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FARKLI DOKU iSKELELERI UZERINDE OLUSTURULAN EX ViVvO BAG
DOKUSU ES DEGERLERININ HiSTOLOJiK OLARAK iNCELENMESi

Melike KOLAY

Erciyes Universitesi, Saghk Bilimleri Enstitiisii
Periodontoloji Anabilim Dah
Doktora Tezi, Arahk 2013
Danmisman: Doc. Dr. B. Arzu ALKAN
OZET

Periodontoloji alaninda yapilan doku miithendisligi ¢alismalar1 son yillarda ilgi cekmeye
baslamigtir. Bu ¢alismanin birinci amaci plateletten zengin fibrin (PZF) membran ve
kollajen membran iizerinde fibroblast kiiltiirii gerceklestirerek ex vivo olusturulan
dokunun histolojik olarak incelenmesidir. ikinci amaci ise PZF membranmn kollajen
membran ile desteklenmesi durumunda PZF’nin hiicre proliferasyonuna etkisinin
arastirilmasidir.

Digeti biyopsileri 20 yas dis cekim endikasyonu konulmus 18 saglikli bireyden alindi.
Ornekler enzimatik pargalama islemine tabi tutulup, diseti fibroblastlarinin doku kiiltiirii
medyumu i¢inde kiiltiirii yapildi. Fibroblastlar %80 konfluenseye ulastiginda, kaldirilip,
membran parcalar1 (Kollajen, PZF ve kollajen/PZF) iizerine ekildi. Ekim sonrasi
kiiltiiriin 7. giiniinde membranlar kaldirilip, histolojik inceleme ve taramali elektron
mikroskobu (SEM) incelemesi icin fikse edildi. Inceleme yapilirken membranlar
izerinde olusan bag dokusundaki fibroblast sayilari, fibroblast dizilerinin uzunluklar1 ve
bag dokusunun kapladigi alanlar 6l¢iildii.

Tiim membran gruplarinda fibroblast ekimini takiben 7. giiniinde benzer histolojik
ozelliklere sahip bag dokusu olusumu goézlenmistir. Membran gruplarinda fibroblast
sayis1 ve alan Olgiimleri acisindan anlamli fark bulunmaz iken, PZF/kollajen membran
grubunda fibroblast dizisi uzunluklar1 anlamli derecede daha az bulunmustur. SEM
bulgulari, histolojik bulgular1 desteklemektedir. PZF membran kollajen membran ile
desteklendiginde ex vivo fibroblast proliferasyonuna ek fayda saglamamaktadir.
Anahtar Kelimeler: Diseti cekilmeleri; plateletten zengin fibrin; kollajen membran;

diseti fibroblastlar1; doku mithendisligi.
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HISTOLOGICAL EVALUATION OF EX VIVO PRODUCED CONNECTIVE
TISSUE EQUIVALENT ON DIFFERENT SCAFFOLDS

Melike KOLAY

Erciyes University, Graduate School of Health Sciences
Department of Periodontology
Doctorate Thesis, December 2013
Supervisor : Assoc. Prof. Dr. B. Arzu ALKAN
ABSTRACT

Tissue engineering studies have become popular in recent years. The aim of this study
was to 1) make a histologic analysis of the tissue which was obtained ex vivo on PRF
and collagen membranes by fibroblast eksplants and to 2) evaluate the effects PRF
membrane on fibroblast proliferation in case the PRF membrane was supported by a
collagen membrane. Human gingival biopsy was harvested from 18 patients during the
extraction of wisdom teeth. Specimens were enzymatically dissociated and gingival
fibroblasts were cultered in tissue culture medium.When fibroblasts reached a
confluency of 80%, they were detached and seeded on membrane pieces (collagen, PRF
and collagen+PRF). Membranes were removed from the tissue culture medium at 7
days post-seeding of the fibroblasts and fixed for histologic and SEM examinations.
During histological examination, number of fibroblasts, length of fibroblast arrays and
area of the connective tissue that formed on membranes were measured. At 7 days post-
seeding of fibroblasts, connective tissue formation with similar histological features was
observed on all membrane groups. Although no signifficant differences were
determined in terms of fibroblast number and connective tissue area formed on
membranes among all the groups, length of fibroblast arrays in PRF/collagen membrane
group had significantly lower values. Findings of SEM analysis supported histological
findings. PRF showed no beneficial effects on ex vivo fibroblast proliferation on
collagen membrane.

Keywords: Gingival recessions; platelet rich fibrin; kollagen membrane; gingival

fibroblasts; tissue engineering.



viii

ICINDEKILER

IC KAPAK ...ttt ettt ettt ettt i
BILIMSEL ETIGE UYGUNLUK ..ottt saes ii
YONERGEYE UYGUNLUK SAYFASI ......oviveviieiieeeeeeeeeeeeeeeeee e iii
ON A Y ettt ettt e et e e et e ettt e e e bttt e e s bbbt e e s eabte e e e eabaeee s iv
TESEKKUR ...ttt et ettt ettt e e v
OZET ...ttt vi
ABSTRACT ...ttt et e e ettt e e sttt e s et e e e s eabbeee s eabes vii
ICINDEKILER ..ottt ettt ettt s e s viii
KISALTMALAR ..ottt ettt ettt e ettt e e sttt e e sttt e e e sabaeee s xi
TABLOLAR LISTEST ..ottt xiii
SEKILLER LISTEST ...ttt e Xiv
RESIMLER LISTESI ..ottt XV
T.GIRIS V& AMAGC ...ttt s e 1
2. GENEL BILGILER..........cotttiiiiiiiiiiieieieieie ettt 3
2.1. MUKOGINGIVAL PROBLEMLER...........ccceceuiiiirinieiiiiinsieieieiesieseeeeisienen. 4
2.2. DISETI CEKILMELERI...........coiiiiiiiiiieeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeet e 4
2.2.1. Disgeti Cekilmelerinin Tamimlamasi ..........cccceeeeeeeerieciiieeeeeeeerciiiieeeee e 4
2.2.2. Diseti Cekilmelerinin Stniflandirtlmast ..........c.coeeveciiieeeeeeninicciiieeeeeen, 5
2.2.3. Diseti Cekilmelerinin Etiyolojisi .....cccovvvererniiiiiiiniiiiiiiiieee e 8
2.2.4. Diseti Cekilmelerinin Meydana Getirdigi Sorunlar ve Tedavileri........... 11
2.3. DOKU MUHENDISLIGH ...cvotiuiiiiiieicieiecseeeee e 15
2.3.1. Doku Miihendisligi Stratejileri.........coooveeerrniiiiiiniiiiiieeeeeieeeeeeen 15
2.3.1.1. 1zole Edilmis Hiicrelerle Tedavi............ccocoeeeeieeoreeeeeeneann. 16
2.3.1.2. Doku Gelisimini Hizlandiran Maddelerle Tedavi ................... 16

2.3.1.3. Bir Destek Materyal Uzerine Ya Da Icerisine Yerlestirilmis
Hiicrelerle Tedavi.......oeiiiveiiiiiiiiiiiiiiiiieetee et 16
2.3.2. Doku Miihendisligi Caligmalarinda Karsilagilan Giigliikler.................... 17
2.3.2.1. Biyolojik ZorluKIar.........ccccoeeimmiiiiiniiiiiiniceeccceieeees 17
2.3.2.2. Mithendislikteki ZorluKIar ...........cccccovviiiiiiiiiiinnniiiieeeeeen, 18
2.3.2.3. Klinik ZorluKIar...........ccooeevmiiiiiiiiiieiiiiiieeee e 19

2.3.3. Dis Hekimliginde Doku Miihendisligi Stratejileri........c.ccoceeevneuieeennnnee. 19



ix

2.3.3.1. Gen TedaViST ceeeeeeeieiiiiiiieeeeeeiiiteeee e 19
2.3.3.2. Doku INdUKSIYONU .......vovovieieieirieiereieecececeee e 20
2.3.3.3. Doku KondiiKSiyonu .............cooevuieiiiniiiiiiniiiieiniiceeeieeeee 21
2.3.3.4. HUCTE NaKIi ..cooeiiiiiiiiiiiiiiieeiiieee e 21
2.3.4. Maksillo Fasiyal Bolgede Doku Miihendisligi Uygulama Alanlart......... 22
2.4. PLATELETTEN ZENGIN FIBRIN ........cocooiiiiiiiiiiieeeeeeeeeeeeeee 25
2.4.1. Gegmisten Giiniimiize Platelet Konsantreleri...........cccccovvvieeinniceennnne. 25
2.4.2. Plateletten Zengin Fibrin(PZF)........ccoocooiiiiiiiiiiiiiiieeeeeen 26
2.4.2.1. PZF CeSItIEIT ..cceeeviiiiiiee e eeeieeeeee ettt e e eerrreeee e 27
2.4.2.1.1. Lokositten Fakir veya Saf Plateletten Zengin
Fibrin(S-PZF) KONnSantresSi........coeeeeeeevivvvviiieeeeeeeeieeeiiiieeeeeeeens 27
2.4.2.2.1. Lokosit ve Plateletten Zengin Fibrin(L-PZF)
konsantresi(Choukroun ‘un PZF’S1) ....cccoooveiiviiiiiiieeeeeeiiennne, 27
2.4.3. Farkli Polimerizasyonlar, Farkli Biyolojiler............ccccoooeiiiniiinnnnneen. 28
2.4.4. PZF Icindeki Platelet Dagilimi, Biiyiime Faktorleri Ve Sitokinler-......... 31
2.4.4.1. Transforme Edici Biiytime Faktorii B-1(TGF B -1) ................. 31
2.4.4.2. Platelet Kaynakli(tiirevi) Biiyiime Faktorleri(PDBF).............. 32
2.4.4.3. Insiilin Benzeri Biiyiime Faktorii(IGF) ...........ccccccevevevevevenennne. 32
2.4.4.4. Interlokin-1 BIL-1 B)...oeeevereeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeee e 32
2.4.4.5. Interlokin-6(IL-6) ........cocvevevererereeeeeeeeeeeeeeeeeeeseneeeseeeeaeiean 32
2.4.4.6. Tumor Nekroze Edici Faktor a(TNF-o)........ccvveeeveviiiiiininnnn. 33
2.4.4.7. Interlokin 4(IL-4).....c.cuiiriereriiereireieeeseeseieeie e 33
2.4.4.8. Vaskiiler Endotelyal Biiyiime Faktorii(VEGF) ...............c....... 33
2.4.5. TyileSmeye BAKIIETi.......ccvrevevereeeeeeeecceeee e 33
2.4.6. PZF nin Klinik Uygulamalart.........cccooccueeiiiiiiiiiiiiiiiiiceeeieceeeeen 35
2.4.7. 10 Vitro calISMAlar .............ccoovivivieieeee et 37
3. GEREC- YONTEM .....ooouiiiiiiiieeeeeeeeeeeeee ettt 40
3.1. DISETI FIBROBLAST KULTURU .....coiiiiieeeeeeeeeeeee e 40
3.1.1. Hiicre Kiiltiiriinde Kullanilan Medyumlarim Icerigi.............cccocoevevrnnne... 40
3.1.1.1. Tagima Medyumu ........cccoccueeiimiiieiiniiieeenieee e 40
3.1.1.2.0n Hazirlik Medyumu(CCM) .........ooovivereneeeieeeeeeeeeeeennns 41
3.1.1.3. Doku Kiiltiir Medyumu..........cccccceiimiiiiiinniiieiinieccenieeeees 41
3.1.2. Hiicre Kiiltliriiniin Hazirlanmasi Ve Takibi..........cccccvveeeeiiinniiiiiiennnnnn. 42
3.2. HistolOjik INCEIEME ..........ovvveieereiceieceeteteec e 52
3.3. Taramali Elekron Mikroskobu(SEM) Incelemesi............ccoocevveveeeveecerieeeeennn. 56

4. BULGULAR ..ot i



4.1. HUCRE KULTURU BULGULARI .........ccceiuieiiiieieieieieeceeeeseeee e 58

4.2. HISTOLOJIK BULGULAR........c.cooiiieieieteeeeeeeeeee oo 59

4.2.1. PZF Membran Grubuna Ait Bulgular ..........c..cccccconiiiiniie 60

4.2.2. PRF/kollajen Membran Grubuna Ait Bulgular............cccccoceivniiennnne 64

4.2.3. Kollajen Membran Grubuna Ait Bulgular..........ccccoccceiniiiiinnnennnne 68

4.3. TARAMALI ELEKTRON MiKROSKOBU(SEM) BULGULARI....................... 71

4.4, ISTATISTIKSEL BULGULAR ........ocovoviviteiieieiieeeeeeeveeeeeeeeee e 77

4.4.1. Fibroblast Sayis1t Bulgulart...........ccccceiiiiiiiiiiiiiiiiiiiieceeeee e 77

4.4.2. Kesintisiz Fibroblast Dizisi Uzunlugu ..........ccccccceeeevviciiiieieee e, 78

4.4.3. Fibroblast Hiicrelerinin Kapladigi Alan...........cccccovviieiiinieiinniceenninee. 79

5. TARTISMA VE SONUC ......ccoiiiiiitieiiiteniie ettt ettt st 80
6. KAYNAKLAR ...oooiiiiitti ittt et st et e st e e s 91

OZGECMIS



KISALTMALAR
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L-PZF : Lokosit ve Plateletten Zengin Fibrin
TGF B-1 : Transforme Edici Biiylime Faktorii B-1
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IGF : Insiilin Benzeri Biiyiime Faktorii
IL-1B : Interlokin-1B

IL-6 : Interlokin-6

TNF-a : Tiimor Nekroze Edici Faktor o

IL-4 : Interlokin 4

VEGF : Vaskiiler Endotelyal Biiytime Faktorii

FBU : Fibrin ve Fibrinojen Bozunma Uriinleri
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1.GIRiS VE AMAC

Diseti cekilmeleri yetiskin niifusun Onemli bir boliimiinii etkileyen ve tedavisinde farkli
yontemlerin kullanildigi bir durumdur (1). Diseti cekilmesi diseti kenarinin mine-sement
smirinin apikaline dogru kok yiizeyi boyunca hareket etmesi olarak tanimlanabilir (2, 3).
Yapisik keratinize dokunun ince ve yetersiz olmasi, yetersiz vestibiil derinlik, vestibiiler
alveoler kemigin ince olmasi, frenilum ¢ekmeleri, hastanin travmatik kétii aliskanliklari, yanlis
dis fircalama, periodontal hastaliklar ve tedavileri, hekim hatalarina bagh faktorler, okluzal
travma, ilerleyen yas gibi nedenlerle diseti ¢cekilmeleri meydana gelebilmektedir (4), (5). Diseti
cekilmeleri sonucunda dentin hassasiyeti (4, 6-8), mikrobiyal dental plak (MDP) birikimi ve
enflamasyon olusumu (6, 8), kok ¢iiriigii olusumu (6, 9, 10), estetik sorunlar (4, 8, 11), hastanin
disini kaybetme korkusu (4, 6) gibi problemler ortaya c¢ikmaktadir. Diseti ¢ekilmelerinin
tedavisi etyolojik faktorlerin ve semptomlarin ortadan kaldirilmasi ve cerrahi kok ortiim
islemlerini icermektedir. Sapl flepler ile birlikte uygulanan bag dokusu grefti kok oOrtiimii
tedavisinde altin standart olarak kabul gormektedir (12). Yiiksek ongoriilebilirligi olan bu
yontemin estetik agidan serbest diseti greftine gore daha iyi sonuglar verdigini gosteren
caligsmalar mevcuttur (13, 14). Bu yontem ile greft, hem iizerine yerlestirildigi periosteum hem
de {lzerinin ortiildiigii flepten beslendiginden dolayr basarii bir kok yiizeyi Ortiimii
saglanabilmektedir. Farkli sapli flep teknikleriyle beraber uygulanan bag dokusu grefti
yonteminin avantajlarini ortaya koyan cok sayida caligma bulunmaktadir (13-22). Ikinci bir
yara bolgesi olusturulmasi, teknigin hassasiyet gerektirmesi, uygulama siiresinin uzunlugu,
yetersiz miktarda greft elde edilme ihtimali, komplike siiturlar, operasyon sahasinda biyotipin
istenmeyen diizeyde kalinlagmasi, dondr saha agris1 ve morbiditesi teknigin dezavantajlari
arasindadir. Kok ortiimiinde uygulanan yontemlerin smirlamalarmi ortadan kaldiran, basari
ongoriisii yliksek olan yeni yontemler ve doku miithendisligi iiriinleri periodontologlarin ilgisini

cekmektedir.



“Doku miihendisligi’’doku ve organlarm fonksiyonunu restore etmek, gelistirmek ve
saghigina yeniden kavusturmak amaciyla biyoloji, tip, dis hekimligi ve miihendislik
dallarinm birlikte ¢alistigr multidisipliner bir bilim alan1 olarak tanimlanmaktadir (23).
Doku miihendisliginde yeni bir dokunun olusmast i¢in, izole edilen hiicrelerin
infiizyonu, doku uyarict maddelerin iiretimi ve tasinmasi, hiicrelerin matrikslerin
izerinde veya igerisinde konumlanmalar1 ve transferi gibi stratejiler uygulanmaktadir
(24). Dis hekimliginde bu stratejiler kullanilarak oral mukoza, bag dokusu ve keratinize
diseti iiretimi ve hastalara transplantasyonu ile ilgili az sayida ¢calisma mevcuttur. Diseti
bag dokusunun baslica bilesenleri kollajen lifler, fibroblastlar, damarlar, sinirler ve
hiicreler aras1 matrikstir (25). Simain-Sato ve ark.’nin hayvanlarda ve Pini Prato ve
ark.’nin insanlarda yaptiklar1 ¢aligmalarda, otojen konak dokusundan izole edilerek
kiiltiir yontemi ile cogaltilan fibroblastlarla bag dokusu elde edilebilecegi gosterilmistir
(26). Dominiak ve ark.’nin yaptiklar1 ¢alismada (27) kollajen membranlar {izerinde
kiiltiirleri  gergeklestirilen diseti fibroblastlariyla olusturulan eksplantlarin  diseti

ogmentasyonunda kullanilabilecegi belirtilmistir.

Doku miihendisligi uygulamalarinin basarili olabilmesi ve fonksiyonel bir dokunun
tiretilebilmesi icin biyomateryal secimi 6énemlidir (28). Dis hekimliginde hiicre ekimi
icin farkli bircok biyomateryal kullanilmaktadir. Literatiirde fibroblast hiicreleriyle
olusturulan eksplantlar icin kullanilan doku iskeleleri, benzil ester hiyaluronik asit(29),
tipl ve 3 kollajen (30, 31), poliglaktin mes (32, 33), aseliiler dermal matriks allogrefti
(ADMA) (34) ve kitosandir (35) .

Son zamanlarda plateletten zengin fibrin de sik kullanilan biyomateryaller arasinda yer
almakta ve arastiricilarin ilgisini cekmektedir. Plateletten zengin fibrin (PZF)
Choukroun ve ark.’1 tarafindan gelistirilen, ‘ikinci jenerasyon lokosit ve platelet
konsantrasyonu’ olarak tanimlanmustir (36). Antikoagiilan icermeyen tiiplerde alinan
kanin santrifiij edilmesiyle olusturulan PZF, {ic boyutlu fibrin ag1 icerisinde bircok
sitokin ve biiylime faktorii bulundurmaktadir (37). Biitiiniiyle otojen olan bu
biyomateryalin immiin reaksiyon riski tasitmamasi ve maliyetsiz olusu avantajlari
arasindadir. Caligmalar ve klinik tecriibeler PZF nin erken yara iyilesmesini, kemik
greftlerinin maturasyonu ve periodontal/peri-implant yumusak dokularin estetigini
tyilestirdigini gostermektedir (38). PZF’nin doku iskelesi olarak kullanildigi smirli

sayida calisma mevcuttur. Gassling ve ark. (39) doku miihendisligi uygulamalar: i¢in



PZF membranlarm kollajen membranlara gore insan periosteal hiicrelerinin
proliferasyonu icin daha diistiin bir biyomateryal oldugunu belirtmislerdir. Ayni
arastiricilar bir bagka calismalarinda (40) PZF ve kollajen membranlar ile PZF jelin
insan osteoblast hiicrelerinin ekimi ve proliferasyonu i¢in uygun birer doku iskelesi
olduklarmi belirtmis ve hiicre proliferasyonunun PZF membranlarda diger iki

biyomateryale oranla daha yiiksek oldugunu vurgulamislardir.

Bilgilerimiz dahilinde, literatiirde PZF ve kollajen membranlar iizerinde insan diseti
fibroblastlarinin ekimiyle olusturulan eksplantlarin histolojik olarak incelendigi ve
karsilagtirildigi bir c¢alisma bulunmamaktadir. Bu calismanin birinci amac1 PZF
membran ve kollajen membran iizerinde insan diseti fibroblast1 kiiltiirii ile ex vivo
olusturulan iki greft materyalini histolojik olarak karsilastirmaktir. ikinci amaci ise PZF
membranin kollajen membran ile desteklenmesi durumunda biiyiime hormonlar1 igeren

PZF’nin hiicre proliferasyonuna etkisinin arastirilmasidir.



2. GENEL BIiLGILER
2.1. MUKOGINGIVAL PROBLEMLER

Mukogingival problemler, diseti ve alveol mukozasinin, bazi durumlarda da alveol
kemiginin morfoloji ve fonksiyonunda olusan ¢esitli kayiplardir (41). En sik karsilasilan
mukogingival problemler yapisik diseti genisliinin yetersiz olmasi veya mevcut

olmamasi ve diseti ¢cekilmeleridir.

Mukogingival cerrahi, digetinin morfoloji ve konum bozukluklar1 ile miktarindaki
yetersizliklerin diizeltilmesini hedefleyen periodontal cerrahi islemleri kapsar (42).
Mukogingival cerrahi terimi ilk olarak 1957°de Friedman tarafindan one siiriilmiis ve
disetini korumak, anormal kas veya frenilum baglantilarin1 ortadan kaldirmak ve
vestibiil derinligi artirmak amaciyla yapilan islemleri tanimlamak i¢in kullanilmistir

(43).

