerindeki osteojenik indiikleme ve sitotoksik aktivitelerini arastirmak;
hSHED¥’ in ise , bu ortamdaki davranislarin1 ve PLA bazli yap1 iskeleleri ile
olusturduklari komplekslerin, klinik kullanilabilirliliklerini
degerlendirmektir.

Arastirmamizda genel olarak irdelemek istedigimiz hipotez;
‘Eksfoliasyon zamani1 gelmis insan siit dislerinden elde edilen kok hiicrelerin
(hSHEDs) normal kiiltiir ortaminda ve ti¢ boyutlu ortamda, proliferasyonlar:
ve farklilasma potansiyelleri arasinda fark vardir ’ olarak belirlenmistir.

Kok hiicrelerin  rejeneratif ve terapotik deger tasimalari, canli
dokularin mekanik ve molekiiler farklilagmalar: igin gerekli iskeleti
kurabilmeleri, kendi alanimiz adina (dis hekimligi); bu hiicrelerin, dis
yapisina benzer dokulara farklilasarak doku canliligini kaybettigimiz dis
yapilarinda, bu dokularin geri kazanimimin dogal yollardan elde edinimini
miimkiin kilinabilecek ve giiniimiizde doku miihendisligi ile harmanlanmig

olan ’ Rejeneratif Dis Hekimligi” alaninda 6nemli katkilar saglayacaktir.



2. GENEL BILGILER

2.1 Doku Miihendisligi Prensiplerinin Temel Yapisi: Kok Hiicreler

Travmalar ya da gesitli hastaliklar1 takiben insan viicudu; hayatta
kalmak ve saglikli varligin1 devam ettirebilmek icin, dokularin yenilenebilme
veya rejenere olabilme kabiliyetleri sayesinde, temel olan bazi fonksiyonlar
sergiler. Dokularmn bu yenilenebilme ya da rejenere olabilme fiilleri,
Ozellesmemis bir hiicre toplulugunun yani kok hiicrelerin varhigr ile
miimkiin olabilmektedir (Ranganathan ve Lakshminarayanan, 2012).

Kok hiicre terimi, birden fazla ve farkli sekilde, 6ziinde ayni manay1
ifade edebilecek bicimde tarif edilebilmektedir.

‘Kok  hiicreler’ , insan viicudunda her dokuyu insa edebilme
yetenegine sahip hiicrelerdir. Bu ozellikleri sayesinde, doku rejenerasyonu
ve tamirinde terapotik amagclarla kullanilma potansiyelleri oldukga
yliksektir. Bir hiicrenin kok hiicre sifatim1 tasiyabilmesi igin iki 6nemli
ozellige sahip olmasi gerekmektedir. Bunlar;
1.Orijinal hiicre ile tam olarak ayni bir soy iiretmek igin, smirsizca, kendi
kendini yenileyebilme yetisi, (Bu smirsizca boliinebilme o6zelligi kanser
hiicrelerinde gortinmesine karsin; kok hiicrelerdeki boliinme oldukga
diizenli bir bigcimde seyretmektedir)

2. Ozellesmis bir hiicre tipine farklilasabilme olarak ifade edilmektedir (Biehi
ve Russell, 2014).

‘Kok Hiicreler’ ; proliferasyon, kendini yenileyebilme ve birden fazla
hiicre kokenine farklilasabilme gibi tii¢ temel Ozellik ile karakterize
farklilasmamis hiicreler olarak tarif edilebilmektedirler (Piscioatta et al.,

2015).



‘Kok hiicreler” ; kolonize olmaya egilimli, kendini yenileyebilen, bir
veya daha fazla 6zellesmis hiicre tipini olusturabilen 6nctii hiicreler ve doku
mithendisliginin {i¢lii komponentinin anahtar elemanlaridir.

Kok hiticreler;
1.Uzun hiicre boliinme periyotlar1 i¢in yenilenebilme potansiyeline sahip
olup,

2. Fizyolojik ya da deneysel durumlar altinda, 6zellesmis fonksiyona sahip
hiicrelere dontisebilmek i¢in, indiiklenirler (Verma et al., 2014).

‘Kok hiicreler” ; ¢ok hiicreli organizmalarin biitiin yasamlar: boyunca
var olan, hemen hemen her hiicre ve doku tipinde saptanabilen 6zel hiicre
tipleridir. Temel gorevleri; doku gelisimini saglamak, viicut dengesini
korumak ve doku hasar1 olgularinda tamir olaymmi meydana getirmektir

(Suchanek et al., 2007).

2.2’Kok Hiicre’ Teriminin Ilk Kez Kullanimi ve Giiniimiize Kadar
Gelen Tarihsel Gelisim Siireci

‘Kok Hiicre” terimine, bilimsel makalelerde, ilk kez 19. yy' da
rastlanmistir. Darwin’ in evrim teorisinin en biiyiik destekcilerinden biri
olan, alman biyolog Ernst Haeckel'in 1868 yilinda yapmis oldugu bir
calismasinda bu terime yer verilmistir. Haeckel yaptig1 calismalarinda, tiirtin
genetigi ile ilgili olarak ortak atalardan gelen organizmalarm soy gelisimini
bir agac ile gostermistir. Bu agaci da ‘Kok Agac ( Stem tree) * olarak
adlandirmas: ile birlikte bu terim literatiirlerde yer almaya baslamistir
(Santos et al., 2007).

Ureme hiicrelerinin siirekliligi ve hematopoietik sistemin olusumu
gibi iki ana mekanizmanin sorgulanmasi,  kok hiicreler tizerindeki
calismalarin yogunlasmasini saglamistir. 1892 yilinda Theodor Boveri ve

Valentin Hacker, bu iki ana mekanizmay1 ¢6zmek i¢in yaptiklar:



calismalarinda, daha onceden tanimlanan kok hiicreleri, tireme hiicrelerinin
onctl hiicreleri olarak tanimlamislardir (Extavour et al., 2003).

Boveri ve Hacker’ in caligmalarina paralel olarak; Arthur Pappenheim,
Alexander Maximov ve Ernst Neumann, kok hiicre terimini literatiirde; kan
hiicrelerinin 6nctil hiicreleri olarak agiklamiglardir. 1909 yilinda Alexander
Maximov yapmis oldugu ¢alismasinda; hematopoietik kok hiicrelerin (HSCs)
bir lenfosit morfolojisine sahip olduklarimi ve kan dongiisii igerisinde,
prolifere olabilecekleri ve farklilasabilecekleri mikro ekolojik ortamlara gog
ettiklerini bildirmistir (Fliedner, 1998; Ramalho-Santos ve Willenbring, 2007;
Kabir et al., 2014).

Cohnheim ise; 19. yy’ n sonlarina dogru, temel doku hiicrelerinin
(stromal hiicreler) kemik iligi kaynaklarini tespit etmis ve yara iyilesme
bolgesine gonderdigi fibroblastlarin  kemik iligi orijinli olduklarim
varsaymistir. 20. yy’ in erken donemlerinde Maximov, embriyogenez
boyunca mezoderm ve olusmakta alan kan elemanlar:1 arasindaki temel
iliskiyi aciklamistir. Cohnheim ve Maximov tarafindan bulgulanan bu
veriler; dogal iyilesme cevabi ve hematopoez asamalarinda yer alan kemik
iliginin bir stromal hiicre rezervuar1 oldugunun ilk gostergeleri olarak kabul
edilmislerdir (Parekkadanet al., 2010).

1970 yila gelindiginde; Friedenstein ve arkadaslari ; kemik iligi
elemanlarini, in vivo ortama transplante ederek; bu hiicrelerin iskeletsel
doku hiicrelerinin olusumunda birer onciil hiicre olduklarini gostermislerdir
(Friedenstein et al., 1970 ) .

Friedenstein ve arkadaslarinin bu c¢alismada kullandiklari, doku
kiltiirii kabina adezyonun temel alindigi metot, glintimiizde de mezenkimal
kaynakl1 kok hiicrelerin (MSCs) izolasyonu i¢in kullanilmaktadir (Bab et al.,
1986).



1970" li yilarin son donemlerinde; Friedenstein ve arkadaslari,
yaptiklar: kemik iligi kiiltivasyonunda, bu alana komsu daha farkl hiicreler
de izole etmisler ve ilk kez kemik iliginden mezenkimal kok hiicreleri
(BMMSC:s ) izole etmeyi basarmiglardir. MSCs ilk olarak; baglanan, koloni
olusturabilen, kendi kendini yenileyebilen fibroblast benzeri hiicreler olarak
agiklanmiglardir (Friedenstein et al., 1978 ) .

Friedenstein ve arkadaslarinin yaptiklar1 ¢alismalar: takiben; Owen,
Caplan ve arkadaslar1 daha detayli arastirmalar gergeklestirerek, 1980" li
yillarin sonlar1 ve 1990" Ii yillarin ilk donemlerinde; MSCs’ in izolasyon
metotlarini daha saglam bir zemine oturtmuslardir. (Owen, 1988 ve Caplan,
1991).

1990 11 yillarin sonlarma dogru, doku miihendisligi ve rejeneratif
tibbin ortaya ¢ikisi; bu alanlarda Kok Hiicre Biyolojisi’ nin daha farkedilebilir
ve daha iyi anlagilabilir bir konum kazanmasinin saglanmasi ile; tibbi ve
dental tedavi alanlarinda kemik iligi kaynakli mezenkimal kok hiicreler,
ozellikle yetiskin doku kaynakli MSGCs, {izerindeki aragtirmalar:
yogunlastirmistir (Lazarus et al., 1995 ve Rivera et al., 2012).

2000 yilinda , Diinya Saglhk Enstitisi (WHO / Who Health
Organisation) dergisinde, gomiilii kalmis tigiincti biiyiik azi dislerinde ve
daha direngli olan siit dislerinde yer alan kok hiicrelerden bahsedilmistir
(Mao et al., 2011).

Gronthos, Huang ve arkadaslar1 yaptiklar: seri arastirmalar sonucu;
2000" 1i yillarda kok hiicre alaninin giderek merak uyandirict bir hal
almasiyla birikte; insan dislerinin pulpal yapilarinda yeni bir mezenkimal
kaynakl1 kok hiicre tipi tanimlamiglardir (Gronthos et al., 2000; Gronthos et
al., 2002 ve Huang, 2011).



Giliniimiizde; agiz ve dis yapisinin birden fazla bolgesinden kok
hiicre izolasyonunu saglayabilmek miimkiindiir.
Bu bolgeler;
e Siit ve daimi dislerin pulpal alanlari,
e Periodontal ligamentler,
e Oral periostium,
e Digeti bag dokusu,
e Apikal papilla ve
e Dis folikiilleri olarak belirlenmistir (Eslaminejad et al., 2010;

Ponnaiyan, 2014).

Sekil 2.2.1: Ag1z ve Dental Dokularda Yer Alan Cesitli Kok Hiicre

Kaynaklar
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Diglerin pulpal yapilarindan elde edilen dental pulpa kaynakhi kok
hiicreler (DPSCs); ilk olarak 2000 yilinda Gronthos ve arkadaslarinin, daimi
tiglincii biiylik az1 dislerinin pulpal dokusundan izole edilmeleri ile ortaya
cikmistir. DPSCs, in vitro ortamda osteoblastik ve kondroblastik hiicreler; in
vivo ortamda ise odontoblastik hiicreler tiretebilme kapasitesi olan kolojenik
hiicreler olarak ifade edilmislerdir (Gronthos et al., 2000).

Cocuk dishekimi Dr. Songtao Shi, alt1 yasindaki bir kiz hastanin siit
diglerinin pulpal yapilarmi kullanarak, 2003 yilinda bu dislerden kok hiicre
elde etmeyi basarmistir. Elde edilen kok hiicreler, eksfoliye olmus insan stit
dislerinden saglanan kok hiicreler (h\SHEDs) olarak adlandirilmigslardir (Shi
et al., 2003).

Dental alanlarda kok hiicre arayislarma devam eden Shi ve
arkadaglari, 2004 yilina gelindiginde; cerrahi operasyonla ¢ekilmis tiglincii
biiyiik az1 dislerinin kok ytizeylerinden elde ettikleri hiicrelerin ya da
dokularin periodonsiyuma benzer ozelliklere sahip olduklarini, in vitro
ortamda yaptiklar:1 deneylerle gostermislerdir. Bu hiicreleri de periodontal
ligament kok hiicreleri (PDLSCs) olarak isimlendirmislerdir (Shi et al., 2004).

Periodonsiyum alanindaki zengin hiicre igerigi ve periodontal
ligament kok hiicrelerinin ortaya c¢ikartilmasm takiben; 2005 yilinda,
Morsczeck ve arkadaslar;; 2008 yilinda ise Yao ve arkadaslari tarafindan,
gelismekte olan dislerin germini cevreleyen ektomezenkimal bir doku
yapisina sahip olan dental folikiillerin, kok hiicre igerigine sahip olduklarini
ve bu hiicrelerin ¢esitli hiicrelere farklilasabildiklerini gostererek; dental
folikiil kok hiicrelerinin (DFSCs) varligini saptamislardir (Morsczeck et al.,
2005 ve Yao et al., 2008).

2006 yilina gelindiginde; giderek artan mezenkimal kok hiicre bazh

doku rejenerasyonu terapilerinin, rejeneratif tip alanindaki 6neminin artmasi
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ve bu alanda kullanilabilirliliginin benimsenmesiyle beraber; Sonoyoma ve
arkadaslar;, heniiz  gelisimlerini tamamlamamis olan dislerin apikal
papillarindan yeni bir kok hiicre (SCAPs) popiilasyonu elde etmislerdir
(Sonoyama et al., 2006).

Dental dokularda ve agiz bolgesinde devam eden proliferasyon ve
farklilagsabilme kapasitesi yiiksek hiicre arayisinda; 2009 yilinda, bu bolgede
rapor edilen diger kok hiicre tiplerine ek olarak, Zhang ve arkadagslar1 diseti
bolgesinden kok hiicre (GMSCs) izolasyonunu saglayarak popiilasyona yeni
bir kok hiicre tipi daha kazandirmislardir (Zhang et al., 2009).

Yetiskin kok hiicre tarihine genel bir pencereden bakilacak olursa;
yetiskin kok hiicre arastirmalar1 yaklasik olarak kirk bes yil Oncesinde
baslamistir. 1960" 11 yillarda; arastirmacilar kemik iliginde iki gesit kok hiicre
ortaya gikarmisglardur. Tlk popiilasyon, viicuttaki kan hiicre tiplerinin tiimiinii
olusturabilen ‘Hematopoietik Kok Hiicreler’; ikinci popiilasyon ise, birkag yil
sonra bulunan ‘Kemik Iligi Stromal Hiicreler’ seklinde adlandirilmiglardir.
Stromal hiicreler; kemik, kikirdak, yag ve fibroz bag dokusu tiretebilen 6nctil
hiicrelerin ~ tiimiiniin ~ yarattgr bir hiicre toplulugu biciminde
tanimlanmiglardir. Giintimiizde ‘Kok Hiicre Biyolojisi’, bilimin en etkileyici
ve merak edilen dallarindan biri olarak ifade edilmektedir; ancak bilimin
gelismekte olan diger alanlarinda oldugu gibi, kok hiicreler tizerindeki
sorgulamalar ve arastirmalar yeni sorularin olusmasma, yeni kesiflerin

sergilenmesine zemin hazirlamaktadirlar (Telles et al., 2011).
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2.3 Kok Hiicrelerin Cesitli Ozelliklerine Gore Siniflandirilmalar

Kok hiicreler; farklilasma kapasitelerine ve koken aldiklar1 dokulara
gore cesitlilik gosterebilmektedirler. Bu ¢esitlilik, hiicrelerin boliinme
fazlarindan ve embriyonik gelisim boyunca meydana gelen degisikliklerden

kaynaklanmaktadir (Rosa, 2013).

2.3.1Ko6k Hiicrelerin Genel Siniflandirmalar1  (Gelisimsel
Siniflandirma)

En genel smiflamaya gore kok hiicreler, doku tamiri ve
rejenerasyonda  yararlanimlar1  olan iki ana  grup  altinda
siiflandirilmaktadirlar.

1.Embriyonik Kok Hiicreler

Embriyonik kok hiicreler (ESCs), embriyonik gelisim siiresince,
blastositlerin i¢ hiicre kiitlelerinden meydana gelen hiicrelerdir. Yaklasik 50-
150 adet hiicre toplulugundan olusan ve embriyonun erken donem fazi olan
blastositlerden koken alan, pluripotent yapidaki hiicrelerdir. ESCs; ii¢ adet
primer germ tabakasmni (ektoderm, endoderm ve mezoderm) meydana
getirmektedirler. Belirli bir hiicre tipi igin, yeterli ve gerekli stimulasyon
verildigi zaman, ESCs” in yetigkin viicudunda iki ytlizden fazla hiicre tiiriine
degisim gosterebildikleri belirtilmistir. ESCs” in klinik pratiginde
kullanimlary; blastositlerin  tiiketimi ile ilgili olarak baz1 sorunlar
yarattigindan, etik ve teknik olarak engeller ortaya ¢ikmaktadir (Telles et al.,
2011 ve Rai et al., 2013).

2.Yetiskin Kok Hiicreler (Postnatal/ Somatik/ Mezenkimal Kok
Hiicreler)

Yetiskin kok hiicreler (ASCs), smirl bir proliferasyon kabiliyetleri olan
ve teorik olarak her doku tipinde bulunabilen hiicrelerdir. Bu 6zelliklerinden

dolay1; ASCs multipotent bir karakter sergilemektedirler (Shilpa et al., 2013).
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ASCs gesitli yetiskin organ ve dokulardan elde edilebilmektedirler

(Raiet al., 2013 ve Pisciottaet al., 2015) .

Baslica ASCskaynaklarini su sekilde siralayabilmek miimkiindiir:

Kemik iligi

Gobek bag1 kordonu

Gobek bagi kordon kani
Periferal kan

Adipojenik dokular
Indiiklenmis pluripotent hiicreler
Amniyotik s1v1

Dental kaynakli kok hiicreler
Deri

Iskelet kast

Kalp

Karaciger

Ovaryum epitelleri

Testisler

ASCs, bircok farkli yetiskin dokulardan izole edilebilmeleri ve gesitli

hiicresel yapilara farklilagabilme potansiyelleri sebebiyle olduk¢a 6nemli bir

noktada yer almaktadirlar. En belirgin multipotent 6zellikli ASCs; ‘Noral kok

hiicreler (NSCs)' , “Hematopoietik Kok Hiicreler (HSCs) * ve “Mezenkimal

Kok Hiicreler (MSCs)” veya ‘“Hematopoietik Olmayan Kok Hiicreler ” dir (Li

et al., 2014).

Kemik iliginden, kordon kanindan ya da periferal kandan kaynak alan

ASCs ‘Hematopoietik Kok Hiicreler (HSCs) ” olarak isimlendirilmislerdir.

HSCs; kirmizi kan hiicreleri, beyaz kan hiicreleri ve trombosit gibi kan

hiicrelerine farklilasabilmektedirler. Kokenlerini adipojenik dokular, hepatik
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kok hiicreler, dermal kok hiicreler ya da dislerden alinmig olan ASCs;
‘Mezenkimal Kok Hiicreler (MSCs) “ veya ‘Hematopoietik Olmayan Kok
Hiicreler * olarak adlandirilmaktadir (Shilpa et al., 2013).

ASCs’ in catis1 altinda yer alan bir diger onemli hiicre yapisma sahip
‘Noral kok hiicreler (NSCs), hipokampal girusun subventrikiiler ve
subgraniiler bolgelerinde yer alarak; noron, astrosit ve oligodendrosit gibi ii¢
farkli beyin hiicresini iiretebilme kabiliyetine sahip olan hiicrelerdir (Liet al.,

2014).

2.3.2 Kok Hiicrelerin Farklilasma Potansiyellerine Gore
Siniflandirilmalar:

1.Totipotent K6k Hiicreler

Zigot ile baslayan gelisimsel siirecte, bir yumurta ve sperm hiicresinin
dollenmesini takiben ilk saatler igerisinde totipotent yapida bir hiicre ayn
yapida birden fazla totipotent hiicrelere boliinerek embriyonik gelisimde
onemli rol tistlenmektedir. Totipotent kok hiicreler (TSCs), embriyonik ve
ekstra - embriyonik dokular vyaratabilen miikemmel bir farklilasma
potansiyeline sahip olan kok hiicrelerdir. TSCs" in her biri yetigkin
viicudunda iki ytlizden fazla hiicre tipine farklilasabilme yetenegine
sahiptirler (Polejaeva et al., 2013).

2.Pluripotent Kok Hiicreler

Embriyonik membran hiicreleri hari¢, tiim viicut hiicre tiplerine
farklilasabilen hiicrelerdir. Dogal gelisim siirecinde, pluripotent kok hiicreler
(PSCs), embriyonun ¢ok kisa bir doneminde bulunmaktadirlar. Bu doénem,
embriyonik yapmin, daha oOzellesmis dokulara farklilasacagi multipotent
degisimi Oncesindeki zaman araligidir. Diger bir anlatimla, PSCs, ‘Seri

boliinmeler sonucu daha sinirli ve 6zellesmis karakterde olan multipotent
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kok hiicrelere farklilasarak; viicudun her hiicre tipi olabilen hiicreler’
seklinde ifade edilebilmektedirler (Biehl et al., 2014).

3.Multipotent Kok Hiicreler

Smirli sayida hiicreye veya hiicresel kokene sahip bagka hiicrelere
farklilasabilme becerisi * Multipotent ‘ terimi ile ifade edilmektedir (Kabir et
al., 2014). Multipotent kok hiicreler; genellikle ayni germ tabakasindan
ayrilmig, farkli kokenlere sahip hiicrelere farklilasabilme potansiyeline sahip
hiicrelerdir. Ornegin; multipotent yapida olan bir HSCs, nétrofil ve lenfosit
gibi birka¢ cesit kan hiicresine farklilasabilmekte; ancak beyin, kan yada
diger cesit kan hiicrelerine farklisamamaktadirlar (Rosa, 2013).

4.Unipotent Kok Hiicreler

Farklilagma hiyerarsisinin en alt tabakalarinda yer alan bu hiicreler,
sadece bir tip hiicreye degisim gosterebilme kabiliyetine sahiptirler (Chandki
et al., 2012).

5.Indiiklenmis Pluripotent Kok Hiicreler

Pluripotent yapidaki ESCs, rejeneratif tip baslig1 altinda yer alan hiicre
bazli tedavilerde, en ¢ok umut vaat eden hiicre kaynaklar1 arasinda yer
bulmaktadirlar. Son zamanlarda uygulanmaya baslayan; c-Myc, Klf4, Oct4
ve Sox2 veya Lin28, Nanog, Oct4 ve Sox2 gibi farkli dortlii gen gruplarin
retroviral trankripsiyonu ile; multipotent kok hiicrelerden veya yetiskin
somatik hiicrelerden ‘Indiiklenmis Pluripotent Kok Hiicreler (iPSs) ‘ in
uretimi, otolog pluripotent embriyonik benzeri kok hiicrelerin elde
edilebilmesine 1s1k tutmustur. iPSs, pluripotent hiicreler ile benzer 6zelliklere
sahiptirler. Insan iPSs ile ilgili ilk kurulum ¢alismalar1; dermal fibroblastlarin
(DFs) yeniden programlandirilmasiyla gergeklestirilmistir (Yan et al., 2010) .

Hiicre fenotiplerinin sahip olduklar1 transkripsiyon faktorlerinin

tanimlanmas1 adina yapilan yogun c¢alismalar siirecinde; bu faktorlerin
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oldukca az bir kisminin, hiicrelerin yeniden programlandirilmasin ve
farklilasmasini igeren hiicre kontrol mekanizmalarini kontrol edebildigi fikri
ortaya atilmistir (Young, 2011).

Yildirim, 2012 yilinda yaymlamis oldugu kitabinda, yeniden
programlandirma yonteminin; embriyo toplanmasi ve ESCs’ in kiiltiire
edilmesi gerekliligini bertaraf ederek; greftleme tekniklerinde ortaya
cikabilen immiinolojik problemlerin (transplantasyon yapilan dokuda
rejeksiyon, greft kaynakli konak doku rahatsizliklar) engellenmesinde
faydali oldugunu belirtmistir (Yildirim, 2012 s.2).

6.0ligopotent Kok Hiicreler

Lenfoid ve miyeloid hiicrelerde oldugu tizere, sadece birkag hiicre

grubunu olusturabilen kok hiicrelerdir (Yan et al., 2010) .

