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FARKLI DOKU İSKELELERİ ÜZERİNDE OLUŞTURULAN EX VİVO BAĞ 

DOKUSU EŞ DEĞERLERİNİN HİSTOLOJİK OLARAK İNCELENMESİ 

 

Melike KOLAY 
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Danışman: Doç. Dr. B. Arzu ALKAN 

ÖZET 

Periodontoloji alanında yapılan doku mühendisliği çalışmaları son yıllarda ilgi çekmeye 

başlamıştır. Bu çalışmanın birinci amacı plateletten zengin fibrin (PZF) membran ve 

kollajen membran üzerinde fibroblast kültürü gerçekleştirerek ex vivo oluşturulan 

dokunun histolojik olarak incelenmesidir. İkinci amacı ise PZF membranın kollajen 

membran ile desteklenmesi durumunda PZF’nin hücre proliferasyonuna etkisinin 

araştırılmasıdır.  

Dişeti biyopsileri 20 yaş diş çekim endikasyonu konulmuş 18 sağlıklı bireyden alındı. 

Örnekler enzimatik parçalama işlemine tabi tutulup, dişeti fibroblastlarının doku kültürü 

medyumu içinde kültürü yapıldı. Fibroblastlar %80 konfluenseye ulaştığında, kaldırılıp, 

membran parçaları (Kollajen, PZF ve kollajen/PZF) üzerine ekildi. Ekim sonrası 

kültürün 7. gününde membranlar kaldırılıp, histolojik inceleme ve taramalı elektron 

mikroskobu (SEM) incelemesi için fikse edildi. İnceleme yapılırken membranlar 

üzerinde oluşan bağ dokusundaki fibroblast sayıları, fibroblast dizilerinin uzunlukları ve 

bağ dokusunun kapladığı alanlar ölçüldü.  

Tüm membran gruplarında fibroblast ekimini takiben 7. gününde benzer histolojik 

özelliklere sahip bağ dokusu oluşumu gözlenmiştir. Membran gruplarında fibroblast 

sayısı ve alan ölçümleri açısından anlamlı fark bulunmaz iken, PZF/kollajen membran 

grubunda fibroblast dizisi uzunlukları anlamlı derecede daha az bulunmuştur. SEM 

bulguları, histolojik bulguları desteklemektedir. PZF membran kollajen membran ile 

desteklendiğinde ex vivo fibroblast proliferasyonuna ek fayda sağlamamaktadır. 

Anahtar Kelimeler: Dişeti çekilmeleri; plateletten zengin fibrin; kollajen membran; 

dişeti fibroblastları; doku mühendisliği.           
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HISTOLOGICAL EVALUATION OF EX VIVO PRODUCED CONNECTIVE 

TISSUE EQUIVALENT ON DIFFERENT SCAFFOLDS 

Melike KOLAY 
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Doctorate Thesis, December 2013 
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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 

 

 

İÇİNDEKİLER 

İÇ KAPAK ............................................................................................................................... i 

BİLİMSEL ETİĞE UYGUNLUK ............................................................................................ ii 

YÖNERGEYE UYGUNLUK SAYFASI ................................................................................ iii 

ONAY ................................................................................................................................... iv 

TEŞEKKÜR .............................................................................................................................v 

ÖZET ..................................................................................................................................... vi 

ABSTRACT .......................................................................................................................... vii 

İÇİNDEKİLER ..................................................................................................................... viii 

KISALTMALAR.................................................................................................................... xi 

TABLOLAR LİSTESİ .......................................................................................................... xiii 

ŞEKİLLER LİSTESİ .............................................................................................................xiv 

RESİMLER LİSTESİ..............................................................................................................xv 

1.GİRİŞ ve  AMAÇ ................................................................................................................. 1 

2. GENEL BİLGİLER.............................................................................................................. 3 

2.1. MUKOGİNGİVAL PROBLEMLER..................................................................... 4 

2.2. DİŞETİ ÇEKİLMELERİ....................................................................................... 4 

2.2.1. Dişeti Çekilmelerinin Tanımlaması ........................................................ 4 

2.2.2. Dişeti Çekilmelerinin Sınıflandırılması .................................................. 5 

2.2.3. Dişeti Çekilmelerinin Etiyolojisi ............................................................ 8 

2.2.4. Dişeti Çekilmelerinin Meydana Getirdiği Sorunlar ve Tedavileri ...........11 

2.3. DOKU MÜHENDİSLİĞİ ....................................................................................15 

2.3.1. Doku Mühendisliği Stratejileri ..............................................................15 

2.3.1.1. İzole Edilmiş Hücrelerle Tedavi.............................................16 

2.3.1.2. Doku Gelişimini Hızlandıran Maddelerle Tedavi ...................16 

2.3.1.3. Bir Destek Materyal Üzerine Ya Da İçerisine Yerleştirilmiş 

Hücrelerle Tedavi...............................................................................16 

2.3.2. Doku Mühendisliği Çalışmalarında Karşılaşılan Güçlükler....................17 

2.3.2.1. Biyolojik Zorluklar ................................................................17 

2.3.2.2. Mühendislikteki Zorluklar .....................................................18 

2.3.2.3. Klinik Zorluklar.....................................................................19 

2.3.3. Diş Hekimliğinde Doku Mühendisliği Stratejileri ..................................19 



 ix 

2.3.3.1. Gen Tedavisi .........................................................................19 

2.3.3.2. Doku İndüksiyonu .................................................................20 

2.3.3.3. Doku Kondüksiyonu ..............................................................21 

2.3.3.4. Hücre Nakli ...........................................................................21 

2.3.4. Maksillo Fasiyal Bölgede Doku Mühendisliği Uygulama Alanları.........22 

2.4. PLATELETTEN ZENGİN FİBRİN .....................................................................25 

2.4.1. Geçmişten Günümüze Platelet Konsantreleri .........................................25 

2.4.2. Plateletten Zengin Fibrin(PZF)..............................................................26 

2.4.2.1. PZF Çeşitleri .........................................................................27 

2.4.2.1.1. Lökositten Fakir veya Saf Plateletten Zengin 

Fibrin(S-PZF) Konsantresi .....................................................27 

2.4.2.2.1. Lökosit ve Plateletten Zengin Fibrin(L-PZF) 

konsantresi(Choukroun ‘un PZF’si) ......................................27 

2.4.3. Farklı Polimerizasyonlar, Farklı Biyolojiler...........................................28 

2.4.4. PZF İçindeki Platelet Dağılımı, Büyüme Faktörleri Ve Sitokinler ..........31 

2.4.4.1. Transforme Edici Büyüme Faktörü β-1(TGF β -1) .................31 

2.4.4.2. Platelet Kaynaklı(türevi) Büyüme Faktörleri(PDBF) ..............32 

2.4.4.3. İnsülin Benzeri Büyüme Faktörü(IGF) ...................................32 

2.4.4.4. İnterlökin-1 β(IL-1 β).............................................................32 

2.4.4.5. İnterlökin-6(IL-6) ..................................................................32 

2.4.4.6. Tümör Nekroze Edici Faktör α(TNF-α)..................................33 

2.4.4.7. İnterlökin 4(IL-4)...................................................................33 

2.4.4.8. Vasküler Endotelyal Büyüme Faktörü(VEGF) .......................33 

2.4.5. İyileşmeye Etkileri ................................................................................33 

2.4.6. PZF’nin Klinik Uygulamaları................................................................35 

2.4.7. İn vitro çalışmalar .................................................................................37 

3. GEREÇ- YÖNTEM ............................................................................................................40 

3.1. DİŞETİ FİBROBLAST KÜLTÜRÜ.....................................................................40 

3.1.1. Hücre Kültüründe Kullanılan Medyumların İçeriği................................40 

3.1.1.1. Taşıma Medyumu ..................................................................40 

3.1.1.2.Ön Hazırlık Medyumu(CCM) .................................................41 

3.1.1.3. Doku Kültür Medyumu..........................................................41 

3.1.2. Hücre Kültürünün Hazırlanması Ve Takibi............................................42 

3.2. Histolojik İnceleme ..............................................................................................52 

3.3. Taramalı Elekron Mikroskobu(SEM) İncelemesi..................................................56 

4. BULGULAR......................................................................................................................... i 



 x 

4.1. HÜCRE KÜLTÜRÜ BULGULARI .....................................................................58 

4.2. HİSTOLOJİK BULGULAR.................................................................................59 

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

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

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

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

4.4. İSTATİSTİKSEL BULGULAR ...........................................................................77 

4.4.1. Fibroblast Sayısı Bulguları ....................................................................77 

4.4.2. Kesintisiz Fibroblast Dizisi Uzunluğu ...................................................78 

4.4.3. Fibroblast Hücrelerinin Kapladığı Alan .................................................79 

5. TARTIŞMA VE SONUÇ....................................................................................................80 

6. KAYNAKLAR ...................................................................................................................91 

ÖZGEÇMİŞ 

 



 xi 

KISALTMALAR 

ADMA  : Aselüler Dermal Matriks Allogrefti 

PZF   : Plateletten Zengin Fibrin 

AAP   : Amerikan Periodontoloji Akademisi 

MSS   : Mine Sement Sınırı 

MDP   : Mikrobiyal Dental Plak 

LKF   : Laterale Konumlandırılmış Flep 

KKF   : Kronale Konumlandırılmış Flep  

SDG   : Serbest Dişeti Grefti  

BDG   : Bağ Dokusu Grefti 

 YDR   : Yönlendirilmiş Doku Rejenerasyonu 

EMD   : Mine Matriks Proteinleri  

ADA   : Adenozin Deaminaz Enzimi 

BMP   : Kemik Morfojenik Protein 

PDL   : Periodontal Ligament 

BG   : Biogide  

BM   : Biomend 

OS   : Ossix 

TD   : Tutudent 

SEM   : Taramalı Elekron Mikroskobu 

PZP   : Plateletten Zengin Plazma 

KKH   : Kırmızı Kan Hücresi 

BKH   : Beyaz Kan Hücresi 

S-PZF  : Lökositten Fakir Veya Saf Plateletten Zengin Fibrin Konsantresi 

PZFM   : Plateletten Zengin Fibrin Matriks 

PFP   : Plateletten Fakir Plazma 

L-PZF   : Lökosit ve Plateletten Zengin Fibrin 

TGF B-1  : Transforme Edici Büyüme Faktörü B-1 

PDBF   : Platelet Kaynaklı(Türevi) Büyüme Faktörleri 

IGF   : İnsülin Benzeri Büyüme Faktörü 

IL-1B   : İnterlökin-1B  

 IL-6   : İnterlökin-6   

 TNF-α  : Tümör Nekroze Edici Faktör α 

IL-4   : İnterlökin 4 

VEGF  : Vasküler Endotelyal Büyüme Faktörü 

FBÜ   : Fibrin ve Fibrinojen Bozunma Ürünleri 



 xii 

DKKA  : Dondurulmuş Kurutulmuş Kemik Allogrefti 

YKR   : Yönlendirilmiş Kemik Rejenerasyonu 

KKE   : Krestal Kor Elevasyon 

ALP   : Alkalen Fosfataz 

f-EDK   : Fosforile Ekstrasellüler Sinyalle Düzenlenen Protein Kinaz 

OPG : Osteoprotegerin 

H   : Histoloji 

K   : Kollajen Membranın  Kullanıldığı Eksplant Grubuı 

PZF/K  : Plateletten Zengin Fibrin ve Kollajen Membranın Birlikte Kullanıldığı 

Eksplant    

  Grubu 

OsO4   : Osmiumtetroksit 

H-E   : Hematoksilen-Eozin 

M-T   : Masson’un Üçlü Boyası 

SE   : Sekonder Elekron Modu 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



 xiii 

TABLOLAR LİSTESİ 

Tablo 2.1.  Ariaudo ve ark.’nın dişeti çekilmeleri sınıflaması ..........................................5 

Tablo 2.2.  Kök örtümü için uygulanan yöntemler…………............................................13 

Tablo 2.3.  Doku mühendisliğinde karşılaşılan güçlükler…… .........................................17 

Tablo 3.1. Işık Mikroskobu İçin Doku Hazırlama Tekniği…………...............................52 

Tablo 3.2.  Hematoksilen-Eozin Boyama Tekniği............................................................53 

Tablo 3.3.  Masson’un Üçlü Boyama Tekniği..................................................................54 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



 xiv 

ŞEKİLLER LİSTESİ 

Şekil 2.1. Sullivan ve Atkins’ın dişeti çekilmesi sınıflaması ..........................................6 

Şekil 2.2.  Miller’in dişeti çekilmeleri sınıflandırması…….............................................7 

Şekil 2.3.  Nordland ve Tarnow’un dişeti çekilmesi sınıflandırması ................................8 

Şekil 2.4.     Bilateral bağlantılar .......................................................................................30 

 

Şekil 2.4.  Equilateral bağlantılar…………… ................................................................30 

Şekil 2.5.  PZF’nin şematik görüntüsü……………………… .........................................31 

Şekil 4.1.  Eksplant kesitlerindeki fibroblast sayısı değerleri...........................................78 

Şekil 4.2.  Eksplant kesitlerindeki kesintisiz fibroblast uzunluğu değerler… ...................78 

Şekil 4.3.  Eksplant kesitlerindeki fibroblastların kapladığı alan değerleri… ...................79 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



 xv 

RESİMLER LİSTESİ 

Resim 3.1.  Ham’s F10 ..........................................................................................41 

Resim 3.2.  Penisilin-Streptomisin………..............................................................41 

Resim 3.3.  Tripsin-EDTA ..................................................................................... 41           

Resim 3.4.  Kollajenaz    ........................................................................................ 41              

Resim 3.5.  RPMI 1640………………….……......................................................42 

Resim 3.6.  Bio-Amf-1 bazal medyum ve supplement… ........................................42 

Resim 3.7.  Dişeti biyopsi örneğinin alımı…………… ..........................................42 

Resim 3.8.  Çalışmada kullanılan steril hücre kültür tüpleri…… ............................43 

Resim 3.9. Laminar airflow steril kabin…………………….................................. .43 

Resim 3.10.  Petri içine alınan biyopsi materyali……………..................................43                                                                                   

Resim 3.11.  CO2’li inkübatör……………………… ...............................................44 

Resim 3.12.  Makroskopik parçalama………………… ...........................................44 

Resim 3.13.  Jouan B4 i Santrifüj cihazı…………………........................................44 

Resim 3.14.  Kuru hava etüvü..................................................................................45 

Resim 3.15.  Hücre kültürü flaskları………………….……………………… ..........46        

Resim 3.16.  Steril şırınga filtresi………………….…… .........................................46 

Resim 3.17.  Hücre süspansiyonlarına medyum eklenmesi ve flasklara ekim............46 

Resim 3.18.  İnverted mikroskop .............................................................................47 

Resim 3.19. Yeni kültürü yapılmış(flaska tutunmamış) fibroblastların  

 inverted mikroskop görüntüsü .............................................................47 

Resim 3.20.  Ortalama 15 gün sonunda %80 konflenseye ulaşmış  

 fibroblastların inverted mikroskop görüntüsü……............................... .48 

Resim 3.21.  Farklı hücrelerin ürediği ve çalışma dışı bırakılan tek flaskın 

  inverted mikroskop görüntüsü ............................................................48 

Resim 3.22.  Kültürün sonlandırılması…………......................................................49  

Resim 3.23.  Toma Lamı……………….………………….…..................................49 

Resim 3.24.  10 ml’lik antikoagülansız tüplerle kan alımı………… .........................50 

Resim 3.25.  PZF yapımında kullanılan santrifüj cihazı…………… ........................50 

Resim 3.26.  Tüpte jel halinde olan PZF’nin PZF kutusunda membran  

 haline getirilmesi.................................................................................50 

Resim 3.27. Üzerinde fibroblast kültürü gerçekleştirilen membran grupları.............51 

Resim 3.28.  Çalışmada kullanılan kollajen membran ..............................................51 

Resim 3.29. Hematoksilen-Eozin ile boyama yapılmış bir PZF membran  

 kesitinde fibroblast hücre çekirdeklerinin sayımı .................................55 



 xvi 

Resim 3.30. Hematoksilen-Eozin ile boyama yapılmış bir PZF membran  

 kesitinde kesintisiz fibroblast dizisinin uzunluğunun ölçülmesi............55 

Resim 3.31.  Hematoksilen-Eozin ile boyama yapılmış bir PZF membran  

 kesitinde, sayılan fibroblastların kapladığı alan....................................56 

Resim 3.32.  Leica RM 2155 mikrotom… ...............................................................57 

Resim 3.33.  Olympus BX51 mikroskop……………...............................................57 

Resim 3.34.  Kritik nokta kurutucusu ……… ..........................................................57 

Resim 3.35.  Sputter coater ......................................................................................57 

Resim 3.36.  Taramalı elektron mikroskobu ............................................................57 

Resim 4.1. Dişeti biyopsi materyalleri ve elde edilen hücrelerin inkübasyon 

  öncesi inverted mikroskop görüntüleri................................................58 

Resim 4.2.  PZF üzerinde oluşan rezorpsiyon alanları…………… .........................60 

Resim 4.3.  PZF'’ye paralel matriks yığılımı……………………............................61 

Resim 4.4.  PZF membran yüzeyine yakın fibroblastlar, membran  

 yüzeyinden uzaklaştıkça artan matriks yığılımı....................................62 

Resim 4.5.  PZF membran grubu. M-T boyama .....................................................63 

Resim 4.6.  PZF/kollajen membran grubu. PZF –kollajen membran arası ve bağ  

 dokusundaki ayrılmalar .......................................................................64 

Resim 4.7. Kollajen ve PZF membranlar arasında fibroblastlardan meydana  

 gelen bağlantı......................................................................................65 

Resim 4.8.  PZF ve kollajen membran yüzeylerinde meydana  

 gelen fibroblast... ................................................................................66 

Resim 4.9.  PZF/kollajen membran . PZF üzerindeki yoğun fibroblast  

 proliferasyon alanı proliferasyonu .......................................................67 

Resim 4.10.  Kollajen membran grubu. Birbirinden uzak yerleşim gösteren  

 fibroblastlar arası yoğun matriks oluşumu ...........................................68 

Resim 4.11.  Kollajen membran lifleri arasına ilerlemiş ve onunla bütünleşmiş  

 bağ dokusu..........................................................................................69 

Resim 4.12.  Kollajen membran grubu. M-T boyama...............................................70 

Resim 4.13.  Kollajen membran üzerinde sık dizinlenmiş fibroblastlar ve  

 ince kollajen lifler ...............................................................................71 

Resim 4.14.  PZF membran grubu. Membran yüzeyinin tamamen bağ dokusu  

 ile kaplanması .....................................................................................72 

Resim 4.15.  PZF/kollajen membran grubu. Bağ dokusu ile kaplanmış membran  

 yüzeyi .................................................................................................72 



 xvii 

Resim 4.16.  Kollajen membran grubu. Bağ dokusu ile kaplanmış  

 membran yüzeyi..................................................................................73  

Resim 4.17.  PZF membran grubu. Fibroblastların membran üzerinde  

 yerleşimleri ........................................................................................74 

Resim 4.18.  PZF membran grubu . Filopodlar.........................................................75 

Resim 4.19.  PZF/kollajen membran grubu. PZF membran üzerinde  

 fibroblastların yerleşimi ......................................................................76 

Resim 4.20.  PZF/kollajen membran grubu. PZF yüzeyinde fibrin ağ  

 ve fibroblastlar ....................................................................................77 

Resim :4.21.  Kollajen membran grubu. Mebrana ait kollajen lif  

 demetleri, fibroblastlardan sentezlenen kollajen iplikçikler ve 

 fibroblastlar.........................................................................................78 

 

 

 



 

 

 

 

 

 

 

1.GİRİŞ VE AMAÇ 

Dişeti çekilmeleri yetişkin nüfusun önemli bir bölümünü etkileyen ve tedavisinde farklı 

yöntemlerin kullanıldığı bir durumdur (1). Dişeti çekilmesi dişeti kenarının mine-sement 

sınırının apikaline doğru kök yüzeyi boyunca hareket etmesi olarak tanımlanabilir (2, 3). 