Amerikan Periodontoloji Akademisinin (AAP) 1996’da yapilan c¢alistay sonrasi
yayinladig1 bildiride kron boyu uzatma, kok yiizeyi ortme, vestibiil derinlestirme, papil
rekonstriiksyonu, kret koruma ve ogmentasyonu gibi cesitli mukogingival prosediirler

icin ‘Periodontal Plastik Cerrahi’ terimi kullanilmistir (44).
2.2. DISETI CEKILMELERI
2.2.1. Diseti Cekilmelerinin Tanimlamasi

Digeti ¢ekilmesi, ‘diseti kenarinin mine-sement sinirmin (MSS) apikaline dogru konum

degistirmesi sonucunda kok yiizeyinin agiga ¢ikmasi’ olarak tanimlanmaktadir (45, 46)

1979 yilinda Maynard ve Wilson (47) diseti ¢ekilmesinin apikalindeki dokunun

niteliginin degisebilme ihtimali oldugundan dolay1 “diseti cekilmesi” yerine “marjinal



doku veya kenar c¢ekilmesi” teriminin kullanilabilecegini belirtmislerdir. Amerikan
Periodontoloji Akademisi’nin (48) 1996’da yayinladigi raporunda, diseti cekilmesi,
kenar dokunun mine-sement smirinin apikalinde yer almasi olarak tanimmlanmis ve
cekilmenin apikalindeki dokunun diseti veya alveol mukozasi da olabilecegi ve bu
nedenle “yumusak doku cekilmesi” veya ‘“kenar doku cekilmesi” ifadelerinin de

kullanilabilecegi bildirilmistir (48).
2.2.2. Diseti Cekilmelerinin Siniflandirilmasi

Klinik olarak diseti ¢cekilmeleri periodontitise bagh diseti cekilmeleri ve vestibiiler

diseti cekilmeleri olarak iki gruba ayrilabilir.

Periodontitise bagh diseti cekilmeleri ilgili dislerin tiim yiizeylerindeki periodonsiyumu
ilgilendirir. Periodontal hastalikla birlikte destek alveol kemigi yiiksekligi azaldiginda,

diseti de onunla birlikte apikale dogru yer degistirir ve bu durum geri doniistimsiizdiir.
Vestibiiler diseti ¢ekilmeleri ise ilgili dislerin fasiyal ylizeylerini ilgilendirir ve etken
periodontitis degildir. Interdental kemigin kaybi ile iliskili olarak kismen ya da

tamamen periodontal plastik cerrahi ile tedavi edilebilir (49).

1966 yilinda Ariaudo ve ark. yaptiklar1 calismada (50), diseti cekilmelerini ilgili
bolgenin anatomisine bagl gerceklesebilecek tedavi sonuclarma gore {i¢ sinifa

ayirmustir. Stiflama tablo 2.1.’deki gibidir.

Tablo 2.1. Ariaudo ve ark.’min diseti ¢cekilmeleri simiflamasi (50).

Sinif Tanimlama

1 I1gili bolgede patolojik cep olusumu gozlenmeksizin biitiiniiyle

ortiimii 6ngoriilebilen acik kok ylizeyi

2 Cevre dislerde kemik kayb1 ve sig patolojik cep varligi, kismi
kok ortiimii 6ngoriilebilen acik kok yilizeyi

3 Cekilme goriilen ve komsu dislerde derin patolojik cep varligi ,
minimal kok Ortimii ile birlikte mevcut durumun

tyilestirilmesinin ongoriildiigii agik kok yiizeyi

Sullivan ve Atkins’m (51) 1968 yilinda yaptiklar1 ¢calismada diseti ¢ekilmeleri sadece

29 ¢ 29 <<

“derin-genis”, “s1g8-genis”, “sig-dar” ve “derin-dar” seklinde tanimlanmistir.
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Sekil 2.1. Sullivan ve Atkins’in diseti ¢cekilmesi siniflamas1 (51).

Mlinek ve ark (52) 1973 yilinda yaptiklar1 caligmada, degerlendirmenin objektif olarak
yapilabilmesi i¢in mevcut smiflamanin sayisal degerlerle desteklenmesi gerektigini
vurgulamis ve meziyo-distal ve apiko-kuronal yonde 3 mm’yi gecmeyen defektleri ““s1g-

dar”, her iki yonde de 3 mm’yi gecen defektleri ise ‘“derin-genis” olarak

tanimlamislardir.

1985 yilinda Miller (53), cekilme olan bdlgenin mezial ve distalindeki interproksimal
kemik ve yumusak doku seviyesinin, kok ylizeyi Ortiimii icin 6nemli oldugunu
vurgulayarak yeni bir siniflama yapmistir. Bu siniflama ile tedavi sonuglarinin 6ngoriisii

olusturulmaya ¢alisilmistir. Siniflama asagidaki gibidir:

Smif 1: Diseti ¢ekilmesi mukogingival smirm koronalindedir. Interproksimal bolgede

kemik ve yumusak doku kayb1 yoktur. %100 kok yiizeyi ortiimii beklenebilir.

Smif 2: Diseti cekilmesi mukogingival smirda ya da apikalindedir. interproksimal

bolgede kemik ve yumusak doku kaybi yoktur. %100 kok yiizeyi ortiimii beklenebilir.

Smif 3: Diseti cekilmesi mukogingival smirda ya da apikalindedir. interproksimal
bolgede kemik ve/veya yumusak doku kaybi vardir. Kismi kok ylizeyi Ortiimii
beklenebilir.



Smif 4: Diseti cekilmesi mukogingival sinirda ya da apikalindedir. Interproksimal
bolgede kemik ve/veya yumusak doku kaybi vardir ve/veya diste ileri derecede

malpozisyon vardir. Kok ortiimii beklenemez.

Sinif 1

Sinif 2

Sinif 3

Sinif 4

Sekil 2.2. Miller’in diseti ¢cekilmeleri siniflandirmasi (53).

Nordland ve Tarnow’un 1998 yilinda yaptiklar1 siniflandirmada (54) ise mevcut papil
miktarinin  kok Ortiimiinde Onemli bir kriter oldugu belirtilmis ve smniflandirma

asagidaki sekilde yapilmistir:



Sinif3

Fasiyal MSS

interproksimal = o
MSS

Sinifl
interdental —-l -
kontak noktas

Sekil 2.3. Nordland ve Tarnow’un diseti ¢ekilmesi siniflandirmasi (54).

Normal: Tiim diseti embrasiiriinii dolduran diseti papili varlig1.

Sinif I: Papil tepesi dislerin kontak noktasi ile interproksimal mine-sement sinirinin en

koronal noktas1 arasinda.

Sinif II: Papil tepesi interproksimal mine-sement sinirinda veya biraz apikalinde ancak

fasiyal mine-sement smirinin koronalinde.
Sinif III: Papil tepesi fasiyal mine-sement sinirinda veya daha apikalinde.

Miller siniflamasi birtakim limitasyonlarinin olmasiyla birlikte klinikte en sik kullanilan
diseti siniflamasidir. Zuchelli bu limitasyonlarin asilmasin1 amaglayip Miller
simiflamasmi1 modifiye etmistir. Modifikasyonda Miller smif 2 ¢ekilmeler apikalinde
keratinize doku sinir1 bulundugunda siif 2a, bulunmadiginda ve ¢ekilme mukogingival

sinira ulagtiginda ise smif 2b olarak tanimlanmustir.
2.2.3. Diseti ¢ekilmelerinin etiyolojisi

Diseti ¢ekilmeleri giiniimiizde farkli bir¢cok faktorle ya da birkac¢ faktoriin es zamanl
olarak goriilmesi ile iligkilendirilmektedir. Bu faktorler asagida belirtildigi iizere

gelisimsel ya da sonradan edinilmis olabilir (4, 5, 55);

® Yapisik keratinize dokunun ince ve yetersiz olmasi
e Yetersiz vestibiil derinlik
® Vestibiiler alveoler kemigin ince olmasi

¢ Frenilum ¢cekmeleri



e Hastanin travmatik kotii aligkanliklart

e Yanls dis fircalama

¢ Periodontal hastaliklar ve tedavileri

e Hekim hatalarina bagh faktorler

¢ Okluzal travma

e flerleyen yas
Literatiirde uzun yillar siiresince yeterli miktarda keratinize disetinin diseti ¢ekilmelerini
onleyecegi ve bu miktarin minimal 2 mm oldugu ileri siiriilmiistiir (56-58). Ote yandan
bazi arastirmacilar (59-63), diizenli hekim kontroliine giden ve agiz hijyeni yeterli olan
bireylerde, keratinize disetinin mevcut olmadigi ya da minimum miktarda oldugu
durumlarda dahi diseti sagliginin idame edilebilecegini savunmuslardir. AAP’nin
mukogingival cerrahi {izerine 1996’da yayimlanan raporunda (48) ise, diseti
cekilmesinin devamlilik gosterdigi, keratinize disetinin yetersiz veya minimal oldugu
bolgelerde, yumusak doku ogmentasyonunun uygunlugu ve gerekliligi vurgulanmistir
(64). Vestibiil derinligin s1g olmasi ve yapisik keratinize disetinin minimal olmas1 bu
alanlarda besin birikimine neden olur, dis fircasinin yerlestirilmesinde zorluk yaratir ve
boylece agiz hijyeni olumsuz yonde etkilenir. Yeterli vestibiil derinlik ve minimal
yapisik keratinize diseti varhiginda agiz hijyen uygulamalar1 kolaylikla yapilabilir ve
diseti sagligi korunabilir ancak, minimum yapisik keratinize doku varhiginda yetersiz
vestibiil derinlik mevcut ise diseti saghginin devam ettirilebilmesi miimkiin

goriinmemektedir (65, 66).

Digeti c¢ekilmelerine sebep olan faktorlerden biri de gelisimsel (anatomik) veya
kazanilmis(fizyolojik veya patolojik) (67) olan vestibiiler alveoler kemikteki
yetersizlikler veya durumlardir (68). Bunlar; alveol kemigindeki fenestrasyon ve
dehisensler, disin ark icerisindeki yeri, disin siirme sirasinda takip ettigi kret dis1 yol ve
disin morfolojisidir (69). Vestibiile yakin izlenen siirme yolu ya da komsu dislere oranla
disin daha vestibiilde konumlanmasi (70), dis kokiiniin genisligi ve alveol kret genisligi
ile olan iligkisi (71) dehisens olusumunda etkilidir. Genis ve kisa koklii disler, uzun ve
ince koklii dislere oranla dehisens olusumuna ve diseti ¢cekilmesine daha egilimlidirler.
Ortodontik kuvvetlerle disin lingual ya da labial yonde hareket ettirilmesi sonucunda da
dehisens meydana gelebilir. Bu durum sonradan edinilmis faktorler arasinda yer

almaktadir (72).
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Diseti kenarma yakin pozisyondaki frenilum atagsmanlar1 genellikle s1g vestibiile sahip
bireylerde rastlanmaktadir. Serbest disetinin frenilum atasmani nedeniyle mobil hale
geldigi kosullarda plak kontrolii yeterli diizeyde saglanamayabilir ve bu bireylerde diseti
cekilmesi meydana gelebilir (57, 73). Bununla birlikte, yiiksek frenilum atagsmani ile

diseti ¢ekilmesi arasinda bir iligkinin saptanamadigi ¢calismalar da mevcuttur (74, 75).

Diseti ¢ekilmesinde rol oynayan hastanin travmatik kotii aliskanliklar1 kapsaminda
yanlis dis ipi kullanimu (76), disetini twrnakla itme (77), dudakta ve dilde piercing
bulunmasi (78-80) gibi durumlardan bahsedilebilir. Plak kontrolii ¢ok iyi olan kimi
hastalarda dislerin vestibiil yiizeylerinde diseti cekilmesi ve dis kolelerinde abrazyonla
sonuclanan travmatik dis fircalama goriilebilmektedir (81). Diseti ¢ekilmelerinde,
kullanilan fircanin kil sertliginin (82, 83), fir¢a killarinin yuvarlatilmig ya da diiz bitimli
olusunun (84) ve firca ucu seklinin (85) Onemini vurgulayan c¢alismalar mevcuttur.
[Itihabi olmayan lokalize diseti cekilmelerinin olusumu ve ilerlemesinde fircalamanin
etkisine ait mevcut verilerin degerlendirildigi bir sistematik derlemede, fircalama
sirasinda uygulanan basincin, fircalama siiresinin, fircalama tekniginin ve fir¢a

killarmin sertliginin ¢cekilmeye etkisi oldugu belirtilmistir (86) .

Periodontal hastalik sonucunda olusan alveolar kemik rezorpsiyonu diseti ¢ekilmelerine
sebep olan patolojik bir faktordiir. Kronik periodontitisli hastalarda ara yiizlerde
meydana gelen atasman kayiplarinin ardindan vestibiil ve lingual ylizeylerdeki
remodelasyon sonrasinda yumusak dokunun apikalde konumlanmas1 s6z konusu olabilir
(87). Diseti ¢ekilmesi, periodontal yikimla beraber olusabilecegi gibi, periodontal tedavi
sonrasinda disetindeki odemin ve cep derinliginin azalmasi sonucu ya da rezektif

cerrahi tedaviye bagli olarak da goriilebilir (8, 88, 89).

Biyolojik genislik ihlal edilerek yapilan sabit protezler, kole restorasyonlari, hatali
parsiyel protez planlamasi ve okluzal uyumsuzluk gibi iyatrojenik uygulamalarin da

diseti ¢ekilmesine neden oldugunu bildiren ¢alismalar mevcuttur (6, 76, 90-93).

Yaslanma ile tiim viicuttaki katabolik aktivite anabolik aktiviteye oranla fazlalasir ve
dokular atrofiye ugrar. Ayni durum disetleri i¢in de gecgerli oldugundan diseti
cekilmeleri meydana gelebilir. Albandar ve Kingman’in (94) diseti c¢ekilmesi
prevalansim1 degerlendirdikleri bir caligmada, 30 yas istii bireylerin %58 ’inde Imm
veya daha ileri diseti ¢ekilmesi oldugu ve bu miktarin yas ile birlikte arttig1 ifade

edilmistir. Benzer sekilde, farkli bir caligmada (95) yas ile diseti ¢cekilmesinin arttig1 ve
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aynt yastaki bayanlarda erkeklere oranla daha az diseti cekilmesine rastlandigi
bildirilmistir. Bu bulgular, Murray’m (96) 4000 bireyi inceledigi ve diseti ¢ekilmesin

yas ile arttigini bildirdigi calismanin bulgulariyla benzerlik gostermektedir.
2.2.4. Diseti cekilmelerinin meydana getirdigi sorunlar ve tedavileri

Serbest diseti kenarinin MSS’nin apikalinde konumlanmasi ve kok yiizeyinin agiga

cikmasiyla;
¢ Dentin hassasiyeti (4, 6-8),
e Mikrobiyal dental plak(MDP) birikimi ve enflamasyon olusumu (6, 8),
e Kok ciirtigii olusumu (6, 9, 10),
e Estetik sorunlar (4, 8, 11),

e Hastanin digini kaybetme korkusu (4, 6) gibi psikolojik problemler ortaya
cikmaktadir.

Digeti ¢cekilmesine bagl olarak agiga ¢ikan kok yiizeylerinin sement ile ortiilii olmadigi
durumlarda dentin agiga cikmaktadir. Dentin hassasiyeti, diseti cekilmesi olan vital
dislerde kimyasal, termal veya ozmotik uyarana kars1 meydana gelen kisa siireli olusan
agr1 olarak tanimlanan, klinik bir durumdur (97-100). Dentin hassasiyetinin giderilmesi

icin baz1 kimyasal ajanlar kullanilabilmektedir. Bunlar asagidaki gibi siralanabilir (101):
* Flor iceren vernikler
* Oksalat iceren hassasiyet gidericiler
* Gluteraldehit iceren hassasiyet gidericiler
» Stronsiyum igeren hassasiyet gidericiler
* HEMA icgeren hassasiyet gidericiler
* Kalsiyum fosfat
* Nano dolduruculu hassasiyet giderici

Bunlar disinda lazer kullanimi (102) ve cerrahi prosediirlerle kok ortiimii saglanmasi

(20), dentin hassasiyetinin giderilmesi i¢in uygulanan diger yontemlerdir.

Dentin hassasiyeti olan bireylerde agiz hijyeni uygulamalar: giiclesir ve MDP birikimi

artar. MDP birikimi ile olusan ve siiregelen diseti enflamasyonu disetinin daha fazla
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cekilmesine neden olabilecegi gibi, ortamdan MDP’nin uzaklastirilamamasi sonucunda

kok ciiriigii riski de artabilir (6, 9, 10).

Diseti cekilmeleri ile birlikte goriilen enflamasyonun giderilmesi i¢in, nedeni ortadan
kaldirmaya yonelik tedavi uygulanir. Etken plak ve distasi ise; fazl tedavi, dentin
hassasiyeti ise; hassasiyet tedavisi, vestibiil siglik ise; vestibiil derinlestirme operasyonu
uygulanir (103). Diseti cekilmesi ve ylizeyel kok ciiriigliniin bir arada bulundugu
diglerde ciirtigiin temizlenmesi sonrasinda uygun cerrahi yontemle kok Ortiimii
gerceklestirilir (10, 104). Derin kok ciiriiklerinde ise; recine bazli cam iyonomer
rezinler, flor salinimi, dis dokusu ile kimyasal baglanma ve bag dokusunun bu materyal

izerine atagsman saglamasi gibi dzelliklerinden dolayi tercih edilmelidir (105).

Digeti cekilmesinin giilme hatt1 sinirlar1 icinde olmasi estetik bir sorundur (6, 106).
Aymi zamanda yumusak doku kaybini takiben dislerin kron boylarinin uzamasi,

hastalarda dislerini kaybetme kaygisi olusturmaktadir (4, 6).

Digeti cekilmelerinin tedavileri, sadece yukarida bahsedilen problemleri ortadan
kaldirmaz ayni1 zamanda periodontal sagligin idamesini de saglar. Bu amaclar

dogrultusunda uygulanan cerrahi yontemler Tablo 2.2.” de dzetlenmistir.
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Tablo 2.2. Kok orttimii i¢in uygulanan yontemler.

KOK ORTUMU iCiN UYGULANAN YONTEMLER
1.SAPLI GREFTLER

a. Laterale konumlandirilmis flep (LKF) (107, 108)
b. Kronale konumlandirilmis flep( KKF) (109)

. Cift papil flep(110)

2. SERBEST GREFTLER

a. Serbest diseti grefti (SDG) (51)

b. Bag dokusu grefti (BDG)(14)

c. Aseliiler dermal matriks allogreftiADMA)(111)

3. SAPLI VE SERBEST GREFTLERIN KOMBINE UYGULAMALARI,

a. KKF-SDG (42)
b. LKF-BDG(112)

c. KKF-BDG (42)

d.Cift papil flep-BDG,(112)

f. Semilunar KKF (20, 113)

4. YONLENDIRILMIiS$ DOKU REJENERASYONU(YDR)

()

a. Rezorbe olmayan membran ile (114)

b. Rezorbe olan membran ile (115)

5. ILAVE TEDAVILER

a. Kok ylizeyi demineralizasyonu (112)

b. Fibrin-fibronektin sistemleri (116)

¢. Mine matriks proteinleri(EMD) (117)

d. Biiyiime faktorleri (118)

6. DOKU MUHENDISLiGi UYGULAMALARI

Tablo 2.2.’de yer alan yontemler arasinda sapli fleplerle kombine olarak uygulanan bag
dokusu grefti kok ortiimii tedavisinde altin standart olarak kabul gormektedir (12). 1980
yilinda kret ogmentasyonu yontemi icin tanimlanan bu teknik (119), 1982 yilindan
itibaren kok ortiimii tedavilerinde kullanilmaya baglanmustir (13). Son derece yiiksek
ongoriilebilirligi olan bu yontem estetik agidan serbest diseti greftine gore daha iyi
sonuglar saglamaktadir (13, 14). Bu yontem ile greft, hem iizerine yerlestirildigi

periosteum hem de iizerinin oOrtiildiigii flepten beslendiginden dolay:r basarili bir kok
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yiizeyi Ortiimii saglanabilmektedir. Literatiirde farkli sapli flep teknikleriyle kombine
olarak kullanilan bag dokusu greftlerinin avantajlarm ileri siiren ¢ok sayida ¢aligma
bulunmaktadir (13-22). Bu teknigin birtakim dezavantajlar1 da bulunmaktadir. Bunlar
asagidaki gibi 6zetlenebilir:

e ikinci bir yara bolgesi olusturur.

e Teknik beceri gerektirir.

e Teknigin basari ile uygulanabilmesi icin operasyon siiresi uzayabilir.

e Palatinal doku yetersiz kalinlikta ise yetersiz miktarda greft elde edilebilir.
e Siiturlar1 komplikedir.

e (Qreftleme sonrasinda operasyon sahasinda biyotipte kalmlasma meydana

gelebilir ve gingivoplasti gerekebilir.
® Donor sahada agr1 ve morbidite goriilebilir.

Pini Prato ve ark.(120) 1993’te bag dokusu greftinin bahsedilen dezavantajlari
sebebiyle, diseti ¢ekilmesi tedavisinde ‘yonlendirilmis doku rejenerasyonu’(YDR)
yontemini kullanmiglardir. Yontem, membranin agiz igerisinde acikta kalmasi
iyilesmeyi olumsuz yonde etkileyeceginden dolay1 koronale konumlandirilmis flep ile

birlikte uygulanmaktadir.

2003 yilinda yapilan bir meta analiz ¢alismasinda YDR prensipleri uygulanan 40
caligma incelenmis ve YDR tedavisi sonucu sinirh kok oOrtiimiiniin %75, tam kok
ortiimiiniin ise %42 oraninda oldugu rapor edilmistir. Rezorbe olan ve olmayan

membranlar arasinda kok ortiimii agisindan bir fark bulunamamistir (121).

Kok ortiimii tedavisinde ADMA kullanimi ilk olarak Dodge ve ark. (122) tarafindan
gerceklestirilmistir. Donér doku icin ikinci bir cerrahi bolgeye ihtiya¢c duyulmamasi ve
smirsiz greft kaynagi teskil etmesi sebebiyle son yillarda ¢oklu diseti ¢ekilmelerinin
tedavisinde kullanilmaya baslanmistir (123-127). 2005 yilinda yapilan bir meta-analiz
calismasinin sonuglart ADMA ile BDG’leri arasinda kok ortiimii, kazanilan keratinize
doku miktari, klinik atasman seviyesi ve sondalama derinligi agisindan fark olmadigini
ileri siirmiistiir (128). ADMA’nin kisa donem kok ortiimii basaris1 BDG ile benzer olsa
da, uzun donemde boyutsal stabilitesini koruyamadig1 gosterilmistir (129). Bir bagka

caligmada keratinize diseti kazanci a¢isindan BDG ve ADMA karsilastirildiginda, BDG
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ile daha basarili sonuclar elde edildigi belirtilmistir (130) . ADMA’nin kadavralardan

elde edilmis olmasi ve olasi bulas riski bu yontemin dezavantajidir.