23.3Kok  Hiicrelerin Koken  Aldiklart  Dokulara  Gore
Siniflandirilmalar:

Kok hiicreleri, koken aldiklar1 dokulara bagl kalarak kategorize
etmek miimkiindiir. Bu smiflama su sekilde siralanabilir (Can, 2008, Han et
al., 2014):

1.Endodermal Kokenli Hiicreler

e Pulmoner Kaynakl Epitelyal Kok Hiicreler

e Gastrointestinal Yolak Kaynakli Kok Hiicreler
e Pankreatik Kok Hiicreler

e Hepatik Kok Hiicreler

e Meme ve Prostat Bez Kaynakli Kok Hiicreler

e Yumurtalik ve Testis Kaynakli Kok Hiicreler
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2.Mezodermal Koékenli Hiicreler
e Hematopoietik Kok Hiicreler
e Mezenkimal Stromal Kok Hiicreler
e Mezenkimal Kok Hiicreler
e Miyojenik Progenitor Hiicreler
e Multipotent Yetigkin Progenitor Hiicreler
o Kemik Iligi Kok Hiicreleri
o FSSC(Feline Spermatogonial Stem Cells )
e USSC (Unrestricted Somatic Stem Cells )
e Kardiyak Kok Hiicreleri
e Kaslarin uydu hiicreleri
3.Ektodermal Kékenli Hiicreler
e Noral Kok Hiicreler
e Deri Kok Hiicreleri

e QOkiler Kok Hiicreler

2.4 Kraniyofasiyal ve Dental Embriyolojik Gelisim Siirecleri ile
Dental Dokularin Genel Yapilar1 ve Kok Hiicre Varliklar:

Kraniyofasiyal gelisim, kok hiicre topluluklar ile degisken gelisimsel
baslangiclarin kombinasyonunu igeren kompleks bir donemdir. Dissel
gelisimin en az iki adet embriyolojik kokeni vardir. Agiz epiteli kaynakl
ektoderm, dis minesi gelisimini meydana getirmektedir. Noral krista ise
geriye kalan dental yapilar1 (pulpa, dentin ve sement) olusturmaktadir
(Thesleff et al., 2009).

Odontogenezis, bu embriyolojik gelisimin besinci haftasinda
baslamakta ve daimi dentisyon siirecinin sonuna kadar devam etmektedir.
Gebeligin besinci haftasindan sonra, ilerde gelisecek olan alt ve iist g¢ene

dental arklarinda primer epitelyal bandlar olusup, daha sonralar1 kalinlasma
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gosterirler. Bu bandlar etrafindaki agiz epitelinin her iki arkta da ice dogru
hareketi, vestibuler laminanin ve dental papillanin (DP) gelisimi ile sonlanir.
Dental lamina altinda baslayan odontogenezis, dissel gelisimin {i¢ safhasina
da onctiliik etmektedir (Feng et al., 2012) .

Bu safhalar:

1.Tomurcuk Evresi: Epitelyal hiicreler, ektomezenkimal alana hareket
ederler ve ektomezenkimal hiicreler tomurcuk etrafinda kiimelenmeye
baslarlar.

2. Takke Evresi: Bu evrede proliferasyon sonucu, dis tomurcuklar:
takke gseklini alirlar. Epitelyal yapi mine organmni olusturur ve
ektomezenkimal hiicreler mine organ etrafinda, DP’ y1 meydana getirmek
icin toplamirlar. Dental folikiiller, papilla etrafinda bir kese goriintiisii
olustururlar.

3. Can Evresi: Bu sathada mine organmin alt yiizeyi derinlegerek,
farklilasmaya baglar. I¢ dental epitelyal (IDE) hiicreleri ve DP, bazal
membran (BM) boyunca birbirleri ile baglantiya gecerler.

fleri gan evresinde; IDE ve DP hiicreleri proliferasyonlarini
durdururlar ve hiicresel yapilar1t BM’ in zit yoniine dogru hareket ederek,
uzarlar. Daha sonra IDE hiicreleri preameloblastlara doniiserek, DP
hiicrelerine sinyal gonderip odontoblastlara doniisim gosterirler. Olusan
odontoblastlar ise IDE" nin alt kisimlarindaki alan etrafinda, predentin
yapisinda bir organik matriks sentezlerler. Hidroksiapatit sentezi ve
mineralizayon olaylar;, olusan bu predentinin, dentine doniistimini
saglarlar (Klein et al., 2006) .

Dislerin kok yapilari, kuronal gelisimden ayri olarak meydana
gelmektedir. I¢ ve dig dental epitelyal hiicre tabakalari, Hertwig epitelyal kok

kinini (HERS) olusturmak tizere, servikal diigiimden asagiya dogru gelisim
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gosterirler. Olusan HERS hiicreleri, DP hiicrelerinin odontoblastlara
farklilasma siireglerini, kok dentinini sentezleyebilmeleri igin indiiklerler.
Sentezlenen sementoblastlar, periodontal ligament (PDL) fibroblastlar1 ve
alveolar kemik osteoblast hiicreleri; disleri destekleyerek, soketleri igerisinde
stabilize kalmalarmi saglayan hiicrelerdir. Bu hiicreler, dental folikiillerden
meydana gelerek, hep birlikte periodonsiyum yapis1 olarak adlandirilirlar
(Feng et al., 2012) .

Tatullo ve arkadaslari, son donemde yaptiklar: ¢alismalari ile dislerin
gelisimsel siireglerini; hem ag1z epiteli ve ektomezenkimal hiicreler arasinda
olusan indiikleyici sinyal mekanizmasi, hem de noral krista hiicrelerinin
migrasyonlar1 ile sekillenen bir periyot olarak ifade etmislerdir. Viicudun en
sert iki dokusu olan mine ve dentin yapilarinin da bu etkilesimlerin birer
sonucu olarak,meydana geldiklerini bildirmislerdir (Tatullo et al., 2015).

MINE: Diglerin kuronal yapilarini gevreleyen, agiz kavitesi igerisinde
goriilebilen dis sert dokusu olarak ifade edilmektedir. Mine yapisy;
ameloblastlardan kaynaklanan epitelyal hiicreler tarafindan sentez
edilmektedir.

SEMENT: Dislerin kok yiizeylerini ¢evreleyen , kemik benzeri ince bir
tabaka seklinde ac¢iklanmaktadir.

DENTIN: Mine ve sement dokulari altinda yer alan vital ve
mineralize bir i¢ tabakadir. Odontoblastlar tarafindan sentezlenen bir
yapidir.

DENTAL PULPA: Pulpal yapy, her bir disin merkez boslugunda

lokalize olmus, farkli Ozellesmis hiicreler, kan damarlar1 ve sinirlerden
meydana gelen, gevsek yapida kompleks bir bag dokudur. Bu yap: 4

tabakadan meydana gelmektedir (Ferroni et al., 2015) .
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Bu tabakalar:
1. Eksternal odontoblastik tabaka
2. Hiicresiz tabaka
3. Hiicreden zengin tabaka
4. Internal parietal pleksus alan
Pulpal alanin igerdigi diger hiicre ve yapilar su sekilde listelenebilir
(Ferroni et al., 2015) :
e En i¢ alanda yer alan, ¢ok sayida fibroblast ve ekstraselliiler
matriks (ECM)
e Farklilasmamis mezenkimal hiicreler
e Fibrositler
e Makrofajlar
e Lenfositler ve
e Apikal foramen araciligl ile pulpa kavitesine giren kan
damarlar1 ve sinirleri
Dis pulpasmnin ana fonksiyonu; dentin {iretimi yapmak, dentinin
biyolojik ve fizyolojik canliliginin devamhiligimi saglamaktir. Bu gorevlerin
yani sira dis pulpasinm; mekanik travma, kimyasal iritasyon veya
mikrobiyal invazyondan kaynakli dis agrilarindan sorumlu olan duyu sinir
sistemine kars: yiiksek cevap olusturma yetenegi de bulunmaktadir (Huang

etal., 2012) .
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Giiniimiizde Uygulanan Vital ve Vital Olmayan Geleneksel Pulpal

Tedavi Yaklasimlar1 ve Sinirlamalari:

Kok Kanal Tedavisi: Enfekte ve nekrotik hale gelmis pulpal yapinin

iyilestirilmesi adina, en sik uygulanan tedavi prosediiriidiir. Enfekte olmus
pulpal dokunun uzaklastirilarak; pulpal boslugun dezenfeksiyonu ve bu
alanin gilita perka gibi canli doku rejenerasyonunu indiikleme
potansiyelinden yoksun sentetik bir madde ile doldurulmasini igerir. Sonug
olarak kanal tedavisi uygulanan disler; hassasiyet ve canhiliklarmi
kaybederler, enfeksiyonlara immiinolojik olarak cevap verme kabiliyetlerini
yitirirler. Bu dezavantajlarin yan sira; immunolojik cevapsizliga bagh olarak
ikincil enfeksiyonlarin olusumu sonucu komsu dokulara enfeksiyon yayilimi
gelisebilmekte ve sepsis durumu ortaya cikabilmektedir (Ravindran et al.,
2015) .

Direkt Pulpa Tedavisi: Dis ortama agilmis canli pulpa dokusunun;

biouyumlu, biorejeneratif dental materyaller kullanilarak oOrtiilmesiyle
birlikte, pulpal dokunun canliligini ve tersiyer dentin kopriisii olusumunu
amaglayan bir tedavi seklidir (Poggio et al., 2015) .

Direkt pulpa kapaklamasmi takiben, primer odontoblastlar uyarilarak
reaktif bir dentin olusturmaya baglarlar. Hasarin siddetine bagh olarak,
odontoblastlar canliliklarin1 kaybetmisseler, pulpal yap: igerisinde yer alan
DPSCs" lerin farklilasmas: ile ortaya cikan ikincil odontoblast benzeri
hiicreler ile yer degistirerek reaktif cevap siireci devam ettirilebilir
(Jaberiansari et al., 2014) .

Pulpotomi: Vital pulpal tedavilerinin (VPT) bir alt basamag: olarak
kabul edilen bir tedavi segenegidir. Direkt pulpa kapaklamasindan farkl
olarak; oOzellikle hasar gormiis odontoblast hiicrelerinin bulundugu

bolgedeki enfekte dentin atiklari/ zarar gormiis pulpal dokular (1 mm’ yi
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asmayacak pulpal acgilimlarda) uzaklastirilmaktadirlar. Bu tedavi
prosediiriindeki temel amag; temiz bir yara bolgesi olusturarak, pulpay:
cevreleyen ajan ile hentiz farklilasmamis olan MSCs arasinda bir baglanti
kurulmasini saglamaktir (Asgary et al., 2014).

Cocuk ve yetigskinlerde uygulanan geleneksel pulpal tedavilerin
yarattigi dezavantajlarin {istesinden gelebilmek amac ile; klinik olarak,
fonksiyonel bir pulpal doku rejenere etme fikri ‘Dis Hekimliginde Dental
Dokulardan izole Edilen Kok Hiicrelere Yonelimi ve Doku Miihendisligine
Egilim” i meydana getirerek, arastiricilar geleneksel tedaviler yerine,
rejenenerasyon odakli tedaviler iizerine arastirmalara yonelmislerdir

(Ravindran et al., 2015) .

2.5 Dental Dokulardan Elde Edilen Kok Hiicreler

Glintimiize kadar dental dokulardan izole edilmis olan kok hiicreler
su sekilde siralanabilir (Eleuterio ef al., 2013) :

1.Dental Pulpa Kok Hiicreleri (DPSCs)

2.Fksfoliye Olmus Insan Siit Dislerinden Elde Edilen Kok Hiicreler

(hSHED:)

3.Periodontal Ligament Kok Hiicreleri (PDLSCs)

4.Apikal Papilla Kok Hiicreleri (SCAPs)

5.Dental Folikiil Kok Hiicreleri (DFSCs)

6.Dis eti Bag Dokusu Kaynakli Kok Hiicreler (GING SCs)

7.0ral Periosteum Kaynakli Kok Hiicreler (OPSCs)

2.5.1 Dental Pulpa Kok Hiicreleri (DPSCs)

Pulpal doku igerisinde yer alan kok hiicrelerdir. MSCs” in bir
popiilasyonu olarak tarif edilen bu hiicreler, “Uluslararasi Hiicresel Tedavi
Toplulugu” nun Mezenkimal ve Doku - Kok Hiicre Komitesi” tarafindan da

tanimlanmislardir. Bu tanmimda; DPSCs standart kiiltiir kogsullarinda
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varliklarin1 siirdiirebilen, in vitro ortamda osteoblastik, adipojenik ve
kondroblastik farklilasma sergileyebilen hiicreler olarak ifade edilmislerdir.
Bu ozelliklere ek olarak; BMMSC:s ile karsilagtirilarak agiklanan DPSCs’ lerin,
proliferasyon aktivitelerinin ve hiicre sayilarinin BMMSCs’ lere gore daha
yliksek oldugu bildirilmistir (Dutilleul et al., 2015) .

DPSCs’ lerin i1k Kesfi

Gronthos ve arkadaslar1 ilk kez 2000 yilinda; gomiilii yirmi yas
diglerinin pulpal yapilarindan elde ettikleri doku ile, DPSCs" i tanimlamiglar
ve bu hiicrelerle de pulpal rejenerasyonun ilk in vivo 6rnegini ¢alismalarinda

gostermislerdir (Gronthos et al., 2000) .

DPSCs’ lerin Kékenleri, Kaynaklari ve Genel Ozellikleri

Mezenkimal bir kokene sahip olan bu hiicreler, noral tiibiin noral
krista hiicrelerinden meydana gelmislerdir. ASCs 6zelligine sahip olduklar:
diistintilen, multipotent karakterindeki hiicrelerdir (Vianna et al., 2013) .

Karmasik bir proges olan odontogenezis siiresince; dis germleri, noral
kristanin ektomezenkimal tabakasi ve dental laminanin ektodermal tabakasi
olmak {tizere iki tabakadan koken alirlar. Dolayisiyla, bu donem igerisinde,
dental pulpada yer alan DPSCs’ in de iki farkl tiirii oldugu diistintilmektedir
(Suchanek et al., 2007) .

Bu popiilasyonlar:

e Noral krista mezenkiminden kaynaklanan DPSCs
e Ektodermal dental laminadan kaynaklanan DPSCs

DPSCs” in kaybedilmis dental dokularin geri kazanimmda ve kok-

kanal sisteminin yeniden insa edilmesinde, ideal bir ara¢ olduklar:

disiiniilmektedir. Uygun indiikleyici ortamlar altinda, bu hiicrelerin bir¢ok
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farklilasma  kapasitesine sahip olmalar1 bu diisiinceyi ortaya
cikarmigtir(Boyle et al., 2014).
Bu farklilasma potansiyelleri su sekilde siralanabilir (Boyle et al.,

2014):

e Osteoblastik

e Odontoblastik

e Adipojenik

e Norojenik

e Kondrojenik

o MSCs

e Endotelyal hiicreler

DPSCs’_in Izolasyon Alanlari, Identifikasyonlari, Morfolojik ve

Antijenik Karakterizasyonlar1

DPSCs; insan, fare, koyun, sempanze, domuz gibi farkh
organizmalardan izole edilebilmektedirler. DPSCs” indental dokulardan elde
edilen baglica izolasyon alanlar1 (Noce et al., 2014) :

e Siit ve daimi dislerin pulpal yapilar

e Yirmi yas diglerinin pulpal yapilar:

e Eksfoliasyon zamani gelmis siit dislerinin pulpal yapilar:
e Siipernumerer dislerin pulpal yapilar

e Apikal papilla alan1

DPSCs, MSCs ile benzer yapida; CD29, CD44, CD59, CD90, CD106 ve
CD146 ylizey antijenleri igin pozitifekspresyon; CD45, CD34 ve CD11b
antijenleri i¢in ise negatif ekpresyon karakterizasyonu gostermektedirler

(Martens et al., 2013) .
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DPSCs eksprese ettikleri yiizey antijenlerinin yami sira, fibroblast
benzeri morfolojik yapilari, plastik yiizeylere adezyon ve in vitro ortamda
koloni olusturabilme ozellikleri sayesinde, MSCs ile benzer bir yapiya
sahiptirler (Fawzy El- Sayed et al., 2012) .

DPSCs’ in Rejeneratif Potansivelleri ve Doku Miihendisligi ile

Rejeneratif Tip’ taki Yerleri

Rejeneratif tip biyolojik fonksiyonu gelistirmek veya kaybedilmis
dokunun yerine ge¢cmek amaciyla; hiicreler ve miihendislik ile diizenlenmis
materyallerin uygun biyokimyasal faktorlerinin kombinasyonlarinin
kullanimi olarak tarif edilmektedir. Bu yiizden rejeneratif tip tedavilerinin,
hasar gormiis dokular1 ve organlari tamir edebilme potansiyelleri vardir.
DPSCs" in rejeneratif potansiyelleri, cesitli dental kaynakli olmayan
dokularda calisiimistir. In vivo calismalar, bu hiicrelerin; kemik, kan
damari,odontoblast, sinir, deri ve miyokard formasyonu yapabildiklerini
gostermislerdir (Daltoe et al., 2014; Atalayin et al., 2016 ve Chamieh et al.,
2016) .

DPSCs; multipotent yapilari, yiiksek proliferasyon kapasiteleri ve
kolay izolasyon gibi biyolojik 6zellikleri sebebiyle,oral bolge ve oral olmayan
bolgelerde rejeneratif tipta onemli rol oynamaktadirlar (Ferroni et al., 2015) .

DPSCs in dentin rejenerasyonu potansiyelleri deneysel hayvan
calismalari ile gosterilmeleri, dis rejenerasyonu igin ise ( yapi iskeleleri ile
uygun bir mikrogevrenin yaratildig1 ortamda) orodontoblast progenitorii
olarak gorev yapmalary; bu hiicrelerin “ Rejeneratif Dis Hekimligi “ nin temel
kaynaklar1 olduklarmi kanmitlamaktadir (Didilescu et al., 2013 ve Kawamura et

al., 2016) .
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2.5.2Eksfoliye Olmus Insan Siit Dislerinden Flde Edilen Kok
Hiicreler (hRSHED:)

Siit digleri; gelisimsel kokenleri, doku yapilar1 ve sagladiklar
fonksiyonlar1 gibi bir¢cok Ozellik yoniinden, daimi dislerden farklilik
gostermektedirler. Siit dislerinin kok rezorpsiyonlar1 ve daimi dislerin
erlipsiyonlar1 arasinda, karmagik diglenme doneminin yasandig: siiregte,
gecici bir kaotik durum ortaya c¢ikmaktadir. Bu dinamik periyot;yedi yas
civar1 baglayarak, sirayla yirmi adet siit disinin tamamen degisimine kadar
devam etmektedir (Kerkis et al., 2012) .

Siit dentisyondan daimi dentisyona gecis doneminde eksfoliye olmus
siit dislerinden elde edilen; birden fazla hiicreye farklilasabilme
potansiyelleri ile birlikte, olaganiistii bir ASCs popiilasyonu olarak davranan
kok hiicre topluluklar1 hSHEDs olarak tanimlanmaktadirlar (Wang et al.,
2010).

hSHEDs' in Ilk Kesfi

[k olarak 2003 yilinda, Miura ve arkadaslarinin, 7-8 yas araligindaki
cocuklarin diisme zamani gelmis siit dislerinin ¢ekimini takiben; bu dislerde
kalan artik pulpal dokunun, multipotent yapida birer kok hiicre yapisinda
olduklarmi gostermeleriyle birlikte; "hSHEDs" terimi ortaya ¢ikmistir (Miura
et al., 2003) .

hSHEDs’ in K6kenleri, Kaynaklari ve Genel Ozellikleri

Kok hiicreler farkli kaynaklardan izole edilmelerine ragmen, in vivo
ortamdaki davranislari; gelisimsel ve terapotik potansiyelleri ile benzer
ozellikler sergilemeleri, embriyonik kokenleri ve anatomik lokasyonlar: ile
baglantilidir. Genel dis yapisi oral ektoderm ve noral kristadan (gegici
embriyonik doku) gelismekte olup; noral krista daha sonradan noral krista

kok hiicrelerine (NCSCs) farklilasim gostermektedir. NCSCs, cesitli hiicre
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tiplerine farklilagsabilen pluripotent hiicre topluluklari olan ESCs gelisiminde
rol oynarlar. hSHEDs; embriyonik kokenleri, kendi kendilerini
yenileyebilme, proliferasyon kapasiteleri, spesifik olarak eksprese ettikleri
markirlar1 ve multipotent yapilar: ile birlikte NCSCs ile esdeger ozellikler
gostermektedirler (Douarin et al., 2008).

hSHEDs yiiksek proliferasyon kabiliyetine sahip multipotent
hiicrelerin olusturdugu bir popiilasyon olup; bu karakterlerini baglica, in
vitro ve in vivo ortamlarda, su fonksiyonel hiicresel farklilasmalar:
gerceklestirerek gostermektedir (Nourbakhsh et al., 2011) :

Osteoblastlar

Odontoblastlar

Endotelyal hiicreler

Noral hiicreler

Adiposit hiicreler

hSHEDs" in proliferasyon derecelerinin diger kok hiicre tiirleri ile
kiyaslandig: cesitli calismalarda, 6zellikle DPSCs ve BMMSCs ile aralarinda
farklar bulunmus ve hSHEDs’ in proliferasyon hizlar ile popiilasyon ikileme
zamanlamalarinda daha yiiksek sonuglar gozlemlenmistir. Bu pozitif
ozelliklerine ragmen, siit dislerinde meydana gelen fizyolojik rezorpsiyona
bagli olarak, kalan pulpal doku miktar1 oldukc¢a az oranlarda seyretmektedir
(Yu et al., 2014 ve Luddin et al., 2016) .

hSHEDs’ in Izolasyon Alanlari, Identifikasyonlari, Morfolojik ve

Antijenik Karakterizasyonlar:

hSHEDs" in, eksfoliye olmus siit dislerinin kalan pulpal yapilarindan
izolasyonlar1 kolaylikla saglanabilmekte ve hizli kiiltiir ortami yayilimlar:

gozlemlenebilmektedir (Behnia et al., 2014) .
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hSHEDs' in ilk kesfinde Miura ve arkadaslar1 yapmis olduklar: kiiltiir
ortaminda; kiire bigimli hiicre kiimeleri gozlemlemis ve bu kiimelerin
ayrimindan sonra ise her bir hiicrenin fibroblast benzeri hiicreler seklinde
gelisimlerine devam ettiklerini saptamislardir (Miura et al., 2003) .

Freshney ve arkadaslari, 2007 yilinda, DPSCs ile hSHEDs i
karsilastirmis olduklar1 arastirmalarinda; DPSCs ve hSHEDs arasinda
morfolojik olarak bazi farkliliklar gézlemlemislerdir. DPSCs’ in biiytik bir
boliimiiniin fibroblast benzeri; hSHEDs' in ise epitel benzeri hiicreler olarak
goruldiigtinii bildirmislerdir (Freshney et al., 2007) .

hSHEDs, DPSCs ve BMMSCs ile benzer yapida, MSCs markirlarinda
pozitif ekspresyon (CD105 CD90, CD73) ; ancak hematopoietik
markirlarinda (CD45, CD34, CD11b) negatif ekspresyon gostermektedirler
(Sakai et al., 2012) .

hSHEDs, DPSCs ve BMMSCs” den farkli olarak; CD105 ve CD146
markirlarin1 daha yiiksek oranlarda ekprese etmektedirler. Bu markirlarin
yliksek ekspresyonu da hSHEDs in daha yiiksek proliferasyon ve
diferansiyasyon kabiliyetlerini aciklamaktadir (Li et al., 2014) .

Yapilmis olan bagka calismalarda ise hSHEDs" in ekprese ettikleri

yluizey markirlari su sekilde toparlanmistir (Wang et al., 2012 ve Behnia et al.,

2014):
Pozitif markirlar:
. CD29
. CD105

o STRO-1 (Erken MSCs markir1)
o CD146 (Erken MSCs markiri)

Negatif Markirlar:
. CD31

o CD34
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hSHEDs" in Rejeneratif Potansiyelleri ve Doku Miihendisligi ile

Rejeneratif Tip’ taki Yerleri

Siit diglerinin pulpal dokusunda yer alan hSHEDs"in kesfi ve MSCs
karakterizasyonlarinin tespit edilmesinden itibaren; hSHEDs, gelecek vaat
eden birer kok hiicre kaynagi olarak diistintilmiistiir. Bu hiicrelerin; in vitro
ve in vivo ortamlarda; dentin — kemik tiretimi yapan hiicreler, endotelyal
hiicreler, noral hiicreler ve miyosit hiicre gruplarma farklilasabildikleri ve
hayvan modellerinde doku miihendisligi adina gesitli defektleri (Kemik
defektleri, muskiiler distrofi, omurilik yaralanmalar1) rejenere edebildikleri
gosterilmistir (Kirketi, 2010; Ma et al., 2012; Bento et al., 2013 ve Jeoni et al.
2014) .

hSHEDs" in, DPSCs ile benzer 6zelliklerde noron, adiposit, osteoblast,
kondroblast ve odontoblast hiicrelerine farklilasabilme potansiyelleri in vivo
calismalarda test edilmistir.Insan dis kesitlerine ekimi yapilan hSHEDs' in,
daha sonrasinda immiin sistemi baskilanmis farelere aktarimi sonucunda; bu
hiicrelerin dentin benzeri dokular olusturduklar tespit edilmistir (Cordeiro
et al., 2008 ve Chen et al., 2014) .

Baz1 arastirmacilar hSHEDs" in in vivo ortamda osteoblastlara
farklilagsabilme potansiyellerinin oldugunu iddia etse de; Miura ve
arkadaslar1 bu hiicrelerin kemik olusumunda, osteoindiiktif faktor olarak rol
aldiklarini savunmaktadirlar (Miura et al., 2003 ve Wang et al., 2012) .