Yapışık keratinize dokunun ince ve yetersiz olması, yetersiz vestibül derinlik, vestibüler 

alveoler kemiğin ince olması, frenilum çekmeleri, hastanın travmatik kötü alışkanlıkları, yanlış 

diş fırçalama, periodontal hastalıklar ve tedavileri, hekim hatalarına bağlı faktörler, okluzal 

travma, ilerleyen yaş gibi nedenlerle dişeti çekilmeleri meydana gelebilmektedir (4), (5). Dişeti 

çekilmeleri sonucunda dentin hassasiyeti (4, 6-8), mikrobiyal dental plak (MDP) birikimi ve 

enflamasyon oluşumu (6, 8), kök çürüğü oluşumu (6, 9, 10), estetik sorunlar (4, 8, 11), hastanın 

dişini kaybetme korkusu (4, 6) gibi problemler ortaya çıkmaktadır. Dişeti çekilmelerinin 

tedavisi etyolojik faktörlerin ve semptomların ortadan kaldırılması ve cerrahi kök örtüm 

işlemlerini içermektedir. Saplı flepler ile birlikte uygulanan bağ dokusu grefti kök örtümü 

tedavisinde altın standart olarak kabul görmektedir (12). Yüksek öngörülebilirliği olan bu 

yöntemin estetik açıdan serbest dişeti greftine göre daha iyi sonuçlar verdiğini gösteren 

çalışmalar mevcuttur (13, 14). Bu yöntem ile greft, hem üzerine yerleştirildiği periosteum hem 

de üzerinin örtüldüğü flepten beslendiğinden dolayı başarılı bir kök yüzeyi örtümü 

sağlanabilmektedir. Farklı saplı flep teknikleriyle beraber uygulanan bağ dokusu grefti 

yönteminin avantajlarını ortaya koyan çok sayıda çalışma bulunmaktadır (13-22). İkinci bir 

yara bölgesi oluşturulması, tekniğin hassasiyet gerektirmesi, uygulama süresinin uzunluğu, 

yetersiz miktarda greft elde edilme ihtimali, komplike süturlar, operasyon sahasında biyotipin 

istenmeyen düzeyde kalınlaşması, donör saha ağrısı ve morbiditesi tekniğin dezavantajları 

arasındadır. Kök örtümünde uygulanan yöntemlerin sınırlamalarını ortadan kaldıran, başarı 

öngörüsü yüksek olan yeni yöntemler ve doku mühendisliği ürünleri periodontologların ilgisini 

çekmektedir. 
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“Doku mühendisliği’’doku ve organların fonksiyonunu restore etmek, geliştirmek ve 

sağlığına yeniden kavuşturmak amacıyla biyoloji, tıp, diş hekimliği ve mühendislik 

dallarının birlikte çalıştığı multidisipliner bir bilim alanı olarak tanımlanmaktadır (23). 

Doku mühendisliğinde yeni bir dokunun oluşması için, izole edilen hücrelerin 

infüzyonu, doku uyarıcı maddelerin üretimi ve taşınması, hücrelerin matrikslerin 

üzerinde veya içerisinde konumlanmaları ve transferi gibi stratejiler uygulanmaktadır 

(24). Diş hekimliğinde bu stratejiler kullanılarak oral mukoza, bağ dokusu ve keratinize 

dişeti üretimi ve hastalara transplantasyonu ile ilgili az sayıda çalışma mevcuttur. Dişeti 

bağ dokusunun başlıca bileşenleri kollajen lifler, fibroblastlar, damarlar, sinirler ve 

hücreler arası matrikstir (25). Simain-Sato ve ark.’nın hayvanlarda ve Pini Prato ve 

ark.’nın insanlarda yaptıkları çalışmalarda, otojen konak dokusundan izole edilerek 

kültür yöntemi ile çoğaltılan fibroblastlarla bağ dokusu elde edilebileceği gösterilmiştir 

(26). Dominiak ve ark.’nın yaptıkları çalışmada (27) kollajen membranlar üzerinde 

kültürleri gerçekleştirilen dişeti fibroblastlarıyla oluşturulan eksplantların dişeti 

ogmentasyonunda kullanılabileceği belirtilmiştir.  

Doku mühendisliği uygulamalarının başarılı olabilmesi ve fonksiyonel bir dokunun 

üretilebilmesi için biyomateryal seçimi önemlidir (28). Diş hekimliğinde hücre ekimi 

için farklı birçok biyomateryal kullanılmaktadır. Literatürde fibroblast hücreleriyle 

oluşturulan eksplantlar için kullanılan doku iskeleleri, benzil ester hiyaluronik asit(29), 

tip1 ve 3 kollajen (30, 31), poliglaktin meş (32, 33), aselüler dermal matriks allogrefti 

(ADMA) (34) ve kitosandır (35) .  

Son zamanlarda plateletten zengin fibrin de sık kullanılan biyomateryaller arasında yer 

almakta ve araştırıcıların ilgisini çekmektedir. Plateletten zengin fibrin (PZF) 

Choukroun ve ark.’ı tarafından gelistirilen, ‘ikinci jenerasyon lökosit ve platelet 

konsantrasyonu’ olarak tanımlanmıştır (36). Antikoagülan içermeyen tüplerde alınan 

kanın santrifüj edilmesiyle oluşturulan PZF, üç boyutlu fibrin ağı içerisinde birçok 

sitokin ve büyüme faktörü bulundurmaktadır (37). Bütünüyle otojen olan bu 

biyomateryalin immün reaksiyon riski taşımaması ve maliyetsiz oluşu avantajları 

arasındadır. Çalışmalar ve klinik tecrübeler PZF’nin erken yara iyileşmesini, kemik 

greftlerinin maturasyonu ve periodontal/peri-implant yumuşak dokuların estetiğini 

iyileştirdiğini göstermektedir (38). PZF’nin doku iskelesi olarak kullanıldığı sınırlı 

sayıda çalışma mevcuttur. Gassling ve ark. (39) doku mühendisliği uygulamaları için 
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PZF membranların kollajen membranlara göre insan periosteal hücrelerinin 

proliferasyonu için daha üstün bir biyomateryal olduğunu belirtmişlerdir. Aynı 

araştırıcılar bir başka çalışmalarında (40) PZF ve kollajen membranlar ile PZF jelin 

insan osteoblast hücrelerinin ekimi ve proliferasyonu için uygun birer doku iskelesi 

olduklarını belirtmiş ve hücre proliferasyonunun PZF membranlarda diğer iki 

biyomateryale oranla daha yüksek olduğunu vurgulamışlardır. 

Bilgilerimiz dahilinde, literatürde PZF ve kollajen membranlar üzerinde insan dişeti 

fibroblastlarının ekimiyle oluşturulan eksplantların histolojik olarak incelendiği ve 

karşılaştırıldığı bir çalışma bulunmamaktadır. Bu çalışmanın birinci amacı PZF 

membran ve kollajen membran üzerinde insan dişeti fibroblastı kültürü ile ex vivo 

oluşturulan iki greft materyalini histolojik olarak karşılaştırmaktır. İkinci amacı ise PZF 

membranın kollajen membran ile desteklenmesi durumunda büyüme hormonları içeren 

PZF’nin hücre proliferasyonuna etkisinin araştırılmasıdır. 
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2. GENEL BİLGİLER 

2.1. MUKOGİNGİVAL PROBLEMLER 

Mukogingival problemler, dişeti ve alveol mukozasının, bazı durumlarda da alveol 

kemiğinin morfoloji ve fonksiyonunda oluşan çeşitli kayıplardır (41). En sık karşılaşılan 

mukogingival problemler yapışık dişeti genişliğinin yetersiz olması veya mevcut 

olmaması ve dişeti çekilmeleridir. 

Mukogingival cerrahi, dişetinin morfoloji ve konum bozuklukları ile miktarındaki 

yetersizliklerin düzeltilmesini hedefleyen periodontal cerrahi işlemleri kapsar (42). 

Mukogingival cerrahi terimi ilk olarak 1957’de Friedman tarafından öne sürülmüş ve 

dişetini korumak, anormal kas veya frenilum bağlantılarını ortadan kaldırmak ve 

vestibül derinliği artırmak amacıyla yapılan işlemleri tanımlamak için kullanılmıştır 

(43). 

Amerikan Periodontoloji Akademisinin (AAP) 1996’da yapılan çalıştay sonrası 

yayınladığı bildiride  kron boyu uzatma, kök yüzeyi örtme, vestibül derinleştirme, papil 

rekonstrüksyonu, kret koruma ve ogmentasyonu gibi çeşitli mukogingival prosedürler 

için ‘Periodontal Plastik Cerrahi’ terimi kullanılmıştır (44). 

2.2. DİŞETİ ÇEKİLMELERİ 

2.2.1. Dişeti Çekilmelerinin Tanımlaması 

Dişeti çekilmesi, ‘dişeti kenarının mine-sement sınırının (MSS) apikaline doğru konum 

değiştirmesi sonucunda kök yüzeyinin açığa çıkması’ olarak tanımlanmaktadır (45, 46) 

1979 yılında Maynard ve Wilson (47) dişeti çekilmesinin apikalindeki dokunun 

niteliğinin değişebilme ihtimali olduğundan dolayı “dişeti çekilmesi” yerine “marjinal 
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doku veya kenar çekilmesi” teriminin kullanılabileceğini belirtmişlerdir. Amerikan 

Periodontoloji Akademisi’nin (48) 1996’da yayınladığı raporunda, dişeti çekilmesi, 

kenar dokunun mine-sement sınırının apikalinde yer alması olarak tanımlanmış ve 

çekilmenin apikalindeki dokunun dişeti veya alveol mukozası da olabileceği ve bu 

nedenle “yumuşak doku çekilmesi” veya “kenar doku çekilmesi” ifadelerinin de 

kullanılabileceği bildirilmiştir (48). 

2.2.2. Dişeti Çekilmelerinin Sınıflandırılması 

Klinik olarak dişeti çekilmeleri periodontitise bağlı dişeti çekilmeleri ve vestibüler 

dişeti çekilmeleri olarak iki gruba ayrılabilir.  

Periodontitise bağlı dişeti çekilmeleri ilgili dişlerin tüm yüzeylerindeki periodonsiyumu 

ilgilendirir. Periodontal hastalıkla birlikte destek alveol kemiği yüksekliği azaldığında, 

dişeti de onunla birlikte apikale doğru yer değiştirir ve bu durum geri dönüşümsüzdür. 

Vestibüler dişeti çekilmeleri ise ilgili dişlerin fasiyal yüzeylerini ilgilendirir ve etken 

periodontitis değildir. İnterdental kemiğin kaybı ile ilişkili olarak kısmen ya da 

tamamen periodontal plastik cerrahi ile tedavi edilebilir (49). 

1966 yılında Ariaudo ve ark. yaptıkları çalışmada (50), dişeti çekilmelerini ilgili 

bölgenin anatomisine bağlı gerçekleşebilecek tedavi sonuçlarına göre üç sınıfa 

ayırmıştır. Sınıflama tablo 2.1.’deki gibidir. 

Tablo 2.1. Ariaudo ve ark.’nın dişeti çekilmeleri sınıflaması (50). 

Sınıf Tanımlama 

1 İlgili bölgede patolojik cep oluşumu gözlenmeksizin bütünüyle 

örtümü öngörülebilen açık kök yüzeyi 

2 Çevre dişlerde kemik kaybı ve sığ patolojik cep varlığı, kısmi 

kök örtümü öngörülebilen açık kök yüzeyi 

3 Çekilme görülen ve komşu dişlerde derin patolojik cep varlığı , 

minimal kök örtümü ile birlikte mevcut durumun 

iyileştirilmesinin öngörüldüğü açık kök yüzeyi 

 

Sullivan ve Atkins’ın (51) 1968 yılında yaptıkları çalışmada dişeti çekilmeleri sadece 

“derin-geniş”, “sığ-geniş”, “sığ-dar” ve “derin-dar” şeklinde tanımlanmıştır.  
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Şekil 2.1. Sullivan ve Atkins’ın dişeti çekilmesi sınıflaması (51). 

 

Mlinek ve ark (52) 1973 yılında yaptıkları çalışmada, değerlendirmenin objektif olarak 

yapılabilmesi için mevcut sınıflamanın sayısal değerlerle desteklenmesi gerektiğini 

vurgulamış ve meziyo-distal ve apiko-kuronal yönde 3 mm’yi geçmeyen defektleri “sığ-

dar”, her iki yönde de 3 mm’yi geçen defektleri ise “derin-geniş” olarak 

tanımlamışlardır. 

1985 yılında Miller (53), çekilme olan bölgenin mezial ve distalindeki interproksimal 

kemik ve yumuşak doku seviyesinin, kök yüzeyi örtümü için önemli olduğunu 

vurgulayarak yeni bir sınıflama yapmıştır. Bu sınıflama ile tedavi sonuçlarının öngörüsü 

oluşturulmaya çalışılmıştır. Sınıflama aşağıdaki gibidir: 

Sınıf 1: Dişeti çekilmesi mukogingival sınırın koronalindedir. İnterproksimal bölgede 

kemik ve yumuşak doku kaybı yoktur. %100 kök yüzeyi örtümü beklenebilir. 

Sınıf 2: Dişeti çekilmesi mukogingival sınırda ya da apikalindedir. İnterproksimal 

bölgede kemik ve yumuşak doku kaybı yoktur. %100 kök yüzeyi örtümü beklenebilir. 

Sınıf 3: Dişeti çekilmesi mukogingival sınırda ya da apikalindedir. İnterproksimal 

bölgede kemik ve/veya yumuşak doku kaybı vardır. Kısmi kök yüzeyi örtümü 

beklenebilir. 
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Sınıf 4: Dişeti çekilmesi mukogingival sınırda ya da apikalindedir. İnterproksimal 

bölgede kemik ve/veya yumuşak doku kaybı vardır ve/veya dişte ileri derecede 

malpozisyon vardır. Kök örtümü beklenemez.  

 

 

              

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

                

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Şekil 2.2. Miller’in dişeti çekilmeleri sınıflandırması (53). 

 

Nordland ve Tarnow’un 1998 yılında yaptıkları sınıflandırmada (54) ise mevcut papil 

miktarının kök örtümünde önemli bir kriter olduğu belirtilmiş ve sınıflandırma 

aşağıdaki şekilde yapılmıştır: 

 

 

 

Sınıf 1 

  

 

 

Sınıf 2 

  

 

 

Sınıf 3 

  

 

 

Sınıf 4 
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Şekil 2.3. Nordland ve Tarnow’un dişeti çekilmesi sınıflandırması (54). 

 

Normal: Tüm dişeti embraşürünü dolduran dişeti papili varlığı. 

Sınıf I: Papil tepesi dişlerin kontak noktası ile interproksimal mine-sement sınırının en 

koronal noktası arasında. 

Sınıf II: Papil tepesi interproksimal mine-sement sınırında veya biraz apikalinde ancak 

fasiyal mine-sement sınırının koronalinde. 

Sınıf III: Papil tepesi fasiyal mine-sement sınırında veya daha apikalinde. 

Miller sınıflaması birtakım limitasyonlarının olmasıyla birlikte klinikte en sık kullanılan 

dişeti sınıflamasıdır. Zuchelli bu limitasyonların aşılmasını amaçlayıp Miller 

sınıflamasını modifiye etmiştir. Modifikasyonda Miller sınıf 2 çekilmeler apikalinde 

keratinize doku sınırı bulunduğunda sınıf 2a, bulunmadığında ve çekilme mukogingival 

sınıra ulaştığında ise sınıf 2b olarak tanımlanmıştır. 

2.2.3. Dişeti çekilmelerinin etiyolojisi 

Dişeti çekilmeleri günümüzde farklı birçok faktörle ya da birkaç faktörün eş zamanlı 

olarak görülmesi ile ilişkilendirilmektedir. Bu faktörler aşağıda belirtildiği üzere 

gelişimsel ya da sonradan edinilmiş olabilir (4, 5, 55);  

• Yapışık keratinize dokunun ince ve yetersiz olması  

• Yetersiz vestibül derinlik  

• Vestibüler alveoler kemiğin ince olması  

• Frenilum çekmeleri  
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• Hastanın travmatik kötü alışkanlıkları 

• Yanlış diş fırçalama  

• Periodontal hastalıklar ve tedavileri  

• Hekim hatalarına bağlı faktörler  

• Okluzal travma  

• İlerleyen yaş  

Literatürde uzun yıllar süresince yeterli miktarda keratinize dişetinin dişeti çekilmelerini 

önleyeceği ve bu miktarın minimal 2 mm olduğu ileri sürülmüştür (56-58). Öte yandan 

bazı araştırmacılar (59-63), düzenli hekim kontrolüne giden ve ağız hijyeni yeterli olan 

bireylerde, keratinize dişetinin mevcut olmadığı ya da minimum miktarda olduğu 

durumlarda dahi dişeti sağlığının idame edilebileceğini savunmuşlardır. AAP’nin 

mukogingival cerrahi üzerine 1996’da yayımlanan raporunda (48) ise, dişeti 

çekilmesinin devamlılık gösterdiği, keratinize dişetinin yetersiz veya minimal olduğu 

bölgelerde, yumuşak doku ogmentasyonunun uygunluğu ve gerekliliği vurgulanmıştır 

(64). Vestibül derinliğin sığ olması ve yapışık keratinize dişetinin minimal olması bu 

alanlarda besin birikimine neden olur, diş fırçasının yerleştirilmesinde zorluk yaratır ve 

böylece ağız hijyeni olumsuz yönde etkilenir. Yeterli vestibül derinlik ve minimal 

yapışık keratinize dişeti varlığında ağız hijyen uygulamaları kolaylıkla yapılabilir ve 

dişeti sağlığı korunabilir ancak, minimum yapışık keratinize doku varlığında yetersiz 

vestibül derinlik mevcut ise dişeti sağlığının devam ettirilebilmesi mümkün 

görünmemektedir (65, 66). 