Yukarida sozii gecen tiim tedavi yaklasimlari degisik derecelerde basarili olmalarina
ragmen her birinin uygulamada smirlamalari bulunmaktadir (131-133). Biitiin bu
siirlamalar kaybedilen dokunun ideal olarak nasil yerine konulacagi sorusunu giindeme
getirmistir.

Mevcut yontemlerin simirlamalarin1 ortadan kaldiran ve kok ortiimiinde altin standart
olarak kabul edilen tedavi yonteminin bagarisini yakalayan farkli bir metodun arayislar1
devam etmektedir. Bu amacla son yillarda agiz i¢i dokularin rekonstriiksyonunda

kullanilabilecek doku miihendisligi iiriinleri arastirmacilarin ilgisini cekmektedir.
2.3. DOKU MUHENDISLIGI

1830’1u yillarda Mathias Jacop Schliede ve Theodor Schwann tarafindan ortaya konulan
teori ile hiicre; canli sistemlerin orgiitlenmesindeki biyolojik aktivite gosteren en kiiciik
yapisal birim olarak tanimlanmis ve sonrasinda doku ile ilgili calismalar baslamistir

(134).

“Doku miihendisligi’’ genel anlamiyla doku ve organlarin fonksiyonunu restore etmek,
gelistirmek ve sagligina yeniden kavusturmak amaciyla biyoloji, tip, dis hekimligi ve
mithendislik dallarinin  birlikte calistigi  multidisipliner bir bilim alam1 olarak
tanimlanmaktadir (23). Rejeneratif tipta; yaslanma, hastalik ve konjenital defektler gibi
nedenler ile iglevlerini yitiren organ ve dokulara yeniden islev kazandirilmasi veya

bunlarin yeniden inga edilmesi gibi yontemler oldukga ilgi cekmektedir (135).
2.3.1. Doku miihendisligi stratejileri

Yeni bir dokunun olugmasi i¢in 3 stratejiden bahsedilmektedir (24):

1- Izole edilen hiicrelerin infiizyonu,

2- Doku uyarict maddelerin (biiylime faktorleri) iiretimi ve taginmasi,

3- Hiicrelerin matrikslerin iizerinde veya icerisinde konumlanmalar1 (implante edilmesi

veya ekstrakorporeal aygitlarin kullanilmasi ile).
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2.3.1.1. izole edilmis hiicrelerle tedavi

Islev bozuklugu ve doku hasar1 goriilen alanda bu islevden sorumlu hiicrelerin canlidan
izolasyonu, in vitro besi ortaminda iiretilerek cogaltilmasi(hiicre kiiltiirii) ve canliya
verilmesi bu doku miihendisligi yaklasimini olusturmaktadir. Ancak, hiicrelerin immiin
reaksiyona neden olmasi ve infiizyon sonrasinda hiicrelerin islevinin istenilen dlgiide

devam ettirilememesi gibi problemler meydana gelebilir (136).

2.3.1.2. Doku gelisimini hizlandiran maddelerle tedavi: Bu doku miihendisligi
yaklasiminda hedef doku gelisimini hizlandiran biiylime faktorii gibi maddelerin
saflastirilmasi, iiretilebilmesi ve aktif salim sistemleriyle dokuya iletilmesi hedeflenir

(136).

Doku miihendisliginde biiyiime faktorii uygulamalari; gerekli biiyiime faktoriinii dogal
olarak sentezleyen veya genetik olarak modifiye edilmis hiicrelerin dogrudan doku
iskelesine entegre edilmesi veya doku iskelesine digsaridan uygulanmasi araciligiyla
gerceklestirilebilir.  Biiyiime  faktorleri, polimer yapili doku iskelelerine
uygulandiklarinda kontrollii salimlar1 ve biyolojik etkinliklerinin uzamasi saglanabilir

(137, 138).

2.3.1.3. Bir destek materyal iizerine ya da icerisine yerlestirilmis hiicrelerle tedavi:
Bu yaklasimda hiicrelere destek olabilecek dogal ya da sentetik polimer yapida
biyomateryaller kullanilmaktadir. Dogal polimerler cevre dokularla yiiksek dereceli
uyumluluk (biyouyumluluk=biyokompatibilite) sergilerler. Sentetik polimerler ise kolay
elde edilebilme, uygulanabilme ve 6zelliklerinin iyilestirilebilmesi gibi avantajlarindan

dolayi tercih edilebilir.

Sonug¢ olarak, hazirlanan tiim doku miihendisligi diizenekleri hiicre {iremesini
gerceklestirmeli, mekanik direng sahip olmali ve kullanim amacma bagli olarak, kalict

ya da gecici destek gorevini iistlenmelidir (136).
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2.3.2. Doku miihendisligi calismalarinda karsilasilan giicliikler

Doku miihendisligi faydali, ancak igerigi son derece kompleks olan bir uygulamadir.

Uygulamadaki zorluklar asagidaki tablo2.3’de 6zetlenmistir (28).

Tablo 2.3. Doku miihendisliginde karsilasilan giigliikler (28).

Doku miihendisliginde karsilasilan giicliikler

Biyolojik zorluklar Miihendislikteki Klinik zorluklar
zorluklar
Hiicre kaynagi se¢imi Biyomateryal se¢imi Yeni dokunun uygun sekil

ve hacimde olusturulmasi

Hiicrelerin cogaltilmas1 | Biyomolekiillerin verimli Yeni dokunun canh

kullanimi dokuya adaptasyonu
Hiicrelerin farklilagma Fonksiyonel dokunun Yeterli vaskiilarizasyon
durumunun korunmasi iretimi

2.3.2.1. Biyolojik zorluklar

Doku miihendisligi uygulamalarinda hiicre kaynaginin secimi 6nem tasimaktadir.
Otolog hiicreler(canlinin kendinden izole edilen hiicreler), allojenik hiicreler(ayni tiire
ait bagka bireylerden izole edilen hiicreler) ya da ksenojenik hiicreler(farkl tiirlerden
izole edilen hiicreler) kullanilabilir. Otojen olmayan kaynaklardan elde edilen hiicrelere
karst immiin reaksiyonlar olusabilmektedir. Bu nedenle otolog hiicrelerin kullanimi
daha uygun goriinmektedir (139). Bununla birlikte, otolog hiicrelerin izole edilmesinde

enfeksiyon, fistiil olusumu ve deride skar olusumu gibi kisitlamalar mevcuttur (28).

Doku miihendisliginde kullanilacak ideal hiicrelerin kolay izole edilebilmesi, istenilen
Olciide cogaltilabilmesi, immiinojenik olmamasi ve olusturulmasi hedeflenen dokuya

benzer protein ekspresyonuna sahip olmasi gerekmektedir (140).

Hiicrelerin sayilarmin ve farklilasma durumlarmin kontrol altinda tutulabilmesi
onemlidir. Yetersiz sayida hiicre iiretiminin (141) ve fenotipin bozularak baska

hiicrelere farklilagmanin rapor edildigi calismalar mevcuttur (142).



18

2.3.2.2. Miihendislikteki Zorluklar

Fonksiyonel bir dokunun iiretilebilmesi icin biyomateryal secimi Onemlidir (28).
Biyomateryaller, insan viicudundaki canli dokularin islevlerini yerine getirmek ya da
desteklemek amaciyla kullanilan dogal/sentetik malzemeler olup, siirekli olarak veya
belli araliklarla viicut akigskanlariyla(drnegin kan ile) temas ederler. Biyomateryaller
yalnizca implant olarak degil, ekstrakorporeal cihazlarda(viicut disma yerlestirilen ama
viicutla etkilesim halindeki cihazlar), cesitli eczacilik iiriinlerinde ve teshis kitlerinde de

yaygin olarak kullanilmaktadirlar (28).

Doku miihendisliginde kullanilan yapi1 iskelelerinin hiicrelerin ekimine, tutunmasina ve
proliferasyonuna izin verecek 3 boyutlu yapida olmasina, hiicrelerin ekstraselliiler
matriks olusturmasina izin vermesine, yeni doku yeterli mekanik destek olusturmasina
ve istenen durumlarda biyoaktif molekiillerin salimma olanak saglamasina ihtiyac
duyulur. Ayrica biyomateryallerde aranan diger 6zellikler; biyouyumluluk, porlara sahip

olma, su tutma, besin ve atik maddelerin tasinmasi ve ¢oziinebilirliktir (140, 143-145).

Biyomateryallerde uygun porlara sahip olma, besinlerin ve atiklarin tasinmasi ve hiicre
canliligmin siirdiiriilebilmesi icin onemlidir. Biyomateryallerdeki por yapisi hiicrelerin
adezyonu ve proliferasyonu icin gereklidir. Porlarin fazla olmasi mekanik destegi
azaltabilirken, eksik olmas1 da yukarida sozii edilen fonksiyonlarin yetersizligine neden

olabilir (146, 147).

Coziinebilirlik, yap1 iskelesinin yeni olusan dokuya yerini birakabilmesini saglar. Yeni
doku olusumu ile ¢oziiniirliigiin es zamanh olmasi gereklidir. Cok hizli gerceklesen
¢Oziinme yeni olusan dokuda hacim ve sekilde istenilen boyutun elde edilememesine
yol agarken (148), yavas ¢oziinme yeni dokunun geligimi icin yer kalmamasina neden

olur (149).

Bir¢cok biyomateryal kiiltiir ortaminda hiicrelerin gelisimini yonetme kapasitesine
sahiptir. Bu nedenle bir yapi iskelesi i¢in secilecek ideal maddenin rejenerasyonu
istenen dokunun cevresindeki hiicre reseptorleri, biiyiime ve farklilasma faktorleri ve
integrinler gibi biyoaktif molekiiller ile etkilesim icine girebilmesi gerekmektedir (150)
Biyoaktif molekiillerden en yaygmn kullanilanlar biiylime faktorleridir. Biiyiime
faktorleri hiicre migrasyonunu, proliferasyonunu ve matriks sentezini aktive ederek

doku iiretimini artirirlar (28).
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“Biyouyumluluk" terimi, materyallerin biyolojik performanslarmi belirtir  ve
biyouyumlu malzemeler, biyomateryal olarak adlandirilir. Biyouyumluluk; uygulama
sirasinda materyalin viicut sistemine uygun cevap verebilme yetenegi olarak
tanimlanmistir  (151). Biyouyumluluk yapr iskelesi icin Onemli bir Ozelliktir.
Biyomateryalin veya onun ¢6ziinen iiriinlerinin akut veya kronik inflamatuar bir immiin

yanita yol agmamasi gerekmektedir (152).

En sik kullanilan biyomateryaller; polilaktik-glikolik asit kopolimerleri (153-155),
kollajenler (155, 156), poli-fosfazenler (157), poliiiretanlar (158), polikaprolakton
(159), polietilenglikol (160), poli (propilen fumarat) (161), nisasta bazli materyaller
(162), aljinat (163), ipek (164), biyoaktif cam ve cam seramikler (165), kalsiyum fosfat
seramikler (166), kalsiyum fosfat-kollajen karigimlar1 (156) ve sentetik polimer/apatit

kompozitler (167) olarak sayilabilir.
2.3.2.3. Klinik zorluklar

Doku miihendisligi iiriinii olarak olusturulan yeni dokuya, arzu edilen sekil ve hacmin
kazandirilmasi, ¢cevre dokuya adaptasyonu ve yeterli oranda vaskiilarizasyonu klinikte

siklikla karsilasilan problemlerdir (146).
2.3.3. Dis Hekimliginde Doku Miihendisligi Stratejileri

Kaybedilen ya da hasar goren dokularin tedavisinde, doku miihendisligi uygulamalarini
gerceklestirmek icin dis hekimliginde benimsenen stratejiler, doku kondiiksiyonu, doku
indiiksiyonu ve hiicre nakli olmak iizere 3 ana grup altinda siniflandirilmaktadir (168).
Gen tedavisi genellikle doku miihendisligi yaklasimlarina ornek olarak kabul edilmese
de, farklilagabilen hiicrelerle yapilan gen transferi doku miihendisliginde dordiincii bir

strateji olarak sayilabilir (169).
2.3.3.1. Gen tedavisi

Bu yontem ilk olarak siddetli immiin yetmezlige sahip kalitimsal adenozin deaminaz
(ADA) enziminin azaldigr iki hastanin tedavisi i¢in kullamilmistir. Bu hastalar i¢in
uygulanan metod ‘ex vivo gen tedavisi’ olarak adlandirdmistir. ADA genleri laboratuar
ortaminda lenfositlere aktarilmig ve modifiye edilen bu hiicreler yeniden hastalara

nakledilmistir (169, 170)

Alveol kemik olusumu i¢in gen tedavisi kullanilarak Kemik Morfojenik Protein (BMP)

gibi biiyiime faktorlerinin iletimi saglanabilir. BMP’ler kikirdak ve kemik olusumunda
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diizenleyici olarak onemli rol oynamaktadirlar. Son donemde yapilan caligmalarda, dis
gelisimi ve periodontal dokunun onariminda BMP’lerin gorev aldigi gosterilmistir.
Dum ve ark.’nin yaptiklar1 caligmada, 1. molar disin ¢ekim soketine yerlestirilen
implantin cevresine adenovirus vektoriiniin icinde BMP-7 uygulanmis ve alveol

kemiginde ve implant ¢evresinde istenilen tamirin gerceklestigi gozlemlenmistir (171).

Gen transferi yontemindeki baslica sorun, tasiyici hiicrelere gerekli genleri saglamak
icin siklikla modifiye edilmis viriislerin kullanilmasidir ancak her viriisiin bazi yan

etkilerinin var olmasidir (172, 173)

Gen terapisinin, kraniofasiyal bolgede bas boyun kanserlerinin tedavisinde kullanilmasi
ileri zamanlarda klinisyenlerin bu tedavi metodunu kanser tedavilerinin standart bir

parcasi olarak kullanacaklarini diisiindiirmektedir (131, 174).
2.3.3.2. Doku indiiksiyonu

Doku indiiksiyonunda, olusmasi hedeflenen dokunun cevresindeki hiicreler, gelisim
faktorii adi verilen ve yeni kemik ve damar olusumunu saglayabilen molekiillerin
yardimu ile, spesifik sinyallerle aktive edilirler. Doku indiiksiyonunun temelini, yeni
kemik (osteogenezis) ve kan damar1 gelisimini (anjiogenezis) (175) saglayan biiyiime
faktorlerinin bulunmasi ile olusturmaktadir. Kiiciik partikiiller haline getirilen kemigin
yeni kemik olusturdugu gosterildikten sonra (176), kemik partikiillerindeki aktif
maddeler ayristirilmig ve bu maddeleri kodlayan genlerin kopyalanmasi sonucunda
Kemik Morfojenik Proteinleri (BMPs) iiretilmistir (177). BMPler, kemik, kikirdak ve
periodontal dokularin rejenerasyonunda etkilidir. Anjiogenezisi saglayan spesifik

molekiillerin bulunmasinin sonrasinda yeni damar indiiksiyonu saglanmistir (178).

Doku indiiksiyonu stratejisindeki bir diger yaklasim da, olusumu istenen doku ig¢in
destek gorevi gorecek yapi iskelesi icerisinde spesifik hiicreler arasi s1vi molekiillerinin
konumlandirilmasidir. Bu molekiiller o alanda bulunan hiicrelerin fonksiyonunun
saglanmasinda ve hedeflenen doku tipinin yapilandirilmasinda rol almaktadirlar (179,
180). Domuz kaynakli dis minesi proteinlerinin periodontal yikimin goriildigi

alanlarda yeni kemik olusumu i¢in kullanilmas1 bu yaklasima bir 6rnektir (181).

Doku indiiksiyonunun basaris1 hasarli dokuya yerlestirilen uygun faktoriin, uygun dozda

ve yeterli siire kalabilmesi ile saglanabilir. Ancak bu proteinlerin etkinligi viicuttaki
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yarilanma Omiirlerinden dolay1 kisithidir. Bu nedenle, bu proteinlerin kontrollii salimlar1

izerine calisilmaktadir (182).
2.3.3.3. Doku kondiiksiyonu

Doku kondiiksiyonu, doku miihendisligi teknikleri arasinda inaktif bir strateji olarak
degerlendirilmektedir. Bu teknikte, yasayan hiicreler ya da biyolojik sinyaller
kullanilmaz. Periodontal destek yapilarin yeniden elde edilmesi amaciyla uygulanan
yonlendirilmis doku rejenerasyonu bu teknik i¢in bir Ornektir. Yonlendirilmis doku
rejenerasyonu epitel ve bag dokusunun defekt bolgesine go¢iinii engellemek i¢in bariyer

membranin kullanildig1 bir metoddur (168, 179, 183).
2.3.3.4. Hiicre Nakli

Hiicre nakli tekniginde, laboratuarda cogaltilan hiicreler ve rezorbe olabilen doku
iskelelerinden faydalanilmaktadir. Biyopsi 6rneklerinden izole edilen hiicrelerin rezorbe
olabilen porlu polimer yap1 iskeleleri iizerine yerlestirilmelerinden sonra, iskele yapisina
tutunarak prolifere olmalar1 beklenir. Laboratuvarda gerceklestirilen bu yontemde, yap1
iskelesi ve prolifere olan hiicreler zamanla bagka bir hastaya veya vericiye nakledilmeye
hazir bir dokuya (eksplant) doniisiirler. Bu dokular gelecekte kullanilmak {izere

saklanabilir (184).

Hiicre nakli, olusumu istenen doku icin gerekli olan biyoaktif molekiiller
bilinmediginde veya dokunun yenisiyle degistirilmesinin acil oldugu kosullarda tercih

edilmektedir (184).

Hiicre nakli yonteminin de kisitlamalart mevcuttur. Bazi dokulardaki hiicrelerin
cogaltilmas1 heniiz miimkiin olmadigindan(drnegin; tiikiiriik bezindeki asiner hiicreler,
pankreastaki adacik hiicreleri) (169, 179), bu dokular hiicre nakli ile rehabilite

edilememektedirler.

Hiicre nakline siklikla deri rekonstriiksiyonunda, yanikta ve diyabetik iilser hastalarinin
tedavisinde ihtiya¢ duyulmaktadir (179). Oral mukozanin yenilenmesi i¢in de benzer

yaklasimlar gelistirilmistir (185) .
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2.3.4. Maksillo Fasiyal Bolgede Doku Miihendisligi Uygulama Alanlar

Doku miihendisligi uygulamalarindan oral ve maksillofasiyal bolgedeki kayip dokularin
rejenerasyonunda faydalanilmaktadir. Ileri periodontal hastahiklar, alveol kemigini de
iceren yikimlara sebep olabilmektedir. Mizuno ve ark.’nin (186) yaptig1 bir calismada,
eriskin melez kopeklerin mandibulalarindan izole edilen periosteal hiicrelerin kiiltiirii
gergeklestirilmistir. Proliferasyon sonrasi elde edilen otolog periost grefti hasarl
bolgeye sutiire edilerek mandibular premolar bolgede iyilesme beklenmistir. Uc ay
sonunda iyilesme alani radyolojik ve histolojik olarak degerlendirilmis ve bu tedavi

yonteminin etkin ve giivenilir oldugu sonucuna varilmistir.

Dis ¢ekimi sonrasinda ¢ekim soketinde alveoler kemik kayb1 gozlenmektedir. Alveoler
kemikteki boyutsal dejenerasyon implant tedavisini gii¢lestirebilmektedir. Implant
yerlestirme Oncesinde ya da sirasinda alveoler kemikteki kaybin giderilmesi icin
uygulanan bazi metodlar morbiditeye neden olabilmektedir (168). Bu nedenle kemik-
implant iligkisini optimum diizeye tasimak icin farkli doku miihendisligi metodlar1
arastirilmaktadir (187). Chen ve ark. (188) doku miihendisligi ile kompozit yap1 iskelesi
izerinde olusturduklar1 kemik greftini kullanarak tek asamada yerlestirilen implant
cevresinde yeni kemik olusumunu histolojik olarak gozlemlemislerdir. Hibi ve ark
distraksiyon osteogenezi ile birlikte otojen mezenkimal kok hiicre kiiltiirii, trombin ile
aktive edilmis trombositten zengin plazma (PRP) ve kalsiyum klorid kullaniminin
mandibulada ii¢ boyutlu kemik elde edilmesinde ve iyilesme siiresinin kisaltilmasinda
faydali oldugunu bildirmislerdir (189). Ito ve ark melez kopeklerin iliak kemiklerinden
izole ettikleri mezensimal kok hiicreler ile birlikte fibrin yapistiricis1 ve PRP’den elde
ettikleri greft materyalinin implant c¢evresinde kemik rejenerasyonuna katkida
bulundugu rapor etmiglerdir (190). Sauerbier ve ark. (191) insan kemik mezensimal
kok hiicrelerinin, sigir kaynakli kemik partikiilleri ile birlikte kullanildiginda implant
etrafinda yeterli kemigi olusturdugunu bildirmislerdir. Yamada ve ark’min kemik-
implant ara yiizeyini inceledikleri ¢calismalarinda, kemik mezensimal kok hiicreleri ile
birlikte kullanilan trombositten zengin plazmanin daha fazla kemik-implant yiizey
temas alani elde edilmesinde etkili oldugu bildirilmistir (192, 193). Xu ve ark.’lar1 (194)
plasental kok hiicrelerinin in vitro ortamda altin standart kabul edilen kemik iligi
kokenli mezensimal kok hiicrelerinden yaklasik 3 kat daha fazla kemik dokusu

tiretebildigini bildirmislerdir. Kalsiyum fosfat siman ile birlikte kitosanin bu hiicreler
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icin iyi bir tasiyict yapr iskelesi oldugunu ve doku miihendisligi ¢alismalarinda
kullanilabileceklerini belirtmislerdir. Marei ve ark’min (195) tavsanlarda c¢ekim
soketlerindeki iyilesmeyi histolojik ve radyografik olarak inceledikleri ¢aligmalarinda,
soketlere uyguladiklar1 poli-L-laktik asit:poliglikolik asit kompozit (PLG) esashi yap1
iskelesi iizerine kemik iligi mezensimal kok hiicrelerinin geleneksel yontemlere gore
daha yogun kemik rejenerasyonuna sebep oldugu rapor edilmistir. Schmelzeisen ve ark.
dissiz atrofik posterior maksillada, uygun bir matriks iizerine periost kaynakl osteoblast
hiicreleri yerlestirerek elde ettikleri eksplant1 siniis yiikseltme operasyonunda
kullanmiglardir. Ayn1 bolgelere 4 ay sonunda implant yerlestirilirken elde edilen kemik
biyopsileri histolojik incelemesi kemik rejenerasyonunu ortaya koymustur (196). Diger
yandan, Zizelman ve ark. otojen kemik greftiyle yaptiklar1 siniis yiikseltme isleminde
osteoblast ekili yap1 iskelesi kullanarak yaptiklar1 siniis yiikseltme islemine gore

operasyon sonrasi kemik rezorpsiyonunun daha az oldugunu bildirmislerdir (197).