Sonug¢ olarak; zarar gormiis dis dokularimin tamirinde, kemik
rejenerasyonun indiiklenmesinde, kikirdak doku miihendisliginde ve
dejenere olmus ya da yaralanma meydana gelmis noral dokularin tamir
edilmesi amaciyla kullanilan kok hiicre terapilerinde; siit disleri umut verici
birer rejeneratif tip kaynagi olarak diisiiniilmeye baslanmistir (Kashyap,

2015) .
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hSHEDs’ in Terapotik Amacli Rejeneratif Terapi Arastirmalarinda

Kullanim Alanlan

Eksfoliye olmus siit diglerinin pulpal yapilar;; kondrosit, osteoblast,
adiposit ve mezenkimal kok hiicreler icermektedir. Tiim bu hiicreler birgok
hastaligin ~ tedavisinde,  biiyiikk  oranda  terapotik  potansiyeller
icermektedirler(Goomer et al., 2014).

hSHEDs" in terapotik amagl arastirmalarda kullanildiklar1 baslica
hastaliklar (Goomer et al., 2014; Xiao et al., 2014; Mita et al., 2015; Yamaguchi
et al., 2015 ve Monteiro et al., 2016) :

e Norodejeneratif Hastaliklar (Alzheimer, Parkinson,
Amyotrofik Lateral Sklerozis (ALS)

e Kronik Kalp Rahatsizliklar1 (Konjestif Kalp Yetmezligi, Kronik
[skemik Kalp Yetmezligi)

e Periodontal Hastaliklar

e Diglerin ve kemiklerin yeniden ingasi

hSHEDs' in Terapotik Amacli Diger Kullanim Alanlar::

¢ Ortofasiyal Kemik Defektleri Tedavisinde (Zheng et al., 2009)

e Osteonekroz Meydana Gelmis Vakalarin Tedavisinde (Feritosa
et al., 2010)

e Korneal Yiizey Rekonstriiksiyonunda (Gomes et al., 2010)

e Lupus Eritemat6z Tedavisinde (Yamaza et al., 2010)

e Noral Yaralanmalarda (Rossi et al., 2007)

e Renal Disfonksiyon Tedavisinde (Yamaza et al., 2010)

e Kraniyal Kemik Defektleri Tedavisinde (Kerkiset al., 2012)

¢ Omurilik Yaralanmalari- Nororejeneratif Terapilerde (Sakai et
al., 2012)

e Serebral Iskemi Tedavisinde (Inoue et al., 2013)
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2.5.3Apikal Papilla Kaynakli1 Kok Hiicreler (SCAPs)

Apikal papilla; gelismekte olan dislerin kok yapilarmmn wug
kisimlarinda lokalize olmus, histolojik olarak pulpal yapidan farklilik
gosteren bir dokudur. Kok gelisimi ile alakali olarak bu doku; MSCs’ in
potansiyel bir kaynagini olusturmaktadir (Sedgley et al., 2012 ve Shiehzadeh
etal., 2014) .

SCAPs ilk olarak; Sonoyama ve arkadaslar1 tarafindan 2006 yilinda,
DSCs” in yeni bir popiilasyonu olarak yirmi yas dislerinin apikal papilla
alanlarindan izole edilmisler ve papillanin apikal alanindan elde edilen kok
hiicreler olarak adlandirilmislardir (Sonoyama et al., 2006) .

SCAPs, heniiz gelisimini tamamlamamis olan dislerin apikal papilla
alanindaki dokulardan izole edilen ve MSCs karakteristigine sahip olan
hiicrelerdir (Wu et al., 2012) .

Digssel gelisimin erken safhalarinda olusmaya baslayan apikal papilla;
dis koklerinin ug¢ kisimlarma dogru hareket ederek, radikiiler dentin ve
pulpal dokunun gelisimlerinin devamliliginda énemli bir rol oynamaktadir.
Bu sebeple SCAPs, pulpa- dentin kompleksinin rejenerasyonu igin
miikemmel bir kaynak olarak goriilmektedirler (Schneider et al., 2014) .

Diger DSCsile benzer 6zelliklerde SCAPs, STRO-1 ve CD146 gibi erken
mezenkimal hiicre ylizey antijenlerini ve kendilerine 6zgii CD24 antijenini
eksprese etmektedirler (Zhang et al., 2014) .

Uygun kiiltiir kosullar1 altinda SCAPs, kolojenik fibroblast benzeri
hiicre topluluklar1 seklinde prolifere olmakta; bunun yani sira; odontojenik,
osteoblastik ve adiposit benzeri hiicrelere farklilasma gostermektedirler
(Huang et al., 2009) .

SCAPs ve DPSCs karsilastirildigi zaman SCAPs, DPSCs” e kiyasla

(Sonoyama et al., 2006; Sonoyama et al., 2008 ve Friedlander et al., 2009) :
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e Daha yiiksek oranlarda STRO-1 ekspresyonu

e Daha yiiksek popiilasyon proliferasyonu

e Daha yiiksek in vivo dentin rejenerasyonu kapasitesi

e Daha yiiksek mineralizasyon kapasitesi

e Daha yiiksek telomeraz aktivitesi

e Daha yiiksek migrasyon kapasitesi gibi tistiinliikler gostermektedirler.

Yapilan in vivo calismalarla desteklenmis olan; SCAPs" in dentin
rejenerasyon kabiliyetleri, ¢esitli farklilasma potansiyelleri, bio-kok
olusturabilme kapasiteleri bu hiicrelerin doku rejenerasyonlarinda ve doku
miihendisliginde kullanilabileceklerini gostermistir (Wang et al.,2014 ve Yu,
et al., 2016).

Bu bulgular temelinde SCAPs" in, kok dentin formasyonundan
sorumlu olan primer odontoblastlarin bir kaynag oldugu ve bu
ozelliklerinin, apikal periodontitis veya apse gelismis heniiz gelisimini
tamamlamamis dislerin klinik olarak apeksogenezis fenomeni ile reperatif
dentin olusumunu aciklayabilecek yapilar olduklar1 distiniilmektedir

(Chueh et al., 2006 ve Huang, 2008).

2.5.4 Periodontal Ligament Kaynakli1 Kok Hiicreler (PDLSCs)

Periodonsiyum boélgesi; epitel ve mineralize bag doku yapilarmni
iceren , kompleks bir anatomik yapidir. PDL ise; sement ve alveolar soketin
i¢ duvar1 arasmnda seyreden, dental folikiillerden ayrilmis, yumusak bag
dokularidir (Li et al., 2014 ve Roozgear et al., 2015) .

PDL bolgesinin, cesitli hasarlara cevap niteliginde sementoblastik
veya osteoblastik farklilasim gosterebilen progenitdr hiicreler igeren
heterojen bir yap1 olusu; bu alandaki kok hiicre varliinin sorgulanmasina

neden olmustur (Rimondini et al., 2009). Bu amagla; PDLSCs’ in izolasyonu
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ilk kez, Seo ve arkadaglarmin 2004 yilinda yapmis olduklar1 arastirma ile
rapor edilmistir (Seo et al., 2004).

PDLSCs, BMMSCs' e kiyasla; daha uzun omiirlii yapilar ile birlikte,
daha fazla proliferasyon ve kolojenik yapilanma gostermektedirler.
Farklilasma kapasiteleri degerlendirmelerinde ise; bu hiicrelerin uygun
kiiltir  kosullar1  altinda; sementoblastik, osteoblastik, adipojenik,
kondrojenik, norojenik ve kolajen {reten hiicrelerin = 06zelliklerini
sergilediyebildikleri gozlemlenmistir. Bu farklilasma kapasiteleri sayesinde
PDLSCs in in vivo ortamda, sement ve periodontal ligament
karakteristiginde yapilar tiretebildigi saptanmistir (Seo et al, 2004 ve
Nagatomo et al., 2006) .

PDLSCs, BMMSCs” e ve DPSCs” e benzer sekillerde; STRO-1 ve CD146
gibi erken MSCs markirlarini eksprese etmektedirler. Bu markirlarin yani
sira;  sklerotik ve tendon- spesifik transkripsiyon faktorlerinin
ekspresyonlarim1 da gostermektedirler. Bu Ozelliklerinden farkli olarak
PDLSCs, sementoblastik/ osteoblastik markirlar eksprese etmelerine ragmen;
hematopoietik komponentleri sebebiyle, in vivo ortamda, dentin formasyonu
kabiliyetleri yoktur ( Park et al., 2011 ve Saito et al., 2015) .

Periodontitis gibi, disler ¢cevresinde yumusak ve sert doku hasarlarina
sebep olan periodontal hastaliklarda; PDLSCs, bu yapilarin rejenerasyonu
adma uygulanan doku miihendisligi ve hiicre bazl tedavilerde uygun birer

hiicresel kaynak olarak basariyla kullanilmaktadirlar (Li et al., 2014) .

2.5.5Dental Folikiillerin Progenitér Hiicreleri (DFPCs)

Dental folikiil, dis germi etrafini ¢epegevre saran ektomezenkimal
kaynakli bir hiicre yogunlagsmasidir. Dis germleri cevresindeki folikiiler
yapilar, dissel gelisimin erken safhalarinda meydana gelmekte ve

periodonsiyum, periodontal ligament, sement ve alveolar kemigin
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olusumuna katkida bulunan hiicreler icermektedirler (Morsczeck et al., 2005
ve Luan et al., 2006) .

Dental folikiillerin ektomezenkimal yapili fibr6z dokulardan; sement,
kemik ve PDL olusturabilmeleri nedeniyle, bu yapilar multipotent dokular
olarak distiniilmektedirler. Bu diislince 1s181nda; ilk kez gomiilii tiglincii
biiyiik az1 diglerinin folikiiler yapilarmin analiz edilmesiyle, DFPCs" in
izolasyonlar1 basariyla gergeklestirilmistir (Morsczeck et al., 2005; Park et al.,
2012 ve Nemoto et al., 2016) .

Gomiilii tiglincti biiytlik az1 dislerinin folikiiler alanlarindan kolaylikla
izole edilebilen DFPCs; STRO-1, CD13, CD44, CD73, Notchl ve Nestin gibi
MSCsbelirtegleri ile birlikte GoPro49 ve Golgi proteini gibi kendilerine 6zgii
belirtecleri de eksprese etmektedirler (Takatalo et al., 2009 ve Drees et al.,
2013).

Uygun kiiltiir kosullar1 altinda DFPCs” in; osteoblast, sementoblast,
kondrosit, adiposit ve néron benzeri hiicrelere farklilasabilme potansiyelleri
mevcuttur. Son yillarda yapilan calismalarla, 38 °Cve 40 °C araliginda
kiiltiire edilen DFPCs’ in, 1s1 stresine baglh olarak daha etkili bir ostojenik
farklilasma gosterebilecekleri de bildirilmistir (Jamal et al., 2011 ; Aonuma et
al., 2012 ve Rad et al., 2013) .

DFPCs in vivo ortamda; dentin, sement veya kemik formasyonu
saglayamamalarima ragmen; yapilan bazi ¢calismalarda bu hiicrelerin, sement
benzeri matriksler ve kemik yapilar1 sentezleyebildikleri gozlemlenmistir. Ne
yazik ki; periodontal hastaliklarin hiicresel tedavileri siiresince, bu hiicrelerin
potansiyel kabiliyetleri heniiz net olarak agiklanamamustir (Li et al., 2014;

Sowmya et al., 2015 ve Nemoto et al., 2016) .
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2.6 Dental Kaynakli Kok Hiicrelerin (DSCs) Alternatif ve Talep
Edilir K6k Hiicre Kaynaklar1 Olarak Kabul Edilmelerinin Nedenleri

e Daimi veya c¢ocuklarin eksfoliye olmus siit dislerinin pulpal
yapilarinin ekstirpasyon islemi, invaziv olmayan bir protokoldiir

e Izole edilebilen kok hiicrelerin biiyiik bir orani pulpal doku igerisinde
yer almaktadir

e DSCs; kemik, dentin kikirdak, yag, sinir ve kas gibi cesitli hiicre tipine
farklilasabilme ve doniisebilme kapasitesine sahiptirler

e DSCs, cesitli biyomateryallere uyumluluk ve adezyon gosterebilme
ozelliklerine sahiptirler

e Pulpal yapida yer alan kok hiicre popiilasyonlari, giiniimiiz kok hiicre
poptilasyonlarinin ~ (0zellikle kordon kani kok hiicrelerinin
dondurulmas: gibi ) hareket kisithhifi ve doku kaybi yaratmas:
sebebiyle; bu popiilasyonlara en iyi alternatiflerden biri olarak
diistintilmeye ve cesitli hiicrelere farklilasabilme 6zellikleri sayesinde
talep edilir kok hiicre kaynaklar1 olarak goriilmeye baslamislardir

(Gronthos et al., 2002 ; Graziano et al., 2008 ve Aziz-Aly et al., 2015) .

2.7 Dental Pulpa Kaynakl1 Kok Hiicrelerin Terapotik Amagl Klinik
Kullanimlar:

Dental pulpada yer alan kok hiicrelerin kesfi tizerine DPSCs; dogal dis
yapisinda gozlemlenen benzer yapilar1 iceren, mineralize olmus odontoblast
matriksi ve bag dokusundan olusan bir kompleksi rejenere edebilme
yetenekleri ile; medikal alanda terapotik potansiyele sahip birer arag olarak
kullanilabilecekleri konusunda giindeme gelmislerdir (Dutilleul et al., 2015) .

Baz1 ¢alismalarda DPSCs’ in, altin standart olarak kabul edilen MSCs
ve BMMSCs" den daha iyi bir terapotik potansiyele sahip olduklar
bildirilmistir (Alge et al., 2010 ve Davies et al., 2015).
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Baslica klinik kullanim alanlari:

2.7.1 Korneal Rejenerasyon

Gomes ve arkadaglarinin yapmis olduklar1 hayvan ¢alismasinda; doku
mithendisligi ile gelistirilmis DPSCs iceren kiliflar;korneal alana
yerlestirilerek, insan amniyotik membranai ile ¢evrelenmislerdir. Arastiricilar
ti¢ ay sonrasinda yapilan histolojik analizlerde, saghkli bir korneal epitel
formasyonu gozlemlemislerdir. Calisma sonucunda; doku miihendisligi ile
harmanlanmis olan DPSCs’ in, korneal epitelin rejenerasyonunda basarili

kabul edildikleri bildirilmistir (Gomes et al., 2010) .

2.7.2 Miyokard Enfarktiis Tedavisi

Miyokard Enfarktiisiit (MI), tedavisi ve engellenmesi adina yapilan
yenilik¢i tedavi yaklasimlarina ragmen, diinya genelinde 6liim orani st
siralarda yer alan hastaliklar arasinda yer almaktadir (Faust et al., 2016). Bu
perspektiften bakilacak olursa, DPSCs" in kardiyak fenotipleri ilk olarak
Arminan ve c¢alisma arkadaslar1 tarafindan gosterilmistir ( Arminan et al.,

2009) .

2.7.31skemi Tedavisi

Iohara ve arkadaglari, 2008 yilinda dental pulpada yer alan endotelyal
progenitor hiicrelerle benzer yapida, yiiksek vaskiilojenik karakterizasyona
sahip DPSCs izole etmeyi basarmislardir. DPSCs” in terapotik potansiyelleri
ise; arka bacaginda iskemi problemi olan bir fare modelinde, yiiksek
yogunluklu kapiller formasyonu ile bu alanda basarili bir kan akis:

saglanmastyla gosterilmistir (Iohara et al., 2008) .
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2.7.4Muskiiler Distrofi

Literatiirde, DPSCs" in miyojenik potansiyellerini degerlendirmis
gesitli calismalar yer almaktadir (Zhang et al., 2008; Ranganathan et al., 2012
ve Liet al., 2015).

Yang ve arkadaslari, muskiiler distrofi bulunan golden tiirti bir
kopekte insan DPSCs i kullanarak, bu alanda caligmalar yapan ilk
arastirmacilar arasinda yer almaktadirlar. DPSCs in arterial ve muskiiler
enjeksiyon yontemi ile transferini takiben alinan biopsi Orneklerinin
immiinohistokimya yontemi ile degerlendirilmesi sonucunda; DPSCs” in
onemli derecede kopek kaslarina iletildigi gosterilmistir. DPSCs’ in terapotik
potansiyelleri; muskiiler distrofi gibi rahatsizliklarda distrofin {ireten ¢ok
cekirdekli kas hiicrelerine farklilagmalari ile agiklanmistir (Yang et al., 2010).

2.7.5Norodejeneratif Hastaliklar (Alzheimer, Parkinson vb.)

Omuriligin hasar gordiigii yaralanma olgularinda, DPSCs" in
sinirlerde uzun donem rejenerasyonunu saglayan bir kabiliyete sahip
olduklar1 birka¢ calismada gosterilmistir (Leong et al., 2012 ve Zhang et al.,
2016) .

Apel ve arkadaslar: ise; Parkinson ve Alzheimer hastaliklarmni iceren
in vitro modellerde DPSCs" in sinirleri koruyucu ve tamir edici etkileri

oldugunu gozlemlemislerdir (Apel et al., 2009 ve Nuti et al., 2016) .

2.7.6 Karaciger Rahatsizliklarinda Hepatositlerin Rejenerasyonu

Hepatosit, karacigerin sitoplazmik kiitlesinin % 70-80" ini olusturan
ana doku hiicresine verilen isimdir. Ishkitiev ve arkadaslar1 ; DPSCs" in
morfolojik, fenotipik ve fonksiyonel olarak hepatositlere benzer hiicrelere

farklilasabildiklerini gostermislerdir (Ishkitiev et al., 2012) .
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2.7.7 Kraniyofasiyal Doku Rejenerasyonlar:

Kraniyofasiyal bolgenin; kemik, kikirdak, ligament6z doku, yumusak
doku ve néromuskiiler liflerden olusan kompleks bir yapiya sahip olmasi, bu
bolgede meydana gelen doku hasarlarinin tamiri ve yeniden
yapilandirilmasinda zorlayici durumlar olusturmaktadir. Dental kaynakl
kok hiicrelerinin yiiksek proliferasyon oranlar1 ve Ozellesmis doku
formasyonu kapasitelerine sahip oluslarima bagh olarak; bu hiicrelerin,
hayvan calismalariyla kraniyofasiyal doku ve organlarda uygulanabilirliligi
ispatlanmistir (Mao et al., 2017).

Temel olarak ektomezenkimal tabakadan koken alan DPSCs,
osteojenik ve odontojenik farklilasmay1 indiikleyebilen osteojenik markirlar
icermektedirler. Bu tarz, noral kristadan olusum gosteren MSCsozellikli
dental hiicrelerin; kraniyofasiyal yapilara (kas, ligament, kikirdak, kemik,
periodontal membran ve disler)  morfolojik ve fonksiyonel olarak
farklilasarak, bu dokularin rejenerasyon ve tamir mekanizmalarinda basarili
olmaktadirlar (Mao ef al., 2006) .

Aquino ve arkadaslari, 2009 yilinda, yapmus olduklar1 calismalarinda;
ti¢ aylik bir donem igerisinde kolajen yap iskeleleri kullanarak olusturulan
klinik ve radyografik, DPSCs tarafindan olusturulan kemik rejenerasyonunu,

klinik ve radyografik olarak gozlemlemislerdir (Aquino et al., 2009) .

2.7.8Infertilite Tedavisi

DPSCs diger tedavi uygulamalarinin yani sira, infertilite tedavilerinde
de kullanilmaktadirlar. Kerkis ve arkadaslari, basari ile izole ettikleri DPSCs’
ini erkek bir farenin testislerine enjekte etmisler ve gesitli araliklarla kontrol
ettiklerifareleri, enjeksiyon prosediiriinden sonra degerlendirmislerdir.

Calisma sonucunda, testislere enjekte edilen kok hiicrelerin bu araliklar
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boyunca canhliklarim1  korudugu ve sperm iiretebilen hiicrelere

farklilasabildikleri rapor edilmistir (Kerkis et al., 2008) .

2.7.9Tip 1 Diabet Tedavisi

Diabet, siklikla gozlemlenen ve pankreasta yer alan adaciklardaki
hiicreler ile iligkili, kronik dejeneratif endokrinal bir hastaliktir. ESCs ve
ASCs; amniyotik sivi, kemik iligi ve yag dokusundan kaynaklanan hiicreleri
sentezleyen insiilinin iiretiminde kullanilmaktadirlar (Lumelsky et al., 2001).

DPSCs” in, adacik benzeri topluluklara farklilasimlary;; Govindasamy
ve arkadaglar: tarafindan gozlemlenmistir (Govindasamy et al., 2011) .Chen
ve arkadasglari, yaptiklar1 caligmalarinda, monoklonal ve poliklonal yapidaki
DPSCs  den insiilin iireten hiicrelerin (IPCs) sentezlenebildigini

gostermislerdir (Chen et al., 2013).

2.8 Kok Hiicre Bazli Tedavilerin Dis Hekimliginde Interdisipliner
Kullanimlar1 ve ‘Rejeneratif Dis Hekimligi’

Dis Hekimligi alaninda yapilan giincel ¢alismalarda; kok hiicrelerin
kullanilarak, dentin dokusunun, orofasiyal kemik ve kikirdaklarin,
temporomandibular eklemi iceren kraniyofasiyal dokularin,
periodonsiyumun ve sement dokusunun rejenerasyonuna yoOnelik olan

‘Rejeneratif Dis Hekimligi’ ne odaklanilmistir (Shekar et al., 2012) .

2.8.1Dentin- Pulpa Kompleksinin Rejenerasyonu

Dentin - pulpa kompleksinin rejenerasyonu; pulpa kapaklayic
materyallerin (KH / Kalsiyum Hidroksit, MTA / Mineral Trioksit Agregat,
Biodentin) kullanimi ile birlikte, pulpada yer alan pulpal progenitor
hiicrelerin odontoblast benzeri hiicrelere farklilasmasmimn indiiklenmesi ya
da anjiyogeneziste onemli rol oynayan faktorlerin salinimi, progenitor

hiicrelerin gii¢lendirilmesi, hiicrelerin farklilasmas1 ve sonug olarak hasar
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gormils alanin remineralizasyonu ile iliskilendirilmektedir (Tecles et al.,
2008).

Kok hiicre kaynagr bakimindan zengin olan dental dokulardan
izolasyonu saglanan kok hiicre bazli terapileri igeren calismalar mevcuttur.
Yapilan bu calismalarla birlikte, parsiyel olarak kaybedilmis pulpa ve dentin
dokularinin; DPSCs ve hSHEDs" in odontoblastik farklilasma potansiyelleri
ile birlikte rejenere edilebildikleri gosterilmistir (Huang et al., 2006; Tatullo et
al., 2014 ve Luddin et al., 2016).

Pulpa odasminin tavaninda direkt pulpa ekspoziirii olusturulan
domuz modelinde; otolog domuz SHEDs nin yapi iskeleleri ile birlikte
kombine kullanilarak transfer edilmeleri sonucu; dentin dokusunun in vivo
ortamda da basarili bir sekilde rejenerasyonunun gosterildigi ¢alisma, bu
hiicrelerin odontoblastik farklilagmalarmin giizel Orneklerinden biridir

(Zheng et al., 2012) .

2.8.2 Endodontik Rejenerasyon

Son yillarda, heniiz olgunlasmamis nekrotik dislerin basarili klinik
raporlarinin artmasi ile birlikte, * Rejeneratif Endodonti “ alanina yonelim ve
ilgi artmaya baslamistir (Lovelace et al., 2011) .

Rejeneratif endodontinin genel alani; kok hiicreler, biiyiime faktorleri,
doku miihendisligi materyalleri ve hiicre-doku-organ kiiltiiriinden meydana
gelmektedir. Giiniimiiz teknolojisinde, postnatal kok hiicre terapileri 1s131nda
(rejeneratif endodonti uygulamalarmin bir tiirti) , hentiz apikal kapanimi
tamamlanmamis dislere otolog kok hiicrelerin enjeksiyonu ile; bu hiicrelerin
farklilasma  kabiliyetlerinden = faydalamilarak  pulpal  rejenerasyon
yaratilabilmektedir (Murray et al., 2007) .

Apikal papilla ve pulpal dokudan elde edilen kok hiicrelerin, kok-

kanal bosluguna gonderildigi bir in vivo c¢alismada, bu hiicrelerin
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odontoblast benzeri hiicrelere farklilasarak, dentin duvarlarinda dentin
benzeri, kanal boslugunda ise pulpa benzeri bir doku olusturduklar: rapor

edilmistir (George et al., 2010) .

2.8.3 Periodontal Rejenerasyon

Periodontal hastaliklar; diinya geneli popiilasyonun %90" lik gibi
biiyiik bir kesimini etkileyen, prevalansi oldukga yiiksek olan hastaliklar
arasimnda yer almaktadirlar. Cesitli formlar1 olan bu hastaliklar, gingivitisten
periodontitise kadar uzanan ve bag dokusu ile destek kemik dokusunda
kayiplara neden olup; yetigkinlerde dis kayiplar: ile sonuglanabilen cesitli
sorunlar olusturmaktadir. Periodontal hastaliklarin tedavisinde; kemik
greftleri, diseti greftleri ve biiylime faktorleri gibi uygulanan rejeneratif
yaklagimlar, kimi zaman istenmeyen durumlar ile sonuglanabilmektedirler
(Pihlstrom et al., 2005) .

In vitro ortamda, DPSCsve hSHEDs' in osteoblastik ve sementoblastik
farklilasma potansiyellerinden faydalanilarak uygulanan kok hiicre bazl
tedavi yaklasimlarinda; periodontal lezyonlarda iyilesmelerin gerceklestigi,
periodontal ligamentlerin ve sement tabakasinin rejenere oldugu sonucuna

varimistir (Flores et al., 2008; Su et al., 2015 ve Farea et al., 2016) .