Dişeti çekilmelerine sebep olan faktörlerden biri de gelişimsel (anatomik) veya 

kazanılmıs(fizyolojik veya patolojik) (67) olan vestibüler alveoler kemikteki 

yetersizlikler veya durumlardır (68). Bunlar; alveol kemiğindeki fenestrasyon ve 

dehisensler, dişin ark içerisindeki yeri, dişin sürme sırasında takip ettiği kret dışı yol ve 

dişin morfolojisidir (69). Vestibüle yakın izlenen sürme yolu ya da komşu dişlere oranla 

dişin daha vestibülde konumlanması (70), diş kökünün genişliği ve alveol kret genişliği 

ile olan ilişkisi (71) dehisens oluşumunda etkilidir. Geniş ve kısa köklü dişler, uzun ve 

ince köklü dişlere oranla dehisens oluşumuna ve dişeti çekilmesine daha eğilimlidirler. 

Ortodontik kuvvetlerle dişin lingual ya da labial yönde hareket ettirilmesi sonucunda da 

dehisens meydana gelebilir. Bu durum sonradan edinilmiş faktörler arasında yer 

almaktadır (72). 
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Dişeti kenarına yakın pozisyondaki frenilum ataşmanları genellikle sığ vestibüle sahip 

bireylerde rastlanmaktadır. Serbest dişetinin frenilum ataşmanı nedeniyle mobil hale 

geldiği koşullarda plak kontrolü yeterli düzeyde sağlanamayabilir ve bu bireylerde dişeti 

çekilmesi meydana gelebilir (57, 73). Bununla birlikte, yüksek frenilum ataşmanı ile 

dişeti çekilmesi arasında bir ilişkinin saptanamadığı çalışmalar da mevcuttur (74, 75). 

Dişeti çekilmesinde rol oynayan hastanın travmatik kötü alışkanlıkları kapsamında 

yanlış diş ipi kullanımı (76), dişetini tırnakla itme (77), dudakta ve dilde piercing 

bulunması (78-80) gibi durumlardan bahsedilebilir. Plak kontrolü çok iyi olan kimi 

hastalarda dişlerin vestibül yüzeylerinde dişeti çekilmesi ve  diş kolelerinde abrazyonla 

sonuçlanan travmatik diş fırçalama görülebilmektedir (81). Dişeti çekilmelerinde, 

kullanılan fırçanın kıl sertliğinin (82, 83), fırça kıllarının yuvarlatılmış ya da düz bitimli 

oluşunun (84) ve fırça ucu şeklinin (85) önemini vurgulayan çalışmalar mevcuttur. 

İltihabi olmayan lokalize dişeti çekilmelerinin oluşumu ve ilerlemesinde fırçalamanın 

etkisine ait mevcut verilerin değerlendirildiği bir sistematik derlemede, fırçalama 

sırasında uygulanan basıncın, fırçalama süresinin, fırçalama tekniğinin ve fırça 

kıllarının sertliğinin çekilmeye etkisi olduğu belirtilmiştir (86) . 

Periodontal hastalık sonucunda oluşan alveolar kemik rezorpsiyonu dişeti çekilmelerine 

sebep olan patolojik bir faktördür. Kronik periodontitisli hastalarda ara yüzlerde 

meydana gelen ataşman kayıplarının ardından vestibül ve lingual yüzeylerdeki 

remodelasyon sonrasında yumuşak dokunun apikalde konumlanması söz konusu olabilir 

(87). Dişeti çekilmesi, periodontal yıkımla beraber oluşabileceği gibi, periodontal tedavi 

sonrasında dişetindeki ödemin ve cep derinliğinin azalması sonucu ya da rezektif 

cerrahi tedaviye bağlı olarak da görülebilir (8, 88, 89).  

Biyolojik genişlik ihlal edilerek yapılan sabit protezler, kole restorasyonları, hatalı 

parsiyel protez planlaması ve okluzal uyumsuzluk gibi iyatrojenik uygulamaların da 

dişeti çekilmesine neden olduğunu bildiren çalışmalar mevcuttur (6, 76, 90-93). 

Yaşlanma ile tüm vücuttaki katabolik aktivite anabolik aktiviteye oranla fazlalaşır ve 

dokular atrofiye uğrar. Aynı durum dişetleri için de geçerli olduğundan dişeti 

çekilmeleri meydana gelebilir. Albandar ve Kingman’ın (94) dişeti çekilmesi 

prevalansını değerlendirdikleri bir çalışmada, 30 yaş üstü bireylerin %58’inde 1mm 

veya daha ileri dişeti çekilmesi olduğu ve bu miktarın yaş ile birlikte arttığı ifade 

edilmiştir. Benzer şekilde, farklı bir çalışmada (95) yaş ile dişeti çekilmesinin arttığı ve 
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aynı yaştaki bayanlarda erkeklere oranla daha az dişeti çekilmesine rastlandığı 

bildirilmiştir. Bu bulgular, Murray’ın (96) 4000 bireyi incelediği ve dişeti çekilmesin 

yaş ile arttığını bildirdiği çalışmanın bulgularıyla benzerlik göstermektedir.  

2.2.4. Dişeti çekilmelerinin meydana getirdiği sorunlar ve tedavileri 

Serbest dişeti kenarının MSS’nın apikalinde konumlanması ve kök yüzeyinin açığa 

çıkmasıyla; 

• Dentin hassasiyeti (4, 6-8),  

• Mikrobiyal dental plak(MDP) birikimi ve enflamasyon oluşumu (6, 8), 

• Kök çürüğü oluşumu (6, 9, 10),  

• Estetik sorunlar (4, 8, 11),  

• Hastanın dişini kaybetme korkusu (4, 6) gibi psikolojik problemler ortaya 

çıkmaktadır. 

Dişeti çekilmesine bağlı olarak açığa çıkan kök yüzeylerinin sement ile örtülü olmadığı 

durumlarda dentin açığa çıkmaktadır. Dentin hassasiyeti, dişeti çekilmesi olan vital 

dişlerde kimyasal, termal veya ozmotik uyarana karşı meydana gelen kısa süreli oluşan 

ağrı olarak tanımlanan, klinik bir durumdur (97-100). Dentin hassasiyetinin giderilmesi 

için bazı kimyasal ajanlar kullanılabilmektedir. Bunlar aşağıdaki gibi sıralanabilir (101):  

• Flor içeren vernikler 

• Oksalat içeren hassasiyet gidericiler 

• Gluteraldehit içeren hassasiyet gidericiler 

• Stronsiyum içeren hassasiyet gidericiler 

• HEMA içeren hassasiyet gidericiler 

• Kalsiyum fosfat 

• Nano dolduruculu hassasiyet giderici 

Bunlar dışında lazer kullanımı (102) ve cerrahi prosedürlerle kök örtümü sağlanması 

(20), dentin hassasiyetinin giderilmesi için uygulanan diğer yöntemlerdir.  

Dentin hassasiyeti olan bireylerde ağız hijyeni uygulamaları güçleşir ve MDP birikimi 

artar. MDP birikimi ile oluşan ve süregelen dişeti enflamasyonu dişetinin daha fazla 
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çekilmesine neden olabileceği gibi, ortamdan MDP’nin uzaklaştırılamaması sonucunda 

kök çürüğü riski de artabilir (6, 9, 10). 

Dişeti çekilmeleri ile birlikte görülen enflamasyonun giderilmesi için, nedeni ortadan 

kaldırmaya yönelik tedavi uygulanır. Etken plak ve diştaşı ise; faz1 tedavi, dentin 

hassasiyeti ise; hassasiyet tedavisi, vestibül sığlık ise; vestibül derinleştirme operasyonu 

uygulanır (103). Dişeti çekilmesi ve yüzeyel kök çürüğünün bir arada bulunduğu 

dişlerde çürüğün temizlenmesi sonrasında uygun cerrahi yöntemle kök örtümü 

gerçekleştirilir (10, 104). Derin kök çürüklerinde ise; reçine bazlı cam iyonomer 

rezinler, flor salınımı, diş dokusu ile kimyasal bağlanma ve bağ dokusunun bu materyal 

üzerine ataşman sağlaması gibi özelliklerinden dolayı tercih edilmelidir (105). 

Dişeti çekilmesinin gülme hattı sınırları içinde olması estetik bir sorundur (6, 106). 

Aynı zamanda yumuşak doku kaybını takiben dişlerin kron boylarının uzaması, 

hastalarda dişlerini kaybetme kaygısı oluşturmaktadır (4, 6). 

Dişeti çekilmelerinin tedavileri, sadece yukarıda bahsedilen problemleri ortadan 

kaldırmaz aynı zamanda periodontal sağlığın idamesini de sağlar. Bu amaçlar 

doğrultusunda uygulanan cerrahi yöntemler Tablo 2.2.’ de özetlenmiştir. 
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Tablo 2.2. Kök örtümü için uygulanan yöntemler. 

 

Tablo 2.2.’de yer alan yöntemler arasında saplı fleplerle kombine olarak uygulanan bağ 

dokusu grefti kök örtümü tedavisinde altın standart olarak kabul görmektedir (12). 1980 

yılında kret ogmentasyonu yöntemi için tanımlanan bu teknik (119), 1982 yılından 

itibaren kök örtümü tedavilerinde kullanılmaya başlanmıştır (13). Son derece yüksek 

öngörülebilirliği olan bu yöntem estetik açıdan serbest dişeti greftine göre daha iyi 

sonuçlar sağlamaktadır (13, 14). Bu yöntem ile greft, hem üzerine yerleştirildiği 

periosteum hem de üzerinin örtüldüğü flepten beslendiğinden dolayı başarılı bir kök 

KÖK ÖRTÜMÜ İÇİN UYGULANAN YÖNTEMLER 
 
1.SAPLI GREFTLER 
 
a. Laterale konumlandırılmış flep (LKF) (107, 108)  

b. Kronale konumlandırılmış flep( KKF) (109) 

c. Çift papil flep(110) 

2. SERBEST GREFTLER 

a. Serbest dişeti grefti (SDG) (51) 

b. Bağ dokusu grefti (BDG)(14)  

c. Aselüler dermal matriks allogrefti(ADMA)(111) 

3. SAPLI VE SERBEST GREFTLERİN KOMBİNE UYGULAMALARI, 

a. KKF-SDG (42) 

b. LKF-BDG(112)  

c. KKF-BDG (42) 

d.Çift papil flep-BDG,(112) 

f. Semilunar KKF (20, 113) 

4. YÖNLENDİRİLMİŞ DOKU REJENERASYONU(YDR) 

a. Rezorbe olmayan membran ile (114) 

b. Rezorbe olan membran ile (115) 

5. İLAVE TEDAVİLER 

a. Kök yüzeyi demineralizasyonu (112) 

b. Fibrin-fibronektin sistemleri (116) 

c. Mine matriks proteinleri(EMD) (117) 

d. Büyüme faktörleri (118) 

6. DOKU MÜHENDİSLİĞİ UYGULAMALARI  
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yüzeyi örtümü sağlanabilmektedir. Literatürde farklı saplı flep teknikleriyle kombine 

olarak kullanılan bağ dokusu greftlerinin avantajlarını ileri süren çok sayıda çalışma 

bulunmaktadır (13-22). Bu tekniğin birtakım dezavantajları da bulunmaktadır. Bunlar 

aşağıdaki gibi özetlenebilir: 

• İkinci bir yara bölgesi oluşturur. 

• Teknik beceri gerektirir. 

• Tekniğin başarı ile uygulanabilmesi için operasyon süresi uzayabilir. 

• Palatinal doku yetersiz kalınlıkta ise yetersiz miktarda greft elde edilebilir. 

• Süturları komplikedir. 

• Greftleme sonrasında operasyon sahasında biyotipte kalınlaşma meydana 

gelebilir ve gingivoplasti gerekebilir. 

• Donör sahada ağrı ve morbidite görülebilir. 

Pini Prato ve ark.(120) 1993’te bağ dokusu greftinin bahsedilen dezavantajları 

sebebiyle, dişeti çekilmesi tedavisinde ‘yönlendirilmiş doku rejenerasyonu’(YDR) 

yöntemini kullanmışlardır. Yöntem, membranın ağız içerisinde açıkta kalması 

iyileşmeyi olumsuz yönde etkileyeceğinden dolayı koronale konumlandırılmış flep ile 

birlikte uygulanmaktadır.  

2003 yılında yapılan bir meta analiz çalışmasında YDR prensipleri uygulanan 40 

çalışma incelenmiş ve YDR tedavisi sonucu sınırlı kök örtümünün %75, tam kök 

örtümünün ise %42 oranında olduğu rapor edilmiştir. Rezorbe olan ve olmayan 

membranlar arasında kök örtümü açısından bir fark bulunamamıştır (121).  

 Kök örtümü tedavisinde ADMA kullanımı ilk olarak Dodge ve ark. (122) tarafından 

gerçekleştirilmiştir. Donör doku için ikinci bir cerrahi bölgeye ihtiyaç duyulmaması ve 

sınırsız greft kaynağı teşkil etmesi sebebiyle son yıllarda çoklu dişeti çekilmelerinin 

tedavisinde kullanılmaya başlanmıştır (123-127). 2005 yılında yapılan bir meta-analiz 

çalışmasının sonuçları ADMA ile BDG’leri arasında kök örtümü, kazanılan keratinize 

doku miktarı, klinik ataşman seviyesi ve sondalama derinliği açısından fark olmadığını 

ileri sürmüştür (128). ADMA’nın kısa dönem kök örtümü başarısı BDG ile benzer olsa 

da, uzun dönemde boyutsal stabilitesini koruyamadığı gösterilmiştir (129). Bir başka 

çalışmada keratinize dişeti kazancı açısından BDG ve ADMA karşılaştırıldığında, BDG 
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ile daha başarılı sonuçlar elde edildiği belirtilmiştir (130) . ADMA’nın kadavralardan 

elde edilmiş olması ve olası bulaş riski bu yöntemin dezavantajıdır. 

Yukarıda sözü geçen tüm tedavi yaklaşımları değişik derecelerde başarılı olmalarına 

rağmen her birinin uygulamada sınırlamaları bulunmaktadır (131-133). Bütün bu 

sınırlamalar kaybedilen dokunun ideal olarak nasıl yerine konulacağı sorusunu gündeme 

getirmiştir. 

Mevcut yöntemlerin sınırlamalarını ortadan kaldıran ve kök örtümünde altın standart 

olarak kabul edilen tedavi yönteminin başarısını yakalayan farklı bir metodun arayışları 

devam etmektedir. Bu amaçla son yıllarda ağız içi dokuların rekonstrüksyonunda 

kullanılabilecek doku mühendisliği ürünleri araştırmacıların ilgisini çekmektedir. 

2.3. DOKU MÜHENDİSLİĞİ 

1830’lu yıllarda Mathias Jacop Schliede ve Theodor Schwann tarafından ortaya konulan 

teori ile hücre; canlı sistemlerin örgütlenmesindeki biyolojik aktivite gösteren en küçük 

yapısal birim olarak tanımlanmış ve sonrasında doku ile ilgili çalışmalar başlamıştır 

(134).  

“Doku mühendisliği’’ genel anlamıyla doku ve organların fonksiyonunu restore etmek, 

geliştirmek ve sağlığına yeniden kavuşturmak amacıyla biyoloji, tıp, diş hekimliği ve 

mühendislik dallarının birlikte çalıştığı multidisipliner bir bilim alanı olarak 

tanımlanmaktadır (23). Rejeneratif tıpta; yaşlanma, hastalık ve konjenital defektler gibi 

nedenler ile işlevlerini yitiren organ ve dokulara yeniden işlev kazandırılması veya 

bunların yeniden inşa edilmesi gibi yöntemler oldukça ilgi çekmektedir (135). 

2.3.1. Doku mühendisliği stratejileri 

Yeni bir dokunun oluşması için 3 stratejiden bahsedilmektedir (24): 

1- İzole edilen hücrelerin infüzyonu, 

2- Doku uyarıcı maddelerin (büyüme faktörleri) üretimi ve taşınması, 

3- Hücrelerin matrikslerin üzerinde veya içerisinde konumlanmaları (implante edilmesi 

veya ekstrakorporeal aygıtların kullanılması ile). 
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2.3.1.1. İzole edilmiş hücrelerle tedavi 

İşlev bozukluğu ve doku hasarı görülen alanda bu işlevden sorumlu hücrelerin canlıdan 

izolasyonu, in vitro besi ortamında üretilerek çoğaltılması(hücre kültürü) ve canlıya 

verilmesi bu doku mühendisliği yaklaşımını oluşturmaktadır. Ancak, hücrelerin immün 

reaksiyona neden olması ve infüzyon sonrasında hücrelerin işlevinin istenilen ölçüde 

devam ettirilememesi gibi problemler meydana gelebilir (136). 

2.3.1.2. Doku gelişimini hızlandıran maddelerle tedavi: Bu doku mühendisliği 

yaklaşımında hedef doku gelişimini hızlandıran büyüme faktörü gibi maddelerin 

saflaştırılması, üretilebilmesi ve aktif salım sistemleriyle dokuya iletilmesi hedeflenir 

(136). 

Doku mühendisliğinde büyüme faktörü uygulamaları; gerekli büyüme faktörünü doğal 

olarak sentezleyen veya genetik olarak modifiye edilmiş hücrelerin doğrudan doku 

iskelesine entegre edilmesi veya doku iskelesine dışarıdan uygulanması aracılığıyla 

gerçekleştirilebilir. Büyüme faktörleri, polimer yapılı doku iskelelerine 

uygulandıklarında kontrollü salımları ve biyolojik etkinliklerinin uzaması sağlanabilir 

(137, 138).  