Temporomandibular eklemde meydana gelen kikirdak yikimi agriya ve hasta
konforunun azalmasma neden olmaktadir. Bu konudaki son doku miihendisligi ¢alis-
malar1 kikirdak ve fibrokartilajin klinik olarak yeterli diizeylerde iiretilebildigini
gostermistir. Dejenere olmus kikirdagin tedavisi, kok hiicre ve biiyiime faktorlerinin

uygun yapi1 iskeleleri ile birlikte uygulanmasi ile gerceklestirilebilmektedir (198).

Tiikiiriik bezlerindeki fonksiyon eksikligi hastalarin yasam kalitesini olumsuz yonde
etkileyen bir durumdur. Tiikiiriik bezi dokusunun fonksiyon kaybi, bas boyun
bolgesinin radyasyon tedavisi veya Sjogren sendromunun bir sonucu olarak ortaya
cikabilir (199). Agiz kuruluguna karsi kullanilan mevcut tedaviler arasinda yapay
tiikkiiriikk ve salgi artirict ilaglar mevcuttur ancak bu yontemlerle hasarli doku tamir

edilememektedir. Bu nedenle yeni tedavi yontemleri aragtirilmaktadir (200).

Pena ve arkadaslar1 farelerde fibrin yapistiricili yapi iskelesi iizerine fibroblast ve
keratinositlerle olusturduklar1 otojen oral mukoza benzeri dokunun rejeneratif kapasiteli
ve klinik olarak uygulanabilir oldugunu gdstermislerdir (201). Bayar’in yaptig1 bir
caligmada (202) viicut disinda insan agiz mukozasi esdegeri iiretmek amaclanmis,
biyopsi Orneginden elde edilen insan agiz mukozasi keratinositleri kiiltiir ortaminda
cogaltilarak kadavradan elde edilmis deri matriksi lizerine ekilmistir. Histolojik olarak
11. giinde, viicut disinda iiretilmis agiz mukozasi esdegerinde, bazal, suprabazal ve

parakeratinize tabakalardan olusan ¢ok katli bir epitel gelisimi gbzlenmistir.
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Siklikla karsilagilan periodontal problemlerden biri de diseti ¢ekilmeleridir. Son yillarda
kaybedilen diseti dokusunu yeniden kazanmaya yonelik farkli yap1 iskeleleri ve hiicre
tiplerinin kullanildig1 doku miihendisligi c¢aligmalar1 yapilmaktadir. Maia ve ark
yaptiklar1 in vitro bir caligmada aselliiler dermal matrixin diseti fibroblastlar1 i¢in bir
yap1 iskelesi olma ihtimali incelenmistir. Fibroblast morfoloji ve dagilimin incelendigi
calismada digeti fibroblastlarinin sadece matriksin yiizeyine yapistigl, iic boyutlu bir
tireme olmadigr ve ADMA’nin diseti fibroblastlar i¢in iyi bir yap1 iskelesi olmadigi

sonucuna ulasilmstir (203).

Bununla birlikte Jhaveri ve ark.” nin insanlarda yaptiklar1 koronale konumlandirilmis
fleple birlikte BDG ve otojen fibroblast ekili ADMA’nin, kok ortiimiindeki basarisinin
karsilagtirildig: bir béliinmiis agiz ¢alismada, kok yiizeyi Ortiimiiniin her iki yontemle de
saglanabildigi ve s6z konusu eksplantin kullaniminin alternatif bir yontem olabilecegi
bildirilmistir (34). Saczko ve ark. (26) diseti ogmentasyonunda kullanilanilabilecek bir
eksplant elde etmeyi hedefledikleri caligmalarinda, enzimatik olmayan yollarla izole
edilen insan diseti fibroblastlarinin kollajen membranlar iizerine ekilmeleriyle elde

edilen eksplantlarin basariyla uygulanabilecegini belirtmislerdir.

Berahim ve ark. sferoid sistemleri kullanarak hiicre-matriks etkilesiminin gerceklestigi 3
boyutlu hiicre kiiltiirii yaparak, periodontal fibroblast sferoidlerinin sentetik ve kollajen
bazli membranlarla etkilesimlerini incelemislerdir. Calismanin sonuclar1 sonunda
periodontal fibroblast sferoidlerinin her iki membrana da adezyon gosterdigini,
hiicrelerin sferoidlerden membran iskeletlerine hem vertikal hem de horizontal olarak

prolifere olup go¢ edebildigini gostermistir (204) .

Dominiak ve ark. kollajen membran iizerinde keratinize disetinden elde ettikleri insan
fibroblastlarini iceren eksplantlar1 maksiller ve mandibular anterior bolgede bulunan
mukogingival problem tedavisinde kullanmislar ve sonuglar1 klinik ve histolojik olarak
incelemislerdir. 6 aylik gozlem periyodunda diseti c¢ekilmesinin azaldigi, histolojik
olarak 12. haftada keratinize epitelle ortiilii olgun bag dokusunun mevcut oldugu ve
hicbir ornekte enflamatuar reaksiyon bulunmadigi saptanmistir. Klinik incelemenin
sonucunda kollajen membran {izerindeki insan fibroblast kiiltiiriiniin diseti
ogmentasyonu i¢in etkili ve estetik bir yontem oldugu bildirilmistir. Eksplantlar 12

hafta icerisinde tamamen re-epitelize olup normal doku ile yer degistirmislerdir (27).
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Rothamel ve ark. (205) farkli ¢apraz bag yapisina sahip kollajen membranlarin insan
periodontal ligament (PDL) fibroblastlar1 (1) ve insan osteoblast benzeri hiicre (2)
kiiltiirlerindeki ~ biyouyumlulugunu degerlendirmislerdir. Bu amacla Bioguide
(BG),Biomend (BM), Ossix (OS) ve Tutudent (TD) membranlar1 kullanilmistir. Kiiltiir
flasklarma ekilen hiicreler pozitif kontrol olarak kullanilmistir. 7 giinliik hiicre kiiltiir
siresinin ardindan milimetre karedeki hiicre sayis1 ve hiicre yogunlugu degerleri
karsilagtirilmis ve taramali elekron mikroskobu (SEM) kullanilarak hiicre morfolojileri
de degerlendirilmistir. Caligma sonuclar1 fibroblast sayisi ag¢isindan pozitif
kontrol>BG=0S>TD>BM olarak belirtilirken, osteoblast benzeri hiicre sayis1 agisindan
pozitif kontrol>BG=TD>0OS>BM’dir. Arastiricilar BG, TD ve OS iizerine insan PDL
fibroblast ve insan osteoblast benzeri hiicre atagsmaninin ve proliferasyonunun

gerceklestigini fakat ayni durumun BM i¢in s6z konusu olmadigini belirtmislerdir.

Koseoglu ve ark. (206) 12 aylik takip yaptiklar1 bir calismada, Miller sinif 1 ¢ekilmeye
sahip 22 kanin/premolar diste, diseti fibroblastlarinin ekili oldugu kollajen
membran/KPF tekniginin kollajen membran/KPF teknigine gore anlamli oranda daha
fazla kok ortiimii sagladigin1 ancak diseti kalinlig1 acisindan iki teknik arasinda fark

olmadigini bildirmislerdir.
2.4. PLATELETTEN ZENGIN FiBRIN

Enflamatuar siirecin diizenlenmesi ve iyilesmenin artirilmasi, klinik arastirmacilarin
karsilastig1 biiyiik giicliiklerin arasinda yer almaktadir. Tyilesmeyi artiric1 yonde yapilan
her miidahale sonucu, bilimadamlar1 karmasik remodelasyon olaylar1 ile
karsilagmaktadirlar (36). Bu sebeple dis hekimleri cerrahi sonrasi iyilesme siirecinde
ongoriilebilirlikle beraber rejenere olan kemik hacmini de artiracak son nokta arayisi

icindedirler (38).
2.4.1. Gecmisten Giiniimiize Platelet Konsantreleri

Platelet konsantreleri ilk olarak trombopeniye bagli hemorajilerin tedavi ve
onlenmesinde kullanilmistir. Kandan elde edilen iirtinlerin yara ortiimii ve iyilesmeyi
stimiile edici etkileri i¢in kullanimi, ilk kez 40 yil 6nce konsantre fibrinojen iceren
fibrin yapistiricilarmin kullanimi ile baglamustir. Hastadan veya ticari olarak elde
edilebilen bu adezivlerin kullanimlar1 hastalik tasima riski, karmasik ve maliyetli iiretim

protokolleri sebebiyle kisitlanmigtir (207, 208).
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Bu nedenle gectigimiz 20 yil i¢inde platelet konsantrelerinin iyilesmeyi artirict etkileri
ve fibrin yapistiricilart yerine kullanimlar1 arastirilmistir. Plateletten zengin plazma
(PZP) ik kez 90’lh yillarm basmda plazmaferez ve PZP sekestrasyon olarak
tanimlanmugtir (209). PZP kiiciik hacimdeki plazmada insan plateletlerinin otolog
konsantresidir (210). PZP kan pihtis1 %4 kirmizi kan hiicresi(KKH), %95 platelet ve
%1 beyaz kan hiicresi (BKH) icerir (38). [lave olarak, PZP plateletler tarafindan aktif
olarak salgilanan temel protein biiyiime faktorleri konsantrasyonunu icerir. Plateletler
bu sayede kandaki diger proteinlerle birlikte yara iyilesmesini baglatmak i¢in adezyon
molekiilleri olarak etki gosterirler, bag dokusu olusumu, epitelyal go¢ ve kemik
olusumu icin matriks islevi goriirler (210). Bu ozellikleri ile, PZP giivenilir, ucuz
maliyetli ve kolay hazirlanabilen otolog bir iiriindiir. PZP antibakteriyel ozelligi ile
hastalik bulagmasini ve immiin reaksiyon gelisim riskini elimine eder (209). Elde edilen
PZP antikoagiile durumda, 8 saat stabil ve steril kalir. Bu 6zelligi uzun cerrahi
islemlerde avantaj saglar (211). Ancak, sigir trombinine karsi nadir de olsa goriilen
reaksiyonlar kullanilan trombin dozunun azaltilmasina ve daha hassas saflastirma
islemlerinin uygulanmasina sebep olmustur (209). Ayrica, geleneksel PZP nin yetersiz
mekanik 6zellikleri klinik pratikte kullanimini zorlagtirmakta ve spesifik bolgelerde
sabitlenmesini gerektirmektedir (212). PZP, ¢evre dokudan hiicre go¢ii olmadan evvel
biiylime faktorlerini hizli sekilde saldigi1 i¢cin kemik rejenerasyonunda kisith

sitimiilasyon potansiyeline sahiptir (213).

Fransiz yasalarinda yer alan, kandan elde edilen {iiriinlerin reimplantasyonu ile ilgili
kisitlamalar1 asmak igin, fibrin yapistiricis1 ya da, klasik platelet konsantrelerine
benzemeyen, yeni bir platelet konsantresi ailesi gelistirilmistir. Bu yeni biyomateryal,
plateletten zengin fibrin (PZF) olarak adlandirilan otolog sikatrisiyel matriks benzeri

yapidir (36, 207).
2.4.2. Plateletten zengin fibrin (PZF)

PZF 2001 yilinda Fransa’da Choukroun ve ark. tarafindan gelistirilen, yumusak ve sert
doku iyilesmesini hizlandirmada kullanilan ikinci jenerasyon platelet konsantresidir.

Otolog l6kosit ve plateletten zengin fibrin biyomateryal olarak tanimlanir (38, 214).

PZP’ye gore hazirlama/uygulama kolayligi, diisik maliyet, biyokimyasal
modifikasyona ihtiya¢ duyulmamasi(sigir trombini veya antikoagiilan kullanimi

gerektirmemesi) PZF nin avantajlar1 olarak sayilabilir (38).



27

PZF ile fibrin piht1 icerisinde plateletlerin toplanmasi ve sitokin salimi
gerceklestirmeleri saglanmaktadir. Bu pihtida bircok iyilesme ve immiinite saglayan
ajan bulunmaktadir. Direkt olarak pihti seklinde kullanilabilecegi gibi sikistirilarak
membran seklinde de kullanilabilir (38, 214).

2.4.2.1. PZF cesitleri
2.4.2.1.1. Lokositten fakir veya saf plateletten zengin fibrin(S-PZF) konsantresi

Cascade Medikal’in iirettigi ‘Fibrinet’ plateletten zengin fibrin matriksm (PZFM) kiti 2
tiip icerir. Transfer aparati ile birlikte bu tiiplerin biri kan1 toplamak ig¢in, digeri ise
PZFM pihtis1 icindir. Trisodyum sitrat(antikoagiilan) iceren toplama tiipiine yaklasik
olarak 9 ml kan alinir, iiretici tarafindan saglanan ayirici jelle birlikte yiiksek hizda 6
dakika santrifiije edilir.U¢ tipik KKH tabakasi, acik sarimsi-kahverengi tabaka ve
plateletten fakir plazma (PFP) elde edilir. Ag¢ik sarimsi-kahverengi tabaka ve PFP

kalsiyum klorit iceren ikinci tiipe 6zel tasarim tiip baglanti sistemi ile alinir.

Kalsiyum klorit pihtilagsma siirecini baslatir . Tiip derhal 15 dakika siire ile santrifiije
edilir. Bu siire sonunda PZFM elde edilmis olur. Ayirici jel sayesinde elde edilen yapida
cok diisiik miktarda 16kosit bulunur. Platelet toplama etkinligi oldukca yiiksektir. Islem
siresince plateletlerin korunmasi kabul edilebilir seviyededir. Fibrinet PZFM’deki
fibrin matriks PZP’den daha yogun ve daha stabildir. Bu durum muhtemelen ikinci
santrifiij basamagindaki statik PZP polimerizasyonuna gore daha etkili olan dinamik
pihtilasmadan kaynaklanmaktadir. Giinlik kullaninmda bu yontemle es zamanli cok
miktarda 6rnegin elde edilmesi oldukca giic ve pahalidir. Ek olarak Fibrinet PZFM

kullaniminin etkinligini gdsteren ¢alisma bulunmamaktadir (208).

2.4.2.2.1. Lokosit ve plateletten zengin fibrin(L-PZF)konsantresi(Choukroun ‘un
PZF’si) (215)

Choukroun’in PZF protokolii oldukc¢a basit ve kolay bir tekniktir. PZF hazirlanmasi icin
santrifiij cthazi, 24 gauge’lik kelebek igne iceren toplama kiti ve 9 ml’lik kan toplama
tiipleri gerekmektedir. Kan antikoagiilansiz tiiplere almarak derhal 3000 devirde
(yaklasik 400g) 10 dakika santrifiije edilir (201). Birkac dakika igerisinde antikoagiilan
yokluguna bagh oOrnek icindeki plateletlerin biiyiik c¢ogunlugu aktive olarak
koagiilasyon zincirini baglatir. Baglangicta fibrinojen, tiipiin {ist kistmlarinda konsantre

olur. Bu durum dolasan trombin fibrinojeni fibrin agma doniistiirene kadar devam eder.
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Sonug olarak tiipiin orta kisminda plateletleri iceren fibrin piht1 tabakasi, bu tabakanin
tistiinde aselliiler plazma altinda ise kirmizi kan hiicreleri bulunur. Fibrin piht1 tabakasi
almir ve bu tabakaya yapisik olarak gelen kirmizi kan hiicreleri kaziarak uzaklastirilir.
PZF pihtisi PZF kutusundaki delikli plakaya yerlestirilir. Kapagi iizerine oOrtiiliip
sikistirilir. Boylece 1 dakika igerisinde otolog fibrin membran ekonomik sekilde elde
edilir. PZF kutusu ile esit kalinlikta membranlar elde edilirken, membranin dehidrate
olmast da engellenmis olur. PZF kutusunun delikli plakasi altinda toplanan serum
eksuda igerisinde, fibrin piht1 tarafindan eksprese edilen zengin proteinlerden olan
vitronektin ve fibronektin bulunur. Kutunun tabaninda toplanan eksuda greft
materyallerini hidrate etmede, cerrahi sahay1 yikamada, ve otolog greftleri saklamada

kullanilabilir (38).

PZF elde etmede alternatif diger yol ise fibrin pihtisin1 spang arasina yerlestirip, sikarak

s1vi kismin uzaklastirilmasidir (207).

PZF pihtis1 PZF kutusu icindeki silindire yerlestirilip piston aracilifi ile sikistirilarak
tikac veya 1 cm c¢aplh kiiciik PZF diskleri elde edilebilir. Bu diskler ¢ekim sahalarini

korumada kullanilabilir.

PZP’den farkli olarak, Choukroun’un PZF’si uygulamadan sonra siiratle
coziinmemektedir. Gii¢lii fibrin matriks kan pihtisina benzer sekilde yavasca
remodelasyona ugrar. Plateletler ve lokositler bu metodla yiiksek verimlilikte toplanir.
Lokositler siirec boyunca korunur. Bu teknigin bir diger avantaji ise diisilk maliyeti ve
kolayligidir. Bu sayede ¢ok miktarda PZF hizli ve dogal olarak elde edilebilir. Bu metod

giiniimiizde pratik kullanim i¢in en uygun yontemdir (208).
2.4.3. Farkh polimerizasyonlar, farkh biyolojiler

Fibrin yapistiricilar, konsantre PZP ve PZF arasinda ana farklar jellestirme sathasindaki

farkliliklardan kaynaklanmaktadir.

Fibrin adezivler ve konsantre PZP eldesinde, sigir trombini ve kalsiyum klorit
koagiilasyonun son sathalarii baglatmak ve ani fibrin polimerizasyonunu saglamak icin
kullanilmaktadir. Reaksiyonun hizi yukarida belirtilen maddelerin eklenmesi ile
belirlenir. Hemostatik  fonsiyonlara baghh olarak islem swrasinda hemen

hazirlanmalidirlar. Bu islem icin cok miktarda trombin kullanimi gerekebilmektedir.
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Diger taraftan, PZF’de santifiij islemi esnasinda polimerizasyon yavas ve dogal olarak
gerceklesir. Si1gir trombini kullanilmadig: i¢in otolog fibrinojene etki eden trombin

konsantrasyonu fizyolojik seviyededir.

Polimerizasyon safthasi elde edilen fibrin matriksin mekanik ve biyolojik 6zelliklerini
anlamli olarak etkileyecektir. Jellesme sathasinda fibrin igcikleri iki farkli biyokimyasal
yapida olusabilir; kondanse tetramolekiiler/bilateral baglantilar ve baglantili
trimolekiiler/eskenar baglantilar. Bilateral baglantilar yiiksek trombin konsantrasyonuna
bagh olarak, fibrin polimerlerini kalinlastirip sitokin salmimi ve hiicre gog¢iinii

zorlastirirlar (215).

Sekil 2.4. Bilateral baglantilar (215).

Aksine, diisiik trombin konsantrasyonlar1 anlamli oranda eskenar baglant1 kurulmasini
saglar. Bu birbiri ile iliskili baglantilar sitokin salimina ve hiicre go¢iinii kolaylastiran
ince, esnek fibrin ag1 olusumuna neden olur. Bu iic boyutlu organizasyon fibrin

matrikse elastisite kazandirir.
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Sekil 2.4. Equilateral baglantilar (215).

Konsantre PZP ve fibrin yapistiricilardaki siddetli polimerizasyon satha fibrin matriks
ile sitokinlerin yakin temasa gecerek etkilesimlerine izin vermez. Bu yiizden salinan
sitokinler ekstrensek olarak kalip jellesme sathasinda fibrin ag1 ve kolloidal siispansiyon
arasinda sikigir. Fizyolojik eliminasyonlar1 hizli bir sekilde gerceklesir ve sitokin/fibrin

sinerjisinin biiyiik kismi1 kaybedilir.

Ilerleyici sekilde gerceklesen polimerizasyon modunda ise fibrin agla baglant1 kuran
sitokin miktarinda anlamli artis saglanir (intrensek sitokinler). Bu baglant1
konfigiirasyonunda sitokinlerin etki siireleri uzar. Ciinkii bu sitokinler sadece baslangic
sikatrisiyal matriks remodelasyon doneminde salinip kullanilirlar(uzun donem etki).
Boylece sitokinler uygun ortamda muhafaza edilerek, hiicreler sikatrisiyel matriks
remodelasyon fazina gectiginde stimiilasyon etkilerini gosterirler ve yarali alanin

rekonstriiksiyonunu baslatirlar.

PZF kompozisyonunun biyokimyasal analizi, sitokinlerin glikanik zincirlerinin ve
yapisal glikoproteinlerin (fibronektin) yavas polimerize olan fibrin ag icerisinde yakin
sekilde bag kurduklarin1 gostermistir (Sekil 2.5.). Bu biyokimyasal bilesenlerin iyilesme
siirecindeki  sinerjistik etkileri iyi bilinmektedir. Ornegin, fibronektin hiicre
proliferasyon ve migrasyonuna rehberlik ederek, platelet kaynakli biiylime faktorii

(PDBF)’nin stimule edici etkisini artirir.
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Sekil 2.5. PZF nin sematik goriintiisii: a Intrenisek sitokinler ve glikanik
zincirlerle birlesmis fibrin fibrilleri. b Glikanik zincirlerle iliskili fibrin. ¢
Dolasimdaki glikoproteinler(fibronektin) d Fibrin fibriller i¢ine ve arasina
tutunmus sitokinler. e soliisyon i¢indeki platelet sitokinleri (215).