2.8.4 Tim Dis (Biyomiihendislikle elde edilmis ) Rejenerasyonu

Dis gelisimi; odontogenezis, epitelyal ve mezenkimal dokularin
kargilikli iligkilerini ve kron-kok- periodonsiyum arasindaki koordinasyonu
kapsayanbir seri asamay1 icermektedir (Hu et al., 2006) .

Tamamen fonksiyonel bir dis yaratabilmek amaciyla uygulanan; ‘Dis
Replasmani ile Rejeneratif Tedavi’ gelecekte gerceklestirilmesi planlanan
biyomiihendislikle elde edilmis organ transplantasyonlarmin; uygulanabilir

bir 6n modeli olarak diistiniilmektedir. (Ikeda et al., 2009) .
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Aragtiricilar, dental dokulardan kaynaklanan kok/ progenitor hiicreler
farkli dental hiicre tiirlerine farklilagabildikleri i¢in; bu 6zelliklerinin, hasar
gormiis dental dokularin ve dis kayiplarinin rejenerasyonunda terapotik
amacl kullanilmasi konusunda ¢alismaktadirlar.Bu alandaki arastirmalar; in
vitro ortamda, dis germi kaynakli kok hiicrelerin kullanilarak,
biyomiihendislik teknolojileri ile hazirlanmis yapay dis germinin
tranplantasyonunu igeren, tiim dis rejenerasyonunun saglanmasi, konusuna

odaklanmistir. ( Nakao et al., 2008 ve Yadav et al., 2016) .

2.8.5 Tiikiiriik Bezlerinin Rejenerasyonu

Bas ve boyun bolgesi kanserlerinin tedavilerinde uygulanan
radyasyon kaynakli hiposalivasyon oldukga sik karsilasilan bir problemdir.
Tikirik bezlerinde lokalize olmus ve izole edilmis kok hiicre
popiilasyonlarinin; atrofi sonrasi tiikiiriik bezlerinde rejenerasyon
saglayabildikleri bilinmektedir. Kok hiicre bazli tedavilerin; kserestomi
sikayeti bulunan hastalarda da, diger tedavilere kiyasla, en iyi alternatif

tedavi yaklasimi olacag1 diistiniilmektedir (Coppes et al., 2011) .

2.8.6 Temporomandibular Eklem (TME) Rahatsizliklarinin Tedavisi
TME, smurh vaskiilarizasyonu sebebiyle tedavi edilmesi en zor
dokulardan biridir. TME problemi bulunan hastalar genellikle, yemek ve
konusma gibi normal aktivitelerde agridan yakinmaktadirlar. TME’ e ait
artikular kikirdak rejenerasyonunun basinda; kok hiicre bazli tedaviler ve bu
hiicrelerin transferini saglayabilen, enjekte edilebilir hidrojel iskeleler

gelmektedir (Vinatier et al., 2009) .
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2.9 Doku Miihendisligi ve Kok Hiicre Bazli Tedavilerde Yap:

iskeleleri ve U¢ Boyutlu Baski Yontemleri

2.9.1 U¢ Boyutlu Baski Yontemi

Bilim ve teknoloji alanlarinda gergeklestirilen glniimiiz
gelismelerinden; bu ilerleyislerin saglik alanlarinda 6nemli degisiklikler
yarattig1 izlenmektedir. © U¢ Boyutlu (3D) Baski Yontemleri’ de, bu tarz
gelisimlerin en giizel Orneklerinden biri olup; farkli endiistriyel alanlarda,
glglii bir tekniksel gelisim olarak kullamlabilirlilikleri diistintilmektedir
(Yun, 2015) .

3D baski yontemi; gelismis {iretim sistemine bagh olarak,
materyallerin tabaka tabaka eklenmesi ile {i¢ boyutlu hacimsel yapilarin
fabrikasyonu prensibine dayanan bir teknolojidir (Derby, 2012) .

Saglik alaninda kullanimlar1 olduk¢a yayginlasan 3D bask:
yontemlerini; uygulama yerleri ile teshis ve tedavi edici alanlar agisindan
olmak tizere smiflayabilmek miimkiindiir. Ayni zamanda, 3D yontemler;
doku ve organlarin gergek Olgiitlerinde baskilarinin yapilmasimni saglayarak;
temel tip alaninda daha kaliteli arastirmalarin yapilmasina izin
vermektedirler. Bu teknoloji ile birlikte saglik alaninda, alisilmis tekniklerin
disina ¢ikilarak, ¢ok daha efektif uygulamalar olusturulacagma

inanilmaktadir (Chia et al., 2015) .

2.9.2 U¢ Boyutlu Baski Yonteminin Calisma Prensibi
Uc boyutlu yontem ile hazirlanan yapilarin dizaynlary;, bilgisayar
yazilim programlar: , bilgisayarli tomografi (CT) ile alinmis goriintiiler,
manyetik rezonans (MR) goriitiilleme veya X- ray yontemleri kullanilarak
hazirlanmaktadir. Farkli isimlerde 3D baski yapabilen cihazlarin ortak
calisma prensibi; X, Y ve Z diizlemlerinde, koordine hareketlere

dayanmaktadir. 3D yapilarin gelisiminde kullanilan giintimiiz yontemi, 3D
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yapilandirma olarak da adlandirilan * Hizli Prototip / Rapid Prototyping (RP)’
metodudur. Bu yontem ile birlikte, paralel kesitlere ayristirilan objelerin
sekillerinden 3D formatinda kompleks objeler iiretilmekte, nesne sekli ise
kesitlerin tabaka —tabaka eklenmesiyle fabrike edilmektedir (Serra et al., 2013

ve Obregon et al., 2015).

2.9.3 Baski Yoneminin Kesfi ve U¢ Boyutlu Yontemlerin Gelisimi

15. yy’ da tahta kaliplarn basimmin kesfi ve endiistriyel
olceklendirme ile basim saglanabilmesinin gelisimi, yaz1 ve goriintiilerin
cogaltilmasmive bilginin yayginlagtirilmasimi  hizlandirmgtir. Baski
alabilmenin ortaya c¢ikmasi ile birlikte; toplum, egitim, politika, dil ve din
tizerinde devrimsel bir etki yaratilmistir. Gegtigimiz 15-20 yillik stireg
icerisinde; baski teknolojisi iki boyutlu (2D) yontemlerden, materyallerin art
arda gelen tabakalarnin birlestirilmesi ile 3D sgekilllerinin elde
edilebilmesinin saglandigihizli bir ilerleyis elde edilmistir (Kruth 1991 ve
Murphy et al., 2014) .

3D baski ilk olarak 1986 yilinda Charles W. Hull tarafindan ifade
edilmistir. Hull’ un ‘Stereolithografi’ olarak isimlendirdigi metoduna gore
3D kat1 yapilarin olusumu; ultraviyole 1simnlari ile 1s1nlanan materyallerin ince
tabakalarinin, ardisik olarak tabakalar halinde basilmalar1 seklinde
agiklanmistir (Hull, 1986) .

Stereolithografi metodu daha sonra, rezin kaliplar elde etmek
amaciyla, biyolojik materyaller kullamilarak 3D yap1 iskelelerinin
formasyonunda uygulanmaya baglanmistir. ilerleyen donemlerde, ¢dziicii
icermeyen, akoz yapidaki sistemlerin gelisimi ile birlikte; biyolojik
materyallerin, hiicre ekilmis veya ekilmemis 3D yap1 iskelelerine dontigsmiis

formlarinin eldesi basariyla gerceklestirilmistir (Nakamura et al., 2010) .
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Guntuimiize gelindiginde, 3D baski yontemi teknolojisinde, hiicre
biyolojisinde ve materyal biliminde ulasilmis olan son asamada; direkt doku
ve organlarin iiretiminin saglanabilecegi ya da klinik uygulamalara yonelik
medikal araglarin (stent, splint vb.) tiretimi gibi doku miihendisliginin bir

formu haline getirmek ¢abasi igerisine girilmistir (Zopf et al., 2013) .

2.9.4 U¢ Boyutlu Baski Yonteminin Kullanim Alanlart
3D baski yonteminin kullanisli yapisi, bu yontemin gesitli alanlarda
kullanimin1  yayginlagtirmis  ve uygulama yelpazesini genigletmistir.
Yontemin baglica kullanim sahalar1 (Fliigge et al., 2013 ve Shqaidef et al.,
2014):
e Oral ve maksillofasiyal cerrahi (Oral kanserler ve ortognatik cerrahi
oncesi tedavi plani olusturmak amaciyla modelleme yapilmast)
e Cerrahi stentlerin uygulanmasi
e Anatomik defektlerin ii¢ boyutlu restorasyonlar:
e Kompleks organlarin yeniden olusturulmasi
e Konjenital, kanser veya travma sebebiyle meydana gelmis

kraniyofasiyal defektlerde anatomik yapilarin birebir olusturulmas:

2.9.5 Ug Boyutlu Baski Yénteminin Rejeneratif Dis Hekimligi ve Dis
Hekimliginde Kullanim Alanlar

Kraniyofasiyal yapilarin kompleks anatomisi sebebiyle; travma,
rezektif cerrahiler veya konjenital malformasyonlar sonucu bu dokularda
meydana gelen hasarlarin tamamiyla geri dontistimlerinin saglanmasi
oldukca zordur. Son donemlerde gelistirilen 6nemli rejeneratif stratejilere
ragmen; bu yapilarin dogal ii¢ boyutlu kompleksligi ve hiicreler arasi
iletisimleri saglanamadigindan, tam anlamiyla bir rejenerasyon saglamak

pek miimkiin olamamaistir (Obregon et al., 2015) .
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Bu zorluklarn tistesinden gelmek amaciyla; 3D baski yontemi ile elde
edilen yapi iskeleleri, doku analoglar1 ve organlarmn, rejeneratif tip ve
rejeneratif dis hekimligi alanlarinda, konvansiyonel tedavilere birer alternatif
olmalar1 timit edilmektedir. 3D baski yontemi ile elde edilen yap1 iskeleleri
ve doku-organ analoglari, rejenerasyon icin gerekli hiicreler ve
biomateryaller icin kati, serbest hareketlerin saglanabildigi bir alan
yaratmaktadirlar (Murphy et al., 2014 ve Obregon et al., 2015) .

Hedeflenen baglica amaclar su sekilde siralanabilmektedir:

e Hastalarda bireysel okliizyonun belirlenmesi ve {i¢ boyutlu yontemler
ile fabrike edilmis, dokiim Ol¢ii gerektirmeyen tek splint yontemi ile
tedavi saglamak

e Degisik morfolojilere sahip dis yiizeylerine 6zgii bireysel apareyler
hazirlamak

e Implant yerlesimine rehberlik edebilecek, metal yuvali ve
fenestrasyon alanlar1 belirlenmis 6zel ag1z i¢i apareyler hazirlamak

e Ortognatik cerrahi Oncesi, tedavi planlamas: ic¢in, gercek anatomik
yap1 ile uyumlu modellerin elde edilmesini saglamak

e Ortodontik tedavi Oncesi ve sonrasinda; dis ve iskeletsel yap1
iligkilerinin, yiiz estetiginin degerlendirilmesi amaciyla modelleme
yapilmasi

e Ortodontik tedavi sonrasi, yeniden sekillenecek olan yumusak ve sert
doku iligkilerinin Onceden hesaplanabilmesi amaciyla modelleme

yapilmasi (Hajeer et al., 2004 ve Yun et al., 2015) .

2.9.6 U¢ Boyutlu Baski Yontemi ile Elde Edilen Yapi Iskeleleri
Gelismekte olan bilim diinyasinda, yapr iskelesi odakli doku
mithendisligi, son birkag yil icerisinde yap1 iskelelerinin dizayninda yapilan

gelisimlerle gelecek vaat etmeye baslamistir (Guarino et al., 2012) .
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Yapr iskeleleri; genel anlamda doku miithendisligi igin gegici bir kalip

olarak gorev alan, yapay ektraselliiler matriks yapilaridir (Tiejun et al., 2014).

Daha genis bir tanimla yap1 iskelelerini, por6z ve kati yapida bir

biyomateryal ile dizayn edilmis;

Sinirlar belirli ve 3D bosluklu bir alanda; hiicre lokasyonlarini dogru
sekilde pozisyonlandiran,

ECM iglevi goren, hiicre adezyonu ve hiicre-biyomateryal iligkilerini
destekleyen,

Hiicre canliligina, proliferasyonuna ve farklilasmasma izin veren;
gazlar, besinler ve diizenleyici faktorlerin yeterli derecede hiicrelere
tasinmasina izin veren,

Hasar gormiis dokunun, dogal rejenerasyon derecesine yakin,
kontrollii bir biogoziintirliigii olmasi beklenen,

In vivo kullanimlarda; uygulandiklari alanlarda, ¢ok az veya hig
enflamasyon ya da toksik etkinin goriilmedigi yapilar olarak
aciklanabilmektedirler (Kim et al., 2012 ve Kinjal et al., 2016) .
Fonksiyonel yap1 iskelelerinin baslica gorevleri;

Kok hiicrelerin kontrollii bir sekilde farklilagmalarma olanak saglayan
bir mikrogevre ortami sunmalk,

Hiicrelerin baglanabilecegi, proliferasyon gosterebilecegi bir yiizey
alani olarak davranmak,

Canli dokularin canliliklarini devam ettirmek igin gereksinim duyulan
yapisal ve fonksiyonel protein ve sakkaridleri igeren bir ekstraseliiler
alan yaratmak,

Fiziksel yapilar1 sayesinde, yap1 iskeleleri tizerine ekimleri yapilmis
olan hiicrelerin davranislarin1 kontrol edebilmektir (Derby, 2012 ve

Pivaet al., 2014) .
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2.9.7 Ideal Bir Yap1 Iskelesinin Tasimasi Gereken Ozellikler

Ideal bir yapr iskelesinin baglica sahip olmasi gereken &zellikler (Lavik

et al.,2004; Prescott et al., 2008; Yildirim et al., 2011; Zavan et al., 2011; Cao et

al., 2012; Guarino et al., 2012 ve Hossein et al., 2015):

Hiicrelerin yerlesimine — dagilimina - proliferasyonuna; biiyiime
faktorleri, besin, oksijen ve hiicresel atiklarin etkili bir sekilde
difiizyonuna izin veren pordz bir yapiya sahip olmali

Yerlestirildigi doku ile uyum igerisinde olmali (Biyouyumlu)

Kay1p dokularin rejenerasyonuna izin verecek bir sekle sahip olmali
Doku igerisinde zamanla ¢oziinmeli (Biyobozunur)

Fabrike edildigi materyal toksik etki yaratmamali

Fabrikasyonlar1 kolay olmal1

In vivo ortamda kiiltiire edilebilmeli

Hiicrelere, dogal yasamsal islevleri igin, gerekli optimum
biyokimyasal ¢evreyi saglamal

Hiicrelerin birbirleri ile olan iliskilerini ve doku tamirini indiiklemeli
Materyal icerikleri; hasarli dokularin iyilesme siireci boyuncakayip
dokunun ti¢ boyutlu bitinligiinii saglayabilecek sekilde, yeterli
fiziksel ve mekanik giice sahip olmal

Kok hiicrelerin, birden farkli hiicre tipine farklilasmalarina rehberlik
etmeli (Ornegin; tiim dis rejenerasyonunun amaglandig1 bir calismada
kullanilabilecek olan yap1 iskeleleri hiicrelerin; odontoblastlara,
sementoblastlara, pulpal fibroblastlara, vaskiiler hiicrelere ve / veya
noral  sonlanmalara ve  potansiyel olarak ameloblastlara
farklilasimlarini desteklemelidir.)

Hiicreler ve biiytime faktorleri ile kombine olarak, osteogenezisi

meydana getirmeli
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2.9.8Yap1 Iskelelerinin Siniflandirilmasi

Yapi iskeleleri en genis siniflama ile iki boliime ayrilabilmektedirler.
1.Dokiim Iskeleler : Oldukca rijit olup; kisiye &zel iiretilebilen yap1
iskeleleridirler.
2.Enjekte Edilebilir iskeleler : Doku rejenerasyonu gerekli olan alanlar igin
kalip seklinde hazir olan, akiskanlig az jel formundaki iskelelerdir.

Her iki yap1 iskelesi tipi de; kisa yarilanma Oomriine sahip proteinler
olan morfojenik sinyaller aracilig1 ile fonksiyonel olabilmektedir. Morfojenik
sinyaller; poli- glikolik asit (PLGA) gibi polimerlerin kullanildig1 dokiim
iskeleler ve kolajen, hidrojel gibi materyallerle elde edilen enjekte edilebilir
iskelelerle kombine edilebilmektedirler (Golub et al., 2010 ve Piva et al., 2014).

Yapr iskeleleri, ‘Kullanilan Biyouyumlu ve  Biyobozunur
Biyomateryallerin Yapisina Gore’ de smiflara ayrilabilmektedirler (Chandki
et al., 2012; Mi et al., 2013; Gathani ve Raghavendra, 2016) .

Bunlar:
1.Dogal/ BiyouyumluYap1 iskeleleri

e Kolajen iskeleler (Protein yapida)
e Glikozaminoglikan (GAG) Iskeleler
e Demineralize / Dogal Dentin Matriksi Iskeleleri
e Fibrin Iskeleleri
e Trombositten Zengin Plazma (PRP) Iskeleleri
e Emdogain Iskeleler
2.Sentetik/ Yapay Yapi Iskeleleri
e Polilaktik Asit (PLA) Bazli Iskeleler
e Polikaprolakton (PCL) Bazli iskeleler
e Poliglikolid (PLG) Bazl1 Iskeleler
e Polilaktik- Ko- Glikolik Asit (PLGA) Bazl1 Iskeleler
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e Poliiiretan (PU) Bazl Iskeleler

e Termoplastik Politiretan (TPU) Iskeleler

e Sitozan iskeleler (Polisakkarid yapida)

e Arjinin Iskeleler

o Agaroz Iskeleler

e Hidrojel iskeleler

e Titanyum Iskeleler

e Biyoseramik Iskeleler

e Poliepsilon Iskeleler

e Trikalsiyum Fosfat (TCP) iskeleler

3.Kombine Yapi Iskeleleri

e PLA/PCL iskeleler

e PLA/Kolajen Iskeleler

e PLA/Sitozan Iskeleler

e PLA/PLGA Iskeleler

e Polimer Kompozit iskeleler
> PLA/ Hidroksiapatit (HA) Iskeleler
» PLA/Karbon nanotiip (CNT) Iskeleler

2.9.9Yap1 Iskelelerini Olusturan Biyomateryallerin Tasidig1 Temel
Ozellikler
Biyomateryallerin sahip olduklar1 bazi temel ozellikleri, 6zellikle
kemik rejenerasyonu acisindan oldukc¢a onemli etkiler yaratmaktadirlar.
Biyomateryallerin tasimasi gereken en temel 6zellikler (Maraldi et al., 2013 ve
Amrollahi ef al., 2016):
e Osteojenik hiicre cevabini destekleyen bir biyokimyasal birlesime

sahip olmalari (osteoind{iktif)
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Toksik tirtinlerin salinmadi8i; biyobozunurlugu saglayan kinetik bir
yapilar1 olmal

Doku igerisinde diizgiin bir gelisime izin veren yiiksek bir pordz agsal
yap1 baglantilar1 olmal1

Sentetik yapida olan yapi iskelelerinin polimer igerikleri; hidrolitik bir
¢Ozlinmeye izin vermeli ve doku iiretim orani ile esdeger zamanlarda
¢Ozlintime ugramalidirlar

Hiicrelerin hayatta kalmalar1 igin gerekli besin ve oksijen, hiicre
metabolizmasindan salinan atitk  {riinlerin  uzaklastirilmasin
indiikleyen, doku nekrozunu engelleyen ve sonug¢ olarak doku

iyilesmesini meydana getiren bir vaskiilarizasyon yaratabilme giicii

2.9.10 Yapi1 Iskelelerinin Fabrikasyon Metotlar1 ve Iskelelerin

Dizayninda Dikkat Edilmesi Gereken Hususlar

Doku miithendisligi alaninda yapz iskelelerinin fabrikasyonunda cesitli

yontemler kullanilmaktadir (Mi et al., 2013) ;

Cozicti  kullanilarak, biyomateryalin tamamen ¢oziindiiriilerek
uygulanan dokiim metodu / partikiiler olarak ¢6zme metodu

Termal indiikleme ile boliimsel olarak seperasyon metodu

Bir siv1 igerisinde yayilmis gaz kabarciklar1 metodu ile fabrikasyon
(Batch Foaming)

Mikroselliiler enjeksiyon ile bigimlendirme prensibi

Bu metotlarin siklikla kullanilanlar1 su sekilde siralanabilmektedir:
Elektrospining Metodu

Elektrospining metodu, cesitli polimer ve kompozit materyalleri

kullanilarak; mikro ve nano diizeylerinde polimer lifleri {iretilebilen oldukca

basit ve ¢ok yonlii bir tekniktir. Bu yontem ile; sensorler, fotovoltaik hiicreler,

kimyasal- biyolojik olarak direncli kiliflar, ilaglarin dolasim sisteminde
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ulagimini saglayan tasiyicilar, adezyonu onleyici bariyerler, yara ortiilmesi
icin substratlar ve ozellikle doku miihendisligi alani i¢in yap1 iskelelerinin
fabrikasyonu yapilabilmektedir (Ni et al., 2011) .

Doku miihendisligi, kompozit materyaller, gaz sensorleri,
kendiliginden iyilesme gosterebilen membranlar veya ilgili alana ilag ulagimi
gibi onemli uygulamalarda; yaratilan yapi iskelelerinin ytizey inceliklerinin
oldukca Oonemli olmasina ragmen, genis alanlarda organik molekiillerin
(0zellikle polimerler) biraraya gelerek bu tarz membranlar olusturmalar:
oldukca zordur. Elektrospining metodu ise; ince membranlarin yaratilmasimni
amaglayan cesitli yontemler arasinda; polimer, seramik ve kompozitlerin
kullanilarak bu amacin basari ile gerceklestirildigi en basit yontemlerden
biridir (Li et al., 2016) .

o Kat1 Serbest Form Fabrikasyon / Solid Free Form (SFF) Metodu

RP metodunun bir formu olan SFF, hastaya o©zel, kompleks 3D
yapilarin dizayn ve fabrikasyonuna izin veren bir yontemdir. Biyomedikal
araclarm hem mikro hem de makromimarilerinde kontrol sunabilen bir
metotdur (Winder ve Bibb, 2005) .

SFF teknolojilerinin bircogu; 3D biyomedikal aracglari, tabaka- tabaka
ekleme prosediirii ile calismaktadir. Genel SFF teknigi (Chia et al., 2015) :

v 3D bir bilgisayar modeli yaratmak (CT, X- ray, MR vb.

gortintiileri kullanilarak)

v 3D bilgisayar modelinin kesitlere ayrilarak, 2D goriintiilere
cevrilmesi

v Bilgisayar kontrollii tabakalama yapilarak tiretilecek yapmin
belirlenmesi

v Yiizey modifikasyonu gibi nanomimari islemlerin yapilarak,

bitirilmesi
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o Stereolitografi / Stereolithography (SLA)

RP metotlar1 arasinda yer alan stereolitografi yontemi ile, ¢oztintirligi
yliksek yapilar tiretilebilmektedir. Avantaj gosteren o6zelliklerinin olmasina
ragmen; SLA yonteminde kullanilan ve 1sik ile sertlesebilen rezin
materyallerinin klinik kullanimlar1 hakkinda soru isaretleri oldugundan Food
and Drug Administration (FDA) tarafindan onaylamayan, bu teknigin klinik
kullanim1 yaygmn degildir (Korpela et al., 2013).

e Fiizyona Ugramis Filament Fabrikasyon (Fused Filament

Fabrication/ Fused Deposition Modeling- FDM) Metodu

FDM teknigi giintimiiz teknolojisinde; uygun maliyet ve etkili bir tiretim
sekli agisindan,siklikla tercih edilir bir yontem halini almigtir. Temel
prosediir; kullanilan biyomateryali eritmek amaciyla 1sitilmis kaliplarmn
kullanilarak, dizayn edilmis yap1 iskelesini tabakalar halinde insa etmeye
dayanmaktadir ( Rosenzweig et al., 2015) .

FDM tekniginin, orta dereceli c¢alisma hiz1 ile yiiksek oranda
tekrarlanabilir olma ozelligi sayesinde; dizayn edilecek olan yap:
iskelelerinin en temel fiziksel 6zellikleri (mekanik ozellikler, porozite, por
sekli vb. ) kontrol edilebilmektedir (Hutmacher, 2013 s.118) .

FDM metodunun ¢alisma mekanizmasi su sekilde ilerlemektedir:

FDM teknigi; dar bir kanal agiklig1 ile birlikte iki adet 1sitilmis
ekstriizyon baghgr boyunca, eritilmis termoplastik materyallerin
depozisyonu seklinde de agiklanabilmektedir. Birinci piiskiirtiicii baslik,
termoplastik materyali depolamakta; ikinci ptskiirtiicii baslk ise gecici
olarak materyal depolayarak destek gorevi iistlenmektedir. Bu teknikte,
termoplastik materyaller yar1 akiskan fazlara dontstiiriliip; ptskiirtiicii

basliklar tarafindan, yap1 platformu tizerine piiskiirtiilmektedirler. Bu
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platformda tabaka tabaka kesilen yapilar, yeniden biraraya getirilerek
kaynastirilmaktadir (Noort, 2012) .