2.3.1.3. Bir destek materyal üzerine ya da içerisine yerleştirilmiş hücrelerle tedavi: 

Bu yaklaşımda hücrelere destek olabilecek doğal ya da sentetik polimer yapıda 

biyomateryaller kullanılmaktadır. Doğal polimerler çevre dokularla yüksek dereceli 

uyumluluk (biyouyumluluk=biyokompatibilite) sergilerler. Sentetik polimerler ise kolay 

elde edilebilme, uygulanabilme ve özelliklerinin iyileştirilebilmesi gibi avantajlarından 

dolayı tercih edilebilir. 

Sonuç olarak, hazırlanan tüm doku mühendisliği düzenekleri hücre üremesini 

gerçekleştirmeli, mekanik direnç sahip olmalı ve kullanım amacına bağlı olarak, kalıcı 

ya da geçici destek görevini üstlenmelidir (136). 
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2.3.2. Doku mühendisliği çalışmalarında karşılaşılan güçlükler 

Doku mühendisliği faydalı, ancak içeriği son derece kompleks olan bir uygulamadır. 

Uygulamadaki zorluklar aşağıdaki tablo2.3’de özetlenmiştir (28).  

Tablo 2.3. Doku mühendisliğinde karşılaşılan güçlükler (28). 

 
Doku mühendisliğinde karşılaşılan güçlükler 

Biyolojik zorluklar Mühendislikteki 

zorluklar 

Klinik zorluklar 

Hücre kaynağı seçimi Biyomateryal seçimi Yeni dokunun uygun şekil 
ve hacimde oluşturulması 

Hücrelerin çoğaltılması Biyomoleküllerin verimli 

kullanımı 

Yeni dokunun canlı 

dokuya adaptasyonu 

Hücrelerin farklılaşma 

durumunun korunması 

Fonksiyonel dokunun 

üretimi 

Yeterli vaskülarizasyon 

 

 

2.3.2.1. Biyolojik zorluklar 

Doku mühendisliği uygulamalarında hücre kaynağının seçimi önem taşımaktadır. 

Otolog hücreler(canlının kendinden izole edilen hücreler), allojenik hücreler(aynı türe 

ait başka bireylerden izole edilen hücreler) ya da ksenojenik hücreler(farklı türlerden 

izole edilen hücreler) kullanılabilir. Otojen olmayan kaynaklardan elde edilen hücrelere 

karşı immün reaksiyonlar oluşabilmektedir. Bu nedenle otolog hücrelerin kullanımı 

daha uygun görünmektedir (139). Bununla birlikte, otolog hücrelerin izole edilmesinde 

enfeksiyon, fistül oluşumu ve deride skar oluşumu gibi kısıtlamalar mevcuttur (28).  

Doku mühendisliğinde kullanılacak ideal hücrelerin kolay izole edilebilmesi, istenilen 

ölçüde çoğaltılabilmesi, immünojenik olmaması ve oluşturulması hedeflenen dokuya 

benzer protein ekspresyonuna sahip olması gerekmektedir (140). 

Hücrelerin sayılarının ve farklılaşma durumlarının kontrol altında tutulabilmesi 

önemlidir. Yetersiz sayıda hücre üretiminin (141) ve fenotipin bozularak başka 

hücrelere farklılaşmanın rapor edildiği çalışmalar mevcuttur (142). 
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2.3.2.2. Mühendislikteki Zorluklar 

Fonksiyonel bir dokunun üretilebilmesi için biyomateryal seçimi önemlidir (28). 

Biyomateryaller, insan vücudundaki canlı dokuların işlevlerini yerine getirmek ya da 

desteklemek amacıyla kullanılan doğal/sentetik malzemeler olup, sürekli olarak veya 

belli aralıklarla vücut akışkanlarıyla(örneğin kan ile) temas ederler. Biyomateryaller 

yalnızca implant olarak değil, ekstrakorporeal cihazlarda(vücut dışına yerleştirilen ama 

vücutla etkileşim halindeki cihazlar), çeşitli eczacılık ürünlerinde ve teşhis kitlerinde de 

yaygın olarak kullanılmaktadırlar (28). 

Doku mühendisliğinde kullanılan yapı iskelelerinin hücrelerin ekimine, tutunmasına ve 

proliferasyonuna izin verecek 3 boyutlu yapıda olmasına, hücrelerin ekstrasellüler 

matriks oluşturmasına izin vermesine, yeni doku yeterli mekanik destek oluşturmasına 

ve istenen durumlarda biyoaktif moleküllerin salımına olanak sağlamasına ihtiyaç 

duyulur. Ayrıca biyomateryallerde aranan diğer özellikler; biyouyumluluk, porlara sahip 

olma, su tutma, besin ve atık maddelerin taşınması ve çözünebilirliktir (140, 143-145).  

Biyomateryallerde uygun porlara sahip olma, besinlerin ve atıkların taşınması ve hücre 

canlılığının sürdürülebilmesi için önemlidir. Biyomateryallerdeki por yapısı hücrelerin 

adezyonu ve proliferasyonu için gereklidir. Porların fazla olması mekanik desteği 

azaltabilirken, eksik olması da yukarıda sözü edilen fonksiyonların yetersizliğine neden 

olabilir (146, 147). 

Çözünebilirlik, yapı iskelesinin yeni oluşan dokuya yerini bırakabilmesini sağlar. Yeni 

doku oluşumu ile çözünürlüğün eş zamanlı olması gereklidir. Çok hızlı gerçekleşen 

çözünme yeni oluşan dokuda hacim ve şekilde istenilen boyutun elde edilememesine 

yol açarken (148), yavaş çözünme yeni dokunun gelişimi için yer kalmamasına neden 

olur (149). 

Birçok biyomateryal kültür ortamında hücrelerin gelişimini yönetme kapasitesine 

sahiptir. Bu nedenle bir yapı iskelesi için seçilecek ideal maddenin rejenerasyonu 

istenen dokunun çevresindeki hücre reseptörleri, büyüme ve farklılaşma faktörleri ve 

integrinler gibi biyoaktif moleküller ile etkileşim içine girebilmesi gerekmektedir (150) 

Biyoaktif moleküllerden en yaygın kullanılanlar büyüme faktörleridir. Büyüme 

faktörleri hücre migrasyonunu, proliferasyonunu ve matriks sentezini aktive ederek 

doku üretimini artırırlar (28). 
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“Biyouyumluluk'' terimi, materyallerin biyolojik performanslarını belirtir ve 

biyouyumlu malzemeler, biyomateryal olarak adlandırılır. Biyouyumluluk; uygulama 

sırasında materyalin vücut sistemine uygun cevap verebilme yeteneği olarak 

tanımlanmıştır (151). Biyouyumluluk yapı iskelesi için önemli bir özelliktir. 

Biyomateryalin veya onun çözünen ürünlerinin akut veya kronik inflamatuar bir immün 

yanıta yol açmaması gerekmektedir (152).  

En sık kullanılan biyomateryaller; polilaktik-glikolik asit kopolimerleri (153-155), 

kollajenler (155, 156), poli-fosfazenler (157), poliüretanlar (158), polikaprolakton 

(159), polietilenglikol (160), poli (propilen fumarat) (161), nişasta bazlı materyaller 

(162), aljinat (163), ipek (164), biyoaktif cam ve cam seramikler (165), kalsiyum fosfat 

seramikler (166), kalsiyum fosfat-kollajen karışımları (156) ve sentetik polimer/apatit 

kompozitler (167) olarak sayılabilir. 

2.3.2.3. Klinik zorluklar 

Doku mühendisliği ürünü olarak oluşturulan yeni dokuya, arzu edilen şekil ve hacmin 

kazandırılması, çevre dokuya adaptasyonu ve yeterli oranda vaskülarizasyonu klinikte 

sıklıkla karşılaşılan problemlerdir (146). 

2.3.3. Diş Hekimliğinde Doku Mühendisliği Stratejileri 

Kaybedilen ya da hasar gören dokuların tedavisinde, doku mühendisliği uygulamalarını 

gerçekleştirmek için diş hekimliğinde benimsenen stratejiler, doku kondüksiyonu, doku 

indüksiyonu ve hücre nakli olmak üzere 3 ana grup altında sınıflandırılmaktadır (168). 

Gen tedavisi genellikle doku mühendisliği yaklaşımlarına örnek olarak kabul edilmese 

de, farklılaşabilen hücrelerle yapılan gen transferi doku mühendisliğinde dördüncü bir 

strateji olarak sayılabilir (169).  

2.3.3.1. Gen tedavisi 

Bu yöntem ilk olarak şiddetli immün yetmezliğe sahip kalıtımsal adenozin deaminaz 

(ADA) enziminin azaldığı iki hastanın tedavisi için kullanılmıştır. Bu hastalar için 

uygulanan metod ‘ex vivo gen tedavisi’ olarak adlandırılmıştır. ADA genleri laboratuar 

ortamında lenfositlere aktarılmış ve modifiye edilen bu hücreler yeniden hastalara 

nakledilmiştir (169, 170)  

Alveol kemik oluşumu için gen tedavisi kullanılarak Kemik Morfojenik Protein (BMP) 

gibi büyüme faktörlerinin iletimi sağlanabilir. BMP’ler kıkırdak ve kemik oluşumunda 
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düzenleyici olarak önemli rol oynamaktadırlar. Son dönemde yapılan çalışmalarda, diş 

gelişimi ve periodontal dokunun onarımında BMP’lerin görev aldığı gösterilmiştir. 

Dum ve ark.’nın yaptıkları çalışmada, 1. molar dişin çekim soketine yerleştirilen 

implantın çevresine adenovirus vektörünün içinde BMP-7 uygulanmış ve alveol 

kemiğinde ve implant çevresinde istenilen tamirin gerçekleştiği gözlemlenmiştir (171). 

Gen transferi yöntemindeki başlıca sorun, taşıyıcı hücrelere gerekli genleri sağlamak 

için sıklıkla modifiye edilmiş virüslerin kullanılmasıdır ancak her virüsün bazı yan 

etkilerinin var olmasıdır (172, 173)  

Gen terapisinin, kraniofasiyal bölgede baş boyun kanserlerinin tedavisinde kullanılması 

ileri zamanlarda klinisyenlerin bu tedavi metodunu kanser tedavilerinin standart bir 

parçası olarak kullanacaklarını düşündürmektedir (131, 174). 

2.3.3.2. Doku İndüksiyonu 

Doku indüksiyonunda, oluşması hedeflenen dokunun çevresindeki hücreler, gelişim 

faktörü adı verilen ve yeni kemik ve damar oluşumunu sağlayabilen moleküllerin 

yardımı ile, spesifik sinyallerle aktive edilirler. Doku indüksiyonunun temelini, yeni 

kemik (osteogenezis) ve kan damarı gelişimini (anjiogenezis) (175) sağlayan büyüme 

faktörlerinin bulunması ile oluşturmaktadır. Küçük partiküller haline getirilen kemiğin 

yeni kemik oluşturduğu gösterildikten sonra (176), kemik partiküllerindeki aktif 

maddeler ayrıştırılmış ve bu maddeleri kodlayan genlerin kopyalanması sonucunda 

Kemik Morfojenik Proteinleri (BMPs) üretilmiştir (177). BMPler, kemik, kıkırdak ve 

periodontal dokuların rejenerasyonunda etkilidir. Anjiogenezisi sağlayan spesifik 

moleküllerin bulunmasının sonrasında yeni damar indüksiyonu sağlanmıştır (178). 

 Doku indüksiyonu stratejisindeki bir diğer yaklaşım da, oluşumu istenen doku için 

destek görevi görecek yapı iskelesi içerisinde spesifik hücreler arası sıvı moleküllerinin 

konumlandırılmasıdır. Bu moleküller o alanda bulunan hücrelerin fonksiyonunun 

sağlanmasında ve hedeflenen doku tipinin yapılandırılmasında rol almaktadırlar (179, 

180). Domuz kaynaklı diş minesi proteinlerinin periodontal yıkımın görüldüğü 

alanlarda yeni kemik oluşumu için kullanılması bu yaklaşıma bir örnektir (181).  

Doku indüksiyonunun başarısı hasarlı dokuya yerleştirilen uygun faktörün, uygun dozda 

ve yeterli süre kalabilmesi ile sağlanabilir. Ancak bu proteinlerin etkinliği vücuttaki 
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yarılanma ömürlerinden dolayı kısıtlıdır. Bu nedenle, bu proteinlerin kontrollü salımları 

üzerine çalışılmaktadır (182).  

2.3.3.3. Doku kondüksiyonu  

Doku kondüksiyonu, doku mühendisliği teknikleri arasında inaktif bir strateji olarak 

değerlendirilmektedir. Bu teknikte, yaşayan hücreler ya da biyolojik sinyaller 

kullanılmaz. Periodontal destek yapıların yeniden elde edilmesi amacıyla uygulanan 

yönlendirilmiş doku rejenerasyonu bu teknik için bir örnektir. Yönlendirilmiş doku 

rejenerasyonu epitel ve bağ dokusunun defekt bölgesine göçünü engellemek için bariyer 

membranın kullanıldığı bir metoddur (168, 179, 183).  

2.3.3.4. Hücre Nakli 

Hücre nakli tekniğinde, laboratuarda çoğaltılan hücreler ve rezorbe olabilen doku 

iskelelerinden faydalanılmaktadır. Biyopsi örneklerinden izole edilen hücrelerin rezorbe 

olabilen porlu polimer yapı iskeleleri üzerine yerleştirilmelerinden sonra, iskele yapısına 

tutunarak prolifere olmaları beklenir. Laboratuvarda gerçekleştirilen bu yöntemde, yapı 

iskelesi ve prolifere olan hücreler zamanla başka bir hastaya veya vericiye nakledilmeye 

hazır bir dokuya (eksplant) dönüşürler. Bu dokular gelecekte kullanılmak üzere 

saklanabilir (184). 

 Hücre nakli, oluşumu istenen doku için gerekli olan biyoaktif moleküller 

bilinmediğinde veya dokunun yenisiyle değiştirilmesinin acil olduğu koşullarda tercih 

edilmektedir (184). 

Hücre nakli yönteminin de kısıtlamaları mevcuttur. Bazı dokulardaki hücrelerin 

çoğaltılması henüz mümkün olmadığından(örneğin; tükürük bezindeki asiner hücreler, 

pankreastaki adacık hücreleri) (169, 179), bu dokular hücre nakli ile rehabilite 

edilememektedirler.  

Hücre nakline sıklıkla deri rekonstrüksiyonunda, yanıkta ve diyabetik ülser hastalarının 

tedavisinde ihtiyaç duyulmaktadır (179). Oral mukozanın yenilenmesi için de benzer 

yaklaşımlar geliştirilmiştir (185) . 
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2.3.4. Maksillo Fasiyal Bölgede Doku Mühendisliği Uygulama Alanları 

Doku mühendisliği uygulamalarından oral ve maksillofasiyal bölgedeki kayıp dokuların 

rejenerasyonunda faydalanılmaktadır. İleri periodontal hastalıklar, alveol kemiğini de 

içeren yıkımlara sebep olabilmektedir. Mizuno ve ark.’nın (186) yaptığı bir çalışmada, 

erişkin melez köpeklerin mandibulalarından izole edilen periosteal hücrelerin kültürü 

gerçekleştirilmiştir. Proliferasyon sonrası elde edilen otolog periost grefti hasarlı 

bölgeye sutüre edilerek mandibular premolar bölgede iyileşme beklenmiştir. Üç ay 

sonunda iyileşme alanı radyolojik ve histolojik olarak değerlendirilmiş ve bu tedavi 

yönteminin etkin ve güvenilir olduğu sonucuna varılmıştır. 

Diş çekimi sonrasında çekim soketinde alveoler kemik kaybı gözlenmektedir. Alveoler 

kemikteki boyutsal dejenerasyon implant tedavisini güçleştirebilmektedir. İmplant 

yerleştirme öncesinde ya da sırasında alveoler kemikteki kaybın giderilmesi için 

uygulanan bazı metodlar morbiditeye neden olabilmektedir (168). Bu nedenle kemik-

implant ilişkisini optimum düzeye taşımak için farklı doku mühendisliği metodları 

araştırılmaktadır (187). Chen ve ark. (188) doku mühendisliği ile kompozit yapı iskelesi 

üzerinde oluşturdukları kemik greftini kullanarak tek aşamada yerleştirilen implant 

çevresinde yeni kemik oluşumunu histolojik olarak gözlemlemişlerdir. Hibi ve ark 

distraksiyon osteogenezi ile birlikte otojen mezenkimal kök hücre kültürü, trombin ile 

aktive edilmiş trombositten zengin plazma (PRP) ve kalsiyum klorid kullanımının 

mandibulada üç boyutlu kemik elde edilmesinde ve iyileşme süresinin kısaltılmasında 

faydalı olduğunu bildirmişlerdir (189). İto ve ark melez köpeklerin iliak kemiklerinden 

izole ettikleri mezenşimal kök hücreler ile birlikte fibrin yapıştırıcısı ve PRP’den elde 

ettikleri greft materyalinin implant çevresinde kemik rejenerasyonuna katkıda 

bulunduğu rapor etmişlerdir (190). Sauerbier ve ark. (191)  insan kemik mezenşimal 

kök hücrelerinin, sığır kaynaklı kemik partikülleri ile birlikte kullanıldığında implant 

etrafında yeterli kemiği oluşturduğunu bildirmişlerdir. Yamada ve ark’nın kemik-

implant ara yüzeyini inceledikleri çalışmalarında, kemik mezenşimal kök hücreleri ile 

birlikte kullanılan trombositten zengin plazmanın daha fazla kemik-implant yüzey 

temas alanı elde edilmesinde etkili olduğu bildirilmiştir (192, 193). Xu ve ark.’ları (194) 

plasental kök hücrelerinin in vitro ortamda altın standart kabul edilen kemik iliği 

kökenli mezenşimal kök hücrelerinden yaklaşık 3 kat daha fazla kemik dokusu 

üretebildiğini bildirmişlerdir. Kalsiyum fosfat siman ile birlikte kitosanın bu hücreler 
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için iyi bir taşıyıcı yapı iskelesi olduğunu ve doku mühendisliği çalışmalarında 

kullanılabileceklerini belirtmişlerdir. Marei ve ark’nın (195) tavşanlarda çekim 

soketlerindeki iyileşmeyi histolojik ve radyografik olarak inceledikleri çalışmalarında, 

soketlere uyguladıkları poli-L-laktik asit:poliglikolik asit kompozit (PLG) esaslı yapı 

iskelesi üzerine kemik iliği mezenşimal kök hücrelerinin geleneksel yöntemlere göre 

daha yoğun kemik rejenerasyonuna sebep olduğu rapor edilmiştir. Schmelzeisen ve ark. 

dişsiz atrofik posterior maksillada, uygun bir matriks üzerine periost kaynaklı osteoblast 

hücreleri yerleştirerek elde ettikleri eksplantı sinüs yükseltme operasyonunda 

kullanmışlardır. Aynı bölgelere 4 ay sonunda implant yerleştirilirken elde edilen kemik 

biyopsileri histolojik incelemesi kemik rejenerasyonunu ortaya koymuştur (196). Diğer 

yandan, Zizelman ve ark. otojen kemik greftiyle yaptıkları sinüs yükseltme işleminde 

osteoblast ekili yapı iskelesi kullanarak yaptıkları sinüs yükseltme işlemine göre 

operasyon sonrası kemik rezorpsiyonunun daha az olduğunu bildirmişlerdir (197). 