Tiim bu karsilagtirmali parametreler PZF nin yeni bir tiir fibrin iceren biyolojik adeziv
olarak kullanilmasi yerine, iyilesmeyi uyaran bir biyomateryal olarak kullanilmasini

onermektedirler (36, 216).
2.4.4. PZF icindeki platelet dagilimi, biiyiime faktorleri ve sitokinler

Hematolojik caligmalar, plateletlerin fibrin pihtinin alt kisimlarinda biriktigini, esas
olarak da kirmizi korpuskiiller (kirmizi trombiis) ve PZF piht1 arasindaki baglanti
bolgesinde yogunlastigii gostermistir. Bu gozlem PZF’nin kirmizi sinira yakin olan
kisminin klinik kullanima daha uygun ve hatta fibrin pihtisinin en iist katmanlarina gore

daha etkili oldugu seklinde yorumlanabilir.
2.4.4.1. Transforme edici biiyiime faktorii -1 (TGF -1)

TGF B-1, TGF P’nin esas olarak iiretilen izoformudur. Tiim sitokinler arasinda en gii¢li

fibrozis ajanidir (216).

Hiicrelerden kollajen ve fibronektin iiretimini stimiile etmenin yaninda fibroblast

kemotaksisini de artirir. Kollajen yikimini proteazlari azaltarak ve proteaz inhibitorlerini
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arttirarak baskilar, fibrogenezi artirr (217). TGF B-1 osteoblast prekiirsorlerinin
kemotaksis ve mitogenezisini saglarken, ayn1 zamanda osteoblast birikimini de stimiile
eder. Ek olarak, osteoklast olusumunu ve kemik yikimini inhibe ederek kemik

olusumunu artirir (218).
2.4.4.2. Platelet kaynakh (tiirevi) biiyiime faktorleri (PDBF)

PDBF’nin yara sahasinda bulunan ilk biiyiime faktorii oldugu ve bag dokusu
iyilesmesini, kemik rejenerasyon ve tamir siirecini baslattigi belirtilmektedir (218).
PDBF’ler mezensimal hiicre dizilerinin migrasyon, proliferasyon ve canliliginin
saglanmasinda onemli diizenleyicilerdir (216). PDBF’ nin 6nemli aktiviteleri arasinda
mitogenez(iyilesmekte olan hiicrelerin sayisinda artis.), anjiogenezis(endotelyal mitozla
fonksiyonel kapillere doniisiim) ve makrofaj aktivasyonu(yara sahasiin debridmant,
tamir ve kemik rejenerasyonunun devami i¢in ikincil biiyiime faktorii kaynagi)
bulunmaktadir. Tek bir platelette 1200 molekiil PDBF bulunur. Bu yiizden, PZF’de
goriilen yiliksek platelet konsantrasyonuna bagli olarak, yara iyilesmesi ve kemik

rejenerasyonunda belirgin artis beklenmektedir (218).
2.4.4.3. Insiilin benzeri biiyiime faktorii (IGF)

IGF 1 ve 2 bircok hiicre tiirii icin (tiimor hiicreleri de dahil) cogalma ve farklilagsmada

pozitif diizenleyici olarak rol oynarlar ve hiicreleri apopitozisten korurlar (216).
2.4.4.4. Interlokin-1p (IL-1p)
IL-1pB yaygin izoformdur ve enflamasyon kontroliinde anahtar mediatordiir.

Esas gorevi yardimc1 T lenfositlerini stimiile etmektir ancak TNF-a ile beraber IL-1,

osteoliziste gorev alir (219).
2.4.4.5. Interlokin-6 (IL-6)

IL-6 ¢ok fonksiyonlu bir sitokindir. Esas olarak B hiicrelerinin final maturasyonunu
yoluyla antikor iireten hiicrelere doniisiimiinii saglayan, B hiicre farklilagsma faktoriidiir
(220). B lenfosit popiilasyonu i¢inde, IL-6 ile ankor salgilanmasi 120 - 400 kat artar
(219).

Ek olarak, IL-6 T hiicre aktivasyon ve proliferasyonu icin esansiyel yan faktordiir. IL-
6’nin hematopoeze pozitif etkisi 1987 yilinda Ikebuchi ve ark. tarafindan tanimlanmistir

(221). IL-6 ve IL-3 sinerjistik etki gostererek in vitro hematopoetik kok hiicre
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proliferasyonunu saglarlar. IL-6, ayn1 zamanda hepatosit hiicrelerini stimiile edici faktor

olarak gorev yapar ve bir¢cok akut faz geninin ekspresyonunu indiikler (220).

IL-6 immiin hiicrelerine tasmnan sinyallerin ana amplifikasyon basamagini olusturur.
Boylelikle enflamasyon, yikim ve remodelasyon reaksiyonlarinin zincir halkalarini

destekler (219).
2.4.4.6. Tiimor nekroze edici faktor o (TNF-a)

TNF- a bakteriyel endotoksinlerin baglattigr enflamatuar yanitta ilk salinan
sitokinlerdendir. TNF- o monositleri aktive eder, fagositoz ve notrofil sitotoksisitesini
artirir ve fibroblastlarin remodelasyon kapasitelerini stimiile eder. Ek olarak, IL-1 ve IL-

6 gibi anahtar mediatorlerin ekspresyonunu diizenler (219).
2.4.4.7. interlokin 4 (IL-4)

IL-4 yardimci T hiicrelerinin Th2 hiicrelerine doniisiimiinii indiikler (222) ve aktive B
hiicrelerinin ¢ogalmasmi1 ve farklilasmasini destekler. Enflamasyonu azaltarak
iyilesmeyi hizlandirir (219). Bunu IL-1 reseptor antagonistini (IL-Ra) indiikleyerek
gerceklestirir (223).

2.4.4.8. Vaskiiler endotelyal biiyiime faktorii (VEGF)

VEGF’nin anjiogenezle iliskili siirecte ana diizenleyici molekiill oldugu
diistiniilmektedir. IGF-1 ve IL1-B gibi faktorler VEGF nin ekspresyonunu artirarak
anjiogenezin diizenlenmesinde rol oynarlar (224). VEGF nin proliferasyon, migrasyon,
Ozellesme veya sadece hayatta kalma gibi endotelyal hiicre davraniglari tizerinde direkt

rolii vardir (219).
2.4.5. Tyilesmeye etkileri

Hasarli dokularin tamiri i¢in yara iyilesme siireci gereklidir. Plateletler yara iyilesmesini
gerceklestiren polipeptid biiylime faktorlerinin  zengin kaynagidir (225). PZF
biyolojisinde platelet ve 16kosit sitokinleri onemli role sahip olsalar da, PZF nin gercek
tedavi edici potansiyelini belirleyen platelet ve sitokinleri destekleyen fibrin matrikstir

(38).

Anjiogenez, immiin kontrol, dolasimdaki kok hiicrelerin aktivasyonu ve epitelyal ortii
ile yara ylizeyinin korumasi, yara iyilesmesi ve yumusak doku maturasyonunda

onemlidir. Anjiogenez; fibrin jelin iic boyutlu ag yapisi igerisinde hapsolan sitokinlerin
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kendiliginden aktivite gostermeleri ve ¢Oziinebilir anjiogenez faktorlerinin varlhig: ile
aciklanabilir. Fibrin avB3 integrin ekspresyonunu stimiile ederek hiicrelerin fibrin,
fibronektin ve vitronektine baglanmalarmi saglar. Bu safha anjiogenezde 6nemli bir

basamaktir (226).

Fibrin ve fibrinojen bozunma iiriinleri (FBU) yonlendirilmis nétrofil migrasyonu igin
uyarici etki gosterirken, notrofil ylizeyindeki CD11/CD18 ekspresyonunu da artirir. Bu
kompleksler notrofillerin kan damar1 endoteline yapismasini yonlendirir ve boylece
transmigrasyon saglamir. FBU tarafindan gerceklestirilen notrofil aktivasyonu ayni
zamanda notrofil proteazlarinin salimimi da stimiile eder. Bu enzimler fibrin pihtinin
coziinmesini sagladigi gibi kan damarlarinin bazal membranlar1 arasindan hiicre
penetrasyonunu da saglar. Yara sahasindaki notrofiller kontaminasyona sebep olan
bakteriyi toksik oksijen radikali iiretimi ve enzimsel sindirim yolu ile yok eder (227).
Monositler yara sahasina notrofillerden daha sonra ulasirlar. Yara sahasinin makrofajlar
tarafindan kolonizasyonu, fibronektinin fibrine bagl kimyasal ve fiziksel 6zellikleri ile
ag yapist icerisinde hapsolmus kemotaktik ajanlar tarafindan kontrol edilir (226).
Ayrica, fibrinin monosit/makrofaj ile etkilesimi fagositozu integrin reseptor Mac-
1(CD11b/CD18; CR3) iizerinden diizenler. D-dimer fibrin fragmani proteazlarin
salgilanmasini uyararak yara debridmanini saglar. Boylece, makrofajlar yara iyilesme
stirecinde fibrin tarafindan yonlendirilen enflamatuar fazdan tamir fazina geciste 6nemli
rol oynarlar (227). Bu yolla fibrin, immiiniteyi destekleyen dogal bileseni olusturur

(226).

Baslangi¢ neovaskiilarizasyonla yara sahasina taginan dolasimdaki kok hiicreler fibrin
piht1 matriksi i¢inde hapsolur. Bu hiicreler damar ve doku restorasyonunu saglarlar.
Fibrin matriks, epitelyal hiicrelerin ve fibroblastlarin metabolizmalarin1 etkileyerek
hasarli dokularin ortiilmesini saglar. Yara kenarlarinin ¢evresindeki epitelyal hiicreler
bazal ve apikal polaritelerini kaybederek, yara sahasina dogru bazal ve lateral uzantilar
olustururlar. Daha sonra hiicreler fibrinojen, fibronektin, tenaskin ve vitronektin
tarafindan olusturulan gecici matrikse go¢ ederler. Biiyiime faktorleri, 6zellikle PDGF
ve TGF B, piht1 matriks proteinleri olan fibrin ve fibronektinle birlikte yara gevresi
dokuda bulunan fibroblastlar1 stimiile ederek proliferasyon, uygun integrin reseptor
ekspresyonu ve yara sahasina go¢ii uyarirlar (227). Migrasyon ve fibrin bozunmasindan

sonra, fibroblastlar kollajen sentezine baslarlar (226).
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2.4.6. PZF’nin Klinik Uygulamalan

Bu otolog biyomateryal kulak burun bogaz ve plastik cerrahinin yam swra dis

hekimliginde de yaygin kullanim alanina sahiptir.

PZF membranlar lateral siniis yiikseltme isleminde greft materyalleri ile kombine
edilerek iyilesmeyi hizlandirmak i¢in kullanilabilir. Choukroun ve ark. (228) lateral
sinus ylikseltme isleminde, PZF ve dondurulmus kurutulmus kemik allogrefti (DKKA)

uygulamasinin kemik rejenerasyonunu hizlandirabilecegini belirtmislerdir.

Kret ogmentasyonu igslemlerinde PZF membranlar greft materyallerinin stabilizasyon ve
korunmasinda kullanilabilir. Membranlar fibrin bandajlar1 gibi etki gostererek yumusak
doku iyilesmesini hizlandirirlar ve biiyiik hacimde greft kullanildiginda dahi insizyon

sahasmin hizla kapanmasina yardimci olurlar (38).

Maksiller rekonstrilksiyonda DKKA, PZF membran ve %0.5’lik metronidazol
soliisyonu kombinasyonunun kullanildig1 bir calismada, keratinize doku kalinliginin
arttig1 ve protetik restorasyonlarin daha estetik sonuclar verdigi belirtilmistir. Ek olarak
PZF kullaniminin operasyon sonrasi agri, 6dem ve enfeksiyoz olaylar1 azaltabilecegi

vurgulanmustir (38).

Yonlendirilmis kemik rejenerasyonunda (YKR) membran olarak PZF; yogun matriks
yapisi ile kemik greft materyalini ve operasyon sahasini stabilize eder ve korur. PZF

fibrin membranin elastisitesi ve dayaniklilig1 kolayca siiturlanmasina olanak tanir (229).

Zhao ve ark. (230) radikiiler kistlerin rejeneratif tedavisinde PZF ve biyoaktif camin

birlikte kullaniminin etkili bir tedavi modeli oldugunu belirtmislerdir.

Simon ve ark. (231) ¢ekim sahalarinda PZF’yi tek basma greft olarak kullanmislar ve
hizli klinik iyilesme, fleplerde minimal ag¢ilma ve miikemmel kemik yogunlugu
gozlemlemislerdir. Arastiricilar, YKR prosediirleri ile karsilastirildiginda, PZF nin kisa
cerrahi islem siiresi, iyilesme sirasinda daha az rezorpsiyon ve uygulama kolaylig1 gibi

avantajlara sahip oldugunu belirtmislerdir.

Bir bagka calismada ise, implant yerlestirilmesi ©Oncesi PZF uygulanan c¢ekim
soketlerinin klinik ve histolojik olarak incelenmistir. Implantlarm yerlestirilmesi
esnasinda olumsuz klinik duruma rastlanmamis ve histolojik incelemede yeni kemik
olusumu goriilmiistiir. Arastiricilar  PZF’nin  implant bolgesinin  hazirlanmasinda

alternatif olarak kullanilabilecegini bildirmislerdir (232). Kiicilk PZF diskleri ¢cekim
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defektlerine kolayca yerlestirilerek yara iyilesmesini hizlandirir ve ideal implant
uygulamasina olanak tanir. PZF tikaglar1 krestal kor elevasyon (KKE) islemleri ve ayni
seansta implantlarin yerlestirildigi siniis tabam yiikseltme islemlerinde kullanilabilir

(38).

Mazor ve ark. (233) siniis tabani yiikseltmesi islemiyle ayni seansta gerceklestirilen
implant uygulamasinda, tek basma kullanilan PZF’nin operasyon sonrasi 6. ayda

implantlar etrafinda kemik rejenerasyonu saglayabildigini bildirmislerdir.

Krestal yaklasimla siniis tabani yiikseltme isleminde, PZF greft materyali ile birlikte
kullanilabilecegi gibi, osteotom kullanimi esnasinda siniis membranini korumada ve
membranin perfore oldugu durumlarda fibrin matriksin yara iyilesmesini artirici
etkilerinden faydalanmak i¢in de kullanilabilir. PZF membranlar lateral pencere teknigi
ile gerceklestirilen siniis tabanmi yiikseltme islemlerinde greftleme Oncesi uygulanarak
fark edilemeyen siniis perforasyonlarinin kapatilmasi ve/veya yeni perforasyonlarin

Onlenmesi amaciyla kullanilabilir (38).

Calismalarda PZF’nin periodontal defektlerin rejenerasyonu {izerine etkisi de
arastirilmistir. Chang ve ark. (232) PZF kullanilarak tedavi edilen periodontal kemik i¢i
defektlerde radyografik olarak artmis kemik yogunlugu ile birlikte cep derinliginde

azalma ve klinik atasman seviyesinde kazang saptamiglardir.

Pradeep ve Sharma (234) ii¢ duvarh kemik i¢i defektlerin tedavisinde flep operasyonu
/PZF ve sadece flep operasyonunu karsilastirdiklar1 ¢calismalarinda, PZF nin sondalama
derinliginde daha fazla azalmaya, daha fazla klinik atagsman kazanci ve kemik dolumuna
neden oldugunu bildirmislerdir. Ayni arastiricilarin (235) bir baska caligmalarinda
mandibular smif II furkasyon defektlerinin tedavisinde acgik flep debridmani ve PZF
uygulanan bolgelerin sadece agik flep debridmani uygulanan bolgelere gore anlamli
derecede daha iyi iyilesme gosterdigi belirtilmistir. Pradeep ve ark.’nin (236) kronik
periodontitis hastalarinin kemik ici defektlerinin tedavisinde, PZF ve PZP kullanimini
kargilastirdiklar1 caligmalarinda iki platelet konsantresi arasinda klinik ve radyolojik

olarak anlaml fark bulunamamustir.

PZF membranlar diseti ¢ekilmelerinin tedavisinde farkli kok oOrtiim teknikleri ile
beraber kullanilmislardir. Anilkumar ve ark. (237) 2009°da PZF membrani tekli diseti
cekilme defektlerinin tedavisinde laterale konumlandirilmis flep teknigi ile

uygulamiglardir. Operasyon sonrast 6. ayda yapilan kontrollerde tam kok Ortiimii,
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miikemmel diseti dokusu kontur ve rengi elde edilmistir. Diger taraftan Aroca ve ark.
(238) PZF/ modifiye koronale konumlandirilmis flep teknigi kullanilan hastalarda, PZF
kullanilmayan hastalara gore operasyon sonrast 6. ayda daha az kok Ortiimii
gozlediklerini ancak PZF kullanilan hastalarda gingival/mukozal dokularda

kalinlagsma(biyotip kalinlagmasi) oldugunu belirtmislerdir.

Saadoun (239) Miller smif 1-2 diseti ¢ekilme defektlerinin tedavisinde PZF/koronale
konumlandirilmis flep tekniginin invaziv olmayan bir metod oldugunu ve estetik kok

ortiimii sagladigini 6ne siirmiistiir.

Jankovic ve ark. (240) 2012 yilinda bilateral diseti cekilmesine sahip olan bireylerde
uyguladiklar1 BDG/KKF ve PRF/KKF’in benzer kok ortiimii ile sonuclandigini ancak
keratinize diseti genisligi artisinda BDG’nin anlamli diizeyde daha basarili sonuclar

verdigi ifade edilmistir.

Eren ve Atilla’nin ayn1 yil icerisinde yaptiklari benzer bir calismada ise PRF ve bag
dokusu uygulanan bolgeler arasinda kok Ortimii miktari, biyotip kalinlagsmasi ve
keratinize doku artis1 agisindan fark gozlenmedigi ancak KPF/PRF tekniginin dondr
saha komplikasyonlarmi elimine etmesi agisindan daha uygun bir metod oldugu

vurgulanmustir (241).
2.4.7. In vitro cahsmalar

PZF ¢ok miktarda platelet ve 1okosit sitokini iceren otolog bir fibrin matriksdir. Fibrin
ag icerisinde hapsolan sitokinler, 7-11 giin boyunca, fibrin ¢oziindiik¢e, siirekli olarak
salmimlarini saglar. PZF membran fibrin bandaj gibi davranarak, yara kenarlarinin
iyilesmesini hizlandirir. Cerrahi sahanin operasyon sonrasi korunmasini saglayan PZF
membran ayni zamanda greftlenmis biyomateryalin integrasyonu ve remodelasyonunu
da hizlandirir (38). Su ve ark. (242) calismalarinda PZF membranlardan PDGF, TGF-1
ve VEGF salindigin1 ve membrandan artan eksudanin da biiylime faktorii icerdigini
bildirmislerdir. Arastiricilar PZF membranin iyilesmeyi olumlu yonde etkiledigini ve

kalan eksudanin ise greft partikiillerini 1slatmak icin kullanilabilecegini belirtmislerdir.

PZF’nin insan kemik mezensimal kok hiicreleri tizerine etkilerinin degerlendirildigi bir
in-vitro calismada (243), hiicre sayisinin 2 PZF nin bulundugu kiiltiirlerde, tek PZF nin
bulundugu Kkiiltiirlere, tek PZF’nin bulundugu Kkiiltiirlerin ise PZF’nin bulunmadig:

kiiltiirlere oranla daha fazla oldugu bulunmustur. Osteoblast farklilasmasi i¢in de benzer
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sonuclar elde edilmistir. Bu sonug¢lar PZF’nin in vitro insan kemik mezensimal kdk
hiicre proliferasyonunda doza bagiml artirict etki yaptigini gostermektedir. Benzer
sekilde bir bagka calismada (244) PZF’nin insan diseti fibroblastlarinin, dermal
prekeratinositlerin, preadipositlerin, ve maxillofasiyal bolgeden izole edilen
osteoblastlarin primer kiiltiirlerinde proliferasyonu artirict etkisi oldugu, ancak doza
bagli etkinin osteoblastlarda tiim deney siiresince devam etmesine ragmen,
fibroblastlarda sadece 14. giinde anlamh bir fark olusturdugu gozlenmistir. Gassling ve
ark. (39) doku miihendisligi uygulamalar1 icin PZF membranlarin kollajen membranlara
gore insan periosteal hiicrelerinin proliferasyonu i¢in daha iistiin bir biyomateryal
oldugunu belirtmislerdir. Ayni1 arastiricilar bir baska calismalarinda (40) PZF ve
kollajen membranlar1 ile PZF jelin insan osteoblast hiicrelerinin ekimi ve proliferasyonu
icin uygun birer doku iskelesi olduklarimi belirtmis ve hiicre proliferasyonunun PZF

membranlarda diger iki biyomateryale oranla daha yiiksek oldugunu vurgulamiglardir.

He ve ark. (245) PZF’nin PZP’ye gore alkalen fosfataz (ALP) ekspresyonu ve
mineralizasyonun indiiksiyonu ag¢isindan daha iistiin bulmuglardir. PZF’nin otolog
biiylime faktorlerini yavas yavas saldigii ve in vitro ortamda sican osteoblastlarinin
cogalmasi ve farklilagmasinda PZF’nin PZP’ye gore daha kuvvetli ve uzun siireli etki

olusturdugunu ifade etmislerdir.

Yakin donem c¢alismalar PZF nin rejenerasyona yardimci roliiniin Onemine isaret
etmektedir. Tsai ve ark. (246) PZF’nin insan diseti fibroblastlari, periodontal ligament
hiicreleri, oral epitelyal hiicreler ve osteoblastlar iizerine etkisini in- vitro olarak
arastirmislardir. PZF’nin osteoblastlarin, periodontal ligament hiicrelerinin ve diseti
fibroblastlarinin hiicre proliferasyonunu stimiile ettigini saptayan arastirmacilar bu
durumun periodontal rejenerasyon igin faydali olabilecegini belirtmislerdir. Wu ve
ark.’”da  (247) PZF’nin osteoblast atasmami ve proliferasyonunu ve kemik
rejenerasyonunu saglayabilecek kolljen-iligkili protein iiretimini kendiliginden

arttirabilecegini belirtmislerdir.