FDM tekniginin sagladifi en Onemli avantaj; iyi bir mekanik
dayaniklilik ve depolama paterni kaynakli yiiksek porozite yaratabilmesidir.
Bu teknik i¢in zorlayici faktorler arasinda; yiiksek sicaklik siiresince sicakliga
hassas biyolojik ajanlarin veya canli hiicrelerin zarar gormesi, bir diger
noktada ise ekstriizyon icin yeterli viskoziteye sahip olamayan biyolojik yap1
iskelesi materyallerinin kompleks sekilllerin elde edilmesinde smirl
olmalaridir (Chia ve Benjamin, 2015) .

Termoplastik polimerlerin kullanildigi, basit bir RP yontemi olan
FDM tekniginin ve aletin kendisinin maliyetinin diisiik olusu, daha az
komplike bir siire¢ igleyisine sahip olmasi bu yontemi diger RP teknikleri
arasindan segilir hale getirmektedir (Drummer et al., 2012) .

¢ Yeni Hibrit Teknolojiler

Yeni uygulanmaya baslanan hibrit teknolojileri; iki boyutlu (2D / nano
baskilar) ve 3D baski yontemlerinin kombinlenmesini temel alan
yontemlerdir. Bilinen metotlardan farkli olarak bu teknoloji ile birlikte, cesitli
sekil ve Ozelliklerde nano yapidaki iskeleler hizli olarak iiretilebilmekte ve
yliksek bir {iretim kapasitesi saglanabilmektedir. Gelistirilmis olan bu
teknoloji ile 3D, kemik iskelesi kalip Ornekleri elde edilmistir. Yeni
gelistirilmis olan bu teknoloji ile; mikro ve nano yiizey olusumlarmin
gereksinim duyuldugu alanlarda, mikro ve nano boyutlardaki
sekilllendirmelerin kombinlenerek daha 0zellesmis olan yapi iskeleleri elde
edilebilmektedir (Seleznev ve Prinz, 2016) .

Kullargh bir yap: iskelesi dizayn edebilmek amaciyla; hasar gormdiis
dokunun mekanik 6zelliklerini ve seklini taklit edebilmek gerekmektedir.

Faydali polimerik bir yap iskelesi yaratabilmek i¢in (Rosenzweig et al., 2015);



55

Iskelenin pargalanma derecesi

Iskelenin biyouyumlulugu

Iskelenin aktarildig1 doku ile entegrasyonu
Iskelenin mekanik dayanikliligi

Iskelenin optimum por biiyiikliigii

Iskele porozitesi

Iskelenin yiizey alan

Iskelenin protein kilifi

AN NN Y U N N NN

Iskelenin difiizyon o&zelliklerini iceren parametreler dikkatli bir

sekilde hesaplanmalidir.

2.9.11 3D Yéntemler ile Dizayn Edilen Yapi Iskelelerinin Avantajlart

ve Hiicre Kiiltivasyon Sistemleri icin Yarattiklar1 Cevre

Ozel amaglara uygun olarak tasarlanmig 3D yapilarin basarilari; dogru
dizayn, dogru fabrikasyon teknigi ve durumlar ile uygun materyallerin
kombinasyonuna baghdir. Giintimiiz fabrikasyon araglari, istekler yoniinde
gelisen kompleks mimari ve ylizey Ozellikli 3D yapilarin gelisimine izin
vermektedirler. Bu dogrultuda, malign karakter sergileyen hastaliklarda
terapotik etkiyi ve doku/ organ miihendisligi alaninda kaliteli bir
rejenerasyonu amagclayan ¢esitli kiitle ve ytizey ozellikleri ile birlesmis 6zel
yap1 iskelelerin olusum olasilig1 da kuvvetlenmektedir (Fong et al., 2013) .

3D yapa iskelelerinin temel avantajlari;

e Hiicrelere, geleneksel 2D in vitro hiicre kiiltiir ortamlarindan farkh
olarak in vivo hiicresel ortamlar1 taklit edebilen; 3D kalip formlar:
halinde ve sentetik ECM igeren bir mikrogevre ortami saglayabilmek

(Serra et al., 2013)
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e Yap: iskelelerinin bu fiziksel igerikleri; hiicrelerin yapisabilmeleri,
proliferasyon gosterebilmeleri, farklilasabilmeleri ve yeni doku
tiretimi yapabilmelerine olanak tanimak (Ma, 2008)

e Hasar gormiis doku ile fiziksel baglantilar saglanarak; bu alandaki
hiicresel davraniglarin biyokimyasmni taklit edebilmeye yardimci
olmak (Chia ve Wu, 2015) .

Rejeneratif Dis hekimligi ve doku miihendisligi alanlarinda; hSHEDs
in vivo c¢alismalarda kullanilarak; rejeneratif etkileri ve dis hekimligi
acisindan tedavi yontemi olarak kullanilabilirlilikleri degerlendirilmistir. Bu
arastirmalar ile birlikte hRSHEDs in dis pulpasi benzeri doku, tiibiiler dentin,
endotelyum ve periodontal rejenerasyonlar1 basariyla gerceklestirdikleri
gosterilmistir (Cordeiro et al. 2008; Sakai et al,. 2010; Fu et al,. 2014 ve Gong et
al., 2016) .

Bu calismada; ti¢ boyutlu PLA bazli yap: iskeletleri olusturularak,
hSHEDs' in proliferasyon ve farklilasma potansiyellerinin arttirilmas:

hedeflenmektedir.
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3.GEREC VE YONTEM

“ Poli Laktik Asit Bazli Yap1 Iskelelerinin Siit Disi Kok Hiicrelerindeki
Osteojenik Indiiksiyonlarmin  Ug Boyutlu Degerlendirilmesi ’ isimli
aragtirmamiz Yakmn Dogu Univeritesi Dig Hekimligi Fakiiltesi Pedodonti
Anabilim Dali Klinigi ve Yakin Dogu Universitesi Hiicre ve Doku Kiiltiirii
Laboratuvar’ inda gergeklestirilmistir. Arastirmada yer almis olan tiim
hastalarin anamnezleri alinarak; ebeveynleri, ¢alismanin temel amaci ve
isleyis prosediirii hakkinda ayrintili bir sekilde bilgilendirilmis ve yazili
onam onaylar1 almmistir (Bkz. EK 1. Arastirma Amachi Calisma Icin
Aydinlatilmis Onam Formu) . Arastirmaya baslanmadan 6nce, * Yakin Dogu
Universitesi Bilimsel Aragtirmalar Degerlendirme Etik Kurulu Baskanligy
ndan gerekli onay almmuastir (Bkz. EK 1. Etik Kurul Onay Belgesi, onay tarihi
: 17.12.2015 ve onay belgesi no: 2015/34/243 ) .

3.1Arastirmaya Dahil Edilecek Hasta ve Dis Secim Kriterleri

Arastirmanin hasta ve dis secim kriterlerinde; herhangi bir sistemik ve
genetik hastaliga sahip olmayan, iyi bir kooperasyon gosteren ¢ocuk hastalar
ile ¢ekimi yapilacak diste; enfeksiyon varligi, apse veya fistiil gelisimi,
patolojik rezorpsiyon, mine veya dentin ciirtigii gibi durumlar sergilemeyen,
fiziksel rezorpsiyon gostererek, eksfoliasyon zamani gelmis dislere; calisma

kapsaminda yer verilmistir.

3.2 Arastirma i¢in Olusturulan Hipotezler
Arastirma genelinde dort adet hipotez olusturularak, deneysel
calismalara baslanmistir. Bu hipotezler:
1. Izolasyonu saglanan hSHEDs in in vitro kiiltiir ortamindaki
karakteristik davraniglar1 ile PLA bazli yapr iskelelerindeki

karakteristik davraniglar: farklilik gostermektedir.
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2. PLA bazlh yap: iskeleleri, izolasyonlar1 saglanmis olan hSHEDs
tizerinde osteojenik indiikleyici bir etki yaratmiglardar.

3. Iki hafta ve {i¢ hafta olarak osteojenik farklilasma ortaminda
birakilan hSHEDs gruplar1 arasinda, karakterizasyonlar1 ve
osteojenik farklilasmalarinin tespiti icin uygulanan
immiinohistokimyasal analizleri arasinda, fark vardur.

4. PLA bazlh yapi iskelelerinin hSHEDs ile kombine kullanimlari,
hiicreler {izerinde yapisal biitiinliik saglayici; toksik olmayan bir

mikrogevre yaratmaktadirlar.

3.3hSHEDs’ in Izolasyonlar1 ve Primer Kiiltivasyonlar

Eksfoliasyon zamani gelmis olan siit dislerinin ¢ekimleri, Yakin Dogu
Universitesi Dis Hekimligi Fakiiltesi Pedodonti Anabilim Dal1 Klinigi’ nde,
hasta se¢im kriterlerine uygun olarak 6 ve 11 yas araliginda yer alan gocuk
hastalarda, diisme zamani gelmis 6n bolge stit disleri gekilerek; bu dislerin
kuronal pulpalarindan kok hiicre izolasyonlar1 yapilmuagtir.

[zolasyon asamasinda ¢ekimi gerceklestirilen diglerin &ncelikle,
bukkal ve lingual yiizeylerinde, su sogutmali ve yiiksek devirli aletler
kullanilarak, vertikal yonde 1" er mm’ lik derinliklerde yivler acilarak (Sekil
3.3.1); steril bir spatiil yardimi ile dislerin kuronal parcalar1 iki pargaya
boliintip, pulpa odasinda yer alan kuronal pulpalar steril bir ekskavator ile

ekstirpe edilmislerdir ($ekil 3.3.2) .



59

Sekil 3.3.1: Bukkal ve Lingual Yiizeylerinde Yivler A¢ilmis Siit Disi

Sekil 3.3.2 : Ekstirpe Edilmis Kuronal Dental Pulpa

Ekstirpe edilen pulpal yapilar; i¢lerinde vasat ortaminin yer aldig, her
bir dis i¢in farkh bir saklama ortami olacak sekilde, tiiplere yerlestirildikten
sonra Hiicre ve Doku Kiltir Laboratuvar’ ma transfer edilerek; burada

hazirlanmis ortamda gerekli islemler yapilmistir (Sekil 3.3.3 ve Sekil 3.3.4).

Sekil 3.3.3: Ultraviyole Cihazi
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Sekil 3.3.4: Su Banyosu

3.3.1 Pulpal Yapilarin Enzimatik Ayrisimlarinin Yapilmasi

Kollejenaz Hazirlig1: Toplam igerik igerisinde birim olarak 3 mg / ml
oraninda kollejenaz(Sigma- Aldrich, 500 mg)yogunlugu olacak sekilde;
kollejenaz hazirhigr yapilarak (Sekil 3.3.1.1); kontaminasyonu onlemek amaci
ile; mavi filtreler(Minisart Plus, 0.20 pm) kullanilarak filtreleme islemi
yapilmstir (Sekil 3.3.1.2).

Filtreleme islemi sonrasinda, esktirpe edilmis pulpal vyapilar,
kollejenaz ortamina konularak (25 cm* liik ekim kaplar); bistiiriler yardimi
ile 1 mm?® hacimlerde parcalara ayrilmislardir. Enzimatik ayrisim igin
kollejenaz ortaminda pargalanmis olan pulpal yapilar; inkiibatore alinarak 37
°C" lik % 5 CO:hava ortaminda bir saat boyunca inkiibe edilmislerdir (Sekil

3.3.1.3).

gsema
nesoouc Lo s
llagenase, from
Wium histoly
=3z

Sekil 3.3.1.1 : Kollejenaz
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Sekil 3.3.1.2: Mavi Filtre

Sekil 3.3.1.3: inkiibator

3.3.2 Enzimatik Olarak Ayristirillmis Pulpal Yapilarin Primer Kiiltiir
Ortamina Alinmalar1

Primer kiiltivasyon i¢in hazirlanan vasat icerigi;

e % 15 Fetal Bovin Serum (FBS) (EURx)

Sekil 3.3.2.1: Fetal Bovin Serum
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e % 1 L- Glutamin(Capricorn Scientific GmbH, 200 Mm)

Sekil 3.3.2.2: L-Glutamin

¢ % 1 Penisilin + Streptomisin Karisimi (antibakteriyal etki amacl )

(Capricorn Scientific GmbH, 100 ml )

Sekil 3.3.2.3 : Penisilin + Streptomisin Karisimi

e % 1 Gentamisin (Antibakteriyal etki amacli / Gibco by Life Technologies)

Sekil 3.3.2.3: Gentamisin
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o Amphotericin — B (Antifungal etki amach )(Gibco by Life Technologies,
250 pg/ ml)

Sekil 3.3.2.4: Amphotericin — B

e o-MEM (BIOCHROM )

Sekil 3.3.2.5: a« - MEM

Primer vasat ortami hazirlandiktan sonra; sterilizasyon agisindan

yeniden filtreleme islemi uygulanmistir (Sekil 3.3.2.6).

Sekil 3.3.2.6 : Kiiltiir Vasat1 Karisiminin Filtrelenmesi
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Bir saatlik inkiibasyon siiresi sonrasinda, enzimatik ayrisimi
tamamlanmis olan pulpal yapilarin yer aldigi ortam,taze olarak hazirlanmis
kiiltiir vasati ile diliie edilerek; 15 ml’ lik falkon tiiplerine aktarilmistir. 15 ml’
lik falkon tiipleri; 5 dakika boyunca, 37 °C’ de ve 1000 RPM devirde - tek bir

siispansiyon yaratmak amaciyla- santrifiij edilmislerdir (Sekil 3.3.2.7).

Sekil 3.3.2.7 : Santrifiij Makinesi

Santrifiij islemi sonrasinda enzimatik olarak ayristirilmis olan pulpal
yapilar kiltiir vasati igerisinde; alt1 gozlii ekim kaplarina aktarilarak,
kiltivasyon i¢in  yeniden inkiibasyon ortamma (37 °C, % 5 CO»)
konulmuslardir (Sekil 3.3.2.8).

Kiltiir ortaminda yer alan hSHEDs” in , diizenli olarak her iki giinde

bir vasat ortamlar: degistirilerek yenilenmistir.

Sekil 3.3.2.8 : Alt1 Gozlii Ekim Kaplar
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3.4hSHEDs’ in Pasajlanma Prosediirii

[zolasyonlar1 gergeklestirilen ve kiiltiir ortaminda takip edilen
hSHEDs; % 80 ‘ lik yogunluk oranina ulastiklar1 zaman, hiicreler arasi kontak
inhibisyonunu engellemek ve hiicrelere yeni bir proliferasyon hizi
kazandirmak amaciyla, hiicreler pasajlanmiglardir hSHEDs in pasajlanma
prosediirii siiresince; hiicreler, 37 °C % 5 CO: hava ortaminda, 10 dakika
boyunca Tripsin-EDTA  (Capricorn  Scientific) kullanilarak tripsinize
edilmislerdir.

Arastirmamiz kapsaminda, hSHEDs tii¢ kez pasajlanarak; {igiincii

pasajda (P3) yer alan hiicreler ¢alisma dahilinde kullanilmislardir.

3.5 Arastirmada Kapsaminda Olusturulan Kontrol ve Deney
Gruplan

Aragtirmamiz kapsaminda; hSHED:s izole edildikten sonra; bir adet
Kontrol Grubu olmak {izere, toplam 4 adet grup olusturulmustur. Bu grup
igerikleri su sekilde belirlenmisgtir:

1.Grup: Kontrol grubu - Farklilagtirilmamais, in vitro standart kiiltiir

ortaminda yer alan hSHEDs

2.Grup:Osteojenik farklilastirma ortami kullanilarak osteojenik olarak

indiiklenmis, in vitro kiiltiir ortaminda yer alan hSHEDs

3.Grup: Farklilastirilmamis hSHEDs" in ii¢ boyutlu PLA bazli yapi

iskelelerine aktarilmasi ile olusturulan grup

4.Grup: Ug boyutlu PLA bazli yapi iskelelerine aktarilarak, osteojenik

farklilastirma ortami altinda osteojenik olarak indiiklenmis hSHEDs

ile olusturulan grup
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3.6 Polilaktik Asit Bazli Yapr Iskelelerinin Fabrikasyonlar1 ve
Morfolojik Karakterizasyonlar1

Arastirma dahilinde kullanilacak olan PLA bazli yap1 iskelelerinin
dizayn ve ii¢ boyutlu basimlari Yakin Dogu Universitesi ‘NEU3D
Laboratuvarlar1’ nda (Near East University, 3D Design and Printing Facility)
gerceklestirilmistir. Yap1 iskelelerinin dizaynlar icin; ‘Solidworks Software
(Dassault Systems) * sistemleri kullanilmasgtir.

PLA bazli yap1 iskeleleri; pordoz yapiya sahip, dikey dogrultuda
birbirleriyle kesisen siitunlardan meydana gelen bir morfolojiye sahiptirler.
Her bir yap1 iskelesinin genisligi 5 mm, yiiksekligi 2 mm olacak sekilde 5x5x2
mm boyutlarinda ve her bir siitun kalinlig1 0.4 mm ile bu siitunlar arasi
bosluk mesafesi 0.4 mm olarak dizayn edilerek; {i¢ boyutlu basim
yapilmstir (Sekil 3.6.1).

PLA bazl yap1 iskelelerinin basimui igin kullanilan ti¢ boyutlu yazicy; 5.
Jenerasyon yazicilardan (Makerbot Replicator MakerBot Industries LLC) olup;
fabrikasyon teknigi olarak, ‘Fused Deposition Modeling (FDM) * uygulanip
(Drummer, et al., 2012 ve Rosenzweig et al., 2015); 1.75 mm’ lik kalinhiginda
PLA lifleri kullanilmistir (Sekil 3.6.2). FDM tekniginin c¢alisma
mekanizmasmna uygun olarak; eritilmis  termoplastik  yapidaki
biyomateryaller, cihazin 1sitilmis piiskiirtiicii bashiklarindan altta yer alan
genis alana dogru tabaka tabaka piiskiirtiilerek, bu alanlarin yeniden fiizyon
olmasi ile birlikte yap1 iskelelerinin fabrikasyonlari gerceklestirilmistir. Ug
boyutlu PLA bazli yap1 iskeleleri, kiiltivasyon oncesinde, buharl: hidrojen

peroksit teknigi ile sterilize edilmislerdir ($ekil 3.6.3).



Sekil 3.6.3: Buharli Hidrojen Peroksit Sterilizatorii
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3.7 hSHEDs' in Immiinohistokimyasal Deneyler ile Molekiiler
Karakterizasyon Analizleri

Laboratuvar ortamimizda, hSHEDs' in immunohistokimyasal (IHC)
analizleri; “ABC (Avidin-Biotin Complex) * Yéntemi’ ne uygun olarak
gerceklestirilmistir ( Thermo Scientific, 2009).

hSHEDs' in IHC deneyler ile karakterizasyon analizlerinin oncesinde;
hiicreler salinle tamponlanmis olan fosfat (Phosphate Buffered Saline - PBS,
Ph:7.3, Medicago) ¢ozeltisi igerisinde eritilerek elde edilmis % 4 lik
paraformaldehit (ThermoFisher Scientific) soliisyonu ile, oda sicakliginda 30
dakika boyunca fikse edilmislerdir.

Fiksasyon islemi sonrasinda; hiicreler ii¢ kez 5 er dakikalik siirelerle
PBS ile yikanmis ve hiicre membranlarinda permeabilizasyonu saglamak
amaciyla PBS igerisinde diliie edilmis % 0.1 lik Tween - 20 (Sigmal/Life
Technologies) oda sicakliginda, buz {izerinde, 15 dakika boyunca
uygulanmustir.

Permeabilizasyon islemini takiben, hiicreler yeniden ii¢ kez 5 er
dakikalik stirelerle PBS ile yikanmis ve sonrasinda hiicre iginde meydana
gelen hiicre i¢i (endojen) peroksidazi inhibe etmek amaciyla; % 3’ lik
hidrojen peroksit (H202) oda sicakliginda 5 dakika boyunca hiicrelere
uygulanmustir.

H20:2 uygulaniminin sonrasinda, hiicreler yeniden aymi miktar ve
siirelerde PBS ile yikanmislardir. Ortamda bulunan diger proteinleri
bloklama ve wuygulayacagimiz antikorun sadece istedigimiz antijene
baglanmasimni saglamak maksad: ile hiicrelere, oda sicakliginda bir saat
boyunca 6zel bir bloklama soliisyonu (Invitrogen) uygulanmustir.

Bloklama islemi sonrasinda, PBS yikamasi yapilmadan, hiicreler anti -

CD90 (1:50, Abcam) ve anti - CD45 (1:50, Abcam) primer antikorlari ile bir gece
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boyunca + 4 °C” de inkiibe edilmiglerdir. Ertesi giin inkiibasyon ortamindan
alinan hiicreler; yeniden ti¢ kez 5 er dakika boyunca PBS soliisyonu ile
yikanmiglar ve bu isleme ek olarak, oda sicakliginda 30 dakika boyunca —
tretici firmanm kullanim sartlarina uygun olarak- Biotinlenmis genis
spektrumlu sekonder antikor (Invitrogen) ortamina birakilmislardir.

Sekonder antikor uygulamas1 ardindan; yeniden ayni PBS yikamalar:
yapilarak, hiicrelere HRP- Streptavidin enzimi (Invitrogen), oda sicakliginda
30 dakika boyunca uygulanmgtir.

Yarim saatlik siire sonrasinda; ayni PBS yikamasi ¢ kez
tekrarlanarak; olusturulan antijen — antikor kompleksinin gortiniirliigiini
artirmak ve hiicrelerin meydana getirdigi immdiinoreaktivitelerin
yogunluklarini belirleyebilmek amaciyla, hiicrelerin DAB kromojemi
(Diaminobenzidine / ScyTEK )ve Mayer’ s Hematoksilen ile (Sigma Aldrich)
boyamalar1 yapilmstir.

Boyanmis olan hiicreler optik mikroskop (Olympus IX53) altinda
incelenmislerdir. Meydana gelen immdiin reaksiyonlarin isaretlemeleri; yari-
sayisal bir yontem olan HSCORE metodu kullanilarak degerlendirilmistir
(Younes et al., 2016). HSCORE analizinde £ Pi (i+1) formiili kullanilarak,
formiil igerisinde belirtilen ‘i” alani; immiinohistokimyasal analizler tizerinde
boyamalarin yogunluklarii ifade etmektedir. Boyama yogunluklar: ise
kendi aralarinda 1, 2 ve 3 olarak belirlenmistir. 1 degeri, hafif; 2 degeri, orta
ve 3 degeri, siddetli boyanmay:1 ifade etmektedir. Formiilde yer alan bir
diger alan olan ‘p” boliimii ise yukarida belirtilen yogunluklar ile pozitif
boyanmuis olan hiicrelerin ytizdeliklerini belirtmekte olup; % 0 — 100 degerleri

arasinda seyretmektedir.
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3.8hSHEDs’ inln Vitro Kiiltiir Ortaminda Osteojenik Indiiksiyonlart

Kiiltivasyon prosediiriine uygun olarak, her iki giinde bir osteojenik
[zolasyonlar1 gergeklestirilen hSHEDs' in osteojenik farklilagtirilmalar1 ve
morfolojik analizleri dncesinde; ii¢ boyutlu PLA bazh yapi iskeleleri 24 gozli
ekim kaplarma yerlestirilerek, bir gece boyunca, kiiltiir vasati igerisinde
inkiibe edilmislerdir.

P3 "’ te yer alan hSHEDs,% 80-90 yogunluk oranma ulastiktan sonra;
tripsinize edilerek, 3.75 x 10° hiicre/ ml konsantrasyonunda hiicre toplanarak
— onceden belirlenmis grup diizenine uygun olarak- 24 gozlii ekim kaplarina
ve PLA bazl yapr iskeleleri iizerlerine transfer edilmislerdir (Sekil 3.8.1 ve
Sekil 3.8.2). Osteojenik grupta yer alacak olan hiicrelere, ‘osteojenik
farklilastirma  kiti’(Gibco, ~StemPRO) uygulanarak, osteojenik olarak
indiiklenmislerdir (Sekil 3.8.3).

Arastirmamiz kapsaminda; osteojenik indiiksiyon periyotlari, 14 giin
(2 hafta — 2h) ve 21 giin (3 hafta — 3 h) olarak uygulanmistir. Her iki
osteojenik indiiksiyon siiresi icinde yer alan hiicrelerin, normal indiiksiyon

ortamlar1 yenilenmistir.

Sekil 3.8.1: Thoma Lam1
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Sekil 3.8.3: Osteojenik Farklilagtirma Kiti

3.9Farklilastirma Yapilmis veye Yapilmamis hSHEDs — U¢ Boyutlu
Pla Bazli iskelelerin Isik Mikroskobu Analizleri

14 ve 21 giinliik osteojenik farklilastirma periyotlar1 sonrasinda; kiiltiir
ortamindan alinan {i¢ boyutlu PLA bazl yap: iskeleleri; kesitsel gortintiiler
almarak analiz edilebilmeleri i¢in farkli bir islemden gecirilmislerdir.

Kiltiir ortamindan aliman PLA bazh iskeleler, ilk olarak 2010 yilinda
Xiong ve Li tarafindan tanitilan yonteme uygun olarak (Xiong ve Li, 2010);
hizli bir yumusatmay1 indiikleyebilmek adina, sodyum karbonat ile
tamponlanmis — BORAX (0.01 M Na2CO3 and 0.3 mm Na2B40O7, pH:11) -

isimli bazik bir soliisyon igerisinde 14 giin boyunca bekletilmislerdir.
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14 giinliik siire sonunda, bu ortamdan alinan PLA bazli yapi iskeleleri
parafin igerisine gomiilmiisler ve sonrasinda 5u” luk kesitsel goriintiiler

almmustir (Sekil 3.9.1).