Temporomandibular eklemde meydana gelen kıkırdak yıkımı ağrıya ve hasta 

konforunun azalmasına neden olmaktadır. Bu konudaki son doku mühendisliği çalış-

maları kıkırdak ve fibrokartilajın klinik olarak yeterli düzeylerde üretilebildiğini 

göstermiştir. Dejenere olmuş kıkırdağın tedavisi, kök hücre ve büyüme faktörlerinin 

uygun yapı iskeleleri ile birlikte uygulanması ile gerçekleştirilebilmektedir (198). 

Tükürük bezlerindeki fonksiyon eksikliği hastaların yaşam kalitesini olumsuz yönde 

etkileyen bir durumdur. Tükürük bezi dokusunun fonksiyon kaybı, baş boyun 

bölgesinin radyasyon tedavisi veya Sjogren sendromunun bir sonucu olarak ortaya 

çıkabilir (199). Ağız kuruluğuna karşı kullanılan mevcut tedaviler arasında yapay 

tükürük ve salgı artırıcı ilaçlar mevcuttur ancak bu yöntemlerle hasarlı doku tamir 

edilememektedir. Bu nedenle yeni tedavi yöntemleri araştırılmaktadır (200).  

Pena ve arkadaşları farelerde fibrin yapıştırıcılı yapı iskelesi üzerine fibroblast ve 

keratinositlerle oluşturdukları otojen oral mukoza benzeri dokunun rejeneratif kapasiteli 

ve klinik olarak uygulanabilir olduğunu göstermişlerdir (201). Bayar’ın yaptığı bir 

çalışmada (202) vücut dışında insan ağız mukozası eşdeğeri üretmek amaçlanmış, 

biyopsi örneğinden elde edilen insan ağız mukozası keratinositleri kültür ortamında 

çoğaltılarak kadavradan elde edilmiş deri matriksi üzerine ekilmiştir. Histolojik olarak 

11. günde, vücut dışında üretilmiş ağız mukozası eşdeğerinde, bazal, suprabazal ve 

parakeratinize tabakalardan oluşan çok katlı bir epitel gelişimi gözlenmiştir.  
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Sıklıkla karşılaşılan periodontal problemlerden biri de dişeti çekilmeleridir. Son yıllarda 

kaybedilen dişeti dokusunu yeniden kazanmaya yönelik farklı yapı iskeleleri ve hücre 

tiplerinin kullanıldığı doku mühendisliği çalışmaları yapılmaktadır. Maia ve ark 

yaptıkları in vitro bir çalışmada asellüler dermal matrixin dişeti fibroblastları için bir 

yapı iskelesi olma ihtimali incelenmiştir. Fibroblast morfoloji ve dağılımın incelendiği 

çalışmada dişeti fibroblastlarının sadece matriksin yüzeyine yapıştığı, üç boyutlu bir 

üreme olmadığı ve ADMA’nın dişeti fibroblastlar için iyi bir yapı iskelesi olmadığı 

sonucuna ulaşılmıştır (203).  

Bununla birlikte Jhaveri ve ark.’ nın insanlarda yaptıkları koronale konumlandırılmış 

fleple birlikte BDG ve otojen fibroblast ekili ADMA’nın, kök örtümündeki başarısının 

karşılaştırıldığı bir bölünmüş ağız çalışmada, kök yüzeyi örtümünün her iki yöntemle de 

sağlanabildiği ve söz konusu eksplantın kullanımının alternatif bir yöntem olabileceği 

bildirilmiştir (34). Saczko ve ark. (26) dişeti ogmentasyonunda kullanılanılabilecek bir 

eksplant elde etmeyi hedefledikleri çalışmalarında, enzimatik olmayan yollarla izole 

edilen insan dişeti fibroblastlarının kollajen membranlar üzerine ekilmeleriyle elde 

edilen eksplantların başarıyla uygulanabileceğini belirtmişlerdir. 

Berahim ve ark. sferoid sistemleri kullanarak hücre-matriks etkileşiminin gerçekleştiği 3 

boyutlu hücre kültürü yaparak, periodontal fibroblast sferoidlerinin sentetik ve kollajen 

bazlı membranlarla etkileşimlerini incelemişlerdir. Çalışmanın sonuçları sonunda 

periodontal fibroblast sferoidlerinin her iki membrana da adezyon gösterdiğini, 

hücrelerin sferoidlerden membran iskeletlerine hem vertikal hem de horizontal olarak 

prolifere olup göç edebildiğini göstermiştir (204) . 

Dominiak ve ark. kollajen membran üzerinde keratinize dişetinden elde ettikleri insan 

fibroblastlarını içeren eksplantları maksiller ve mandibular anterior bölgede bulunan 

mukogingival problem tedavisinde kullanmışlar ve sonuçları klinik ve histolojik olarak 

incelemişlerdir. 6 aylık gözlem periyodunda dişeti çekilmesinin azaldığı, histolojik 

olarak 12. haftada keratinize epitelle örtülü olgun bağ dokusunun mevcut olduğu ve 

hiçbir örnekte enflamatuar reaksiyon bulunmadığı saptanmıştır. Klinik incelemenin 

sonucunda kollajen membran üzerindeki insan fibroblast kültürünün dişeti 

ogmentasyonu için etkili ve estetik bir yöntem olduğu bildirilmiştir. Eksplantlar 12 

hafta içerisinde tamamen re-epitelize olup normal doku ile yer değiştirmişlerdir (27). 
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Rothamel ve ark. (205) farklı çapraz bağ yapısına sahip kollajen membranların insan 

periodontal ligament (PDL) fibroblastları (1) ve insan osteoblast benzeri hücre (2) 

kültürlerindeki biyouyumluluğunu değerlendirmişlerdir. Bu amaçla Bioguide 

(BG),Biomend (BM), Ossix (OS) ve Tutudent (TD) membranları kullanılmıştır. Kültür 

flasklarına ekilen hücreler pozitif kontrol olarak kullanılmıştır. 7 günlük hücre kültür 

süresinin ardından milimetre karedeki hücre sayısı ve hücre yoğunluğu değerleri 

karşılaştırılmış ve taramalı elekron mikroskobu (SEM) kullanılarak hücre morfolojileri 

de değerlendirilmiştir. Çalışma sonuçları fibroblast sayısı açısından pozitif 

kontrol>BG=OS>TD>BM olarak belirtilirken, osteoblast benzeri hücre sayısı açısından 

pozitif kontrol>BG=TD>OS>BM’dir. Araştırıcılar BG, TD ve OS üzerine insan PDL 

fibroblast ve insan osteoblast benzeri hücre ataşmanının ve proliferasyonunun 

gerçekleştiğini fakat aynı durumun BM için söz konusu olmadığını belirtmişlerdir.  

Köseoğlu ve ark. (206) 12 aylık takip yaptıkları bir çalışmada, Miller sınıf 1 çekilmeye 

sahip 22 kanin/premolar dişte, dişeti fibroblastlarının ekili olduğu kollajen 

membran/KPF tekniğinin kollajen membran/KPF tekniğine göre anlamlı oranda daha 

fazla kök örtümü sağladığını ancak dişeti kalınlığı açısından iki teknik arasında fark 

olmadığını bildirmişlerdir.  

2.4. PLATELETTEN ZENGİN FİBRİN 

Enflamatuar sürecin düzenlenmesi ve iyileşmenin artırılması, klinik araştırmacıların 

karşılaştığı büyük güçlüklerin arasında yer almaktadır. İyileşmeyi artırıcı yönde yapılan 

her müdahale sonucu, bilimadamları karmaşık remodelasyon olayları ile 

karşılaşmaktadırlar (36). Bu sebeple diş hekimleri cerrahi sonrası iyileşme sürecinde 

öngörülebilirlikle beraber rejenere olan kemik hacmini de artıracak son nokta arayışı 

içindedirler (38). 

2.4.1. Geçmişten Günümüze Platelet Konsantreleri 

Platelet konsantreleri ilk olarak trombopeniye bağlı hemorajilerin tedavi ve 

önlenmesinde kullanılmıştır. Kandan elde edilen ürünlerin yara örtümü ve iyileşmeyi 

stimüle edici etkileri için kullanımı, ilk kez 40 yıl önce konsantre fibrinojen içeren 

fibrin yapıştırıcılarının kullanımı ile başlamıştır. Hastadan veya ticari olarak elde 

edilebilen bu adezivlerin kullanımları hastalık taşıma riski, karmaşık ve maliyetli üretim 

protokolleri sebebiyle kısıtlanmıştır (207, 208). 
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Bu nedenle geçtiğimiz 20 yıl içinde platelet konsantrelerinin iyileşmeyi artırıcı etkileri 

ve fibrin yapıştırıcıları yerine kullanımları araştırılmıştır. Plateletten zengin plazma 

(PZP) ilk kez 90’lı yılların başında plazmaferez ve PZP sekestrasyon olarak 

tanımlanmıştır (209). PZP küçük hacimdeki plazmada insan plateletlerinin otolog 

konsantresidir (210). PZP kan pıhtısı %4 kırmızı kan hücresi(KKH), %95 platelet ve 

%1 beyaz kan hücresi (BKH) içerir (38). İlave olarak, PZP plateletler tarafından aktif 

olarak salgılanan temel protein büyüme faktörleri konsantrasyonunu içerir. Plateletler 

bu sayede kandaki diğer proteinlerle birlikte yara iyileşmesini başlatmak için adezyon 

molekülleri olarak etki gösterirler, bağ dokusu oluşumu, epitelyal göç ve kemik 

oluşumu için matriks işlevi görürler (210). Bu özellikleri ile, PZP güvenilir, ucuz 

maliyetli ve kolay hazırlanabilen otolog bir üründür. PZP antibakteriyel özelliği ile 

hastalık bulaşmasını ve immün reaksiyon gelişim riskini elimine eder (209). Elde edilen 

PZP antikoagüle durumda, 8 saat stabil ve steril kalır. Bu özelliği uzun cerrahi 

işlemlerde avantaj sağlar (211). Ancak, sığır trombinine karşı nadir de olsa görülen 

reaksiyonlar kullanılan trombin dozunun azaltılmasına ve daha hassas saflaştırma 

işlemlerinin uygulanmasına sebep olmuştur (209). Ayrıca, geleneksel PZP’nın yetersiz 

mekanik özellikleri klinik pratikte kullanımını zorlaştırmakta ve spesifik bölgelerde 

sabitlenmesini gerektirmektedir (212). PZP, çevre dokudan hücre göçü olmadan evvel 

büyüme faktörlerini hızlı şekilde saldığı için kemik rejenerasyonunda kısıtlı 

sitümülasyon potansiyeline sahiptir (213).  

Fransız yasalarında yer alan, kandan elde edilen ürünlerin reimplantasyonu ile ilgili 

kısıtlamaları aşmak için, fibrin yapıştırıcısı ya da, klasik platelet konsantrelerine 

benzemeyen, yeni bir platelet konsantresi ailesi geliştirilmiştir. Bu yeni biyomateryal, 

plateletten zengin fibrin (PZF) olarak adlandırılan otolog sikatrisiyel matriks benzeri 

yapıdır (36, 207).  

2.4.2. Plateletten zengin fibrin (PZF) 

PZF 2001 yılında Fransa’da Choukroun ve ark. tarafından geliştirilen, yumuşak ve sert 

doku iyileşmesini hızlandırmada kullanılan ikinci jenerasyon platelet konsantresidir. 

Otolog lökosit ve plateletten zengin fibrin biyomateryal olarak tanımlanır (38, 214). 

PZP’ye göre hazırlama/uygulama kolaylığı, düşük maliyet, biyokimyasal 

modifikasyona ihtiyaç duyulmaması(sığır trombini veya antikoagülan kullanımı 

gerektirmemesi) PZF’nin avantajları olarak sayılabilir (38). 
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PZF ile fibrin pıhtı içerisinde plateletlerin toplanması ve sitokin salımı 

gerçekleştirmeleri sağlanmaktadır. Bu pıhtıda birçok iyileşme ve immünite sağlayan 

ajan bulunmaktadır. Direkt olarak pıhtı şeklinde kullanılabileceği gibi sıkıştırılarak 

membran şeklinde de kullanılabilir (38, 214).  

2.4.2.1. PZF çeşitleri 

2.4.2.1.1. Lökositten fakir veya saf plateletten zengin fibrin(S-PZF) konsantresi 

Cascade Medikal’in ürettiği ‘Fibrinet’ plateletten zengin fibrin matriksm (PZFM) kiti 2 

tüp içerir. Transfer aparatı ile birlikte bu tüplerin biri kanı toplamak için, diğeri ise 

PZFM pıhtısı içindir. Trisodyum sitrat(antikoagülan) içeren toplama tüpüne yaklaşık 

olarak 9 ml kan alınır, üretici tarafından sağlanan ayırıcı jelle birlikte yüksek hızda 6 

dakika santrifüje edilir.Üç tipik KKH tabakası, açık sarımsı-kahverengi tabaka ve 

plateletten fakir plazma (PFP) elde edilir. Açık sarımsı-kahverengi tabaka ve PFP 

kalsiyum klorit içeren ikinci tüpe özel tasarım tüp bağlantı sistemi ile alınır. 

Kalsiyum klorit pıhtılaşma sürecini başlatır . Tüp derhal 15 dakika süre ile santrifüje 

edilir. Bu süre sonunda PZFM elde edilmiş olur. Ayırıcı jel sayesinde elde edilen yapıda 

çok düşük miktarda lökosit bulunur. Platelet toplama etkinliği oldukça yüksektir. İşlem 

süresince plateletlerin korunması kabul edilebilir seviyededir. Fibrinet PZFM’deki 

fibrin matriks PZP’den daha yoğun ve daha stabildir. Bu durum muhtemelen ikinci 

santrifüj basamağındaki statik PZP polimerizasyonuna göre daha etkili olan dinamik 

pıhtılaşmadan kaynaklanmaktadır. Günlük kullanımda bu yöntemle eş zamanlı çok 

miktarda örneğin elde edilmesi oldukça güç ve pahalıdır. Ek olarak Fibrinet PZFM 

kullanımının etkinliğini gösteren çalışma bulunmamaktadır (208). 

2.4.2.2.1. Lökosit ve plateletten zengin fibrin(L-PZF)konsantresi(Choukroun ‘un 

PZF’si) (215)  

Choukroun’ın PZF protokolü oldukça basit ve kolay bir tekniktir. PZF hazırlanması için 

santrifüj cihazı, 24 gauge’lik kelebek iğne içeren toplama kiti ve 9 ml’lik kan toplama 

tüpleri gerekmektedir. Kan antikoagülansız tüplere alınarak derhal 3000 devirde 

(yaklaşık 400g) 10 dakika santrifüje edilir (201). Birkaç dakika içerisinde antikoagülan 

yokluğuna bağlı örnek içindeki plateletlerin büyük çoğunluğu aktive olarak 

koagülasyon zincirini başlatır. Başlangıçta fibrinojen, tüpün üst kısımlarında konsantre 

olur. Bu durum dolaşan trombin fibrinojeni fibrin ağına dönüştürene kadar devam eder. 
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Sonuç olarak tüpün orta kısmında plateletleri içeren fibrin pıhtı tabakası, bu tabakanın 

üstünde asellüler plazma altında ise kırmızı kan hücreleri bulunur. Fibrin pıhtı tabakası 

alınır ve bu tabakaya yapışık olarak gelen kırmızı kan hücreleri kazınarak uzaklaştırılır. 

PZF pıhtısı PZF kutusundaki delikli plakaya yerleştirilir. Kapağı üzerine örtülüp 

sıkıştırılır. Böylece 1 dakika içerisinde otolog fibrin membran ekonomik şekilde elde 

edilir. PZF kutusu ile eşit kalınlıkta membranlar elde edilirken, membranın dehidrate 

olması da engellenmiş olur. PZF kutusunun delikli plakası altında toplanan serum 

eksuda içerisinde, fibrin pıhtı tarafından eksprese edilen zengin proteinlerden olan 

vitronektin ve fibronektin bulunur. Kutunun tabanında toplanan eksuda greft 

materyallerini hidrate etmede, cerrahi sahayı yıkamada, ve otolog greftleri saklamada 

kullanılabilir (38). 

PZF elde etmede alternatif diğer yol ise fibrin pıhtısını spanç arasına yerleştirip, sıkarak 

sıvı kısmın uzaklaştırılmasıdır (207).  

PZF pıhtısı PZF kutusu içindeki silindire yerleştirilip piston aracılığı ile sıkıştırılarak 

tıkaç veya 1 cm çaplı küçük PZF diskleri elde edilebilir. Bu diskler çekim sahalarını 

korumada kullanılabilir.  

PZP’den farklı olarak, Choukroun’un PZF’si uygulamadan sonra süratle 

çözünmemektedir. Güçlü fibrin matriks kan pıhtısına benzer şekilde yavaşça 

remodelasyona uğrar. Plateletler ve lökositler bu metodla yüksek verimlilikte toplanır. 

Lökositler süreç boyunca korunur. Bu tekniğin bir diğer avantajı ise düşük maliyeti ve 

kolaylığıdır. Bu sayede çok miktarda PZF hızlı ve doğal olarak elde edilebilir. Bu metod 

günümüzde pratik kullanım için en uygun yöntemdir (208). 

2.4.3. Farklı polimerizasyonlar, farklı biyolojiler 

Fibrin yapıştırıcılar, konsantre PZP ve PZF arasında ana farklar jelleştirme safhasındaki 

farklılıklardan kaynaklanmaktadır. 

Fibrin adezivler ve konsantre PZP eldesinde, sığır trombini ve kalsiyum klorit 

koagülasyonun son safhalarını başlatmak ve ani fibrin polimerizasyonunu sağlamak için 

kullanılmaktadır. Reaksiyonun hızı yukarıda belirtilen maddelerin eklenmesi ile 

belirlenir. Hemostatik fonsiyonlara bağlı olarak işlem sırasında hemen 

hazırlanmalıdırlar. Bu işlem için çok miktarda trombin kullanımı gerekebilmektedir. 
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Diğer taraftan, PZF’de santifüj işlemi esnasında polimerizasyon yavaş ve doğal olarak 

gerçekleşir. Sığır trombini kullanılmadığı için otolog fibrinojene etki eden trombin 

konsantrasyonu fizyolojik seviyededir. 