Kang ve ark.’larmin (248) bulgular1 PZF nin biyo-iskelet islevi ve doku rejenerasyonu
icin biiyiime faktorii rezervuart oldugunu kuvvetle destekler. Arastiricilar PZF
ekstresinin insan alveoler kemik iligi kok hiicrelerinin ¢ogalma, migrasyon ve segici
farklilagmalarini artirdigini ve fare kalvaryasinda hazirlanmis kritik boyutlu defektlerin

rejenerasyonunu olumlu yonde etkiledigini belirtmiglerdir. Chang ve ark.’min (249)
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caligmasinda ise PZF aktivasyonunun fosforile ekstraselliiler sinyalle diizenlenen
protein kinaz (f-EDK) ve osteoprotegerin (OPG) ekspresyonunu baglattigi, bunun da
kemik rejenerasyonu i¢in faydali oldugu belirtilmistir. Yakin zamanda gerceklestirilen
bir calismada ise PZF’ye bagh olarak f-EDK, OPG ve alkalen fosfataz (ALP)
ekspresyonununda meydana gelen artisin  periodontal rejenerasyona  katki

saglayabilecegi bildirilmistir (250).

PZF immiinitenin diizenlenmesinde de rol oynar. PZF nin enfeksiy6z ajanlara karsi
sahip oldugu anlamli defans kapasitesi sitokinlerin kemotaktik 6zelliklerinin yani sira,
neovaskiilarizasyonla yara sahasina giris saglayabilme oOzelliklerinden ileri gelir.
Muhtemeldir ki PZF ile tedavi edilen cerrahi bolgelerde goriilen anlamli enflamatuar
regiilasyon fibrin ag icerisine hapsolmus ve baslangic matriksinin remodelasyonu
sirasinda salman sitokinlerin (6zellikle IL-4) geri besleme etkilerinin bir sonucudur

(219).

IIk yaymnlanan calismalar ve klinik tecriibeler PZF’nin erken yara iyilesmesi, kemik
greftlerinin maturasyonu ve periodontal/peri-implant yumusak dokularin estetigini
iyilestirdigi yoniindedir (38). Ancak, sonraki caligmalar bu biyomateryalin platelet ve

enflamatuar ozelliklerini incelemeyi hedeflemektedir.



3. GEREC- YONTEM

Calismaya tedavi olmak icin Erciyes Universitesi Dis Hekimligi Fakiiltesine
basvurmus, ¢ekim endikasyonu konmus olan iist cenede 3. molar dise sahip, yaslar1 25-
31 arasinda degisen (yas ortalamasi: 28.1), 18 (Kadin:5, Erkek:13) birey dahil

edilmistir. Calismaya dahil edilme kriterleri:

1. Cekim endikasyonu konmus 3. molar disler bolgesi dahil olmak {iizere

periodontal ag¢idan saglikli olmak
2. Sigara kullanmamak

3. Herhangi bir sistemik hastaligi ve siirekli ila¢c kullanim zorunlulugu

bulunmamak.

Calisma Erciyes Universitesi Tip Fakiiltesi Etik Kurulu tarafindan onaylanmis ve

hastalara operasyon oncesi bilgilendirilmis goniillii olur formu imzalatilmustir.
3.1. DISETIi FIBROBLAST KULTURU

3.1.1. Hiicre kiiltiiriinde kullanilan medyumlarin icerigi

3.1.1.1. Tasima medyumu

- 500 ml HAM’s F-10 (Lonza Ham’s F10 cat no:BE12-618F)

- 0,5 ml heparin (Nevparin, Mustafa Nevzat flac Sanayii A.S. Istanbul)

- 5 ml penisilin-streptomisin (Gibco Pen Strep 15240)
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3.1.1.2.0n Hazirhk Medyumu ( CCM )
- 50 ml RPMI 1640 (Biological Industries, katalog numarasi: 01-106-1B; Israil)
- 50 ml HAM’s F-10 (Lonza Ham’s F10 cat no:BE12-618F)
- 1 ml penisilin-streptomisin (Gibco Pen Strep 15240)
3.1.1.3. Doku Kiiltiir Medyumu

- 90 ml BIO-AMF-1 Bazal Medium (Biological Industries, Katalog numarasi: 01-190-
1B; Israil)

- 10 ml BIO-AMF-1 Supplement ( Biological Industries, katalog numarasi: 01-192-1D;

Israil)
- 1 ml penisilin-streptomisin ( Gibco Pen Strep 15240 )
-2 ml L-Glutamin ( Biological Industries, katalog numarasi: 03-020-1C; [srail)

- 1 ml Heparin “( Nevparin, Mustafa Nevzat {la¢ Sanayii A.S. Istanbul )

Resim 3.1. Ham’s F10. Resim 3.2. Penisilin-Streptomisin.
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Resim 3.3. Tripsin-EDTA. Resim 3.4. Kollajenaz.

Resim 3.5. RPMI 1640. Resim 3.6. Bio-Amf-1 Bazal
Medyum ve supplement.

3.1.2. Hiicre kiiltiiriiniin hazirlanmasi ve takibi

1. Hastalarin iist 20 yas disi cekim soketi komsulugundaki keratinize digeti alanindan
2x2 mm biytkliigiindeki diseti dokusu 15 numarali bistiiri ucu yardimiyla

uzaklastirildi
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Resim 3.7. Diseti biyopsi 6rneginin alimi.

2. Alinan diseti ornekleri i¢inde tasima medyumunun bulundugu + 4°C’de saklanan, 12
ml’lik steril kiiltiir tiipleri(Cellstar, Greiner Bio-One, Katalog no:164160; Almanya)
icerisine konularak, bekletilmeksizin Erciyes Universitesi Tip Fakiiltesi Tibbi Genetik
ve Molekiiler Biyoloji Laboratuarina tagindi. Laboratuvar islemlerinin hepsi laminar

airflow steril (Class 2) (Herasafe class 2 kabin-HS09-2) kabin i¢inde ger¢eklestirildi.

Yy

CELLSTAR"
Pesducts are steile,
i v T
Cat.-No. 164 160
12 ml Cell Culture Tube
sterile
sesanien
E iy —

m e
i L]

|

Resim 3.8. Calismada kullanilan steril hiicre kiiltiir tiipleri.

3. Steril petri dish igerisine alinan diseti 6rnekleri 1 gece 37°C’de COzli inkiibatdrde
bekletildi.
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Resim 3.10. Petri icine alinan biyopsi materyali.

Resim 3.11. CO”1i inkiibator.

4. Ikinci giin 6rneklerin herbiri steril petri kabr icerisinde bistiiri yadimi ile makroskobik

olarak parcalandi.

5. Elde edilen heterojen karigim steril kiiltiir tiipii icine alimarak 1400 devirde 5 dk
santrifiij edildi.



45

Resim 3.12. Makroskobik parcalama . Resim 3.13. Jouan B4 i Santrifiij cihaz.

6. Siipernatant (santrifiij sonrasi tiipiin list kisminda kalan diisiikk yogunluklu sivi) atilip
pellet (santrifiij sonras1 tiipiin alt kisminda kalan yiiksek yogunluklu tabaka) resiispanse

edildi.

7. Stispansiyona 2 ml Trypsin-EDTA soliisyonu eklendi ve 37°C’de 1 saat kuru hava
inkiibatoriinde (Niive FN500) bekletildi.

8. 1400 devirde 5 dk santrifiijii takiben siipernatant atilarak pellet resiispanse edildi.

9. Siispansiyona 1 ml CCM ve 1 ml kollajenaz eklendi(CCM = 50 ml RPMI 1640 + 50
ml Ham’s F10 + 1ml pen-strep). 37°C’de 2 saat bekletildi.

Resim 3.14. Kuru hava etiivii.
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10. 1400 devirde 5 dk santrifiij sonras siipernatant atilarak pellet resiispanse edildi.
11. Ortamdaki kollajenazi uzaklastirmak amaciyla 3 ml CCM eklendi.
12. 1400 devirde 5 dk santrifiij sonrast siipernatant atilarak pellet resiispanse edildi.

13. Pellet iizerine steril siringa filtreleri (Corning, part no: 431220) kullanilarak 9 ml
Bioamf-1 bazal medium eklenerek iki farkli flaska (hiicre kiiltiirii flaski) (Cellstar,
Greiner Bio-One, katalog no:690160; Almanya) ekim yapildi. Flask biiytikligi 25cm?,
50 ml olarak belirlendi. Flasklar inverted mikroskopta incelenip hiicreler goriildiikten

sonra, 37° C’de CO™ li etiive yerlestirildi.

Resim 3.15. Hiicre kiilturi flasklari.

Resim 3.16. Steril siringa filtresi.
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Resim 3.17. Hiicre siispansiyonlarina medyum eklenmesi ve flasklara ekim.

Resim 3.18. Inverted mikroskop (NIKON eclipse TS100).

Resim 3.19. Yeni kiiltiirii yapilmig(flaska tutunmamais)
fibroblastlarin inverted mikroskop goriintiisii.
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14. Ortalama 8. giiniin sonunda flasklar fibroblast tutunmasi agisindan kontrol
edildikten sonra, %80 hiicre yogunluguna (konflense) ulasilincaya kadar 1’er giin ara ile
haftada 3 giin 4,5 ml medyum ile besleme yapildi. Tiim flasklarda ortalama 15 giin
sonunda %80 hiicre yogunluguna ulasildi. Birinci hafta sonunda proliferasyon hizi
yavas olan 2 Ornekte iireme hizini artrmak i¢in bu flasklar i¢ine bireylerin kendi

kanindan elde edilen PZF membranlar yerlestirildi.

15. Flasklar inverted mikroskopta incelendi. Saf fibroblast liremesi gézlenen kiiltiirler

caligsmaya dahil edilirken; farkl hiicrelerin de iiredigi 1 flask caligma dis1 birakildi.

Resim 3.20. Ortalama 15 giin sonunda %80 konflenseye
ulagmuis fibroblastlarin inverted mikroskop goriintiisii.

Resim 3.21. Farkli hiicrelerin iiredigi ve ¢alisma dis1
birakilan tek flaskin inverted mikroskop goriintiisii.
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16. Kiiltiirtin sonlandirilmas1 ve tutunmus fibroblastlarn kaldirilmasi i¢in flask
icerisindeki medyum 10 ml’'lik enjektore cekilerek, flask icine 37°C’de Onceden
sitilmis 2 ml Tripsin-EDTA solusyonu ilave edildi. Tripsin-EDTA solusyonu 5-10 sn
sonra enjektore ¢ekildi ve tekrar 2 ml Tripsin-EDTA ilavesini takiben 4 dk 37°C’de
kuru inkiibatorde bekletildi.

17. Hiicrelerin kalktig1 inverted mikroskopta gozlendikten sonra, enjektdr igindeki
medyum tripsin aktivitesini durdurmak iizere tekrar flaska eklendi. Flask icindeki hiicre
siispansiyonu steril pastor pipeti ile steril kiiltiir tiipiine alind1 ve 800 devirde 10 dk
santrifiij edildi. Ardindan 1ml hiicre siispansiyonu elde edilecek sekilde medyum ile
dilue edilerek icerisinden 10 pl alind1 ve toma laminda hiicre sayim gergeklestirildi.

Mililitredeki hiicre sayis1 hesaplandi.

Formiil= HS(toma laminda sayilan hiicre sayis1) x DO(diluasyon orani) x SS(sabit say1)

Mililitredeki hiicre sayisi= 450 x 10” x 10" = 4.5 x 10°

Resim 3.22. Kiiltiiriin sonlandirilmasi. Resim 3.23. Toma Lamu.

18. Hiicrelerin flasklardan kalkmasina es zamanh olarak hastalardan 10 ml’lik cam kaplh
plastik tiipler ile alinan kanlardan, PRF kutular1 kullanilarak Choukroun’un PZF
protokolii (antikoagiilansiz tiiplerde, 3000 devir x 10dk) (36) “dogrultusunda PZF

membranlar hazirlandi.




Resim 3.24. 10 ml’lik antikoagiilansiz tiiplerle kan alimu.

Resim 3.25. PZF yapiminda kullanilan santrifiij cihazi
(Hettich EBA 20, Almanya).

Resim 3.26. Tiipte jel halinde olan PZF’nin PZF kutusunda membran haline getirilmesi.

50
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19. Kollajen membranlar dérde boliinerek dort ayri steril petri kabi icine por6z yiizey

flask tabanina bakacak sekilde yerlestirildi.

20. PZF membranlar ikiye boliinerek, iki parcasi steril petri kabina, iki parcasi da

kollajen membranlarin diiz yiizeyi lizerine gelecek sekilde yerlestirildi.

21. Calismaya katilan her bireye ait hiicre siispansiyonu ile 2 PZF membran, 2

kollajen/PZF membran ve 2 kollajen membran olmak {izere 6 ekim yapildi.

Resim 3.27. Uzerinde fibroblast kiiltiirii gerceklestirilen membran gruplari.

Resim 3.28. Calismada kullanilan kollajen
Membran (Bio-gide 25X25 mm).

22. Ekim Orneklerinden iicii histolojik inceleme diger iicii ise SEM incelemesi icin

hazirlandi.
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23. Gruplarin herbiri kodlanip siniflandirildi ve 1 hafta siire ile 37°C’de CO*li
inkiibatorde bekletildi.

24. Giinasir1 medyum degisimi yapilarak deney 7. giinde sonlandirildi.

3.2. Histolojik inceleme

Isik mikroskobu i¢in hazirlanan eksplantlar 7. giin sonunda %10’luk formaldehit i¢inde
fikse edildi. Tespit soliisyonunda 48 saat bekletilen eksplantlar bir gece boyunca akan
musluk suyu altinda tutulduktan sonra bekletildikten sonra konsantrasyonlar1 artan alkol
serilerinden gecirilerek sudan kurtarildi. Ardindan ksilol ile seffaflandirildiktan sonra
parafine gomiilerek bloklandi. Yapilan bu islemler sirasiyla tablo 3.1.’de ayrintili olarak

verilmistir.

Tablo 3.1. Isik Mikroskobu Icin Doku Hazirlama Teknigi.

Sira | Yapilan islem | Siire Sira | Yapilan islem Siire

1 Musluk suyu 1 gece |8 Absolii Alkol 1 saat

2 %50 Alkol Isaat |9 %50 Ksilen-Alkol | 10 dakika
3 %70 Alkol Isaat | 10 %70 Ksilen-Alkol | 10 dakika
4 %80 Alkol Isaat | 11 Ksilen 20 dakika
5 %96 Alkol Isaat | 12 Ksilen 20 dakika
6 Absolii Alkol Isaat | 13 Ksilen 20 dakika
7 Absolii Alkol Isaat | 14 Eriyik parafin 1 gece

15 Bloklama

Parafin bloklardan Leica RM2155 mikrotom ile alinan Sum’lik kesitler prolizin kapl
lamlara yayildi. Histolojik inceleme icin kesitler hematoksilen-eozin (H-E) (tablo3.2.)

ve Masson’un ii¢lii boyas1 (Masson’s trichrome: M-T) (tablo 3.3.) ile boyandi.



Tablo 3.2. Hematoksilen-Eozin Boyama Teknigi.

Yapilan islem Siire Sira | Yapilan islem | Siire

1 Etiiv(60°C) 1 saat 13 Akansu 5 dakika
2 Ksilen I 20 dakika 14 Eozin 3-5 dakika
3 Ksilen II 20 dakika 15 Akansu 5 dakika
4 Ksilen III 20 dakika 16 %50 Alkol 10 dakika
5 Absolii Alkol I 20 dakika 17 %70 Alkol 10 dakika
6 Absolii Alkol IT 20 dakika 18 %80 Alkol 10 dakika
7 %96 Alkol 20 dakika 19 %96 Alkol 10 dakika
8 %80 Alkol 20 dakika 20 Absolii Alkol I | 10 dakika
9 %70 Alkol 20 dakika 21 Absolii Alkol IT | 10 dakika
10 %50 Alkol 20 dakika 22 Ksilen I 20 dakika
11 Akarsu 5 dakika 23 Ksilen IT 20 dakika
12 Hematoksilen 5-8 dakika 24 Kapatma

53
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Tablo 3.3. Masson’un Uclii Boyama Teknigi.

Sira Yapilan islem | Siire Sira | Yapilan islem Siire
1 Etiiv(60°C) 1 saat 16 Distile su 5 dakika
2 Ksilen I 20 dakika 17 Fosfomolibdik asit | 5 dakika
3 Ksilen IT 20 dakika 18 Anilin blue 2-5 dakika

soliisyonu

4 Ksilen III 20 dakika 19 Distile su 5 dakika
5 Absolii Alkol I 20 dakika 20 %1°1ik asetik asit 2 dakika
6 Absolii Alkol II | 20 dakika 21 Distile su 5 dakika
7 %96 Alkol 20 dakika 22 %50 Alkol 10 dakika
8 %70 Alkol 20 dakika 23 %70 Alkol 10 dakika
9 %50 Alkol 20 dakika 24 %96 Alkol 10 dakika
10 Akansu 5 dakika 25 Absolii Alkol I 10 dakika
11 Hematoksilen 5-8 dakika | 26 Absolii Alkol IT 10 dakika
12 Akansu 5 dakika 27 Ksilen I 20 dakika
13 Asit-Alkol 3-5 dakika | 28 Ksilen IT 20 dakika
14 Akansu 5 dakika 29 Kapatma
15 Asit fuksin Sdakika

Boyanmig kesitler Olympus BX51 mikroskobu ile incelendi ve fotograflar alindi.
Calismaya katilan her bireye ait membran gruplarindan elde edilen kesitlerden rastgele
5 (bes) alan secildi. Ayn1 mikroskoptaki ‘Analysis LS Research’ program kullanilarak
membranlar iizerindeki fibroblast hiicre ¢ekirdeklerinin sayisi, fibroblastlarin kapladigi
alan ve kesintisiz olarak devam eden fibroblast dizisinin uzunlugu hesaplandi (Resim

3.29).
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Resim 3.29. Hematoksilen-Eozin ile boyama yapilmis bir PZF membran
kesitinde fibroblast hiicre cekirdeklerinin sayimu.

T'

Resim 3.30. Hematoksilen-Eozin ile boyama yapilmig bir PZF membran
kesitinde kesintisiz fibroblast dizisinin uzunlugunun 6l¢iilmesi.
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Resim 3.31. Hematoksilen-Eozin ile boyama yapilmis bir PZF membran
kesitinde , sayilan fibroblastlarin kapladigi alan.

3.3. Taramah Elekron Mikroskobu (SEM) incelemesi

Es zamanl olarak taramali elektron mikroskobu (SEM) i¢in hazirlanan eksplantlar
%?2,5luk gluteraldehit icinde fikse edilerek, incelenmek {iizere numaralandirilarak
saklandi. Calisma baslangicinda eksplantlar 0,1M fosfat tamponu (pH=7,4) icinde 4
defa 15’er dakika, distile su icinde 3 defa 5’er dakika yikandi. Sonrasinda %1’lik
osmiumtetroksit (0OsO4) ile ikinci tespit islemi gerceklestirildi. Eksplantlar
konsantrasyonu artan aseton serilerinde (%50.70.80.90.100.100.100) 15’er dakika
dehidrate edildikten sonra, sivi CO, i¢inde kritik nokta kurutucusunda (Polaron E300)

kurutuldu.

Eksplantlar metal stublar iizerine yerlestirildikten sonra sputter coater’da (Polaron
SC76) altin paladyum ile 45nm kalinliginda kapland1 ve LEO 440 SEM’de sekonder
elektron(SE) modunda, 15kV’de incelendi. 2000 ve 5000 KX magnifikasyonlarda

goriintiileme yapilda.



Resim 3.35.

Sputter coater(Polaron SC76).

Resim 3.36. Taramali elektron mikroskobu
(Leo440) .
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4. BULGULAR

4.1. HUCRE KULTURU BULGULARI

Calismaya katilan bireylere ait digeti biyopsi materyallerinden ayni kiiltiir protokolleri
uygulanarak primer fibroblast kiiltiirleri elde edildi. Inverted mikroskop gozlemleri
farkli bireylere ait, esit biiyiikliiklerdeki diseti biyopsi Orneklerinden inkiibasyon

oncesinde farkli yogunluklarda hiicreler elde edildigini ortaya koydu (Resim 4.1.).

. . R
Biyopsi no :5

Resim 4.1.Diseti biyopsi materyalleri ve elde edilen hiicrelerin inkiibasyon oncesi
inverted mikroskop goriintiileri.
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Inverted mikroskop incelemesi swrasinda boliinme egilimli, flaska heniiz tutunmamis
fibroblast hiicrelerinin yuvarlak sekilli ve parlak oldugu gozlenirken, yaklasik bir hafta
sonunda flaska yer yer tutunmaya baslayan fibroblastlarin igsi morfolojide oldugu

saptandi.

Birinci hafta sonunda fibroblast iireme hizi yavas olan ve 15 giin sonunda %80
konfluense ulagilamayacagi ongoriilen iki flaska, bireylerin kendi kanindan elde edilen
PZF membranlar ilave edildiginde iireme hizinin arttig1 ve 15 giin sonunda hedef hiicre
konsantrasyonuna ulagildig1 gozlendi. Boylelikle ortalama 15 giiniin sonunda tiim

flasklarda %80 konfluense ulasildi (Resim 3.20.).

Flasklarin biri disinda hepsinde sadece fibroblastlarin iiredigi, tek flaskta fibroblastlara
farkli hiicrelerin de eslik ettigi gdzlendi ve bu flask ¢alisma dig1 birakildi (Resim 3.21.).