Sekil 3.9.1: Kesit Alinmis PLA Bazl1 Yapi iskelesi

PLA bazli yap1 iskeleleri iizerinde kesitler alindiktan sonra; PLA bazh
yap1 iskeleleri {izerinde osteojenik farklilastirma analizleri i¢in yeniden
immiinohistokimyasal analizler uygulanmisgtir.

Fiksasyon iglemi sonrasinda; PLA bazli yap: iskeleleri ii¢ kez 5" er
dakikalik siirelerle PBS ile yikanmis ve hiicre membranlarinda
permeabilizasyonu saglamak amaciyla PBS igerisinde diliie edilmis % 0.1” lik
Tween - 20 (Sigmal/Life Technologies) oda sicakliginda, buz iizerinde, 15
dakika boyunca uygulanmustur.

Permeabilizasyon islemini takiben, PLA bazli yapi iskeleleri yeniden

u¢ kez 5" er dakikalik stirelerle PBS ile yikanmis ve sonrasinda hiicre iginde
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meydana gelen hiicre i¢i (endojen) peroksidazi inhibe etmek amaciyla; %3 *
liik H202 0da sicakliginda 5 dakika boyunca hiicrelere uygulanmustir.

H20: uygulaniminin sonrasinda, PLA bazli yap: iskeleleri yeniden
ayni miktar ve stirelerde PBS ile yikanmislardir. Ortamda bulunan diger
proteinleri bloklama ve uygulayacagimiz antikorun sadece istedigimiz
antijene baglanmasin1 saglamak maksadi ile hiicrelere, oda sicakliginda bir
saat boyunca 6zel bir bloklama soliisyonu (Invitrogen) uygulanmustir.

Bloklama islemi sonrasinda, osteojenik farklilastirmanin tespiti igin,
PLA bazl yap: iskeleleri, osteojenik markirlar olan : osteokalsin (osteocalcin -
OCN) (1:50, Abcam) ve osteonektin (osteonectin — ON)(1:50, Abcam) primer
antikorlar ile bir gece boyunca + 4 °C" de inkiibe edilmislerdir. Ertesi giin
inkiibasyon ortamindan alman hiicreler; yeniden {i¢ kez 5" er dakika boyunca
PBS soliisyonu ile yikanmiglar ve bu isleme ek olarak, oda sicakliginda 30
dakika boyunca - firetici firmanin kullanim sartlarma uygun olarak-
Biotinlenmis genis spektrumlu sekonder antikor (Invitrogen) ortamina
birakilmiglardar.

Sekonder antikor uygulamasi ardindan; yeniden ayni PBS yikamalar:
yapilarak, hiicrelere HRP- Streptavidin enzimi (Invitrogen), oda sicakliginda
30 dakika boyunca uygulanmgtir.

Yarim saatlik siire sonrasinda;, aymi PBS yikamasi ¢ kez
tekrarlanarak; olusturulan antijen — antikor kompleksinin gortiniirligiini
arttirmak ve hiicrelerin meydana getirdigi immiinoreaktivitelerin
yogunluklarmi belirleyebilmek amaciyla, hiicrelere DAB kromojemi
(ScyTEK) ve Mayer’ s Hematoksilen ile (Sigma Aldrich) boyamalar:
yapilmuistir.

Ozetle belirtecek olursak; kesitler halinde elde edilmis olan PLA bazli

yapz1 iskeleleri; histokimyasal analizler i¢in hematoksilen eozin ile boyanmus;
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immiinohistokimyasal analizler igin ise, OCN(1:50, Abcam) ve ON(1:50,
Abcam) primer antikorlarinin dagilimlari, yukarida bahsedilen -standart
indirekt immiinoperoksidaz boyama — yontemi ile degerlendirilmistir.
Boyanmis olan hiicreler optik mikroskop (Olympus IX53) altinda
incelenmislerdir. Meydana gelen immdiin reaksiyonlarin isaretlemeleri; yari-

sayisal bir yontem olan HSCORE metodu kullanilarak degerlendirilmistir.

3.10 Istatistiksel Analiz

Aragtirmamiz kapsaminda tiim deneyler tliger kez tekrarlanmiglardir.
Kargilagtirilabilir veri gruplari, One — Way ANOVA testi kullanilarak
degerlendirilmiglerdir. Istatistiksel analizlerimizde; p<0.05 degerleri
istatistiksel olarak anlamli kabul edilmistir.

Arastirmamizin analizleri igin; ‘Graphpad Prism Software’sistemi

kullanilmastir.
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4.BULGULAR

Bu calismada eksfoliye olmus insan siit dislerinden izolasyonlar:
saglanarak elde edilen kok hiicrelerin (hSHEDs), laboratuvar ortaminda
primer kiiltivasyonlar1 gerceklestirilmis ve hiicreler  osteojenik olarak
farklilagtirilmistir. Daha sonra izolasyonlar: saglanan hSHEDs , ti¢ boyutlu
(3D) olarak fabrike edilmis polilaktik asit (PLA) bazli yapi iskeleleri tizerine
aktarillarak bu ortamda da osteojenik olarak farklilastirilmis ve yap1
iskelelerinin hiicreler {tizerindeki osteojenik indiikleme ve sitotoksik
aktiviteleri immiinohistokimyasal analizlerle arastirilmistir.

Aragtirmada, yaslar1 6 ile 11 arasinda degisen on adet ¢ocuk hastanin,
diisme zamani gelmis 6n bolge siit disleri gekilerek; bu dislerin kuronal
pulpalarindan kok hiicre izolasyonlar: yapilmistir. Bulgular kisminda yer

alan mikroskobik goriintiiler bir hastaya ait verilerden gekilmistir.

4.1 hSHEDs' in Kiiltivasyonu

hSHEDs enzimatik ayrisim sonrasinda; kiiltiir kabina aktarildi
Hiicrelerin, kiiltiir kabinda, yuvarlak yapida olduklar1 gozlendi (Sekil 4.1.1).

Kiiltiire devam edildiginde, kiiltiirtin tiglincii giiniinden itibaren
kiiltiir kabina yapisan hiicrelerin varlig1 gozlendi ve yedinci gilinden itibaren
hiicrelerin; fibroblast benzeri ve igsi yapida bir morfoloji sergileyerek

cogaldiklar: saptand1 (Sekil 4.1.2) .
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Sekil 4.1.1: Primer Kiiltiir - hSHEDs” in 1. Giin Goriintiisii

Magnifikasyon: 40X

Sekil 4.1.2: hSHEDs' in 7. Giin - Fibroblast Benzeri / Igsi
Goriintiileri (A-D) Magnifikasyonlar sirasi ile; 40X (A), 100X (B), 200X (O),
400X (D)
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Hiicrelerin, primer kiiltivasyonu takiben 7. giinde, %80 yogunluga
ulastiklarinin gozlenmesi tizerine pasajlama islemi gerceklestirilmistir (Sekil
4.1.3A).Calismada ikinci pasajlama (P2) ve {iglincii pasajlama (P3) islemleri
de yapilarak; P1 ve P2 pasajlardaki hiicreler dondurularak saklanmis, P3" de

yer alan hiicreler osteojenik farklilasma i¢in kullanilmistir (Sekil 4.1.3).

Sekil 4.1.3: hSHEDs” in 1. Pasaj (A), 2. Pasaj (B) ve 3. Pasaj (C)

Goriintiileri / Tiim magnifikasyonlar: 40X
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P3" de yer alan hSHEDs in karakterizasyonu; CD90 ve CD45 immiin
dogrulamalari ile yapildi. Immiinohistokimyasal analiz sonuglarina gore;
izolasyonlar1 gerceklestirilen hSHEDs orneklerinde, CD90 (+) belirteci igin
pozitif ekspresyon (Sekil 4.1.4 A, B), CD45 (-) (hematopoietik belirteg)
belirteci i¢in ise negatif ekspresyon (Sekil 4.1.4 C) gozlendi. Ayrica yapilan
kontrol immiin boyamasinda da sonuglar negatif olarak saptanmustir (Sekil

414D).

Sekil 4.1.4: 10 giinliik kiiltiir periyodu sonrasi, hSHEDs’ in CD 90 ve
CD 45 immiinreaksiyonlar1 / Pozitif CD 90 (+)yiizey antijeni ekspresyonu
(A,B) , negatif CD 45 (-) yiizey antijeniekspresyonu (C), negatif kontrol
immiin boyama (D). Ol¢ek: 50 um
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4.2 hSHEDs' in Osteojenik Farklilasmalar

4.2.1 hSHEDs' in Osteojenik Analizleri

P3" deki hiicrelerin, alt1 gozlii kiiltiir kaplar1 igerisinde osteojenik
farklilasma kiti kullanilarak farklilasmalar: saglandi. Farklilasmanin {igiincii
glintinde fibroblastik yapidaki hiicrelerin, epiteloid karakterde olmaya
basladig1 ve kiiltiirin dokuzuncu giliniinden itibaren ise c¢ogalarak
farklilastig1 gozlendi (Sekil 4.2.1.1).

14. ve 21. giinlerdeki kiiltiirde hiicreler arasinda yer yer depozitlerin
oldugu(Sekil 4.2.1.1 B) ve ozellikle 21. giinde belirginlestigi izlendi ( Sekil
4211C).
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Sekil 4.2.1.1: Osteojenik Gruplarda Yer Alan Hiicrelerin 9. Giin (A),
14. Giin (B) ve 21. Giin (C) Goriintiileri / Magnifikasyonlar : 40X
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Farklilagtirma  siirecinin  kontrolii amaciyla karakterizasyon,
immiinohistokimyasal analiz ile yapilmistir. 14 ve 21 giinliik osteojenik
farklilagtirma periyodunda yer alan osteojenik drneklerin (Grup 2) kontrol
grubu Ornekleri (Grup 1) ile karsilastirilan immiinohistokimyasal analizleri
sonucunda; Grup 2 * de, ge¢ donem osteojenik farklilasma belirtegleri olan;
osteonektin (ON) ve osteokalsin (OCN) antikorlarmin pozitif ekspresyonlari
izlenirken kontrol grubunda ON ve OCN immiinoreaktivitelerinin negatif

oldugu saptand1 (Sekil 4.2.1.2 ve Sekil 4.2.1.3).

Y 4

-

B I s

Sekil 4.21.2:14 giinliikk kiiltiir periyodu sonrasi Kontrol ve
Osteojenik gruplarda yapilan immiinohistokimyasal analiz sonugclari. 14
Giinliik Kiiltiir Periyodu Sonrasinda Kontrol grubu (A,B) ve Osteojenik
grupta (C,D) yer alan hSHEDs Gériintiileri. Immiinohistokimyasal analiz
sonrasi, Osteokalsin (A,C) ve Osteonektin (B,D) immiinreaksiyonlar1 /

Olgek: 20 um
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Sekil 4.2.1.3:21 giinliik kiiltiir periyodu sonrasinda Kontrol ve
Osteojenik gruplarda yapilan immiinohistokimyasal analiz sonuclari. 21
Giinliik Kiiltiir Periyodu Sonrasinda Kontrol grubu (A,B) ve Osteojenik
orneklerde (C,D) yer alan hSHEDs Gériintiileri. Immiinohistokimyasal
analiz sonrasl, Osteokalsin (A,0) ve Osteonektin (B,D)

immiinreaksiyonlar1 / Olgek: 20 um

Deney grubu 2’ deki hiicre Orneklerine osteojenik farklilasmanin
belirlenmesi amaciyla yapilan immiinohistokimyasal analiz sonuglar:
degerlendirildiginde, PLA bazl1 yap1 iskeleleri {izerine aktarilan hSHEDs' in;

14. ve 21. gline kadar kiiltiire edilmelerine karar verildi.
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4.2.20¢ Boyutlu PLA Bazli Yapi Iskelelerine Aktarilmis ve
Osteojenik Olarak indiiklenmis hSHEDs’ inAnalizleri

P3’ de yer alan hiicrelerin karakterizasyon analizleri yapildiktan
sonra, hiicreler PLA bazli yap1 iskelelerine aktarilarak, osteojenik
farkhilastirma ortaminda kiiltiire edildiler. Belirlenen kiiltiir periyotlar:

sirasinda hiicrelerin mikroskobik goriintiileri alinmistir (Sekil 4.2.2.1).

Sekil 4.2.2.1: PLA Bazli Yapi Iskelelerine Aktarilmis Hiicrelerin 21.
Giin Kontrol Grubu (A) ve Osteojenik Grubuna (B) Ait Mikroskobik
Goriintiileri. Magnifikasyonlar: 40X

Ug boyutlu PLA bazli yap: iskeleleri iizerine aktarilarak , 14 ve 21
glnliik kiltiir periyotlar1 ile osteojenik olarakindiiklenen hSHEDs in
osteojenik farklilagsmalari, histokimyasal ve immdiinohistokimyasal olarak
analiz edildi.

Histokimyasal analiz sonucunda; PLA bazli yapr iskelelerine
aktarilmis olan hiicrelerin yer yer tutundugu ve hem dis hem de i¢ yapida
yer alan PLA bazli iskelelerin yiizeylerinde hiicrelerin varlig1 saptandu.
Sadece PLA bazli yap: iskelelerin yer aldig1 grupta, yapinn dis ve i¢ katman
ylizeylerinde herhangi bir hiicre varliginin saptanmamasi; PLA bazli yap:
iskeleleri ile kiiltiire edilen hiicrelerin PLA ylizeyine tutunmalarinda bir
sorun olmadigini diistindiirdii.

PLA bazli iskelelerin, osteojenik farklilasan hiicreler ile kiltiirti

sonrasinda; ylizeye tutunan hiicrelerin ON immiinoreaktivitelerinin pozitif
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oldugu ve bu hiicrelerin sadece Grup 4" e ait hiicreler olduklar1 ve bu
hiicrelerin; 3D PLA bazli yap1 iskelelerinin i¢ katmanlar1 ve yiizeylerine

adezyonlar: gozlenmistir (Sekil 4.2.2.2) .

I =

Sekil 4.2.2.2: PLA bazh yap1 iskelelerine aktarilmis olan hSHEDs' in

14 giinliik kiiltiir periyodu sonrasinda, Kontrol Gruplar1 (A,C) ve
Osteojenik Gruplarindan (B,D) Alinmis olan Mayer’ s Hematoksilen Eozin

Boyamas1/Tiim Magnifikasyonlar: 20 um

Grup 4 teki hiicre Orneklerine uygulanan immiinohistokimyasal
analizler sonucunda; ON ve OCN immiinoreaktiviteleri 14 giin ve 21 giin
periyotlarinda yer alan hiicreler icin tespit edilmistir (Sekil 4.2.2.3, Sekil
42.2.4, Sekil 4.2.2.5 ve Sekil 4.2.2.6).
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Sekil 4.2.2.3: PLA bazli yap1 iskelelerine aktarilmis olan hSHEDs' in,
14 giinliik kiiltiir periyodu sonrasi, Kontrol Grubu (A,B) ve Osteojenik
Gruptan (C,D) ON Immiinohistokimyasal Boyamalari / Magnifikasyonlar:
10 um(A), 20 um (B,C) ve 50 um (D)
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Sekil 4.2.2.4: PLA bazli yap1 iskelelerine aktarilmis olan hSHEDs' in,

21 giinliik kiiltiir periyodu sonrasi, Kontrol Grubu (A,B) ve Osteojenik

Gruptan (C,D) ON Immiinohistokimyasal Boyamalari / Magnifikasyonlar:

20 pm (A,B,C) ve 50 pm (D)
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Sekil 4.2.2.5: PLA bazli yap1 iskelelerine aktarilmis olan hSHEDs' in,
14 giinliik kiiltiir periyodu sonrasi, Kontrol Grubu (A,B) ve Osteojenik
Gruptan  (C,D) OCN  immiinohistokimyasal = Boyamalar1  /
Magnifikasyonlar: 20 um (A,B,C) ve 50 um (D)
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Sekil 4.2.2.6: PLA bazli yapi iskelelerine aktarilmis olan hSHEDs' in,

21 giinliik kiiltiir periyodu sonrasi, Kontrol Grubu (A,B) ve Osteojenik
Gruptan (C,D) OCN Immiinohistokimyasal Boyamalar1 / Tiim
Magnifikasyonlar: 20 um
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4.3 Aragtirma Icerisinde Yer Alan Deney Gruplarinda Saptanan

HSCORE Degerleri ve Istatistiksel Analiz Bulgular

Anti- ON ve Anti- OCN degerlerinin deney gruplarma gore HSCORE

dagilimlar1 Tablo 4.3.1" te gosterilmistir.

HSCORE PLA- PLA-

PLA- PLA- hSHEDs- hSHEDs-
(%) hSHEDs- hSHEDs- | C-2h C-3h

C-2h C-3h 2h 3h
mean+SD 2h 3h

292,7 286,7 1213,3 265,7 | 206,7 273,3 |263,3
ON 280,0 £10

+2,08 +5,77 | +5,77 49,29 | +5,77 +11,55 | +15,28

211,0+|497,3 340,0 [486,7 480,7 |497,7 393,3 1493,3
OCN

3,61 |+0,57 +10 |+5,77 +2,08 |+1,16 +15,28 | +5,77

Tablo 4.3.1: Anti- ON ve Anti- OCN Degerlerinin Deney Gruplarina Gore

HSCORE Dagilimlar:
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Immiinohistokimyasal analizler sonucunda; ON immiinoreaktivitesi
her iki periyotta da yer alan (14 giin ve 21 giin ) osteojenik gruplarda tespit

edilmigtir.

14 gunliik kiiltiir periyodu sonrasinda; ON HSCORE degerleri, Grup
4 “ te (280,0 £10) , Grup 2’ ye gore (206,7 £5,774) daha yogun olarak saptanmis
ve aralarindaki fark istatistiksel olarak anlamli bulunmustur (“p<0.0001) ,

(Tablo 4.3.2 ve Tablo 4.3.3).

14 glinliik kiiltiir periyodu sonrasinda; Grup 3’ te yer alan hiicrelerin
immiinreaksiyonlar1 (292,7 +2,08), Grup 1 (265,7 £9,29) ile karsilastirildiginda,
fark istatistiksel olarak anlamli bulunmustur("p<0.05) , (Tablo 4.3.2 ve Tablo
4.3.3).

14 gunlik kiltir periyodu sonrasinda; Grup 4 teki ON
immiinoreaktivitesinin (280,0 £10), 21 giinliik kiiltiir periyodu sonundaki
immiinoreaktivite (213,3 +5,77) ile karsilastirmas: yapildiginda; degerlerin
istatistiksel olarak anlaml diizeyde azaldig: tespit

edilmistir("p<0.0001),(Tablo 4.3.2 ve Tablo 4.3.3).

14 ginlik kiiltiir periyodu sonrasinda; Grup 2° deki ON
immiinoreaktivitesinin (206,7 +5,77), 21 giinliik kiiltiir periyodu sonrasi
degerlerle (263,3 +15,28) kiyaslandig1 zaman; ON immiinoreaktivitesinin 21
glin sonunda daha fazla oldugu ve bu farkin istatistiksel olarak anlamli

oldugu saptand: ("p<0.0001), (Tablo 4.3.2 ve Tablo 4.3.3).

21 giinliik kiiltiir periyodu sonrasinda, Grup 2’ de meydana gelen ON
yogunlugu (263,3 +15,28 ); ayni kiiltiir periyodu sonrasinda Grup 4’ te (213,3
+5,77) daha az olarak tespit edilmis ve bu fark istatistiksel olarak anlamh

bulunmustur (“p<0.0001), (Tablo 4.3.2 ve Tablo 4.3.3).
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Tiim deney gruplarinda elde edilen Anti-ON sonuglarmin; istatistiksel

analiz bulgular1 Tablo 4.3.1 ve Tablo 4.3.2" de gosterilmistir.

Anti-ON BULGULARI

DENEY GRUPLARI FARK FARK ‘p’ degeri
PLA-C-2h vs. PLA-hSHEDs-2h Yok NS 0,6809
PLA-C-2h vs. PLA-C-3 h Yok NS 0,9899
PLA-C-2h vs. C-2h Var g 0,0352
PLA-hSHEDs-2h vs. PLA-hSHEDs-3h | Var it <0,0001
PLA-hSHEDs-2h vs. hSHEDs-2h Var X <0,0001
PLA-C-3h vs. PLA-hSHEDs-3h Var i <0,0001
PLA-C-3h vs. C-3h Yok NS 0,6279
PLA-hSHEDs-3h vs. C-3h Var i <0,0001
PLA-hSHEDs-3h vs. h\SHEDs-3h Var e <0,0001
C-2h vs. h\SHEDs-2h Var N <0,0001
C-2h vs. C-3h Yok NS 0,9613
hSHEDs-2h vs. hSHEDs-3h Var N <0,0001
C-3h vs. hSHEDs-3h Yok NS 0,8658

Tablo 4.3.2 : Deney Gruplar ile Karsilastirilmali Anti-ON Bulgular

**: p<0.0001
*: p<0.05
NS: Fark Yok / No Significance
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ONE - WAY ANOVA TESTI Anti-

OSTEONEKTiN BULGULARI
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Tablo4.3.3:Her bir deney grubununOsteonektin (ON) gen ekspresyonlari.
Grup 4 teki ON yogunlugu, 14 giinliik kiiltiir periyodu sonrasinda 280,0 +10
iken; ayni kiiltiir periyodu sonrasinda, Grup 2’ deki ON yogunlugu 206,7
5,77  olarak Ol¢lilmiis ve aradaki fark istatistiksel olarak anlamli
bulunmustur. Bu bulguya ek olarak; 14 giinliik kiiltiir periyodu sonras: Grup
2" deki ON yogunlugu ilk basta 206,7 5,77 iken, 21 giinliik kiiltiir periyodu
sonrasinda ON yogunlugunun 263,3 +15,28  liikk bir degere artis gosterdigi
tespit edilmis ve bu artis istatistiksel olarak anlamli bulunmustur

("p<0,0001) .
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Immiinohistokimyasal analizler sonucunda; OCN immiinoreaktivitesi
her iki periyotta da yer alan (14 giin ve 21 giin ) osteojenik gruplarda tespit

edilmigtir.

14 gtinliik kiiltiir periyodu sonrasy;, Grup 4 * teki OCN yogunlugunun
(497,3 +0,57), 21 guinlik kiltir periyodu sonrasinda olgiilen OCN
yogunluguna (486,7 +5,77)gore daha fazla oldugu goriilmiis ancak; bu fark
istatistiksel olarak anlamli bulunmamistir (p> 0.05) , (Tablo 4.3.4 ve Tablo
4.3.5).

14 giinliik kiltiir periyodu sonrasinda; Grup 3’ te yer alan hiicrelerin
OCN immiinreaksiyonlar1 (211,0 +3,61), Grup 1 (480,7 +2,08) ile
karsilagtirildiginda, daha az olarak degerlendirilmis ve bu fark istatistiksel

olarak anlamli bulunmustur(“p<0,0001), (Tablo 4.3.4 ve Tablo 4.3.5).

14 giinliik kiiltiir periyodu sonrasinda, Grup 2’ de belirlenen OCN
HSCORE degerinin (497,7 £1,16); 21 giunliik kiiltiir periyodu sonrasinda
(493,3 +5,77) azaldig1 goriilmiis; ancak bu fark istatistiksel olarak anlaml
bulunmamuistir (p> 0.05), (Tablo 4.3.4 ve Tablo 4.3.5).

21 giinliik kiiltiir periyodu sonrasinda, Grup 2’ de meydana gelen
OCN HSCORE degeri (493,3 +5,77); aym kiiltiir periyodu sonrasinda Grup 4’
te (486,7 +5,77) daha az olarak tespit edilmis; ancak bu fark istatistiksel olarak

anlamli bulunmamustir (p> 0.05), (Tablo 4.3.4 ve Tablo 4.3.5).

14 giinliik kiltiir periyodu sonrasinda, Grup 2 * de olgiilen OCN
HSCORE degeri (497,7 +1,16); Grup 1" deki OCN HSCORE degerine (480,7
+2,08) gore daha yiiksek olarak degerlendirilmis, ancak bu fark istatistiksel
olarak anlamli bulunmamuistir (p> 0.05), (Tablo 4.3.4 ve Tablo 4.3.5).
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21 giinliik kiiltiir sonrasinda Grup 3’ te 6lctilen OCN HSCORE degeri
(340,0 +10) , ayni kiiltiir periyodu sonrasinda Grup 4’ te (486,7 +5,77) ol¢lilen
degerden daha az olarak saptanmis ve bu fark istatistiksel olarak anlamli

bulunmustur (“p<0.0001), (Tablo 4.3.4 ve Tablo 4.3.5).
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sonuglarinin;

istatistiksel analiz bulgular1 Tablo 4.3.3 ve Tablo 4.3.4 te gosterilmistir.