Polimerizasyon safhası elde edilen fibrin matriksin mekanik ve biyolojik özelliklerini 

anlamlı olarak etkileyecektir. Jelleşme safhasında fibrin iğcikleri iki farklı biyokimyasal 

yapıda oluşabilir; kondanse tetramoleküler/bilateral bağlantılar ve bağlantılı 

trimoleküler/eşkenar bağlantılar. Bilateral bağlantılar yüksek trombin konsantrasyonuna 

bağlı olarak, fibrin polimerlerini kalınlaştırıp sitokin salınımı ve hücre göçünü 

zorlaştırırlar (215). 

 

Şekil 2.4. Bilateral bağlantılar (215). 

Aksine, düşük trombin konsantrasyonları anlamlı oranda eşkenar bağlantı kurulmasını 

sağlar. Bu birbiri ile ilişkili bağlantılar sitokin salımına ve hücre göçünü kolaylaştıran 

ince, esnek fibrin ağı oluşumuna neden olur. Bu üç boyutlu organizasyon fibrin 

matrikse elastisite kazandırır. 
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Şekil 2.4. Equilateral bağlantılar (215). 

Konsantre PZP ve fibrin yapıştırıcılardaki şiddetli polimerizasyon safha fibrin matriks 

ile sitokinlerin yakın temasa geçerek etkileşimlerine izin vermez. Bu yüzden salınan 

sitokinler ekstrensek olarak kalıp jelleşme safhasında fibrin ağı ve kolloidal süspansiyon 

arasında sıkışır. Fizyolojik eliminasyonları hızlı bir şekilde gerçekleşir ve sitokin/fibrin 

sinerjisinin büyük kısmı kaybedilir. 

İlerleyici şekilde gerçekleşen polimerizasyon modunda ise fibrin ağla bağlantı kuran 

sitokin miktarında anlamlı artış sağlanır (intrensek sitokinler). Bu bağlantı 

konfigürasyonunda sitokinlerin etki süreleri uzar. Çünkü bu sitokinler sadece başlangıç 

sikatrisiyal matriks remodelasyon döneminde salınıp kullanılırlar(uzun dönem etki). 

Böylece sitokinler uygun ortamda muhafaza edilerek, hücreler sikatrisiyel matriks 

remodelasyon fazına geçtiğinde stimülasyon etkilerini gösterirler ve yaralı alanın 

rekonstrüksiyonunu başlatırlar. 

PZF kompozisyonunun biyokimyasal analizi, sitokinlerin glikanik zincirlerinin ve 

yapısal glikoproteinlerin (fibronektin) yavaş polimerize olan fibrin ağ içerisinde yakın 

şekilde bağ kurduklarını göstermiştir (Şekil 2.5.). Bu biyokimyasal bileşenlerin iyileşme 

sürecindeki sinerjistik etkileri iyi bilinmektedir. Örneğin, fibronektin hücre 

proliferasyon ve migrasyonuna rehberlik ederek, platelet kaynaklı büyüme faktörü 

(PDBF)’nin stimule edici etkisini artırır. 
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Şekil 2.5. PZF’nin şematik görüntüsü: a İntrenisek sitokinler ve glikanik 
zincirlerle birleşmiş fibrin fibrilleri. b Glikanik zincirlerle ilişkili fibrin. c 
Dolaşımdaki glikoproteinler(fibronektin) d Fibrin fibriller içine ve arasına 
tutunmuş sitokinler. e solüsyon içindeki platelet sitokinleri (215). 

 
 

Tüm bu karşılaştırmalı parametreler PZF’nin yeni bir tür fibrin içeren biyolojik adeziv 

olarak kullanılması yerine, iyileşmeyi uyaran bir biyomateryal olarak kullanılmasını 

önermektedirler  (36, 216).    

2.4.4. PZF içindeki platelet dağılımı, büyüme faktörleri ve sitokinler 

Hematolojik çalışmalar, plateletlerin fibrin pıhtının alt kısımlarında biriktiğini, esas 

olarak da kırmızı korpusküller (kırmızı trombüs) ve PZF pıhtı arasındaki bağlantı 

bölgesinde yoğunlaştığını göstermiştir. Bu gözlem PZF’nin kırmızı sınıra yakın olan 

kısmının klinik kullanıma daha uygun ve hatta fibrin pıhtısının en üst katmanlarına göre 

daha etkili olduğu şeklinde yorumlanabilir. 

2.4.4.1. Transforme edici büyüme faktörü β-1 (TGF β-1) 

TGF β-1, TGF β’nin esas olarak üretilen izoformudur. Tüm sitokinler arasında en güçlü 

fibrozis ajanıdır (216). 

Hücrelerden kollajen ve fibronektin üretimini stimüle etmenin yanında fibroblast 

kemotaksisini de artırır. Kollajen yıkımını proteazları azaltarak ve proteaz inhibitörlerini 
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arttırarak baskılar, fibrogenezi artırır (217). TGF β-1 osteoblast prekürsörlerinin 

kemotaksis ve mitogenezisini sağlarken, aynı zamanda osteoblast birikimini de stimüle 

eder. Ek olarak, osteoklast oluşumunu ve kemik yıkımını inhibe ederek kemik 

oluşumunu artırır (218). 

2.4.4.2. Platelet kaynaklı (türevi) büyüme faktörleri (PDBF) 

PDBF’nin yara sahasında bulunan ilk büyüme faktörü olduğu ve bağ dokusu 

iyileşmesini, kemik rejenerasyon ve tamir sürecini başlattığı belirtilmektedir (218). 

PDBF’ler mezenşimal hücre dizilerinin migrasyon, proliferasyon ve canlılığının 

sağlanmasında önemli düzenleyicilerdir (216). PDBF’nin önemli aktiviteleri arasında 

mitogenez(iyileşmekte olan hücrelerin sayısında artış.), anjiogenezis(endotelyal mitozla 

fonksiyonel kapillere dönüşüm) ve makrofaj aktivasyonu(yara sahasının debridmanı, 

tamir ve kemik rejenerasyonunun devamı için ikincil büyüme faktörü kaynağı) 

bulunmaktadır. Tek bir platelette 1200 molekül PDBF bulunur. Bu yüzden, PZF’de 

görülen yüksek platelet konsantrasyonuna bağlı olarak, yara iyileşmesi ve kemik 

rejenerasyonunda belirgin artış beklenmektedir (218). 

2.4.4.3. İnsülin benzeri büyüme faktörü (IGF)  

IGF 1 ve 2 birçok hücre türü için (tümör hücreleri de dahil) çoğalma ve farklılaşmada 

pozitif düzenleyici olarak rol oynarlar ve hücreleri apopitozisten korurlar (216). 

2.4.4.4. İnterlökin-1β (IL-1β) 

IL-1β yaygın izoformdur ve enflamasyon kontrolünde anahtar mediatördür. 

Esas görevi yardımcı T lenfositlerini stimüle etmektir ancak TNF-α ile beraber IL-1, 

osteoliziste görev alır (219). 

2.4.4.5. İnterlökin-6 (IL-6) 

IL-6 çok fonksiyonlu bir sitokindir. Esas olarak B hücrelerinin final maturasyonunu 

yoluyla antikor üreten hücrelere dönüşümünü sağlayan, B hücre farklılaşma faktörüdür 

(220). B lenfosit popülasyonu içinde, IL-6 ile ankor salgılanması 120 - 400 kat artar 

(219).  

Ek olarak, IL-6 T hücre aktivasyon ve proliferasyonu için esansiyel yan faktördür. IL-

6’nın hematopoeze pozitif etkisi 1987 yılında Ikebuchi ve ark. tarafından tanımlanmıştır 

(221). IL-6 ve IL-3 sinerjistik etki göstererek in vitro hematopoetik kök hücre 
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proliferasyonunu sağlarlar. IL-6, aynı zamanda hepatosit hücrelerini stimüle edici faktör 

olarak görev yapar ve birçok akut faz geninin ekspresyonunu indükler (220).  

IL-6 immün hücrelerine taşınan sinyallerin ana amplifikasyon basamağını oluşturur. 

Böylelikle enflamasyon, yıkım ve remodelasyon reaksiyonlarının zincir halkalarını 

destekler (219). 

2.4.4.6. Tümör nekroze edici faktör α (TNF-α)  

TNF- α bakteriyel endotoksinlerin başlattığı enflamatuar yanıtta ilk salınan 

sitokinlerdendir. TNF- α monositleri aktive eder, fagositoz ve nötrofil sitotoksisitesini 

artırır ve fibroblastların remodelasyon kapasitelerini stimüle eder. Ek olarak, IL-1 ve IL-

6 gibi anahtar mediatörlerin ekspresyonunu düzenler (219). 

2.4.4.7. İnterlökin 4 (IL-4) 

IL-4 yardımcı T hücrelerinin Th2 hücrelerine dönüşümünü indükler (222) ve aktive B 

hücrelerinin çoğalmasını ve farklılaşmasını destekler. Enflamasyonu azaltarak 

iyileşmeyi hızlandırır (219). Bunu IL-1 reseptör antagonistini (IL-Ra) indükleyerek 

gerçekleştirir (223).  

2.4.4.8. Vasküler endotelyal büyüme faktörü (VEGF) 

VEGF’nin anjiogenezle ilişkili süreçte ana düzenleyici molekül olduğu 

düşünülmektedir. IGF-1 ve IL1-β gibi faktörler VEGF’nin ekspresyonunu artırarak 

anjiogenezin düzenlenmesinde rol oynarlar (224). VEGF’nin proliferasyon, migrasyon, 

özelleşme veya sadece hayatta kalma gibi endotelyal hücre davranışları üzerinde direkt 

rolü vardır (219). 

2.4.5. İyileşmeye etkileri 

Hasarlı dokuların tamiri için yara iyileşme süreci gereklidir. Plateletler yara iyileşmesini 

gerçekleştiren polipeptid büyüme faktörlerinin zengin kaynağıdır (225). PZF 

biyolojisinde platelet ve lökosit sitokinleri önemli role sahip olsalar da, PZF’nin gerçek 

tedavi edici potansiyelini belirleyen platelet ve sitokinleri destekleyen fibrin matrikstir 

(38). 

Anjiogenez, immün kontrol, dolaşımdaki kök hücrelerin aktivasyonu ve epitelyal örtü 

ile yara yüzeyinin koruması, yara iyileşmesi ve yumuşak doku maturasyonunda 

önemlidir. Anjiogenez; fibrin jelin üç boyutlu ağ yapısı içerisinde hapsolan sitokinlerin 
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kendiliğinden aktivite göstermeleri ve çözünebilir anjiogenez faktörlerinin varlığı ile 

açıklanabilir. Fibrin αvβ3 integrin ekspresyonunu stimüle ederek hücrelerin fibrin, 

fibronektin ve vitronektine bağlanmalarını sağlar. Bu safha anjiogenezde önemli bir 

basamaktır (226). 

Fibrin ve fibrinojen bozunma ürünleri (FBÜ) yönlendirilmiş nötrofil migrasyonu için 

uyarıcı etki gösterirken, nötrofil yüzeyindeki CD11/CD18 ekspresyonunu da artırır. Bu 

kompleksler nötrofillerin kan damarı endoteline yapışmasını yönlendirir ve böylece 

transmigrasyon sağlanır. FBÜ tarafından gerçekleştirilen nötrofil aktivasyonu aynı 

zamanda nötrofil proteazlarının salımını da stimüle eder. Bu enzimler fibrin pıhtının 

çözünmesini sağladığı gibi kan damarlarının bazal membranları arasından hücre 

penetrasyonunu da sağlar. Yara sahasındaki nötrofiller kontaminasyona sebep olan 

bakteriyi toksik oksijen radikali üretimi ve enzimsel sindirim yolu ile yok eder (227). 

Monositler yara sahasına nötrofillerden daha sonra ulaşırlar. Yara sahasının makrofajlar 

tarafından kolonizasyonu, fibronektinin fibrine bağlı kimyasal ve fiziksel özellikleri ile 

ağ yapısı içerisinde hapsolmuş kemotaktik ajanlar tarafından kontrol edilir (226). 

Ayrıca, fibrinin monosit/makrofaj ile etkileşimi fagositozu integrin reseptör Mac-

1(CD11b/CD18; CR3) üzerinden düzenler. D-dimer fibrin fragmanı proteazların 

salgılanmasını uyararak yara debridmanını sağlar. Böylece, makrofajlar yara iyileşme 

sürecinde fibrin tarafından yönlendirilen enflamatuar fazdan tamir fazına geçişte önemli 

rol oynarlar (227). Bu yolla fibrin, immüniteyi destekleyen doğal bileşeni oluşturur 

(226). 

Başlangıç neovaskülarizasyonla yara sahasına taşınan dolaşımdaki kök hücreler fibrin 

pıhtı matriksi içinde hapsolur. Bu hücreler damar ve doku restorasyonunu sağlarlar. 

Fibrin matriks, epitelyal hücrelerin ve fibroblastların metabolizmalarını etkileyerek 

hasarlı dokuların örtülmesini sağlar. Yara kenarlarının çevresindeki epitelyal hücreler 

bazal ve apikal polaritelerini kaybederek, yara sahasına doğru bazal ve lateral uzantılar 

oluştururlar. Daha sonra hücreler fibrinojen, fibronektin, tenaskin ve vitronektin 

tarafından oluşturulan geçici matrikse göç ederler. Büyüme faktörleri, özellikle PDGF 

ve TGF β, pıhtı matriks proteinleri olan fibrin ve fibronektinle birlikte yara çevresi 

dokuda bulunan fibroblastları stimüle ederek proliferasyon, uygun integrin reseptör 

ekspresyonu ve yara sahasına göçü uyarırlar (227). Migrasyon ve fibrin bozunmasından 

sonra, fibroblastlar kollajen sentezine başlarlar (226). 
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2.4.6. PZF’nin Klinik Uygulamaları 

Bu otolog biyomateryal kulak burun boğaz ve plastik cerrahinin yanı sıra diş 

hekimliğinde de yaygın kullanım alanına sahiptir. 

PZF membranlar lateral sinüs yükseltme işleminde greft materyalleri ile kombine 

edilerek iyileşmeyi hızlandırmak için kullanılabilir. Choukroun ve ark. (228) lateral 

sinus yükseltme işleminde, PZF ve dondurulmuş kurutulmuş kemik allogrefti (DKKA) 

uygulamasının kemik rejenerasyonunu hızlandırabileceğini belirtmişlerdir. 

Kret ogmentasyonu işlemlerinde PZF membranlar greft materyallerinin stabilizasyon ve 

korunmasında kullanılabilir. Membranlar fibrin bandajları gibi etki göstererek yumuşak 

doku iyileşmesini hızlandırırlar ve büyük hacimde greft kullanıldığında dahi insizyon 

sahasının hızla kapanmasına yardımcı olurlar (38). 

Maksiller rekonstrüksiyonda DKKA, PZF membran ve %0.5’lik metronidazol 

solüsyonu kombinasyonunun kullanıldığı bir çalışmada, keratinize doku kalınlığının 

arttığı ve protetik restorasyonların daha estetik sonuçlar verdiği belirtilmiştir. Ek olarak 

PZF kullanımının operasyon sonrası ağrı, ödem ve enfeksiyöz olayları azaltabileceği 

vurgulanmıştır (38). 

Yönlendirilmiş kemik rejenerasyonunda (YKR) membran olarak PZF; yoğun matriks 

yapısı ile kemik greft materyalini ve operasyon sahasını stabilize eder ve korur. PZF 

fibrin membranın elastisitesi ve dayanıklılığı kolayca süturlanmasına olanak tanır (229). 

Zhao ve ark. (230) radiküler kistlerin rejeneratif tedavisinde PZF ve biyoaktif camın 

birlikte kullanımının etkili bir tedavi modeli olduğunu belirtmişlerdir. 

Simon ve ark. (231) çekim sahalarında PZF’yi tek başına greft olarak kullanmışlar ve 

hızlı klinik iyileşme, fleplerde minimal açılma ve mükemmel kemik yoğunluğu 

gözlemlemişlerdir. Araştırıcılar, YKR prosedürleri ile karşılaştırıldığında, PZF’nin kısa 

cerrahi işlem süresi, iyileşme sırasında daha az rezorpsiyon ve uygulama kolaylığı gibi 

avantajlara sahip olduğunu belirtmişlerdir.  

Bir başka çalışmada ise, implant yerleştirilmesi öncesi PZF uygulanan çekim 

soketlerinin klinik ve histolojik olarak incelenmiştir. İmplantların yerleştirilmesi 

esnasında olumsuz klinik duruma rastlanmamış ve histolojik incelemede yeni kemik 

oluşumu görülmüştür. Araştırıcılar PZF’nin implant bölgesinin hazırlanmasında 

alternatif olarak kullanılabileceğini bildirmişlerdir (232). Küçük PZF diskleri çekim 
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defektlerine kolayca yerleştirilerek yara iyileşmesini hızlandırır ve ideal implant 

uygulamasına olanak tanır. PZF tıkaçları krestal kor elevasyon (KKE) işlemleri ve aynı 

seansta implantların yerleştirildiği sinüs tabanı yükseltme işlemlerinde  kullanılabilir 

(38).  

Mazor ve ark. (233) sinüs tabanı yükseltmesi işlemiyle aynı seansta gerçekleştirilen 

implant uygulamasında, tek başına kullanılan PZF’nin operasyon sonrası 6. ayda 

implantlar etrafında kemik rejenerasyonu sağlayabildiğini bildirmişlerdir.  

Krestal yaklaşımla sinüs tabanı yükseltme işleminde, PZF greft materyali ile birlikte 

kullanılabileceği gibi, osteotom kullanımı esnasında sinüs membranını korumada ve 

membranın perfore olduğu durumlarda fibrin matriksin yara iyileşmesini artırıcı 

etkilerinden faydalanmak için de kullanılabilir. PZF membranlar lateral pencere tekniği 

ile gerçekleştirilen sinüs tabanı yükseltme işlemlerinde greftleme öncesi uygulanarak 

fark edilemeyen sinüs perforasyonlarının kapatılması ve/veya yeni perforasyonların 

önlenmesi amacıyla kullanılabilir (38). 

Çalışmalarda PZF’nin periodontal defektlerin rejenerasyonu üzerine etkisi de 

araştırılmıştır. Chang ve ark. (232) PZF kullanılarak tedavi edilen periodontal kemik içi 

defektlerde radyografik olarak artmış kemik yoğunluğu ile birlikte cep derinliğinde 

azalma ve klinik ataşman seviyesinde kazanç saptamışlardır. 