Uzerinde fibroblast kiiltiirii gerceklestirilen kollajen membranlarin medyum icerisinde,
bir haftalik siire¢ boyunca makroskopik olarak boyutsal stabilitelerini korudugu ancak
PZF membranlarin rezorbe olmaya basladigi gozlendi. Rezorbe olan membranlar

izerindeki fibroblastlarin yer yer flask yiizeyine tutunup ¢ogaldig1 izlendi.
4.2. HISTOLOJIiK BULGULAR

In vitro ortamda PZF, PZF/kollajen ve kollajen membranlar iizerinde bir hafta kiiltiirii
yapilan fibroblastlarin tutunma ve proliferasyon ozellikleri 1s1k mikroskobu diizeyinde
degerlendirildi. Yapilan histolojik inceleme sonucunda, tiim membran gruplarindan elde

edilen eksplantlara ait bulgularin birbirine benzer oldugu goriildii:

- PZF, PZF/kollajen ve kollajen membran gruplarinda bir haftalik fibroblast hiicre

kiiltiirii sonunda bag dokusu olusumu,

- Hiicre kiiltiirii yontemi ile ¢ogaltilip farkli membranlar {izerine ekilen fibroblast

hiicrelerinin altindaki membran yapisina sikica tutundugu,

- Tutunan fibroblast hiicrelerinin yedi giin i¢cinde kollajen sentezi yaparak,

prolifere olan yeni fibroblast hiicreleri ile kollajen baglantilar kurdugu,

- Her ii¢ grupta da; membran ylizeyine komsu bolgede fibroblastlardan zengin,
kollajenden zayif, gevsek bag dokusunun olustugu, membran yiizeylerinden
uzaklastikca; fibroblastlar aras1 matriks sentezinin arttig1 ve sik1 bag dokusunun

meydana geldigi izlendi.
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4.2.1. PZF Membran Grubuna Ait Bulgular

Nispeten saglam goriiniimlii (fibrin agin ¢oziinmeye baslamasiyla rezorpsiyon siirecine
girmis ancak biitiinliigiinii kaybetmemis olan) PZF iizerinde rezorpsiyon alanlarinin
olustugu ve bu alanlarda fibroblastlarin yogun ara madde ve kollajen lif irettigi
gozlendi. Rezorpsiyon alanlarindaki fibroblast sayisinin rezorpsiyonun olmadigi

bolgelere oranla daha fazla oldugu saptandi (Resim 4.2.).

Resim 4.2. PZF iizerinde olusan rezorpsiyon alanlari(«<—). H-E boyama, X20.
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PZF iizerindeki fibroblastlarmm 3-4 tabakali dizilim gosterdigi ve her bir tabakadaki

fibroblastlarin iirettigi matriks yigmmin PZF’ye paralel cizgilenmeler olusturdugu

belirlendi (Resim 4.3.).

Resim 4.3.PZF iizerinde olusan rezorpsiyon alanlarinda 3-4 tabakali dizilim gosteren fibroblastlar
(A) ve PZF" ye paralel matriks yigilimi (¢).H-E boyama, X40.



62

PZF’nin daha fazla rezorbe olup derin ¢ukurlar olusturdugu bolgelerde, fibroblastlarin
yigihim gosterdigi ve PZF’ye sikica tutundugu gozlendi. Ozellikle PZF yiizeyinde daha
fazla sayida fibroblast bulunurken, membran yiizeyinden uzaklastikca fibroblastlar arasi

mesafenin arttig1 ve aralarinin matriks ile doldugu izlendi (Resim 4.4.).

Resim 4.4. PZF membran yiizeyine yakin fibroblastlar (« ), membran yiizeyinden uzaklastik¢a artan
matriks yigilimi (¥ ). H-E boyama, X40.
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Calismaya katilan iki bireye ait eksplant kesitlerinde fibroblast proliferasyonunun fazla,
matriks miktarinin az oldugu ve yer yer kollajen kaynakli cizgilenmeler olustugu

gozlendi (Resim 4.5.).

Resim 4.5. PZF membran grubu. Fibroblast proliferasyonunun c¢ok, kollajen iiretiminin
az oldugu eksplanta ait kesit M-T boyama, X120.
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4.2.2. PZF/kollajen Membran Grubuna Ait Bulgular

Bu gruba ait tiim kesitlerde PZF’nin altindaki kollajen membrandan ayrildig1 ve PZF
tizerine ekimi yapilan fibroblastlarin hem PZF hem de kollajen membran iizerine

tutundugu gozlendi. PZF ve kollajen membran iizerinde olusan bag dokusunda yer yer

ayrilma ve acilmalar belirlendi (Resim 4.6.).

Resim 4.6. PZF/kollajen membran grubu. PZF —kollajen membran arasi ve bag
dokusundaki ayrilmalar (). H-E boyama, X10
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PZF ve kollajen membranin, goriiniim ve yapisal ozellikleri bakimindan birbirinden
belirgin bir sekilde farkli oldugu izlendi. Kesitlerde PZF’ nin homojen bir yapi
gosterdigi, kollajen membranin ise ii¢ boyutlu lif dizilimleri sergiledigi belirlendi. PZF
ve kollajen membranlar arasinda ayrilma gdzlenen bolgelerde fibroblastlarin bu alanlara

girerek ¢ogaldig1 ve membranlar birbirine bagladigi saptandi (Resim 4.7.).

Resim 4.7. Kollajen ve PZF membranlar arasinda fibroblastlardan meydana
gelen baglant1 (A,V). H-E boyama, X20.
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PZF ve kollajen membranin birbirinden ayrildig1 yiizeylerde fibroblast tutunmasi ve

proliferasyonu goriildii (Resim 4.8.).

Resim 4.8. PZF ve kollajen membran ylizeylerinde meydana gelen fibroblast
proliferasyonu (X,%). H-E boyanma, X40
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PZF iizerindeki rezorpsiyon alanlarmin yiiksek biiyiitmelerinde fibroblastlarin bu

bolgelere go¢ ederek cogaldigi belirlendi (Resim 4.9.).

Resim 4.9. PZF/kollajen membran . PZF {izerindeki yogun fibroblast
proliferasyon alani.H-E boyama, X40.
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4.2.3. Kollajen Membran Grubuna Ait Bulgular

Kollajen membranlar iizerine yapilan ekim sonrasinda fibroblastlarin 3-4 tabakali
yigilim olusturdugu goriildii. Fibroblastlarin nispeten birbirinden uzak yerlesim

gosterdigi ve aralarinin bag dokusu matriksi ile doldugu belirlendi (Resim 4.10.).

Resim 4.10. Kollajen membran grubu. Birbirinden uzak yerlesim gosteren fibroblastlar
arast yogun matriks olusumu (#). M-T boyama, X 120. Bag dokusu
matriksi: Lila rengi, kollajen membran lifleri: Mavi renk .
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Tiim kesitlerde yeni olusan bag dokusu matriksinin sadece yiizeyde bulunmadigi, ayni
zamanda fibroblastlarla birlikte kollajen membran lifleri arasinda ilerledigi ve

membranla biitiinlestigi tespit edildi (Resim 4.11.).

Resim 4.11. Kollajen membran lifleri arasina ilerlemis ve onunla biitiinlesmis
bag dokusu (---). H-E boyama, X40
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Resim 4.12. Kollajen membran grubu. M-T boyama, X20.
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Calismaya katilan iki bireyin eksplant kesitlerinde, fibroblast proliferasyonunun cok,

ancak kollajen iiretiminin az ve iplik¢ik seklinde oldugu goriildii (Resim 4.13.).

Resim 4.13. Kollajen membran iizerinde sik dizinlenmis fibroblastlar ve ince
kollajen lifler .H-E boyama, X 40.

4.3. TARAMALI ELEKTRON MiKROSKOBU (SEM) BULGULARI

Incelenen tiim gruplarda SEM goriintiileri birbirine benzerdi. Her membran grubunda
diseti fibroblastlarinin ekim sonras1 yedinci giinde igsi ve uzamis sitoplazmik uzantilari
ile cok sayida filopodlara sahip olduklari, hiicre-membran ve hiicreler arasi kollajen

baglantilar olusturduklari, membran1 kapladiklar1 ve katmanlasma gosterdikleri

belirlendi.



Mag= 500K X Detector = SE1

EHT = 20.00 kv Date :17 Oct 2012

Mag= 5.00 KX Detector = SE1
EHT = 20.00 kv Date :17 Oct 2012

Resim 4.15. PZF/kollajen membran grubu. Bag dokusu ile kaplanmis membran yiizeyi.
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Mag= 2.00KX Detector = SE1
EHT = 20.00 kv Date :17 Oct 2012
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Resim 4.16. Kollajen membran grubu. Bag dokusu ile kaplanmig membran yiizeyi.
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PZF grubunda fibroblastlarin birbirine filopodlar ile baglandig: ve fibroblastlar arasinda
ic boyutlu yapida, gevsek dizinlenmis kollagen liflerin sentezlendigi goriildii (Resim

4.17., Resim 4.18.).

]

Mag= 2.00 KX Detector = SE1

EHT = 20.00 kv Date :17 Oct 2012

Resim 4.17. PZF membran grubu. Fibroblastlarin membran iizerinde yerlesimleri,
PZF membran yiizeyi ( V), Fibroblastlar (< ).



Mag= 5.00 KX Detector = SE1
EHT = 20.00 kv Date :17 Oct 2012

Resim 4.18. PZF membran grubu . Filopodlar (), fibroblastlar tarafindan sentezlenmis
kollajen lifler (=)
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PZF/kollajen grubunda fibroblastlarin pzf iizerine sikica tutundugu, sentezledigi

kollajen liflerin PZF’ye ait fibrin a8 ile karistig1 gozlendi.(Resim 4.19, Resim 4.20).

Mag= 2.00 KX Detector = SE1
EHT = 20.00 kv Date :17 Oct 2012

Resim 4.19. PZF/kollajen membran grubu. PZF membran( V¥ ) iizerinde fibroblastlarin
(4) yerlesimi.
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Mag= 5.00 KX Detector = SE1

EHT = 20.00 kv Date :17 Oct 2012

Resim 4.20. PZF/kollajen membran grubu. PZF yiizeyinde fibrin ag ('¥), fibroblastlar (1).

Kollajen membran grubunda membrana ait lifler kalin yigilmalar seklindeyken,
fibroblastlar tarafindan yeni iiretilmis kollajen lifler hiicreler arasi1 iplikgikler

goriiniimiindeydi (Resim 4.21).
4.4. ISTATISTIKSEL BULGULAR

4.4.1. Fibroblast Sayis1 Bulgulan

Veri setinin Kolmogorov-Smirnov testinde normal dagilima uymadigi goézlenmistir
(p<0.05). Bu yiizden tekrarlayan olciimlerde Friedman varyans analizi kullanilmistir.
Bu testin sonuglarina gore gruplar arasinda hiicre sayisi acisindan farklilik

gozlenmemistir (p=0.128).
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Sekil 4.1. Eksplant kesitlerindeki fibroblast sayisi degerleri p>0.05.

4.4.2. Kesintisiz Fibroblast Dizisi Uzunlugu

Veri setinin Kolmogorov-Smirnov testinde normal dagilima uygunlugu gézlenmistir
(p= 0.221). Bu nedenle tekrarlayan dl¢iimlerde varyans analizi(ANOV A) kullanilmstir.
Bu testin sonuclarina gore PZF, PZF/kollajen ve kollajen membran gruplarinda
kesintisiz fibroblast dizisi uzunlugu bakimindan fark gozlenmistir (p=0.002). Tukey
Post-hoc testi bu farkin PZF/kollajen grubu ve diger gruplar arasinda oldugunu ortaya

koymustur (p<0.05); PZF/kollajen grubu diisiik degerler gostermektedir.

600

500

Dizisinin
Uzunlugu (pm)
Qs £
o o
o o

Kesintisiz Fibroblast
S

PZF PZF/K K

Sekil 4.2. Eksplant kesitlerindeki kesintisiz fibroblast uzunlugu degerleri p<0.05.
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4.4.3. Fibroblast Hiicrelerinin Kapladig1 Alan

Veri setinin Kolmogorow-Smirnov testinde normal dagilima uygunlugu gozlenmistir
(p=0.095). Bu nedenle tekrarlayan 6l¢iimlerde varyans analizi (ANOV A) kullanilmistir.
Tiim membran gruplar1 arasinda fibroblastlarin kapladigi alanlar bakimindan

istatistiksel olarak farklilik gozlenmemektedir (p=0.455).
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=

Sekil 4.3. Eksplant kesitlerindeki fibroblastlarin kapladigi alan p>0.05.



S. TARTISMA VE SONUC

Saglikli periodonsiyumun devamliligi yeterli diseti ile saglanabilmektedir. Diseti
cekilmeleri sonucunda dentin hassasiyeti, kok ciiriikleri, estetik kayiplar ve ileri
durumlarda dis kayb1 gibi sorunlar meydana gelebilir. Yapisik diseti miktarini artirmaya
ve kok oOrtiimiine yonelik tedaviler ile bu sorunlar giderilmeye calisilmaktadir.
Giiniimiizde uygulanmakta olan farkli diseti ogmentasyon islemleri arasinda kok
ortiimiinde altin standart olarak tanimlanan yontem, saph fleplerle birlikte uygulanan
supepitelyal bag dokusu greftleridir (1). Ancak bu yontemin ikinci bir yara sahasi
olusturmasi, greftin eldesi icin ekstra zaman gerektirmesi, yetersiz greft elde edilebilme
riski tasimasi, verici saha morbiditesi ve operasyon sonrasi agri gibi kisitlamalari
mevcuttur. Doku miihendisligi ile ex vivo ortamda olusturulabilecek oral mukoza veya
bag dokusu grefti esdegerleri bu kisitlamalar1 ortadan kaldirmayi hedeflemektedir.
Bilgilerimiz dahilinde, literatiirde PZF ve kollajen membranlar iizerinde insan diseti
fibroblastlarinin ekimiyle olusturulan eksplantlarin histolojik olarak incelendigi ve
karsilagtirildigi bir c¢alisma bulunmamaktadir. Bu calismanin birinci amaci PZF
membran ve kollajen membran iizerinde insan diseti fibroblast1 kiiltiirii ile ex vivo
olusturulan iki greft materyalini histolojik olarak karsilastirmaktir. ikinci amaci ise PZF
membranin kollajen membran ile desteklenmesi durumunda biiyiime hormonlar1 iceren

PZF’nin hiicre proliferasyonuna etkisinin arastirilmasidir.

Simain-Sato ve ark. (251) ratlarda yaptiklar1 calismada diseti biyopsi Orneklerinden
izole edilen fibroblastlar ile in vitro sartlarda bag dokusu elde edilebilecegini ve bu
fibroblastlarin biyoemilimli membranlar iizerine ekilebilir oldugunu ifade etmislerdir
(252). Bu literatiir bilgisi 1s1g1inda calismamizda olusumunu hedefledigimiz diseti bag
dokusu icin palatinal disetinden izole edilen insan diseti fibroblastlarinin kullanilmasina

karar verilmistir. Periodontal ligament fibroblastlar1 da olusturulmak istenen bag dokusu
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modeli i¢in kullanilabilmektedir. Ancak izolasyonlarmnin zorlugu ve hizli tireme ile
birlikte gelen hizli enfeksiyon riski, diseti fibroblastlarin1 tercih etmemizin
nedenlerindendir. Arastirmalar periodontal ligamentten elde edilen heterojen hiicre
topluluklarinin  osteoblast, sementoblast, veya periodontal ligament hiicrelerine
doniisebilme kapasitesine sahip olduklarini 6ne siirmektedir (253, 254). Calistigimiz
laboratuvar kosullarinda hiicrelerin farklilagsmasini kontrol altinda tutmanin da gii¢ligii
g0z Oniinde bulundurularak, diger hiicrelere farklilasma ihtimali olan kok hiicrelerini
daha az miktarda barindiran diseti fibroblastlarinin ¢alismamizda kullanilmasi uygun

goriilmiistiir.

Digeti biyopsilerinin alinmas1 amaciyla sistemik olarak saglikli, sigara kullanmayan,
devamli ila¢ kullanim zorunlulugu bulunmayan ve yaslar1 birbirine yakin bireyler
secilmistir. Se¢im kriterleri olusturulurken enfeksiyon riskinin azaltilmasi, ilaca bagh
fibroblast proliferasyonundaki degisimlerin engellenmesi ve yas ile iliskili hiicre
proliferasyonuna etki edebilecek mitojenik aktivite farklarinin minimalize edilmesi
hedeflenmistir. Diseti biyopsileri 6zellikle cekim endikasyonu konulmus iist cene 20 yas
dislerine komsu palatinal disetinden alinmustir. Alt ¢ene 20 yas disi komsulugundaki
keratinize disetinin cogunlukla yetersiz ve enflame olmasi bu bolgeden diseti biyopsisi
almmasimi imkansiz kilmistir. Biyopsilerin elde edilmesinde punch yerine alveoler
kemik diizlemine 45 derece agiyla yerlestirilmis ve periosteuma tek noktadan temas
eden 15C bistiiri ucu kullanilmigtir. Bu yontem minimal periosteum hasar1 ve
dolayisiyla minimal operasyon sonrast agri ile sonu¢lanmustir. Konik formda diseti
biyopsi materyali elde edilmesi, yara bolgesindeki yumusak doku iyilesmesini

hizlandirmustir.

Literatiir incelendiginde, diseti ya da periodontal ligament fibroblastlarinin membranlar
tizerine ekimlerinin gerceklestirildigi calismalarda fibroblastlarin 2., 3. ve 4. pasajlarinin
kullanildig1 goze ¢arpmaktadir (203, 205, 206). Calismamizda da diseti biyopsilerinden
elde edilen fibroblastlarin 2. ya da 3. pasajlart membran iizerine ekim i¢in kullanilmagtir.
Liu ve ark.’nin (255) calismasinda, mezensimal kok hiicrelerin uzun siireli kiiltiirlerinde
kanser hiicrelerine doniisebilecegi belirtilse de, maligniteye egilim gosteren diseti
fibroblastlarini rapor eden bir ¢aligma bulunmamaktadir (206). Her ne kadar calismamiz
histolojik inceleme esasina dayansa ve olusturulan eksplantin insana nakli

gerceklestirilmese de, pasajladigimiz fibroblastlarin morfolojik ©zellikleri inverted
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mikroskop altinda incelenerek fenotipik bir degisiklik gosteren ya da saf fibroblast
kiiltiirii olmadigin1 diisiindiigiimiiz bir kiiltiir flaski calisma dis1 brrakilmistir (Resim

3.21).

Calismamizin baslangicinda esit biiylikliikte diseti biyopsileri almamiza ragmen, her
bireyin diseti biyopsisinden farkl sayida hiicre elde edilmistir (Resim4.1.). Bu durum
esit hacimlerdeki dokularda farkl sayida hiicre ve farkli miktarda ara madde olusuyla

aciklanabilir ki, bu durum ancak bireysel farkliliklarla iliskilendirilebilir.

Fazla sayida fibroblast iceren veya lireme hizinin fazla oldugu flasklarda 15 giin icinde
3 kez pasajlanarak %80 konfluense ulasilirken, fibroblastlarin az oldugu veya iireme
hizinin yavas oldugu flasklarda 15. giinde 2. pasajda %80 konfluense ulasilmistir.
PZF’in hiicre proliferasyonunu artirdigii gosteren bir cok ¢alisma mevcuttur. Tsai ve
ark.’nin yaptiklar1 bir ¢alismada PZF’nin 3 giinliik hiicre kiiltiirlerinde, osteoblastlarin,
diseti fibroblastlarinin ve periodontal ligament fibroblastlarinin proliferasyonuna
katkida bulundugu gosterilmistir (256). Wu ve ark. yaptiklar1 bir calismada PZF nin
osteoblast atagmanini, proliferasyonunu ve kollajen iligkili protein iiretimini artirdigini
belirtmislerdir (257). Ayrica Huang ve ark. c¢alismalarinda PZF’nin dental pulpa
hiicrelerinin proliferasyonunu ve farklilasmasini stimiile ettigini bildirmislerdir (258).
Bu bilgiler 1s18inda ¢alismamizda 15. giinde %80 konfluense ulasamayacagini
ongordiigiimiiz iki fibroblast kiiltiiriine, biyopsileri aldigimiz bireylerden elde ettigimiz
PZF membranlar ilave ederek, proliferasyon diizeylerinin hedeflenen zamanda %80’e
ulagsmasi saglanmistir. Calismamizda sozii gecen kiiltiirlere dair 6ngoriimiiz 7. veya 8.
giiniinde tutunmaya ve ¢ogalmaya baglamis fibroblast sayismin diger kiiltiirlere oranla
cok az oldugu bulgusuna dayanmaktadir. Literatiir bilgileri 1s18inda yaptigimiz pilot
caligmalarda da tecriibe ettigimiz iizere PZF diseti fibroblastlarinin iireme hizini
artirmaktadir. Hiicre kiiltiirlerinin bu manipulasyonu, iireme potansiyeli fazla olan
hiicrelerin yaslanmasini beklemeden, iireme hizi yavas olan hiicrelerin proliferasyon
hizim1 artwrarak, farkli bireylerden esit zamanda, esit sayida hiicre elde ederek
membranlar iizerine ekecegimiz fibroblastlar1 zamansal ve sayisal agidan standardize

etmek amacini tagimaktayda.

Gilinlimiizde doku miihendisligi uygulamalar1 rejeneratif sahada sagladig1 avantajlardan
dolay1 yayginlasmaya baslamasiyla beraber, in vitro ortamdaki oksijen yetersizligi ve

beslenme zorlugu gibi etkenler doku yapimini zorlastirmaktadir. Yeni dokunun
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tiretilebilmesi ve bu dokunun fonksiyonel olabilmesi i¢in uygun biyomateryalin se¢imi
cok Onemlidir (259). Literatirde doku miihendisligi yontemleri ile oral yumusak
dokularin olusturulmasinda farkli doku iskeleleri kullanilmistir. Bu ¢alismalarda benzil
ester hiyaluronik asit (29), tipl ve 3 kollajen (30, 31), poliglaktin mes (32, 33), ADMA
(34) ve kitosan (35) allojenik ya da otojen fibroblast kiiltiirii ile birlikte kullanilan doku
iskeleleridir. Membranlar uzun yillardan beri periodontal ve peri implant defektlerin
tedavisinde YDR ve yoOnlendirilmis kemik rejenerasyonu (YKR) islemlerinde
kullanilmaktadir (260). Domuz ve sigir kaynakli Tip 1 ve 3 kollajen igerikli membranlar
siklikla kullanilanlardir (261). Kollajenler ile ilgili en 6nemli problem hayvan kaynakl
olmast ve immunolojik reaksiyon gibi hayvan-iliskili enfeksiyoz ajanlar1 tasiyabilme
kapasitelerinin bulunmasidir (262, 263). Bununla beraber yillardir hayvan kaynakli
kollajenler yumusak doku ogmentasyonu, hemostatik ajan, yara ortiisii ve vaskiiler greft
ortiisii olarak kullanilmaktadir (264). Kollajen membranlarin piht1 olusumundaki aktif
rolii, periodontal bag dokusunun temel elemanlar1 olan periodontal ligament ve diseti
fibroblastlarina kemotaktik etkisi diger biyoemilimli sentetik membranlardan daha

iistiin oldugunu diisiindiirmektedir (265, 266).