Anti-OCN BULGULARI

DENEY GRUPLARI FARK FARK ‘p’ degeri
PLA-C-2h vs. PLA-hSHEDs-2h Var i <0,0001
PLA-C-2h vs. PLA-C-3h Var i <0,0001
PLA-C-2h vs. C-2h Var £ <0,0001
PLA-C-2h vs. hASHEDs-2h Var 55 <0,0001
PLA-hSHEDs-2h vs. PLA-hSHEDs-3h | Yok NS 0,6257
PLA-hSHEDs-2h vs. C-2h Yok NS 0,1573
PLA-hSHEDs-2h vs. hNSHEDs-2h Yok NS >0,9999
PLA-C-3h vs. PLA-hSHEDs-3h Var i <0,0001
PLA-C-3h vs. C-3h Var B <0,0001
PLA-hSHEDs-3h vs. C-3h Var it <0,0001
PLA-hSHEDs-3h vs. hNSHEDs-3h Yok NS 0,9407
C-2h vs. hSHEDs-2h Yok NS 0,143
C-2h vs. C-3h Var [ <0,0001
hSHEDs-2h vs. hSHEDs-3h Yok NS 0,9944
PLA-C-3h vs. hASHEDs-3h Var 55 <0,0001

Tablo 4.3.4: Deney Gruplari ile Karsilastirilmali Anti-OCN Bulgularn

**: p<0.0001
*: p<0.05
NS: Fark Yok / No Significance
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Tablo 4.3.5: Her bir deney grubuna ait Osteokalsin (OCN) gen
ekspresyonlar1. 14 giinliik kiiltiir periyodu sonrasinda, Grup 4’ teki OCN
yogunlugu 497,3 +0,57 iken, bu yogunluk 21 gilinliik kiiltiir periyodu
sonrasinda 486,7 +5,77 degerine diislis gostermis ancak; bu azalma
istatistiksel olarak anlamli bulunmamaistir. Bu bulguya ek olarak; 14 giinliik
kiiltiir periyodu sonrasinda, Grup 4’ teki OCN yogunlugu 497,3 +0,57 olarak
olgiliip; Grup 3 “ teki 211,0+3,61 OCN yogunlugundan daha fazla olarak
degerlendirilmis ve aradaki fark istatistiksel olarak anlamli bulunmustur

("p<0,0001, NS:no sifnificance / fark yok ) .
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4.4 PLA Bazli Yapi Iskelelerinde Goézlemlenen Kiiltiir Sonrasi
Degisiklikler

Kiiltivasyon sonrasi, kesitler alinarak yeniden degerlendirilen PLA
bazl1 yap iskelelerinde, boyutsal degisimler gozlenmistir.

Kiiltivasyon sonrasi, PLA bazli yap1 iskelelerinin siitun kalinliklarinin
azalmis oldugu ve buna bagli olarak da siitunlar arasi mesafenin arttig:
saptanmigtir. Stitun kalinliklarindaki azalma; %12.5 - %30 degerleri arasinda

seyretmistir.

L

Sekil 4.4.1: Kiiltivasyon Sonrasi PLA bazli Yap: Iskelelerinin Azalmis

100 ym

Siitun Genislikleri ve Siitunlar Aras1 Artmis Mesafeler
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5.TARTISMA

Oral kavitenin multi-organik ve kompleks yapisi ilejoral doku ve
organlarin bir¢ok noktada, birbirleri arasinda baglantili oluslari; herhangi bir
yapmin hasart1 durumunda, diger alanlarin da etkilenmesine ve geri
doniisiimsiiz malfonksiyonlarm meydana gelmesine sebebiyet vermektedir.
Dis ciiriikleri, periodontal hastaliklar, alveolar kemik rezorpsiyonlari,
ortodontik problemler, orofasiyal bolgedeki noropatik agrilar, tiikiiriik
bezlerinde meydana gelen fonksiyon bozukluklari gibi ¢esitli durumlar
diinya genelindeki agiz saglig1 sorunlarmin biyik bir bolimiinii
olusturmaktadirlar (Aurrekoetxea et al., 2015) .

Agi1z saghgi sorunlarinin diinya genelinde yayilimi ve bu duruma
cevap niteliginde;insan viicudunun doku hasarlar1 karsisinda, embriyonik
gelisim ve morfogenez siirecinin tekrarlanarak hasarli dokularda
rejenerasyonun saglanabilecegi biyolojik mekanizmalara ilgi artmis ve dis
hekimliginde de rejenerasyon egilimli tedavi arayiglar1 baglamigtir
(Bakopoulou ve About, 2016).

Dental dokularm sinirli rejenerasyon potansiyelleri olmasina ragmen,
dental doku kaynakli kok hiicrelerin kesfi ve bu hiicrelerin doku
miihendisligiyle birlikte kombine kullanimlary;‘rejeneratif dis hekimligi’
alaninda yeni ve etkili tedavi yaklagimlarnin gelisimine kapi ag¢mustir.
Glintimiiz teknolojisiyle birlikte; ‘kok hiicreler” hastaliklara karsi savaslarda en
onemli silah olarak diistintilmektedirler(Aziz-Aly, 2015) .

Genel tip ve rejeneratif dis hekimligi uygulamalarinda; doku
miithendisligi ve rejenerasyon evrelerinde, rejenerasyonun temelini olusturan
ve kurulmasi en zorlayici olan faktor; kok hiicreler, sinyal molekiilleri ve
ekstraselliiler matriks (Ornegin: yap: iskeleleri / mikrogevre) tgliistiniin

saglikli kombinasyonlarmim olusturulabilmesidir (Kawamura, et al., 2016) .
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Bu baglamda calismamizda; hSHEDs icin, PLA bazli yap: iskeleleri
kullanarak olusturdugumuz mikrogevre ortaminda, bu hiicreleri osteojenik
olarak farklilastirarak; kok hiicre - eksraselliiler matriks kombinasyonunu
olusturmak ve PLA bazli yap: iskelelerinin hSHED:s {izerindeki osteojenik
indiiksiyonu destekledigini gostermeyi amagcladik.

Eksfoliasyon zamani gelmis siit dislerinin pulpal dokusundan elde
edilen kok hiicreler (hSHED:) ilk olarak 2003 yilinda, Miura ve arkadaslar:
tarafindan izole edilerek; cesitli in vitro ve in vivo calismalarda; bu
hiicrelerin yiiksek proliferasyon ve kolojenik multipotent yapilarinm,
osteoblastik, odontoblastik, kondroblastik, adipojenik, noral ve endotelyal
hiicrelere farklilasma potansiyelleri basarili bir sekilde gosterilmistir (Miura
et al., 2003; Chadipiralla et al., 2010; Kiirkgti, 2010; Eslaminejad et al., 2010;
Wang et al., 2010; Telles et al., 2011; Estrela, et al., 2011; Yu et al., 2014 ve
Kashyap et al., 2015).

Nakamura ve arkadaslarmim, 2009 yilinda, yapmis olduklar:
calismalarinda, DPSCs” in kendi kendilerini yenileyebilme ve bir¢ok yonlii
farklilasabilme kapasitelerinin olmasma ragmen; hSHEDs' in DPSCs’ e
kiyasla, daha farkli ekprese ettikleri cesitli ytlizey belirteclerinin bulundugu
ve daha yiiksek/ hizli oranlarda proliferasyon sergiledikleri belirtilmistir.
Arastirma sonuglarinda hSHEDs' e ait bu 6zelliklerden dolay1; bu hiicrelerin
in vitro ortamda, osteojenik ve adipojenik farklilasmalar: yoniinden daha
tercih edilir olduklarinin (DPSCs” e kiyasla) alt1 ¢izilmistir (Nakamura et al.,
2009).

Fu ve arkadaslar1 (2014), hayvan modellerinde meydana getirdikleri
periodontitis olgularinda; allojenik SHEDs' i ve allojenik PDLSCs’ i, kalsiyum
fosfat igerikli biyomateryallerle kombine olarak veya biyomateryalleri

allojenik kok hiicreler kullanmadan, klinik olarak diseti ¢ekilmesi ve atagman
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kayb1 yaratilan bolgelere uygulamuslardir. 12 haftalik siire¢ sonrasinda
yapilan CT degerlendirmelerinde; allojenik kok hiicrelerin yer aldig: her iki
grupta da; kok hiicre igermeyen, sadece biyomateryallerin yer aldig:
gruplara (% 25) kiyasla, %75 oraninda bir sert doku rejenerasyonu oldugu
gozlemlenmistir. Histolojik deneyler 1s181nda ise; allojenik SHEDs" in,
peridontitis varhiginda, etkili bir sert ve yumusak doku tamiri meydana
getirdikleri belirtilmistir (Fu et al., 2014) .

Bizim de c¢alismamizda; genis diferansiyasyon, proliferasyon ve
rejenerasyon kabiliyetleri goz oniinde bulundurularak, kok hiicre kaynag:
olarak hSHED:s tercih edilmistir.

Yildirim ve arkadaslar1 2007 yilinda yapmis olduklar: ¢alismalarinda;
farkli kalsiyum fosfat igerikli biyomateryal kombinasyonlarmi (trikalsiyum
fosfat / TCP, hidroksiapatit (HA), 1:1 oranlarinda TCP + HA kombinasyonu,
Kontrol Grup: Kalsiyum Hidroksit (CH) ) kopek disinde yaratilan pulpal
perforasyon alani {izerinde, reperatif dentin olusturabilmeleri ve iyilestirme
potansiyelleri agisindan incelemislerdir. Arastirmacilar ¢alisma sonuglarinda;
TCP + HA kombinasyonunda ve kontrol grubunda, reperatif dentin
olusumunu agik¢a gozlemlemis; ancak yavas rezorbe olabilen ve reperatif
dentin ile yer degistirebilen ideal kalsiyum fosfat igerikli biyomateryalin yan1
sira, biyolojik olarak aktif olan molekiillerin hasar gormiis ve enflame olmus
pulpal doku alanina tasinmasinda bir ara¢ gorevi goren yap1 iskelelerinin
onemli bir rol iistlendiklerini belirtmislerdir (Yildirim et al., 2007).

Giuintimiizde doku miihendisligi insas1; kok hiicreler, ii¢ boyutlu yap1
iskele materyalleri ve biyokimyasal molekiiller arasindaki baglantilar tizerine
kurulmustur. Ideal bir yap1 iskelesi; biogdziiniir olma 6zelligi ile birlikte

hticresel infiltrasyonu, vaskiilarizasyonu, hticre farklilagsmasini
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hizlandirabilen ve uygun dokular ile yer degistirebilen bir yapida olmalidir
(Langer ve Vacanti, 1993 ve Galler et al., 2011).

3D yaziclarda kullanilan teknolojiler ile yaratilan gilintimiiz
olanaklary;, hizli bir sekilde rejeneratif dis hekimligi alanina adapte edilerek,
oral ve maksillofasiyal rejenerasyonlar icin gerekli doku miihendisligi
alaninda kullanima gecirilmistir (Yun, 2015) .

3D yazicilarla elde edilen yapi iskeleleri; doku miihendisligi
teknolojilerinin esas aldig1 {ic komponentten birini olusturmaktadirlar.
Fonksiyonel olarak yapi iskeleleri; hiicre ekimi, hiicre adezyonu ve hiicre
proliferasyonuna olanak saglayarak; endojen hiicrelerin sentezleyecekleri
yeni bir matriksin, hasar gormiis bosluk alan ile tamamiyle yer degisimi
gerceklesene kadar, ilgili alanda gecici olarak yapici bir iskelet gorevini
ustlenmektedirler (Murray et al. 2007 ve Galler et al., 2011).

3D ile firetilen ideal bir yap: iskelesi, hiicresel dagilima izin veren
biouyumlu bir arag olarak hizmet vermenin yanisira; hiicresel aktiviteleri ve
hiicre i¢i haberlesmeyi saglayarak, hiicrelerin dogal fizyolojik
mikrogevrelerini taklit edebilen bioaktif bir platform olarak da rol
oynamaktadirlar (Gong et al., 2016) .

Polilaktik asit (PLA), poliglikolik asit (PGLA), polikaprolaktan (PCL)
ve polietilen glikol (PEG) gibi biyomateryaller; 3D yap1 iskelesi iiretiminde
en siklikla kullanilan materyaller arasinda yer almaktadirlar (Gupta et al.,
2016).

Cordeiro ve arkadaslarmin, 2008 yilinda,in vivo kosullarda yaptiklar:
hayvan ¢alismasinda; tigtincii biiytiik az1 diglerinden alinan kuronal kesitlerin
pulpal bosluk alanmma PLLA  biyomateryali enjekte edilerek
polimerizasyonlar1 yapilmistir. Daha sonrasinda; hSHEDs' in izolasyon ve

kiltivasyonlar1 yapilarak, hiicreler 6énceden hazirlanmis olan dis kesitli /
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PLLA bazl yap: iskelelerine aktarilarak ¢calismada kullanilan immiin sistemi
baskilanmis farelere implante edilmislerdir. Bu c¢alismada; esas olarak
biogoziintir yap iskeleleri {izerine aktarilan hSHEDs" in morfolojik doku
olusturma karakterizasyonlar1 incelenmistir. TEM (Transmission Electron
Microscope) ve immiinohistokimya ile degerlendirilen 6rneklerde; hSHEDs" in
deney ortaminda, odontoblast ve endotelyal benzeri hiicrelere
farklilasabildikleri gosterilmistir. Arastirmacilar bu bulgular 1s181nda elde
edilen yeni dokunun; morfolojik ve hiicresel agidan fizyolojik dental pulpa
dokusuna benzedigini; hSHEDs" in dental pulpa alaninda doku miihendisligi
ile yaratilacak rejenerasyonda kullanimlarmin uygun olabilecegini
raporlamislardir (Cordeiro et al., 2008).

Sakai ve arkadaslar: tarafindan, 2010 yilinda, gergeklestirilen bir baska
calismada; Corderio ve arkadaslarmin hazirlamis olduklari, dis kesitleri ve
PLLA biyomateryalinden olusan yapz1 iskeleleri olusturularak, hSHEDs" in bu
alandaki odontogenezis potansiyelleri bu kez in vitro ortamda incelenmistir.
Arastirma bulgularinda; hSHEDs in fonksiyonel odontoblastlara ve vaskiiler
endotelyal hiicrelere farklilasarak tiibiiler dentin olusturabildikleri sonucuna
varimistir (Sakai et al., 2010).

Hiicreler icin bir biomatriks gorevi goren yapi iskeleleri; dentin-pulpa
kompleksini igeren dokularin rejenerasyon ve tamirinde basarili sonuglar
ortaya cikararak, dis hekimligi alaninda terapotik amacl kullanimlarinin da
olabilecegini gostermislerdir (Sharma et al., 2010) . Bu baglamda biz de
calismamizda PLA bazli yap: iskeleleri kullanarak; bu iskelelerin, hSHEDs
tizerindeki osteojenik etkilerini aragtirarak; ilerleyen donemlerdeki terapotik
kullanimlarini degerlendirdik. Calismamizda hSHEDs in osteojenik

indiikleme ile iki boyutlu (2D) standart kiiltiir ortami ve {i¢ boyutlu (3D)
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PLA bazlhi yap1 iskelelerinin yer aldigi kiiltiir ortamlarinda osteoblastik
farklilasmalar1 ayr1 ayr1 incelenmistir.

PLA biyomateryali; siklikla, poliglikolik asit veya polimandelik asit
iceren a — hidroksiasitlerden elde edilen, alifatik polyester ailesi altinda yer
alan bir biyomateryaldir. PLA; alifatik termoplastik yapisindan koken alan,
endiistriyel paketleme ya da bio¢oziiniimlii / bioyumlu medikal cihazlar igin
kullanilabilen, seker, muisir, patates ve seker kamisi gibi yenilenebilen
kaynaklardan {iretilen; yiiksek bir mekanik katsayiya sahip, oldukca iyi
dayaniklilik gosterebilen bir biyopolimer yapisina sahiptir (Armentano et al.,
2013) .

PLA yapismin insan viicudu tarafindan absorbe edilmesi ve
bio¢oziintirliigii sonrasinda herhangi bir toksik {iriin ortaya ¢itkarmamasi; bu
materyalin yiikselen ve umut verici biyomateryaller arasinda yer almasimni
saglamistir (Gao et al., 2015).

PLA biyomateryali; FDA tarafindan onayli, sentetik ve biyo¢oziiniim
gosterebilen sayili polimerler arasinda yer almaktadir. Bu 6zellikler; yiiksek
molekiiler agirlikly, sekilsiz ya da kristalimsi yapidaki polimerleri elde etmek
icin meydana gelen PLA yapisindaki L- ve D- izomerlerinin kontrollii
polimerizasyonu asamasindan etkilenerek, degisime ugrayabilirler (Tim et
al., 2008) .

Rejenerasyon ve tamir asamalarinda kullanilan yapr iskelesi
biyomateryali ve iskelenin dizayni, rejenerasyon ve tamir asamasi igin
kullanilan kok hiicrelerin farklilasarak ilgili dokuda etkili bir sonug elde
edilmesi igin yiiksek derecede onem tegkil etmektedir (Lim et al., 2016). Bu
bilgiler 1s1831nda, calismamizda poli laktik asit bazli 3D yap: iskeleleri

kullanilmastir.
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Yap: iskelelerinin tiirlerini belirleyen dogal ve sentetik polimer
icerikleri, hiicrelerin fizyolojik mikrocevrelerini etkileyen 6nemli unsurlar
arasindadir. Dogal polimer igerikli yap: iskelelerinde genellikle, saflik ve
immiin cevabin indiiklenmesi konulari ile ilgili sorunlar yasanabilmektedir.
Dolayist ile; doku miihendisliginde kullanacagmiz yapi iskelelerinin sentetik
polimer igerikli olmalar;; potansiyel bir immiinreaksiyon riskini
engellemelerine ragmen, klinik uygulamalara daha uygun oluslar1 ve kisiye
ozel olarak tasarlanabilen fizikokimyasal Ozellikleri, arastirmamizda PLA
bazl1 yapi iskelelerini tercih etmemizde 6nemli bir etken olmustur (Chan ve
Mooney, 2008 ve Gong et al., 2016) .

Calismamizda PLA biyomateryali tercihi yapilmasinin baslica
sebeplerini:

> Yiiksek biyolojik dayanim,

» Geri dontstiirtilebilirlik,

» Diisiik immiinojenik ve toksik atik tiretimi,

> Biogoziiniir alifatik polyester yapisinin, medikal ve biyolojik
uygulamalar agisindan ciddi 6l¢lide avantaj olusturmasi gibi 6zellikler
olusturmustur.

Mezenkimal kok hiicrelerle benzer ozellikler gosteren dental kaynakl
kok hiicreler; MSCs ile benzer sekillerde; CD90, CD73, CD105, CD146, STRO-
1 belirtegleri i¢in pozitif, CD34, CD45, CD11b/c ve HLA-DR belirtecleri igin
negatif ekspresyon sergilemektedirler (Parekkadan ve Milwid, 2010 vePenny
et al., 2012). Bizim de calismamizda izole edilen kok hiicrelerin mezenkimal
kaynakli olduklarmi gostermek amaciyla; CD90 ve CD45 MSCs yiizey
antijenleri kullanilmistir. Calismamuiz i¢in kullandigimiz tiglincii pasajda (P3)
yer alan hiicreler, MSCs paternine uygun sekilde; immiinohistokimyasal

analizler ile uyguladigimiz CD90 yiizey antijeni i¢in pozitif (+), CD45
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hematopoietik  yiizey antijenleri igin ise negatif eskpresyon (-)
gostermiglerdir.Bulgularimiz  calismada kullandigimiz ~ hiicrelerin
mezenkimal kaynaklit hSHEDs olduklarini desteklemektedir.

Miura ve arkadaslarmin ilk kez 2003 yilinda; siit dislerinde gelisen
tizyolojik kok rezorpsiyonlarina ragmen, bu mekanizmanin siit disi pulpal
yapilarinda histolojik bir farklilik yaratmadigi goriisleri ile yola c¢iktiklary;
fizyolojik rezorpsiyona ugramis ve c¢ekim zamani gelmis dislerin kalan
kuronal pulpal dokusundan kok hiicre elde ettikleri calismalarindan destek
almarak (Miura et al, 2003); calismamizda kilinik ve radyolojik olarak
fizyolojik kok rezorpsiyonu disinda, herhangi bir semptom gostermemis
olan, 6-11 yas araligindaki ¢ocuk hastalarin 6n boélge siit dislerinden elde
edilen pulpal yapilar, kok hiicre kaynag olarak kullanilmigtir.

Arastirmamizda; eksfoliye olmus stit diglerinin kuronal bolgelerinden
elde ettigimiz kuronal pulpa dokusu ile basarili bir sekilde hSHEDs izole
edilmis ve bu hiicrelerin standart kiiltiir ortami (2D) ile PLA bazli yap:
iskeleleri tizerlerindeki (3D) osteojenik farklilagsmalar:1 karsilastirilmistir. Bu
karsilastirmalara ek olarak; ¢alismamiz i¢in en 6nemli nokta olan, PLA bazlh
yap1 iskelelerinin osteojenik indiiksiyon kabiliyetleri, incelenmistir.

Arastirmamizda iki boyutlu kiltiir ortaminda, osteojenik olarak
indiiklenmis hSHEDs" in14 ve 21 giinliik kiiltiir periyotlar: sonrasindaki ON
immiinoreaktiviteleri  degerlendirilerek; 21  giin  sonunda  ON
immiinoreaktivitesinin, istatististiksel olarak anlamli diizeyde daha fazla
oldugu saptanmigstir. Bu sonug; osteojenik farklilasmanin 21. giine kadar
artarak devam ettigini gostermektedir.

Calismada iki boyutlu ve ii¢ boyutlu PLA bazl yap1 iskelelerinin yer
aldig kiiltiir ortamlarinda bulunan hSHEDs" in 14 giinliik kiiltiir periyodu

sonrasindaki ON immiinoreaktiviteleri degerlendirilerek; bu periyot
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sonrasinda; ti¢ boyutlu PLA bazli yapi iskelelerinin yer aldigi kultir
ortamlarmnda bulunan hSHEDs" in ON yogunluklarinin, iki boyutlu kiltiir
ortamimna gore daha fazla oldugu ve bu farkin istatistiksel olarak anlamli
bulundugu saptanmistir. Bu sonug; PLA bazl yapi iskelelerinin, osteojenik
olarak indiiklenmis hSHEDs" in farklilasmalarim1i  desteklediklerini
gostermistir.

Calismada iki boyutlu kiiltiir ortaminda, osteojenik olarak
indiiklenmis hSHEDs" in 14 ve 21 gunlik kiiltiir periyotlar1 sonrasindaki
OCN immiinoreaktiviteleri degerlendirilerek; 21 giinliik kiiltiir periyodu
sonrasinda azalmis olarak saptanan OCN yogunlugu istatistiksel olarak
anlamli bulunmamaistir. Bu sonug; osteojenik farklilasmanin 21. giine kadar
devam ettigini; ancak 14 giinliik kiltiir periyodundan farkli olmadigini
gOstermistir.

Calismada ti¢ boyutlu kiiltiir ortaminda, PLA bazli yapi1 iskeleleri
tizerine aktarilarak, osteojenik olarak indiiklenmis hSHEDs in 14 ve 21
glnliitk kiltiir periyotlar1 sonrasindaki OCN immiinoreaktiviteleri
degerlendirilerek; 21 giinliik kiltiir periyodu sonrasmnda olgiilen OCN
yogunlugunun azalmis oldugu; ancak bu farkin istatistiksel olarak anlaml
olmadig1 bulunmustur. Bu sonug; hSHEDs in PLA bazli yap: iskeleleri
tizerinde osteojenik farklilasmalarini 21. giine kadar devam ettirdigini; ancak
14 giinliik kiiltiir periyodundan farkli olmadigini gostermistir.

Calismada ti¢ boyutlu kiiltiir ortaminda, PLA bazli yapi1 iskeleleri
tizerine aktarilarak, osteojenik olarak indiiklenmis hSHEDs in 14 ve 21
glinliilk  kiltiir  periyotlar1 sonrasindaki ON  immiinoreaktiviteleri
degerlendirilerek; 21 giinliik kiiltiir periyodu sonrasinda azalmis olarak
saptanan ON yogunlugu, istatistiksel olarak anlamli diizeyde bulunmustur.

Bu sonug; ilk basta PLA bazli yap1 iskelelerinin hiicreler iizerinde toksik bir
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etki yarattigini distindiirmiis; ancak Grup 2’ de yer alan hiicrelerin 14 ve 21
gunliik kiiltiir periyotlar: arasinda OCN ekspresyonu agisindan herhangi bir
fark goriilmemesi ve 14 giinliik kiiltiir periyodu sonrasinda, PLA bazli yap1
iskelelerinin yer aldig1 ti¢ boyutlu kiiltiir ortammda bulunan hiicrelerin
(Grup 4) iki boyutlu ortamda yer alan hiicrelere (Grup 2) gore daha yogun
bir ON ekspresyonu sergilemeleri bu diistinceyi degistirmistir. Bu baglamda;
immiinohistokimyasal analiz sonuglarimiza gore; PLA bazhh yap:
iskelelerinin hiicreler {izerinde kendi kendine toksik bir etki yaratmadigy;
sadece ti¢ haftalik kiiltiir periyodu sonunda hiicrelerin bazi molekiillerin
saliniminlarini desteklemedigi diistiniilmiistiir.