 Pradeep ve Sharma (234) üç duvarlı kemik içi defektlerin tedavisinde flep operasyonu 

/PZF ve sadece flep operasyonunu karşılaştırdıkları çalışmalarında, PZF’nin sondalama 

derinliğinde daha fazla azalmaya, daha fazla klinik ataşman kazancı ve kemik dolumuna 

neden olduğunu bildirmişlerdir. Aynı araştırıcıların (235) bir başka çalışmalarında 

mandibular sınıf II furkasyon defektlerinin tedavisinde açık flep debridmanı ve PZF 

uygulanan bölgelerin sadece açık flep debridmanı uygulanan bölgelere göre anlamlı 

derecede daha iyi iyileşme gösterdiği belirtilmiştir. Pradeep ve ark.’nın (236) kronik 

periodontitis hastalarının kemik içi defektlerinin tedavisinde, PZF ve PZP kullanımını 

karşılaştırdıkları çalışmalarında iki platelet konsantresi arasında klinik ve radyolojik 

olarak anlamlı fark bulunamamıştır. 

PZF membranlar dişeti çekilmelerinin tedavisinde farklı kök örtüm teknikleri ile 

beraber kullanılmışlardır. Anilkumar ve ark. (237) 2009’da PZF membranı tekli dişeti 

çekilme defektlerinin tedavisinde laterale konumlandırılmış flep tekniği ile 

uygulamışlardır. Operasyon sonrası 6. ayda yapılan kontrollerde tam kök örtümü, 
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mükemmel dişeti dokusu kontur ve rengi elde edilmiştir. Diğer taraftan Aroca ve ark. 

(238) PZF/ modifiye koronale konumlandırılmış flep tekniği kullanılan hastalarda, PZF 

kullanılmayan hastalara göre operasyon sonrası 6. ayda daha az kök örtümü 

gözlediklerini ancak PZF kullanılan hastalarda gingival/mukozal dokularda 

kalınlaşma(biyotip kalınlaşması) olduğunu belirtmişlerdir. 

Saadoun (239) Miller sınıf 1-2 dişeti çekilme defektlerinin tedavisinde PZF/koronale 

konumlandırılmış flep tekniğinin invaziv olmayan bir metod olduğunu ve estetik kök 

örtümü sağladığını öne sürmüştür.  

Jankovic ve ark. (240) 2012 yılında bilateral dişeti çekilmesine sahip olan bireylerde 

uyguladıkları BDG/KKF ve PRF/KKF’in benzer kök örtümü ile sonuçlandığını ancak 

keratinize dişeti genişliği artışında BDG’nin anlamlı düzeyde daha başarılı sonuçlar 

verdiği ifade edilmiştir.  

Eren ve Atilla’nın aynı yıl içerisinde yaptıkları benzer bir çalışmada ise PRF ve bağ 

dokusu uygulanan bölgeler arasında kök örtümü miktarı, biyotip kalınlaşması ve 

keratinize doku artışı açısından fark gözlenmediği ancak KPF/PRF tekniğinin donör 

saha komplikasyonlarını elimine etmesi açısından daha uygun bir metod olduğu 

vurgulanmıştır (241). 

2.4.7. İn vitro çalışmalar 

PZF çok miktarda platelet ve lökosit sitokini içeren otolog bir fibrin matriksdir. Fibrin 

ağ içerisinde hapsolan sitokinler, 7-11 gün boyunca, fibrin çözündükçe, sürekli olarak 

salınımlarını sağlar. PZF membran fibrin bandaj gibi davranarak, yara kenarlarının 

iyileşmesini hızlandırır. Cerrahi sahanın operasyon sonrası korunmasını sağlayan PZF 

membran aynı zamanda greftlenmiş biyomateryalin integrasyonu ve remodelasyonunu 

da hızlandırır (38). Su ve ark. (242) çalışmalarında PZF membranlardan PDGF, TGF-ß1 

ve VEGF salındığını ve membrandan artan eksudanın da büyüme faktörü içerdiğini 

bildirmişlerdir. Araştırıcılar PZF membranın iyileşmeyi olumlu yönde etkilediğini ve 

kalan eksudanın ise greft partiküllerini ıslatmak için kullanılabileceğini belirtmişlerdir. 

PZF’nin insan kemik mezenşimal kök hücreleri üzerine etkilerinin değerlendirildiği bir 

in-vitro çalışmada (243), hücre sayısının 2 PZF’nin bulunduğu kültürlerde, tek PZF’nin 

bulunduğu kültürlere, tek PZF’nin bulunduğu kültürlerin ise PZF’nin bulunmadığı 

kültürlere oranla daha fazla olduğu bulunmuştur. Osteoblast farklılaşması için de benzer 
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sonuçlar elde edilmiştir. Bu sonuçlar PZF’nin in vitro insan kemik mezenşimal kök 

hücre proliferasyonunda doza bağımlı artırıcı etki yaptığını göstermektedir. Benzer 

şekilde  bir başka çalışmada (244) PZF’nin insan dişeti fibroblastlarının, dermal 

prekeratinositlerin, preadipositlerin, ve maxillofasiyal bölgeden izole edilen 

osteoblastların primer kültürlerinde proliferasyonu artırıcı etkisi olduğu, ancak doza 

bağlı etkinin osteoblastlarda tüm deney süresince devam etmesine rağmen, 

fibroblastlarda sadece 14. günde anlamlı bir fark oluşturduğu gözlenmiştir. Gassling ve 

ark. (39) doku mühendisliği uygulamaları için PZF membranların kollajen membranlara 

göre insan periosteal hücrelerinin proliferasyonu için daha üstün bir biyomateryal 

olduğunu belirtmişlerdir. Aynı araştırıcılar bir başka çalışmalarında (40) PZF ve 

kollajen membranları ile PZF jelin insan osteoblast hücrelerinin ekimi ve proliferasyonu 

için uygun birer doku iskelesi olduklarını belirtmiş ve hücre proliferasyonunun PZF 

membranlarda diğer iki biyomateryale oranla daha yüksek olduğunu vurgulamışlardır. 

He ve ark. (245) PZF’nin PZP’ye göre alkalen fosfataz (ALP) ekspresyonu ve 

mineralizasyonun indüksiyonu açısından daha üstün bulmuşlardır. PZF’nin otolog 

büyüme faktörlerini yavaş yavaş saldığını ve in vitro ortamda sıçan osteoblastlarının 

çoğalması ve farklılaşmasında PZF’nin PZP’ye göre daha kuvvetli ve uzun süreli etki 

oluşturduğunu ifade etmişlerdir.  

Yakın dönem çalışmalar PZF’nin rejenerasyona yardımcı rolünün önemine işaret 

etmektedir. Tsai ve ark. (246) PZF’nin insan dişeti fibroblastları, periodontal ligament 

hücreleri, oral epitelyal hücreler ve osteoblastlar üzerine etkisini in- vitro olarak 

araştırmışlardır. PZF’nin osteoblastların, periodontal ligament hücrelerinin ve dişeti 

fibroblastlarının hücre proliferasyonunu stimüle ettiğini saptayan araştırmacılar bu 

durumun periodontal rejenerasyon için faydalı olabileceğini belirtmişlerdir. Wu ve 

ark.’da (247) PZF’nin osteoblast ataşmanı ve proliferasyonunu ve kemik 

rejenerasyonunu sağlayabilecek kolljen-ilişkili protein üretimini kendiliğinden 

arttırabileceğini belirtmişlerdir. 

Kang ve ark.’larının (248) bulguları PZF’nin biyo-iskelet işlevi ve doku rejenerasyonu 

için büyüme faktörü rezervuarı olduğunu kuvvetle destekler. Araştırıcılar PZF 

ekstresinin insan alveoler kemik iliği kök hücrelerinin çoğalma, migrasyon ve seçici 

farklılaşmalarını artırdığını ve fare kalvaryasında hazırlanmış kritik boyutlu defektlerin 

rejenerasyonunu olumlu yönde etkilediğini belirtmişlerdir. Chang ve ark.’nın (249) 
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çalışmasında ise PZF aktivasyonunun fosforile ekstrasellüler sinyalle düzenlenen 

protein kinaz (f-EDK) ve osteoprotegerin (OPG) ekspresyonunu başlattığı, bunun da 

kemik rejenerasyonu için faydalı olduğu belirtilmiştir. Yakın zamanda gerçekleştirilen 

bir çalışmada ise PZF’ye bağlı olarak f-EDK, OPG ve alkalen fosfataz (ALP) 

ekspresyonununda meydana gelen artışın periodontal rejenerasyona katkı 

sağlayabileceği bildirilmiştir (250).  

PZF immünitenin düzenlenmesinde de rol oynar. PZF’nin enfeksiyöz ajanlara karşı 

sahip olduğu anlamlı defans kapasitesi sitokinlerin kemotaktik özelliklerinin yanı sıra, 

neovaskülarizasyonla yara sahasına giriş sağlayabilme özelliklerinden ileri gelir. 

Muhtemeldir ki PZF ile tedavi edilen cerrahi bölgelerde görülen anlamlı enflamatuar 

regülasyon fibrin ağ içerisine hapsolmuş ve başlangıç matriksinin remodelasyonu 

sırasında salınan sitokinlerin (özellikle IL-4) geri besleme etkilerinin bir sonucudur 

(219). 

 İlk yayınlanan çalışmalar ve klinik tecrübeler PZF’nin erken yara iyileşmesi, kemik 

greftlerinin maturasyonu ve periodontal/peri-implant yumuşak dokuların estetiğini 

iyileştirdiği yönündedir (38). Ancak, sonraki çalışmalar bu biyomateryalin platelet ve 

enflamatuar özelliklerini incelemeyi hedeflemektedir.  
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3. GEREÇ- YÖNTEM 

 Çalışmaya tedavi olmak için Erciyes Üniversitesi Diş Hekimliği Fakültesine 

başvurmuş, çekim endikasyonu konmuş olan üst çenede 3. molar dişe sahip, yaşları 25-

31 arasında değişen (yaş ortalaması: 28.1), 18 (Kadın:5, Erkek:13) birey dahil 

edilmiştir. Çalışmaya dahil edilme kriterleri: 

1. Çekim endikasyonu konmuş 3. molar dişler bölgesi dahil olmak üzere 

periodontal açıdan sağlıklı olmak 

2. Sigara kullanmamak 

3. Herhangi bir sistemik hastalığı ve sürekli ilaç kullanım zorunluluğu 

bulunmamak. 

Çalışma Erciyes Üniversitesi Tıp Fakültesi Etik Kurulu tarafından onaylanmış ve 

hastalara operasyon öncesi bilgilendirilmiş gönüllü olur formu imzalatılmıştır.  

3.1. DİŞETİ FİBROBLAST KÜLTÜRÜ 

3.1.1. Hücre kültüründe kullanılan medyumların içeriği 

3.1.1.1. Taşıma medyumu 

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

- 0,5 ml heparin (Nevparin, Mustafa Nevzat İlaç Sanayii A.Ş. İstanbul) 

- 5 ml penisilin-streptomisin (Gibco Pen Strep 15240) 
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3.1.1.2.Ön Hazırlık Medyumu ( CCM ) 

- 50 ml RPMI 1640 (Biological Industries, katalog numarası:  01-106-1B; İsrail) 

- 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 Kültür Medyumu 

- 90 ml BIO-AMF-1 Bazal Medium (Biological Industries, Katalog numarası: 01-190-

1B; İsrail)  

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

İsrail) 

- 1 ml penisilin-streptomisin ( Gibco Pen Strep 15240 ) 

-2 ml L-Glutamin ( Biological Industries, katalog numarası: 03-020-1C; İsrail) 

- 1 ml Heparin “( Nevparin, Mustafa Nevzat İlaç Sanayii A.Ş. İstanbul )  

 

          

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. Hücre kültürünün hazırlanması ve takibi 

1. Hastaların üst 20 yaş dişi çekim soketi komşuluğundaki keratinize dişeti alanından 

2x2 mm büyüklüğündeki dişeti dokusu 15 numaralı bistüri ucu yardımıyla 

uzaklaştırıldı. 
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Resim 3.7. Dişeti biyopsi örneğinin alımı. 

2. Alınan dişeti örnekleri içinde taşıma medyumunun bulunduğu + 4oC’de saklanan, 12 

ml’lik steril kültür tüpleri(Cellstar, Greiner Bio-One, Katalog no:164160; Almanya) 

içerisine konularak, bekletilmeksizin Erciyes Üniversitesi Tıp Fakültesi Tıbbi Genetik 

ve Moleküler Biyoloji Laboratuarına taşındı. Laboratuvar işlemlerinin hepsi laminar 

airflow steril (Class 2) (Herasafe class 2 kabin-HS09-2) kabin içinde gerçekleştirildi. 

 

  

Resim 3.8. Çalışmada kullanılan steril hücre kültür tüpleri. 

 

3. Steril petri dish içerisine alınan dişeti örnekleri 1 gece 37°C’de  CO2’li inkübatörde 

bekletildi. 
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Resim 3.9.Laminar airflow steril kabin.      Resim 3.10. Petri içine alınan biyopsi materyali. 

         

Resim 3.11. CO2’li inkübatör. 

4. İkinci gün örneklerin herbiri steril petri kabı içerisinde bistüri yadımı ile makroskobik 

olarak parçalandı.  

 5. Elde edilen heterojen karışım steril kültür tüpü içine alınarak 1400 devirde 5 dk 

santrifüj edildi.  
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 Resim 3.12. Makroskobik parçalama .             Resim 3.13. Jouan B4 i Santrifüj cihazı. 

6. Süpernatant (santrifüj sonrası tüpün üst kısmında kalan düşük yoğunluklu sıvı)  atılıp 

pellet (santrifüj sonrası tüpün alt kısmında kalan yüksek yoğunluklu tabaka) resüspanse 

edildi.  

7. Süspansiyona 2 ml Trypsin-EDTA solüsyonu eklendi ve 37°C’de 1 saat kuru hava 

inkübatöründe (Nüve FN500) bekletildi. 

8. 1400 devirde 5 dk santrifüjü takiben süpernatant atılarak pellet resüspanse edildi. 

9. Süspansiyona 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 etüvü. 
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10. 1400 devirde 5 dk santrifüj sonrası süpernatant atılarak pellet resüspanse edildi.  

11. Ortamdaki kollajenazı uzaklaştırmak amacıyla 3 ml CCM eklendi. 

12. 1400 devirde 5 dk santrifüj sonrası süpernatant atılarak pellet resüspanse edildi.  

13. Pellet üzerine steril şırınga filtreleri (Corning, part no: 431220) kullanılarak 9 ml 

Bioamf-1 bazal medium eklenerek iki farklı flaska (hücre kültürü flaskı) (Cellstar, 

Greiner Bio-One, katalog no:690160; Almanya) ekim yapıldı. Flask büyüklüğü 25cm², 

50 ml olarak belirlendi. Flasklar inverted mikroskopta incelenip hücreler görüldükten 

sonra, 370 C’de CO2’ li etüve yerleştirildi. 

 

     

Resim 3.15. Hücre kültürü flaskları. 

 

     

Resim 3.16. Steril şırınga filtresi. 

 



 47 

     

Resim 3.17. Hücre süspansiyonlarına medyum eklenmesi ve flasklara ekim. 

   

Resim 3.18. İnverted mikroskop (NİKON eclipse TS100). 

 

Resim 3.19. Yeni kültürü yapılmış(flaska tutunmamış)  
fibroblastların inverted mikroskop görüntüsü. 
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14. Ortalama 8. günün sonunda flasklar fibroblast tutunması açısından kontrol 

edildikten sonra, %80 hücre yoğunluğuna (konflense) ulaşılıncaya kadar 1’er gün ara ile 

haftada 3 gün 4,5 ml medyum ile besleme yapıldı. Tüm flasklarda ortalama 15 gün 

sonunda %80 hücre yoğunluğuna ulaşıldı. Birinci hafta sonunda proliferasyon hızı 

yavaş olan 2 örnekte üreme hızını artırmak için bu flasklar içine bireylerin kendi 

kanından elde edilen PZF membranlar yerleştirildi. 

15. Flasklar inverted mikroskopta incelendi. Saf fibroblast üremesi gözlenen kültürler 

çalışmaya dahil edilirken; farklı hücrelerin de ürediği 1 flask çalışma dışı bırakıldı. 

 
Resim 3.20. Ortalama 15 gün sonunda %80 konflenseye 

ulaşmış fibroblastların inverted mikroskop görüntüsü. 

 

 

Resim 3.21. Farklı hücrelerin ürediği ve çalışma dışı 
bırakılan tek flaskın inverted mikroskop görüntüsü. 



 49 

16. Kültürün sonlandırılması ve tutunmuş fibroblastların kaldırılması için flask 

içerisindeki medyum 10 ml’lik enjektöre çekilerek, flask içine 37°C’de önceden 

ısıtılmış 2 ml Tripsin-EDTA solusyonu ilave edildi. Tripsin-EDTA solusyonu 5-10 sn 

sonra enjektöre çekildi ve tekrar 2 ml Tripsin-EDTA ilavesini takiben 4 dk 37°C’de 

kuru inkübatörde bekletildi. 

17. Hücrelerin kalktığı inverted mikroskopta gözlendikten sonra, enjektör içindeki 

medyum tripsin aktivitesini durdurmak üzere tekrar flaska eklendi. Flask içindeki hücre 

süspansiyonu steril pastör pipeti ile steril kültür tüpüne alındı ve 800 devirde 10 dk 

santrifüj edildi. Ardından 1ml hücre süspansiyonu elde edilecek şekilde medyum ile 

dilue edilerek içerisinden 10 µl alındı ve toma lamında hücre sayımı gerçekleştirildi. 

Mililitredeki hücre sayısı hesaplandı. 

  

Mililitredeki hücre sayısı= 450 x 10-1 x 104 = 4.5 x 105  

        

      Resim 3.22. Kültürün sonlandırılması.              Resim 3.23. Toma Lamı. 

18. Hücrelerin flasklardan kalkmasına eş zamanlı olarak hastalardan 10 ml’lik cam kaplı 

plastik tüpler ile alınan kanlardan, PRF kutuları kullanılarak Choukroun’un PZF 

protokolü (antikoagülansız tüplerde, 3000 devir x 10dk) (36) “doğrultusunda PZF 

membranlar hazırlandı. 

Formül= HS(toma lamında sayılan hücre sayısı) x DO(diluasyon oranı) x SS(sabit sayı) 
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Resim 3.24. 10 ml’lik antikoagülansız tüplerle kan alımı. 

 

Resim 3.25. PZF yapımında kullanılan santrifüj cihazı 
(Hettich EBA 20, Almanya). 