Fibrinojen temelli hiicre Kkiiltiirii sistemlerinin felsefesi hiicre atasmanini (267),
proliferasyonunu (268) ve farklilasmasini (269) artirmasi esasina dayanmaktadir. Bazi
caligmalarda (270, 271) fibrinin insan mezengimal kok hiicrelerinin kolonizasyonu i¢in
uygun doku iskelesi olabilme durumu arastiridmistir.  Farkli  fibrinojen
konsantrasyonlarina bagli olarak insan mezensimal kok hiicrelerinin farkli yapisma,
yayllma ve c¢ogalma sergiledigi gozlenmistir (272). Perka ve ark. (273) periosteal
hiicreler ve kondrositler gibi farkli hiicre tiplerinin trasplantasyonu icin biyoemilebilir

fibrin aljinat tasiyici gelistirmislerdir.

Trombositler (plateletler) disk seklinde, periferal kanda bulunan, ¢ekirdeksiz hiicrelerdir
(274). Plateletler, hiicre mitozunu ve kollajen yapiminin artisini saglayan, diger
hiicreleri yara bolgesine toplayan, vaskiiler gelisimi baslatan ve hiicre farklilasmasini
indiikleyen Onemli biiyiime faktorleri igerirler (275). PZF, i¢cinde platelet kaynakli
biiytime faktorleri ve cesitli sitokinlerin hapsoldugu, gii¢lii fibrin ag yapisindan
meydana gelen otolog bir biyomateryaldir (215). PZF doku miihendisligi caligmalarinda
hiicre ekimi i¢in biyoiskelet olarak kullanilabilmektedir. Plateletten zengin fibrinin

periosteal doku miihendisliginde kollajen membran ile karsilastirildigi bir ¢aligmada
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(39), insan periosteal hiicre proliferasyonunun PZF iizerinde daha fazla oldugu,
biyouyumlulugunun da kollajen membrana yakin ancak yine de ondan {istiin oldugu

gosterilmistir.

Amniotik membranin literatiirde yumusak doku grefti (276), diseti yaralanmalarda
tyilesmeyi hizlandirict ortii (277), doku miihendisligi calismalarinda tavsan epitelyal
hiicre kiiltiirlerinde substrat (278), oral rekonstriiksyon amacl insan oral epitelyal ve
periodontal ligament hiicrelerine (279) ve oral mukoza yapimi i¢in tavsan oral
keratinosit kiiltiiriine doku iskelesi olarak (280) kullanildig1 arastirmalar mevcuttur.
Kolay elde edilebilen, maliyetsiz olan ve daha onceki pilot deneylerimizde {izerinde
insan digeti fibroblastlarmin proliferasyonunu degerlendirdigimiz bu membrana
caligmamizda doku iskelesi olarak yer vermeme nedenimiz kanda rutin testlerde tespit
edilemeyen yani pencere doneminde olan hepatit gibi viral hastaliklarin iletibilmesine

sebep olabilmesidir (281).

Calismamizda bu bilgilerden yola cikilarak kollajen membran ve PZF doku iskeleleri
olarak secildi. Kollajen membran se¢iminde, bir ¢ok ticari iiriin arasindan 6zellikle Bio-
Gide kollajen membran kullanilmasina karar verilmistir. Bu secimde insan periodontal
ligament fibroblast ve osteoblast benzeri hiicre kiiltiirlerinde farkli kollajen
membranlarin biyouyumlulugunun ve hiicre proliferasyonunun degerlendirildigi bir
caligma (205) referans alinmistir. S6z konusu calismada insan periodontal ligament
fibroblast ve osteoblast benzeri hiicrelerin en fazla sayida incelenen diger kollajen
membranlardan ziyade Bio-Gide kollajen membran iizerinde yapisarak ¢ogaldigi 6ne
siiriilmiistiir. Ugiincii calisma grubu olarak PZF/kollajen membranin cahsmaya dahil
edilmesinin nedeni ise kombine kullanimin fibroblast proliferasyonuna etkisinin
arastirilmasi idi. Bu grubun ¢alismaya dahil edilme sebebi, rezorpsiyon hiz1 yiiksek olan
PZF membrana boyutsal stabilitesini uzun siire koruyan ve ¢oziinme hizi cok daha
yavas olan kollajen membran ile fiziksel destek saglandiginda, hiicre proliferasyonunun

bu durumdan nasil etkilendiginin sorgulanmasiyda.

Membranlar iizerine hiicre ekiminin gerceklestirildigi bazi ¢aligmalarda (206) birim
yiizey alanmna ekilen hiicre sayisi hesaplanarak standardizasyon saglanirken, kimi
caligmalarda da membran yiizeylerine ekilen total hiicre sayis1 hesaplanarak
standardizasyon saglanmaktadir (282). Daha Onceki pilot ¢alismalarimizda da tecriibe

ettigimiz iizere, bireysel farkliliklarla iliskili olarak farkli boyutlarda elde edilebilen
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PZF membranlar kiiltiir ortaminda farkli zamanlarda ve farkli hizlarda bozunmaya
ugramakta yani, boyutsal stabilitelerini zamanla kaybetmektedirler. Deney siiresince
sabit yiizey alanma sahip olmayan PZF membranlarin {izerindeki fibroblastlarin fibrin
agin bozunmasi siirecinde kimi zaman flaska kimi zaman da yeniden PZF’ye tutundugu
gozlenmistir. Bu durum standardize edebilece§imiz parametrenin baslangicta
membranlar iizerine ekilen total hiicre sayist oldugunu gostermektedir. Bu bilgiler
1s181nda, fibroblast ekimi gerceklestirirken, baslangic total hiicre sayisinin her membran
grubu i¢in esit sayida olmasima dikkat edilmistir. PZF nin kollajen membrana oranla
boyutsal stabilitesini hizl1 bir sekilde kaybetmesi bir dezavantaj gibi goriinmektedir.
Ancak, ex vivo bag dokusu esdegeri iiretilmesi ve insana nakledilmesi planlandiginda
bu caligma siiresi kisaltilabilir. Hiicreler membranlar {izerine ekilmek icin flasklardan
kaldirildiktan kisa bir siire sonunda doku iskelelerine yapisarak prolifere olmaya
baslarlar. Proliferasyon fazi daha sonra yerlestirildikleri doku i¢inde de devam edebilir.
Bu strateji ile iskele yapist icinde hiicre nakli gerceklestirilmis olmakla beraber,
rezorpsiyon sonucu kaybedilen hiicrelerin sayisi da minimuma indirgenmis olur.
Calismamizda 1 haftalik siire sonucundaki bag dokusu ozelliklerinin histolojik olarak
incelenmesi hedeflendiginden dolay1 deney siiresi uzun tutulmustur. Diseti
fibroblastlarin ve membranlarla olusturulan eksplantlarin hastalara 2 veya 3 giin

inkiibasyon siiresi sonrasinda nakledilebilecegini belirten ¢calismalar mevcuttur (206).

Literatiir incelendiginde hiicre kiiltiirii icin genellikle %10 Fetal Sigir Serumu (FBS)
iceren Dulbecco’s Modified Minimal Essential Medium’in (DMEM) kullamildig1 goze
carpmaktadir (206, 283, 284). immunolojik reaksiyon riskinin azaltilmasi amaclanarak
farkl kiiltiir medyumlarinin kullanildigi calismalar da mevcuttur. Yamada ve ark.’nin
(285) yaptiklar1 bir ¢caligmada, bilesiminde hayvan icerigi bulunmayan kiiltiir medyumu
kullanilarak c¢ogaltilan fibroblastlar ve kollajen siinger ile olusturulan eksplantin,
yumusak doku ogmentasyonunda giivenilir bir sekilde kullanilabilecegi rapor edilmistir.
Bayar’in (202) calismasinda da yine hayvan kaynakli herhangi bir besleyici materyal
icermeyen kiiltiir ortaminda 11. giinde viicut disinda iiretilmis histolojik olarak agiz
mukozas1 esdegeri bir iirlin elde edildigi belirtilmistir. Calisgmamizda kullandigimiz
doku Kkiiltiiri medyumu Bio-AMF 1, ilave iceriginde fetal sigir serumu (FBS)
bulundurmaktadir. Caliyjmamizda bu medyumu tercih etme nedenimiz;
gerceklestirdigimiz pilot caligmalarda fibroblast kiiltiirii i¢in kullandigimiz farkh iki

doku medyumundan Bio-AMF 1’in hiicre proliferasyon hizi ve enfeksiyon kontroliinde
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diger medyuma oranla daha basarili sonuclar vermesidir. In-vitro dizayna sahip olan
caligmamizda hayvan igerikli doku Kkiiltiiri medyumu kullanma sakincasinin
bulunmamasi1 bu medyumu tercih etmemizde ikinci bir neden olarak gdsterilebilir.
Bununla beraber, farkli caligmalarda hayvan icerigi ihtiva eden medyumlarla
olusturulmus doku miihendisligi iirlinlerinin insana nakli sonucunda herhangi bir
immunolojik reaksiyonun goriilmedigi de literatiir bilgilerimiz dahilindedir. Kdseoglu
ve ark.’nm (206) yaptiklar1 calismada DMEM kullanilarak in vitro elde edilen kollajen
membranlar iizerine ekilmis fibroblast kiiltiirlerinden olusan eksplantlarin diseti
cekilmesi bulunan bireylerde kullanilmasi sonucunda herhangi bir immunolojik
reaksiyon rapor edilmemistir. S6z konusu calismada hiicrelerdeki FBS artiklarinin
temizlenmesi i¢in eksplantin 5 kez fosfat tamponlu serum (PBS) ile yikanmasinin

yeterli oldugu belirtilmistir.

‘Papilla priming’ islemi ilk kez 2007 yilinda McGuire ve ark. (286) tarafindan diseti
papili rekonstriiksiyonu gergeklestirmek amaciyla kullanmilmigtir. Hastalarin diseti
biyopsilerinden izole edilen ve FBS kullanmilarak kiiltiir ortaminda ¢ogaltilan otojen
fibroblast hiicreleri agik interproksimal bolgede bulunan diseti dokusu i¢ine enjeksiyon
yontemi ile nakledilmistir. Arastiricilar yontemin diseti papili rekonstriiksiyonunda
basarili ve giivenilir oldugunu belirtmislerdir. Benzer sekilde Surana ve ark. da (287) bu
yontemin interproksimal papil yiiksekligini artirmada giivenilir ve komplikasyonlari
olan cerrahi yontemlere gore hastalar tarafindan daha kolay kabul edilebilir oldugunu
ileri stirmiiglerdir. Bu vaka raporunda da kiiltiir medyumu hayvan icerikli olup,
hiicrelerin medyumdan izole edilmesi icin santrifiij kullanilmis ve PBS ile seyreltilen
hiicre siispansiyonu interdental papillere enjekte edilmistir. Her iki ‘papilla priming’

caligmasinda da immunolojik yanit rapor edilmemistir.

Calismamizda incelenen histolojik kesitlerde her membran grubunun ekim
gerceklestirilen yiizeyinde ve i¢ kisimlara dogru prolifere olmus fibroblastlardan olusan
bag dokusu gozlenmistir. Yamada ve ark. (285) disetinden izole ederek ¢ogalttiklari
diseti fibroblastlarin1 farkli medyumlar kullanarak kollajen siingerler iizerine ekmisler
ve olusturulan eksplantlar1 dokuzuncu giinde fikse ederek histolojik olarak
incelemislerdir. Arastiricilar ¢alismamizda elde ettigimiz bulgulara benzer sekilde,
hematoksilen- eozin boyamasi yapilan kesitlerde eksplantlarin icinde ve 6zellikle ekim

gerceklestirilen iist ylizeylerde fibroblastlarin prolifere oldugunu bildirmislerdir.
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Herhangi bir substra karsi afiniteyi belirleyen faktor hiicrelerin morfolojik 6zellikleridir.
Atagman gosteren fibroblastlarin morfolojik 6zelliklerinin incelenmesi gerek kok
yiizeyinin gerekse biyomedikal materyallerin biyouyumluluklarinin
degerlendirilmesinde sik¢a kullanilmaktadir. Fibroblastlar gibi yassi hiicreler afinite
gosterdikleri substratlara bircok sayida atasman ile baglanir, yassilasir, uzar ve
lamellopodlar olusturur (288). SEM goriintiilerinde tiim membran gruplarinda fibroblast
bulundugu, fibroblast katmanlar1 arasinda kollajen sentezinin gergeklestigi ve
fibroblastlarin altindaki yapilara bircok igsi lammellopodlarla baglandigi gozlenmistir.
Bu bulgular calismamizda kullanilan membran gruplarinin biyouyumluluklarmnin iyi
oldugunu ve ex vivo olusturulabilecek eksplantlar i¢in uygun birer doku iskelesi
olabileceklerini gostermektedir. Calismamizin sonuclar1 Rothamel ve ark.’nin (205)
farkli kollajen membranlarin biyouyumluluklarimi degerlendirdikleri calismanin
sonuclar1 ile uyumluluk gostermektedir. Calismamizin SEM goriintiileri PZF membran
ve PZF/kollajen membranin da biyouyumlulugunun kollajen membrana benzer

oldugunu ortaya koymaktadir.

Calismamizda bireylere gore siniflandirilmis her membran grubuna ait rastgele secilen
histolojik kesitlerde membranlar iizerindeki fibroblast sayisi, kesintisiz fibroblast dizisi
uzunlugu ve fibroblastlarin  kapladigi alan  belirlenmistir.  Proliferasyonun
degerlendirilmesi amacyla yapilan fibroblast ¢ekirdeklerinin sayimi sonrasinda gruplar
arasinda istatistiksel olarak anlaml bir fark elde edilmemistir. Esit sayida fibroblast
ekimi yapilan membranlarla olusturulan eksplantlarin inkiibasyon periyodu sonrasi
alman kesitlerinde benzer sayida hiicre ¢cekirdeginin bulunmasi, her eksplant grubundaki
diseti fibroblastlarinin proliferasyon diizeylerinin birbirine yakin olduguna isaret
etmektedir.

Membranlar {izerinde fibroblastlarin kapladigi alanlar agisindan gruplar arasi
istatistiksel olarak anlamli farkin olmamasi her membran grubu {iizerinde yaklasik
benzer kalinliklarda ex vivo olusturulmus bag dokusu elde edildigi seklinde
yorumlanabilir. ‘Esit fibroblast ile kapl yiizey alan1 X iist iiste dizilmis esit sayida kesit

= esit hacimde bag dokusu’ ifadesi bu durumu matematiksel olarak da dogrulamaktadir.

Kesintisiz fibroblast dizisi uzunlugu bakimindan PZF/K grubunda PZF ve K gruplarma
gore daha diisiik degerler gozlenirken, PZF ve K gruplarindaki degerler birbirine

yakindir. Bu durum, PZF’nin kollajen membran iizerinde rezorbe olurken fibroblast



88

dizilerinin bozularak kollajen membran iizerine tutunmalar1 ve prolifere olmalariyla
aciklanabilir. PZF/K grubuna ait histolojik kesitlerde fibroblastlarin her iki membran
yiizeyinde de prolifere oldugu goriilmektedir. Olciimler bu grupta PZF iizerinde
yapilmistir. Dolayisiyla PZF’den ayrilarak kollajen membran {iizerinde c¢ogalmaya

baslayan fibroblastlar kesintisiz fibroblast dizisi uzunluguna dahil edilmemistir.

Gassling ve ark.’nmin (39) PZF ve kollajen membranlar iizerinde insan periosteal
hiicrelerinin  proliferasyon ozelliklerini ve membranlarin  biyouyumluluklarini
karsilagtirdiklar1 ¢alismalarinda, PZF’nin her iki parametre agisindan da kollajen
membrandan  {istin  oldugu  belirtilmistir.  Calismamizda  proliferasyon ve
biyouyumluluklarin tiim eksplant gruplarinda benzer oldugu bulgusu farkli hiicre
tiplerinin kullanilmas1 ile iligkilendirilebilir. Ayrica soz konusu calismada hiicre
proliferasyonu degerlendirmesi MTT [3-(4,5-dimethylthiazolyl-2)-2,] 5-
diphenyltetrazoliumbromide) testi, WST testi ve BrdU (5-bromo-2-deoksiuridin) testi
kullanilarak gerceklestirilirken, biyouyumluluk degerlendirmesi icin LDH(laktat
dehidrogenaz) testi ve SEM kullanilmigtir. Bu testler membranlar iizerine ekim
yapilmasini takiben sirasiyla, 1.,7. ve 5. giinlerde uygulanmistir. Caligmamiz histolojik
degerlendirme esasina dayandigindan dolayi, bulgularimiz biyomateryaller iizerine
ekimin gerceklesmesinden 7 giin sonra olusturulan eksplantlarin histolojik kesit ve SEM
incelemelerinden elde edilmistir. Sonug¢ olarak her iki ¢alisma arasindaki metodolojik

farkliliklar bulgular arasindaki farkliliklar1 agiklayabilir.

Hojo ve ark. (289), farelere transplante edilen fibrin ve kollajen jellere dermal fibroblast
ve epidermal keratinositlerin ekimi ile elde ettikleri dermal eksplantlar1 histolojik olarak
incelemiglerdir. Transplantasyon oOncesinde kollajen ve fibrin jellerle elde edilen
eksplantlar arasinda histolojik agidan bir fark bulunmamistir. Her iki materyal ve hiicre
gruplar1 ile olusturulan eksplantlarda transplantasyon oncesi fibroblast ve keratinosit
proliferasyonlar1 esit bulunmustur. Aseliiler fibrin ve kollajen jellerin siipernatantlarinda
VEGF miktarlar1 ac¢isindan anlamli fark gozlenmezken, fibrin jel ile olusturulmus
dermal eksplantin siipernatantindaki VEGF miktar1 kollajen jel ile elde edilen dermal
eksplanttakine oranla anlamli diizeyde yiiksek bulunmustur. Bu durum in vitro
kosullarda fibrin ve kollajen jellerin fibroblast ve keratinositlerin proliferasyonu icin
benzer mikro cevre olusturdugu seklinde yorumlanmistir. Bununla beraber, VGEF

miktarlarinin hiicre ekili fibrin iskelelerinin siipernatantlarinda fazla olmasi, fibrinin
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indiikledigi hiicrelerden VEGF sekresyonunun artmasiyla iliskilendirilmistir. Ilging bir
sekilde, calismanm in vivo bulgular1 in vitro bulgularindan farklidir. Fibrin jel ile elde
edilmis eksplantin transplantasyon sonrasi 3. giin histolojik kesitlerinde epidermisin
fibrin yiizeyine iyi baglant1 saglamis oldugu, transplantasyon yiizeyinde az miktarda
enflamasyon hiicresi ve belirgin diizeyde alkalin-fosfataz pozitif hiicrelerin(vaskiiler
endotelyal hiicreler) varlig1 gozlenmistir. Kollajen jel ile elde edilen dermal eksplantin
transplantasyon sonrasi 3. giin histolojik kesitlerinde ise kollajenin atrofiye ugrayan
bolimlerinden epidermisin ayrildigi, transplantasyon yiizeyinde bol miktarda
enflamatuar hiicre bulundugu ve alkalin-fosfataz pozitif hiicrelerin cok az sayida oldugu
gozlenmistir. Alkalin fosfataz pozitif hiicreler her iki eksplant kesitindeki rastgele 5
alandan sayilmis ve fibrin jel ile elde edilen eksplanttaki hiicre sayis1 anlamli derecede
yiiksek bulunmustur. Fibrin jel ile olusturulmus eksplantin transplantasyon yiizeyine
cok iyi adapte oldugu ve dogal doku ile devamlilik gosterdigi belirtilmistir. Fibrin jel ile
elde edilmis olan eksplantin in vivo bulgulardaki {stiinligi artmus VEGF nin
indiikledigi vaskiiler endotelyal hiicrelerin yara bolgesine migrasyonu ve proliferasyonu
ile iligkilendirilmistir. Calismamizin bulgular1 Hojo ve ark.’nin caligmalarinin in vitro
bulgular1 ile ortiismektedir. Calismamizda da benzer sekilde hiicre olarak fibroblastlar,
biyomateryal olarak ise kollajen ve PZF membranlar kullanilmistir. Her iki ¢alismada
da benzer metodolojinin kullanilmig olmasi sonuglardaki benzerlikleri agiklayabilir.
Calismamizin in vivo basamagi heniiz gerceklestirilmemistir ancak in vitro basamaktaki
bulgu benzerlikleri PZF ile elde edilebilecek bag dokusu eksplantlarmin in vivo
basarisinin daha yiiksek olabilecegini diisiindiirmektedir. Kald1 ki, kullandigimiz PZF
sadece fibrin jelden olugsmamakta ayn1 zamanda fibrin agin i¢inde hapsolmus sitokin ve
biiylime faktorleri de icermektedir. Baska bir deyisle, PZF fibrin jel ile
karsilastirildiginda daha {istiin biyolojik 6zelliklere sahiptir.

Calismamizin sonuclar1 asagidaki gibi 6zetlenebilir:

e Kollajen membran ve PZF iizerinde fibroblast kiiltiirii yontemi ile bag dokusu

olusturulabilir. Olusturulan eksplantlar histolojik olarak benzer 6zelliktedirler.

e Kollajen membran ve PZF iizerindeki fibroblast proliferasyonu ve olusan bag

dokusu miktar1 acisindan fark bulunamamaistir.

e Her iki membranin da biyouyumluluklar1 yiiksektir ve doku miihendisligi

caligmalarinda doku iskelesi olarak kullanilabilirler.
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e PZF'nin maliyetsiz elde edilebilir ve otojen olmasi diger doku iskelelerine

alternatif olabilecegini diisiindiirmektedir.

e PZF’nin kollajen ile desteklendigi durumda in vitro sartlarda diseti

fibroblastlarinin proliferasyonuna ek bir katkisi saptanamamustir.

Ancak, calismamizdan elde ettigimiz bulgular dogrultusunda PZF ile olusturulabilecek
eksplantlarin doku integrasyonu ve iyilesme potansiyeli acisindan daha basarili
olacagin1 ongormekteyiz. Gerek kollajen, gerekse PZF membranlarla olusturulan
eksplantlarin transplantasyon sonrasi incelendigi, karsilastirmali, klinik ve histolojik

kanita dayal1 calismalara ihtiya¢c duyulmaktadir.
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gizliligi c¢alisma yoOneticisi ve yardimcisinin sorumlulugunda olmak kaydiyla

caligmamizda kullanilacaktir.
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