Ta-Su ve arkadaslar1 tarafindan 2014 yilinda in vitro ortamda
gerceklestirilen bir calismada; hSHEDs in osteojenik farklilagsmalar1 ve
mineralizasyonlar1 arastirilarak; bu hiicrelerin modifiye edilmis kitozan bazli
yap1 iskeleleri tizerindeki 21 gilinliik kiiltiir periyodu sonucunda; yap:
iskelelerinin hSHEDs iizerinde osteojenik indiiksiyon yarattig1 ve hiicrelerin
ON ile OCN gen ekspresyonlarinda artis gozlemlendigi rapor edilmistir (Ta
— Su et al.,, 2014). Bizim ¢alisma bulgularimizda da; bu ¢alisma ile benzer
sonuglar elde edilerek, Ta-Su ve arkadaslarinin c¢alisma sonuglar:
desteklenmistir.

Calisma sonuglarimiz, osteojenik farklilasma icin gerekli kiltiir
periyodu acisindan degerlendirildiginde; 14 giinliik ve 21 giinliik kiltiir
periyotlarindan elde edilen her iki osteojenik belirte¢ ekspresyonlar1 da goz
oniinde bulundurularak; 14 giinliik kiiltiir periyodunun, PLA bazli yap:
iskeleleri tizerine aktarilarak kombinlenmis veya sadece iki boyutlu kiltiir
ortaminda yer alan hSHEDs’ in osteoblastlara farklilasabilmeleri i¢in yeterli

bir kiiltivasyon stiresi oldugu yontinde degerlendirilmistir.
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Calisma bulgularimizda; PLA bazli yap1 iskeleleri tizerinde
gozlemledigimiz artmis ONve OCN osteojenik belirteclerinin ekspresyonlari;
calismamiz admna, PLA bazhi yap1 iskelelerinin hSHEDs  in osteojenik
indiiksiyonlar1 i¢cin uygun kullanilabilirliligi olan bir yapr iskelesi
biyomateryali oldugu yontinde destekleyici bir bulgu olusturmustur.

Guarino ve arkadasglar1 (2012) hiicre ve yapr iskelesi
kombinasyonlarmi arastirdiklar: ¢alismalarinda; hMSCs” in PCL/ PLA bazh
yap1r iskeleleri iizerindeki osteojenik farklilasmalar1 ve mineralizasyon
karakterizasyonlarini inceleyerek; PLA/PCL bazli yapi iskelelerinin matriks
gorevi saglayan Ozelliklerinin, hMSCs tizerinde farklilasma ve
mineralizasyon derecelerini pozitif yonde etkileyen sonuglar elde ettiklerini
bildirmislerdir. Aragtirmacilar bir diger anlatimla, bu durumu, yap: iskeleleri
ile yaratilan dinamik kiiltiir boyunca olusturulan matriks gorevindeki
mikrogevrenin hidrodinamik o6zelliginin; osteojenik farklilasmay1 ve
perfiizyonu indiikleyebilecegi seklinde agiklamiglardir (Guarino et al., 2012) .
PLA bazli yap1 iskelelerini kullandigimiz ¢alismamizda sonuglarimiz; PLA
bazl1 yap1 iskeleleri ortaminda olusan dinamik kiltiiriin, osteojenik
farklilasmay1 ve perfiizyonu indiikleyebilecegini ileri siiren Guarino ve
arkadaslarmin sonuglarini destekler niteliktedir.

Khojasteh ve arkadaslarinin, 2015 yilinda yapmis olduklar
calismalarinda; ¢ekilmis yirmi yas dislerinden elde ettikleri hDPSCs’ in, 7 ve
14 gtinliik osteojenik farklilastirma asamalary;, SureOSS (Allogreft), Cerabone
(Ksenogreft), PLLA (sentetik) ve Osteon II Kollajen (Kompozit) bazli yapi
iskeleleri tizerinde incelenmistir. Arastirmacilar c¢alisma kapsaminda;
hiicrelerin adezyonlarini, morfolojik degisimlerini ve osteojenik
farklilasmalarini degerlendirmislerdir. Arastirma sonucunda; diger yap:

iskelelerine kiyasla, PLLA bazli iskelelerin daha yiiksek oranlarda, hDPSCs’
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in adezyon, proliferasyon ve osteojenik farklilasmalarmi desteklediklerini
rapor etmiglerdir (Khojastehet al., 2015). Bizim de ¢alismamizda; Khojasteh
ve arkadaslarmnin gerceklestirmis olduklar1 calismalarindan esas alman
kiiltivasyon periyotlarina benzer zamanlarda, hiicrelerin PLA bazli yap:
iskelelerine aktarimlari sonrasinda, 14 giinliik kiiltiir periyodu sonucunda;
hSHEDs “ in yap:r iskelelerinin hem yiizey alanlarinda hem de ig
kesitlerindeki adezyonlarini, proliferasyonlarini ve osteojenik
farklilagsmalarini destekledikleri yaptigimiz immiinohistokimyasal boyama
ile saptanmistir. Arastirma sonuglarimiz, Khojasteh ve arkadaslarmin
bulgularini, destekler niteliktedir.

Rosenzweig ve arkadaglar1 2015 yilinda yapmis olduklarn
arastirmalarinda; PLA bazli yap: iskelelerinin, hiicrelerin gelisimleri ve
proliferasyonlar1 agisindan, iyi bir mekanik bitiinliik sagladiklarini
belirtmislerdir (Rosenzweig et al, 2015).Calismamizda yaptigimiz
histokimyasal analizler sonucunda; PLA bazli yapi1 iskelelerine aktarilmis
olan hiicrelerin yer yer tutundugu ve hem dis hem de i¢ yapida yer alan PLA
bazli iskelelerin yiizeylerinde, hiicrelerin varli§1 saptanmugtir. Ayrica; sadece
PLA bazli yap1 iskelelerin yer aldii grupta, yapiun dig ve i¢ katman
ylizeylerinde herhangi bir hiicre varliginin saptanmamasi; PLA bazh yap:
iskeleleri ile kiiltiire edilen hiicrelerin, PLA yiizeyine tutunma sagladiklarini
gostermistir. PLA bazli yap1 iskelelerinin, hSHED:s igin iyi bir mekanik alan
saglayarak bu hiicreler i¢in bir mikrogevre alani yarattigini diistindiirten
bulgularimiz; Rosenzweig ve arkadaslarinin arastirma bulgularmi destekler
niteliktedir.

Uc boyutlu yapr iskeleleri, kok hiicreler ve biiyiime faktdrlerinin
kullanildig1 rejeneratif teknolojilerde gelinen en son noktadaki ana

mekanizma; bu igcliinlin  kombine kullanimlarinin  konak dokudaki
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rejenerasyon cevabmi stimiile ederek giiclendirdigi ve kemiksel
rejenerasyonun gerekli oldugu alanlarda osteointegrasyonu basarili bir
sekilde gerceklestirdikleri yoniinde agiklanmistir (Mitsiadiset al., 2015,
Naddeoet al., 2015 ve Pilipchuket al., 2015) .

Giincel rejeneratif teknolojilerin dis hekimligi alaninda, gectigimiz
yillar igerisinde uygulanan klinik denemelerinde; 6zellesmis yapi iskeleleri
tizerine ekilmis olan kok hiicre kombinasyonlar1 kullanilarak, primer implant
stabilitesini basarabilmek adina, in vivo ortamda, yeterli miktarda kemik
tretiminin saglikli bir sekilde elde edilebildigi bildirilmistir (Kitamura, et al.
2011 ve Windisch, et al. 2012) .

PLA bazli yapi iskelelerinin; hSHEDs {izerindeki osteojenik indiiktif
etkilerinin yanisira, erken donem biyog¢oziiniirliiliikleri de ¢alismamiz
icerisinde arastirdigimiz noktalardan Dbirisi olmustur. Kiiltivasyon
sonrasinda, PLA bazl1 yap1 iskelelerinin stitun kalinliklarinda% 12,5 ve %30
degerleri arasinda seyreden degisimler gozlemlenmistir. Bu degisimleri PLA
bazli yap1 iskelelelerin ii¢ haftalik gibi kisa bir kiiltivasyon periyodu
sonrasinda biyog¢oziiniirliige ugrayabilecekleri seklinde yorumlamak pek
miimkiin degildir.; ¢linkii elde edilen 6l¢iim degisiklikleri PLA bazli yap:
iskelelerinin histolojik degerlendirme Oncesi yumusamalar1 amaciyla
bekletildikleri boraks-sodyum karbonat soliisyonuna maruz kaldiktan sonra
almmuistir. Dolayisiyla siitiin kalinliklarinda meydana gelen azalmanin bu
soliisyon kaynakl: olabilecegi diistiniilm{istiir.

Ik kez 2010 yilinda Xiong ve Li tarafindan tanitilan yiiksek alkalin
yapida olan boraks-sodyum karbonat tampon soliisyonu ile saf PLA
biyomateryalinin, 10 giinliik kisa bir zaman igerisinde ortalama % 50" lik bir
¢oziiniime wulasabildigi rapor edilmistir (Xiong ve Li, 2010). Ancak

calismamizda kullandigimiz PLA biyomateryalimiz saf olmayip; ii¢ boyutlu
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baski asamasinda, saf PLA liflerinden farkli olarak daha kati (camsal gegis)
bir yapida olusturulmustur. Dolayisiyla bu kat1 ve kompakt yapimin; belirli
bir dereceye kadar PLA bazli yap: iskelelerinin biyogoziiniirliiliiklerini
azaltmis olabilecegi diistiniilmiistiir.

Chou ve arkadaglarmin (2016), PLA bazli yap1 iskelelerinin
biyo¢oziiniirliigii tizerine yapmis olduklar1 in vivo aragtirma sonuglari
dogrultusunda; bu tarz bir polimer yapisinda kisa bir periyot igerisinde
¢Ozilintirlilk yasanmadig: ve in vivo ortamda PLA yapisinin yaklasik olarak
alti ay igerisinde hidrolizyon mekanizmasi ile dayamikhiligmi kaybettigi;
ancak kiitlesel degisimlerin daha uzun bir zaman aldig1 belirtilmistir (Chouet
al., 2016) .Bizim de ¢alismamizda, 14 giinliik ve 21 giinliik kiiltiir periyotlar:
sonrasinda, bu kadar kisa bir siire igerisinde PLA bazli yap1 iskeleleri
tizerinde meydana gelen boyutsal degisimler; yap1 iskelelerinin erken donem
biyogoziiniirliikleri ile degil de, yap1 iskelelerinin immiinohistokimyasal
analizler Ooncesinde yumusatilmalar1 i¢in konuldugu boraks ortamindan
kaynakli olabilecegi fikri ile iliskilendirilmistir. Bu sebeple, calisma
bulgularimiz, Chou ve arkadaglarmin calisma bulgularina paralel nitelikte
olup; PLA bazli yap: iskelelerinin kisa donem igerisinde biyo¢oziiniirliige
ugramadiklar1 yoniinde olmustur.

Polimer icerikli yap1 iskelelerinin biyog¢oziiniirliik dereceleri;
kullanilan polimerin kimyasal yapisi, stabil olmayan hidrolitik baglarin
varligi, hidrofilik/ hidrofobik oranlari, kristalize/ amorfoz morfolojiler,
camsal gecis sicakliklari, kopolimer derecesi ve molekiiler agirhg: gibi
polimerin i¢ yap1 Ozelliklerine bagli olarak degisiklik gosterebilir
(Dhandayuthapani et al., 2011) .

PLA bazh yap1 iskelelerinin kimyasal yapilar: iizerine yapilan giincel

bir literatiirde;bu yap1 iskelelerinin diisiik (uzun zamanli) biyo¢dziiniim
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gostermelerinin ( 10 ay — 4 yil); kimyasal yapida bulunan metil gruplarindan
kaynaklanabilecegi iizerinde durulmustur. Coziimiin ise PLA” nm
biyo¢oziiniimii sirasinda olusan tirtinlerin (laktik asit) meydana getirdigi
lokalize pH azalmasmi, PLA matriks yapisma bioaktif doldurucularm
eklenerek, bu azalisin tamponlanabilecegi bildirilmistir (Tajbakhsh ve
Hajiali, 2016) .

PLA bazli yap1 iskeleleri kisa donem igerisinde biyog¢oziiniirlik
sergileyememelerine ragmen; wuzun siireli mekanik bir bitiinliik
gostermeleri, ¢calismamizdaki gibi osteojenik ortam igerisinde bulunan ve
osteojenik olarak hasar meydana gelen dokularda rejenerasyon yaratmak
amaciyla kullanilan yap:1 iskeleleri icin bir avantaj olusturacag:
disiiniilmiigtiir. Rejeneratif dis hekimligi baglaminda degerlendirildiginde;
dis cekimleri, agresif periodontal hastaliklar, oral bolgede meydana gelen
kist ve tiimor olusumlar1 sonrasi uygulanan cerrahi girisimler, radyoterapi
tedavileri ile ¢ene kemiklerinde gelisen osteonekrotik alanlar gibi cesitli
sebepler ile kaybedilmis sert doku biitiinliiklerinde; kok hiicre — PLA bazh
yap1 iskelesi kombinasyonlarmimn bu alanlarda uzun siire biyo¢oziiniirliige
ugramadan kalabilmelerinin sert doku kayiplarinda, iyi bir mekanik destek
saglayabilecegini ileri siirmek kanimizca hatali olmayacaktur.

Arastirmamizda kullandigimiz PLA bazli yapi iskelelerinin ; hSHEDs
icin mekanik destek saglayarak hiicreler agisindan yapisal bir biitlinliik
olusturduklary, hSHEDs in kolay hareketliligi ve gelisimine izin verebilecek
— uygun kosullar dahilinde - hacim kontrollii- {i¢ boyutlu fiziksel bir
ekstraselliiler mikrogevre mimarisini yaratabildikleri gortilmiistiir.

Sonug olarak; PLA bazli yap1 iskelelerinin osteoindiiktif 6zelliklerinin
gosterildigi  bu  calismamizda;  ‘Rejeneratif Doku  Miihendisligi’

yaklasimlarinda; rejenere olmasi istenen hasar gormiis dokularda, PLA bazli
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yap1 iskelelerinin dogal bir ekstraselliiler matriks saglayacak, biyomekanik
ozellikleri sahip olduklarmni sdyleyebiliriz. Calisma sonuglarimiz genel olarak
degerlendirildiginde; izolasyonlar1 saglanan hSHEDs" in, 3D PLA bazl yap:
iskelelerinde, hayatta kalabilme, iskele ytlizeylerine adezyon saglayabilme,
proliferasyon ve osteojenik olarak farklilasabilme, bu farklilasmalarini
devam ettirebilme kabiliyetlerine sahip olduklarini; hSHEDs - PLA bazl yap1
iskeleleri kombinasyonlarinin kullaniminlarinin, yakin gelecekte ‘Doku
Miihendisligi * ve ‘Rejeneratif Dis Hekimligi’ alanlarinda terapotik acidan,
onemli bir terapi olarak kabul gorecegi diisiincesindeyiz.

Amerikan Cocuk Dis Hekimligi Akademisi gelecekte planlanan otolog
rejeneratif klinik uygulamalar kapsaminda, dental kaynakli kok hiicrelerin
kullanimlari, canlhiliklari, depolanmalar1 ve toplanmalar1 konularinda
dishekimlerinin, ¢ocuk dishekimlerinin, saglik personellerinin ve ailelerin
bilgilendirilmelerini ve egitim gerekliliklerini vurgulamaktadirlar (Goomeret
al., 2014) .

Bu calisma ile birlikte; Yakin dogu Universitesi’ nde Doku ve Hiicre
Kultiirii Laboratuvar’ 1 kurularak, ilk kok hiicre izolasyonlar: yapilmistir.
Eksfoliye olmus siit dislerinden izole edilen hSHEDs doku miihendisligi
alani ile kombine olarak kullanilarak; yakin gelecekte hayata gecirilmesi

planlanan Siit Disi Kok Hiicre Bankas1’ nin da ilk temelleri atilmistir.
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6.SONUC VE ONERILER

hSHED:s igin, PLA bazli yapi iskeleleri kullanarak olusturulan {ig
boyutlu mikrogevre ortamimnda, bu hiicrelerin osteojenik olarak
farklilagtirilarak; kok hiicre - eksraselliller matriks kombinasyonunun
olusturulmasinin ve PLA bazli yap1 iskelelerinin hSHEDs {izerindeki
osteojenik indiiksiyon desteginin gosterilmesinin amagclanip; arastirildig: bu
tez calismasinin sinirlari dahilinde;

Hiicresel karakterizasyonun belirlenmesi amaciyla uygulanan
immiinohistokimyasal deneylerimizin sonuclarina dayanarak:

Eksfoliye olmus siit dislerinin kuronal pulpal yapilarindan
izolasyolarmi saglamay1 basardigimiz kok hiicreler; uygulanan immiino
histokimyasal analizler sonucuda; pozitif CD 90 (+) yiizey antijeni
ekspresyonu (A,B) ve negatif CD 45 (-) ylizey antijeni ekspresyonu
gostermisler. Bu bulgu 1s1ginda; elde ettigimiz kok hiicrelerin nezenkimal
kok hiicre karakterine sahip hSHEDs olduklarmi soyleyebilmek
mimkiindiir.

Uc boyutlu (Grup 4) ve iki boyutlu ( Grup 2) kiiltiir ortamlarindaki
hiicrelere uygulanan osteojenik indiiksiyonun belirlenmesi amaciyla

yapilan immiinohistokimyasal deneylerimizin sonuclarina dayanarak:

Her iki kiiltiir periyodu igerisinde; hem PLA bazli yap: iskelelerinin
oldugu ti¢ boyutlu ortamda (Grup 4) hem de iki boyutlu ortamda osteojenik
olarak indiiklenen hSHEDs" in pozitif ON immiinoreaktivitesi sergilemeleri;
bu hiicrelerin her iki kiiltiir ortaminda da osteojenik farklilasma
gosterebildiklerini ve ek olarak; PLA bazli yap1 iskelelerinin bu farklilasmay1

destekledigini sOyleyebiliriz.
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14 glinliik kiiltiir periyodu sonrasinda; Grup 4 * te, Grup 2’ ye gore
daha yogun olarak saptanan ON immiinoreaktivitesi; bu kiiltiir periyodu
icerisinde PLA bazli yap1 iskelelerinin, hiicreler tizerindeki osteojenik

indiiksiyonu destekledigi sonucunu gostermistir.

14 gunlik kiltir periyodu sonrasinda; Grup 4 teki ON
immiinoreaktivitesinin, 21  glinlik  kiltiir  periyodu  sonundaki
immiinoreaktivite ile karsilastirmasi yapildiginda, degerlerin istatistiksel
olarak anlaml diizeyde azaldiginin saptanmasy; 14 giinliik kiiltiir periyodu
sonrasinda hSHEDs" in ON ekspresyonlariin anlamli bir sekilde azaldigini

gostermistir.

14 giinlik kiiltiir periyodu sonrasinda; Grup 2° deki ON
immiinoreaktivitesinin, 21 giinliik kiiltiir periyodu sonrasi degerlerle
kargilastirildiginda; ON immiinoreaktivitesinin 21 giin sonunda istatistiksel
olarak anlamli diizeyde daha fazla oldugunun saptanmasi; 14 giinliik kiltiir
periyodunun, hem hSHEDs" in osteojenik farklilasmasi hem de PLA bazli
yap1 iskelelerinin bu farklilasmay1 desteklemesi igin yeterli bir kiiltivasyon

siiresi oldugu sonucuna varilmistir.

21 giinliik kiiltiir periyodu sonrasinda, Grup 2’ de meydana gelen ON
yogunlugunun, ayni kiiltiir periyodu sonrasinda Grup 4’ te daha az olarak
tespit edilmis olmas: ve bu farkin istatistiksel olarak anlamli bulunmasy;
kiiltivasyon stiresi icin; 14 giinliik kiiltiir periyodunun osteojenik farklilasma

icin yeterli olabilecegi bulgusunu desteklemistir.

14 giinliik kiltiir periyodu sonrasy; Grup 4 ‘ teki OCN yogunlugunun,
21 gtinliik kiiltiir periyodu sonrasinda olgiilen OCN yogunluguna gore daha

fazla oldugu goriilmiis ancak; bu farkin istatistiksel olarak anlamli olmamasi,
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PLA bazl yapr iskelelerinin, her iki kiiltiir periyodunda da benzer osteojenik

indiiksiyon destegi verdigi belirlenmistir.

14 giinliik kiiltiir periyodu sonrasinda, Grup 2’ de belirlenen OCN
yogunlugunun; 21 giinliik kiltiir periyodu sonrasinda azaldig1 goriilmiis;
ancak bu farkin istatistiksel olarak anlamli bulunmamasi,iki boyutlu ortamda
kiiltiire edilip; osteojenik olarak indiiklenen hiicrelerin, her iki kiiltivasyon

periyodunda da benzer karakterizasyon sergiledigi gozlenmistir.

21 giinliik kiiltiir periyodu sonrasinda, Grup 2’ de iki boyutlu kiiltiir
ortaminda yer alan hiicrelerin OCN eskpresyon degerlerinin; ayni kiiltiir
periyodu sonrasinda Grup 4’ te ii¢ boyutlu ortamda kiiltiire edilmis olan
hiicrelerden daha az olarak tespit edilmesi; ancak bu farkin istatistiksel
olarak anlamli bulunmamasi, PLA bazli yap1 iskelelerinin; 14 giinliik kiiltiir
periyodu sonrasinda, herhangi bir artis gozlenmeden, osteojenik

indiiklemeyi ayni seviyede desteklediklerini gostermistir.



117

Arastirmamiz igerisinde elde ettigimiz bulgular 15181nda; konuyla ilgili
onerilerimiz:

v' hSHEDs- PLA bazli yap1 iskelesi kombinasyonlarini; dishekimligi
alaninda alternatif bir osteojenik dolgu materyali olarak
kullanabilmek miimkiindiir. Bu baglamda; gesitli kraniyofasiyal
kemik defektlerinde, genis periodontal veya periapikal lezyonlarla
birlikte yagsanan genis alanli kemik dokusu kayiplarinda;  hasar
gormiis alanda rejenerasyonu indiikleyici ve ilgili dokuya destek
saglayic1 alternatif bir tedavi segenegi olarak bu kombinasyonlarin
kullanimlari igin in vivo ortamda yeni ¢alismalar yapilmalidir.

v Ug boyutlu yapr iskelelerinin hiicreler acisindan yaratmis olduklari
dinamik kiltiir ortami, in vitro ortamlarda gergeklestirilmesi
planlanan ii¢ boyutlu kemik dokusu iiretiminde; iki boyutlu standart
kiltiir ortamlarma alternatif olarak onerilebilir.

v’ In vitro ortamda yaptigimiz arastirma bulgularimizin;, konak yapida
hiicre — yap1 iskelesi kombinasyonlarna karsi gosterilen cevabin
degerlendirilebilmesi amaciyla, in vivo ortamda yeni calismalarin
yapilmasi dogru olacaktir.

v' Kok hiicreler, yapi iskeleleri ve biiytime faktorleri tizerinde uygulanan
¢ok Onemli arastirmalar olmasina ragmen; bu ftglii arasindaki
baglantilarin daha iyi anlasilmasi amaciyla,yeni hayvan modellerinin

kullanilacag klinik 6n ¢aligmalar yapilmalidir.
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v' Hiicre izolasyonu, in vitro ortamda hiicre manipiilasyonu ve diger
kok hiicre caligmalar1 adina temel bir havuz olusturma olasilig:
yaratacak kok hiicre bankalar: ile birlikte; dental implantlar veya
konvansiyonel kanal tedavileri gibi maliyetli ve uzun zaman alan
dental  islemlere  alternatif,  rejeneratif = terapileri  hayata
gecirilebilmenin olas1 oldugu diistintilmiistiir.

v' Tez calismamizdan g¢ikardigimiz sonuglar igerisinde; hastalarin
kendilerinden elde ettigimiz kok hiicrelerin; doku miihendisligi ile
kombine kullanimlarinin, yakin gelecekte kliniklerde uygulanacak
tedavi segenekleri arasinda olabilecegi inancindayiz.

v' Dis hekimligi alaninda, &zellikle osteojenik rejenerasyon istedigimiz
bolgelerde, tezimizde kullandigimiz PLA bazli yap1 iskelelerinin
icerigine; hidroksiapatit (HA), kalsiyum fosfataz (CaP) ve Bioglass
(BG) gibi nano / bioaktif doldurucu materyallerin eklenmesi ile kemik
dokusu olusumunda bu yapilarin iskelenin osteoindiiktif etkisini
arttiracagin diistinmekteyiz.

v' Hiicreler ile birlikte kombine bir sekilde biobask1 yontemi ile basimlar:
yapilmis yapi iskeleleri ile enjekte edilebilir formda iiretilecek yapi
iskelelerinin;  Ozellikle rejeneratif dis hekimligi agisindan
Onerilebilecek yap1 iskelesi formlar1 arasinda in vivo ortamlarda
yapilacak ¢alismalarda kullanilmalar: uygun olacaktir.

Sonug¢ olarak; rejeneratif dis hekimligi alaminda arastirmacilarin
ilgilerini yonelttikleri nanoteknoloji, goriintiileme sistemleri ve matematiksel
modelleme gibi teknolojiler; hem izolasyonlar1 saglanmis kok hiicreler hem
de uygulanacag alan ve kisiye 0zgii tasarlanmis ii¢ boyutlu yap: iskeleleri
ile birlestirilerek hayata gecirilmelidirler. Boylelikle; rejeneratif dis hekimligi
uygulamalarinda; daha hizli, daha giivenilir ve daha kaliteli sonuglarin elde

edilebilecegi inancindayiz.
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