 

     

Resim 3.26. Tüpte jel halinde olan PZF’nin PZF kutusunda membran haline getirilmesi. 
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19. Kollajen membranlar dörde bölünerek dört ayrı steril petri kabı içine poröz yüzey 

flask tabanına bakacak şekilde yerleştirildi. 

20. PZF membranlar ikiye bölünerek, iki parçası steril petri kabına, iki parçası da 

kollajen membranların düz yüzeyi üzerine gelecek şekilde yerleştirildi.  

21. Çalışmaya katılan her bireye ait hücre süspansiyonu ile 2 PZF membran, 2 

kollajen/PZF membran ve 2 kollajen membran olmak üzere 6 ekim yapıldı.  

    

Resim 3.27. Üzerinde fibroblast kültürü gerçekleştirilen membran grupları. 

 

Resim 3.28. Çalışmada kullanılan kollajen  
Membran (Bio-gide 25X25 mm). 

 

22. Ekim örneklerinden üçü histolojik inceleme diğer üçü ise SEM incelemesi için 

hazırlandı.  

H SEM

PZF 

K 

PZF/K 
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23. Grupların herbiri kodlanıp sınıflandırıldı ve 1 hafta süre ile 37°C’de CO2’li 

inkübatörde bekletildi. 

24. Günaşırı medyum değişimi yapılarak deney 7. günde sonlandırıldı. 

3.2. Histolojik inceleme 

Işık mikroskobu için hazırlanan eksplantlar 7. gün sonunda %10’luk formaldehit içinde 

fikse edildi. Tespit solüsyonunda 48 saat bekletilen eksplantlar bir gece boyunca akan 

musluk suyu altında tutulduktan sonra bekletildikten sonra konsantrasyonları artan alkol 

serilerinden geçirilerek sudan kurtarıldı. Ardından ksilol ile şeffaflandırıldıktan sonra 

parafine gömülerek bloklandı. Yapılan bu işlemler sırasıyla tablo 3.1.’de ayrıntılı olarak 

verilmiştir. 

  Tablo 3.1. Işık Mikroskobu İçin Doku Hazırlama Tekniği. 

Sıra  Yapılan işlem Süre  Sıra Yapılan işlem Süre  

1 Musluk suyu 1 gece 8 Absolü Alkol 1 saat 

2 %50 Alkol 1saat 9 %50 Ksilen-Alkol 10 dakika 

3 %70 Alkol 1saat 10 %70 Ksilen-Alkol 10 dakika 

4 %80 Alkol 1saat 11 Ksilen 20 dakika 

5 %96 Alkol 1saat 12 Ksilen 20 dakika 

6 Absolü Alkol 1saat 13 Ksilen 20 dakika 

7 Absolü Alkol 1saat 14 Eriyik parafin 1 gece 

   15 Bloklama  

 

Parafin bloklardan Leica RM2155 mikrotom ile alınan 5µm’lik kesitler prolizin kaplı 

lamlara yayıldı. Histolojik inceleme için kesitler hematoksilen-eozin (H-E) (tablo3.2.) 

ve Masson’un üçlü boyası (Masson’s trichrome: M-T) (tablo 3.3.) ile boyandı. 
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Tablo 3.2. Hematoksilen-Eozin Boyama Tekniği. 

 

 

 

Yapılan İşlem 

 

Süre 

 

Sıra 

 

Yapılan İşlem 

 

Süre 

1 Etüv(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 Absolü Alkol I 20 dakika 17 %70 Alkol 10 dakika 

6 Absolü Alkol II 20 dakika 18 %80 Alkol 10 dakika 

7 %96 Alkol 20 dakika 19 %96 Alkol 10 dakika 

8 %80 Alkol 20 dakika 20 Absolü Alkol I 10 dakika 

9 %70 Alkol 20 dakika 21 Absolü Alkol II 10 dakika 

10 %50 Alkol 20 dakika 22 Ksilen I 20 dakika 

11 Akarsu 5 dakika 23 Ksilen II 20 dakika 

12 Hematoksilen 5-8 dakika 24 Kapatma  
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  Tablo 3.3. Masson’un Üçlü Boyama Tekniği. 

 

 

 

       

 

 

 

 

 

 

 

 

Boyanmış kesitler Olympus BX51 mikroskobu ile incelendi ve fotoğraflar alındı. 

Çalışmaya katılan her bireye ait membran gruplarından elde edilen kesitlerden rastgele 

5 (beş) alan seçildi. Aynı mikroskoptaki ‘Analysis LS Research’ programı kullanılarak 

membranlar üzerindeki fibroblast hücre çekirdeklerinin sayısı, fibroblastların kapladığı 

alan ve kesintisiz olarak devam eden fibroblast dizisinin uzunluğu hesaplandı (Resim 

3.29).  

SırSıra Yapılan İşlem Süre Sıra Yapılan İşlem Süre 

1 Etüv(60°C) 1 saat 16 Distile su 5 dakika 

2 Ksilen I 20 dakika 17 Fosfomolibdik asit 5 dakika 

3 Ksilen II 20 dakika 18 Anilin blue 
solüsyonu 

2-5 dakika 

4 Ksilen III 20 dakika 19 Distile su 5 dakika 

5 Absolü Alkol I 20 dakika 20 %1’lik asetik asit 2 dakika 

6 Absolü 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 Absolü Alkol I 10 dakika 

11 Hematoksilen 5-8 dakika 26 Absolü Alkol II 10 dakika 

12 Akansu 5 dakika 27 Ksilen I 20 dakika 

13 Asit-Alkol 3-5 dakika 28 Ksilen II 20 dakika 

14 Akansu 5 dakika 29 Kapatma   

15 Asit fuksin 5dakika    
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Resim 3.29. Hematoksilen-Eozin ile boyama yapılmış bir PZF membran 
kesitinde fibroblast hücre çekirdeklerinin sayımı. 

 

       
Resim 3.30. Hematoksilen-Eozin ile boyama yapılmış bir PZF membran 
kesitinde kesintisiz fibroblast dizisinin uzunluğunun ölçülmesi. 
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Resim 3.31. Hematoksilen-Eozin ile boyama yapılmış bir PZF membran 
kesitinde , sayılan fibroblastların kapladığı alan. 

 

3.3. Taramalı Elekron Mikroskobu (SEM) incelemesi 

Eş zamanlı olarak taramalı elektron mikroskobu (SEM) için hazırlanan eksplantlar 

%2,5luk gluteraldehit içinde fikse edilerek, incelenmek üzere numaralandırılarak 

saklandı. Çalışma başlangıcında eksplantlar 0,1M fosfat tamponu (pH=7,4) içinde 4 

defa 15’er dakika, distile su içinde 3 defa 5’er dakika yıkandı. Sonrasında %1’lik 

osmiumtetroksit (OsO4) ile ikinci tespit işlemi gerçekleştirildi. Eksplantlar 

konsantrasyonu artan aseton serilerinde (%50.70.80.90.100.100.100) 15’er dakika 

dehidrate edildikten sonra, sıvı CO2 içinde kritik nokta kurutucusunda (Polaron E300) 

kurutuldu. 

Eksplantlar metal stublar üzerine yerleştirildikten sonra sputter coater’da (Polaron 

SC76) altın paladyum ile 45nm kalınlığında kaplandı ve LEO 440 SEM’de sekonder 

elektron(SE) modunda, 15kV’de incelendi. 2000 ve 5000 KX magnifikasyonlarda 

görüntüleme yapıldı.  
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                  Resim 3.32. Leica RM 2155 mikrotom. 

       

 Resim 3.33. Olympus BX51 mikroskop. Resim 3.34. Kritik nokta kurutucusu (Polaron E300). 

    

  Resim 3.35. Sputter coater(Polaron SC76).   Resim 3.36. Taramalı elektron mikroskobu 
                                                                                                     ( Leo440 ) .                                                                   
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4. BULGULAR 

4.1. HÜCRE KÜLTÜRÜ BULGULARI 

Çalışmaya katılan bireylere ait dişeti biyopsi materyallerinden aynı kültür protokolleri 

uygulanarak primer fibroblast kültürleri elde edildi. İnverted mikroskop gözlemleri 

farklı bireylere ait, eşit büyüklüklerdeki dişeti biyopsi örneklerinden inkübasyon 

öncesinde farklı yoğunluklarda hücreler elde edildiğini ortaya koydu (Resim 4.1.). 

   

    

Resim 4.1.Dişeti biyopsi materyalleri ve elde edilen hücrelerin inkübasyon öncesi  
                  inverted mikroskop görüntüleri. 

Biyopsi no :4 

Biyopsi no :5 
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 İnverted mikroskop incelemesi sırasında bölünme eğilimli, flaska henüz tutunmamış 

fibroblast hücrelerinin yuvarlak şekilli ve parlak olduğu gözlenirken, yaklaşık bir hafta 

sonunda flaska yer yer tutunmaya başlayan fibroblastların iğsi morfolojide olduğu 

saptandı. 

Birinci hafta sonunda fibroblast üreme hızı yavaş olan ve 15 gün sonunda %80 

konfluense ulaşılamayacağı öngörülen iki flaska, bireylerin kendi kanından elde edilen 

PZF membranlar ilave edildiğinde üreme hızının arttığı ve 15 gün sonunda hedef hücre 

konsantrasyonuna ulaşıldığı gözlendi. Böylelikle ortalama 15 günün sonunda tüm 

flasklarda %80 konfluense ulaşıldı (Resim 3.20.). 

Flaskların biri dışında hepsinde sadece fibroblastların ürediği, tek flaskta fibroblastlara 

farklı hücrelerin de eşlik ettiği gözlendi ve bu flask çalışma dışı bırakıldı (Resim 3.21.). 

Üzerinde fibroblast kültürü gerçekleştirilen kollajen membranların medyum içerisinde, 

bir haftalık süreç boyunca makroskopik olarak boyutsal stabilitelerini koruduğu ancak 

PZF membranların rezorbe olmaya başladığı gözlendi. Rezorbe olan membranlar 

üzerindeki fibroblastların yer yer flask yüzeyine tutunup çoğaldığı izlendi. 

4.2. HİSTOLOJİK BULGULAR 

İn vitro ortamda PZF, PZF/kollajen ve kollajen membranlar üzerinde bir hafta kültürü 

yapılan fibroblastların tutunma ve proliferasyon özellikleri ışık mikroskobu düzeyinde 

değerlendirildi. Yapılan histolojik inceleme sonucunda, tüm membran gruplarından elde 

edilen eksplantlara ait bulguların birbirine benzer olduğu görüldü: 

- PZF, PZF/kollajen ve kollajen membran gruplarında bir haftalık fibroblast hücre 

kültürü sonunda bağ dokusu oluşumu, 

- Hücre kültürü yöntemi ile çoğaltılıp farklı membranlar üzerine ekilen fibroblast 

hücrelerinin altındaki membran yapısına sıkıca tutunduğu, 

- Tutunan fibroblast hücrelerinin yedi gün içinde kollajen sentezi yaparak, 

prolifere olan yeni fibroblast hücreleri ile kollajen bağlantılar kurduğu, 

-  Her üç grupta da; membran yüzeyine komşu bölgede fibroblastlardan zengin, 

kollajenden zayıf, gevşek bağ dokusunun oluştuğu, membran yüzeylerinden 

uzaklaştıkça; fibroblastlar arası matriks sentezinin arttığı ve sıkı bağ dokusunun 

meydana geldiği izlendi.  
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4.2.1. PZF Membran Grubuna Ait Bulgular 

Nispeten sağlam görünümlü (fibrin ağın çözünmeye başlamasıyla rezorpsiyon sürecine 

girmiş ancak bütünlüğünü kaybetmemiş olan) PZF üzerinde rezorpsiyon alanlarının 

oluştuğu ve bu alanlarda fibroblastların yoğun ara madde ve kollajen lif ürettiği 

gözlendi. Rezorpsiyon alanlarındaki fibroblast sayısının rezorpsiyonun olmadığı 

bölgelere oranla daha fazla olduğu saptandı (Resim 4.2.). 

 

 

Resim 4.2. PZF üzerinde oluşan rezorpsiyon alanları(←). H-E boyama, X20. 
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PZF üzerindeki fibroblastların 3-4 tabakalı dizilim gösterdiği ve her bir tabakadaki 

fibroblastların ürettiği matriks yığınının PZF’ye paralel çizgilenmeler oluşturduğu 

belirlendi (Resim 4.3.). 

 

Resim 4.3.PZF üzerinde oluşan rezorpsiyon alanlarında 3-4 tabakalı dizilim gösteren fibroblastlar 
                  (�) ve PZF'’ye paralel matriks yığılımı (�).H-E boyama, X40. 
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PZF’nin daha fazla rezorbe olup derin çukurlar oluşturduğu bölgelerde, fibroblastların 

yığılım gösterdiği ve PZF’ye sıkıca tutunduğu gözlendi. Özellikle PZF yüzeyinde daha 

fazla sayıda fibroblast bulunurken, membran yüzeyinden uzaklaştıkça fibroblastlar arası 

mesafenin arttığı ve aralarının matriks ile dolduğu izlendi (Resim 4.4.). 

 

Resim 4.4. PZF membran yüzeyine yakın fibroblastlar (� ), membran yüzeyinden uzaklaştıkça artan  
                   matriks yığılımı ( � ). H-E boyama, X40. 
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Çalışmaya katılan iki bireye ait eksplant kesitlerinde fibroblast proliferasyonunun fazla, 

matriks miktarının az olduğu ve yer yer kollajen kaynaklı çizgilenmeler oluştuğu 

gözlendi (Resim 4.5.). 

 

Resim 4.5. PZF membran grubu. Fibroblast proliferasyonunun çok, kollajen üretiminin    
                   az olduğu eksplanta ait kesit M-T boyama, X120. 
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4.2.2. PZF/kollajen Membran Grubuna Ait Bulgular 

Bu gruba ait tüm kesitlerde PZF’nin altındaki kollajen membrandan ayrıldığı ve PZF 

üzerine ekimi yapılan fibroblastların hem PZF hem de kollajen membran üzerine 

tutunduğu gözlendi. PZF ve kollajen membran üzerinde oluşan bağ dokusunda yer yer 

ayrılma ve açılmalar belirlendi (Resim 4.6.). 

 

Resim 4.6. PZF/kollajen membran grubu. PZF –kollajen membran arası ve bağ  
                   dokusundaki ayrılmalar (�). H-E boyama, X10 
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PZF ve kollajen membranın, görünüm ve yapısal özellikleri bakımından birbirinden 

belirgin bir şekilde farklı olduğu izlendi. Kesitlerde PZF’nin homojen bir yapı 

gösterdiği, kollajen membranın ise üç boyutlu lif dizilimleri sergilediği belirlendi. PZF 

ve kollajen membranlar arasında ayrılma gözlenen bölgelerde fibroblastların bu alanlara 

girerek çoğaldığı ve membranları birbirine bağladığı saptandı (Resim 4.7.). 

 

Resim 4.7. Kollajen ve PZF membranlar arasında fibroblastlardan meydana  
                  gelen bağlantı (�,�). H-E boyama, X20. 

K PZF 
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PZF ve kollajen membranın birbirinden ayrıldığı yüzeylerde fibroblast tutunması ve 

proliferasyonu görüldü (Resim 4.8.). 

 

Resim 4.8. PZF ve kollajen membran yüzeylerinde meydana gelen fibroblast  
                   proliferasyonu (�,	). H-E boyanma, X40 

K PZF 
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PZF üzerindeki rezorpsiyon alanlarının yüksek büyütmelerinde fibroblastların bu 

bölgelere göç ederek çoğaldığı belirlendi (Resim 4.9.). 

 

Resim 4.9. PZF/kollajen membran . PZF üzerindeki yoğun fibroblast    
                   proliferasyon alanı.H-E boyama, X40. 
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4.2.3. Kollajen Membran Grubuna Ait Bulgular  

Kollajen membranlar üzerine yapılan ekim sonrasında fibroblastların 3-4 tabakalı 

yığılım oluşturduğu görüldü. Fibroblastların nispeten birbirinden uzak yerleşim 

gösterdiği ve aralarının bağ dokusu matriksi ile dolduğu belirlendi (Resim 4.10.). 

 

Resim 4.10. Kollajen membran grubu. Birbirinden uzak yerleşim gösteren fibroblastlar 

arası yoğun matriks oluşumu (
). M-T boyama, X 120. Bağ dokusu 
matriksi: Lila rengi, kollajen membran lifleri: Mavi renk . 

 

K 
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Tüm kesitlerde yeni oluşan bağ dokusu matriksinin sadece yüzeyde bulunmadığı, aynı 

zamanda fibroblastlarla birlikte kollajen membran lifleri arasında ilerlediği ve 

membranla bütünleştiği tespit edildi (Resim 4.11.).  

 

Resim 4.11. Kollajen membran lifleri arasına ilerlemiş ve onunla bütünleşmiş 
                     bağ dokusu (---). H-E boyama, X40 
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Resim 4.12. Kollajen membran grubu. M-T boyama, X20. 
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Çalışmaya katılan iki bireyin eksplant kesitlerinde, fibroblast proliferasyonunun çok, 

ancak kollajen üretiminin az ve iplikçik şeklinde olduğu görüldü (Resim 4.13.). 

 

Resim 4.13. Kollajen membran üzerinde sık dizinlenmiş fibroblastlar ve ince 
                     kollajen lifler .H-E boyama, X 40. 

 

4.3. TARAMALI ELEKTRON MİKROSKOBU (SEM) BULGULARI 

İncelenen tüm gruplarda SEM görüntüleri birbirine benzerdi. Her membran grubunda 

dişeti fibroblastlarının ekim sonrası yedinci günde iğsi ve uzamış sitoplazmik uzantıları 

ile çok sayıda filopodlara sahip oldukları, hücre-membran ve hücreler arası kollajen 

bağlantılar oluşturdukları, membranı kapladıkları ve katmanlaşma gösterdikleri 

belirlendi.  
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Resim 4.14. PZF membran grubu. Membran yüzeyinin tamamen bağ dokusu ile kaplanması. 

 

Resim 4.15. PZF/kollajen membran grubu. Bağ dokusu ile kaplanmış membran yüzeyi. 
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Resim 4.16. Kollajen membran grubu. Bağ dokusu ile kaplanmış membran yüzeyi. 
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PZF grubunda fibroblastların birbirine filopodlar ile bağlandığı ve fibroblastlar arasında 

üç boyutlu yapıda, gevşek dizinlenmiş kollagen liflerin sentezlendiği görüldü (Resim 

4.17., Resim 4.18.). 

 

Resim 4.17. PZF membran grubu. Fibroblastların membran üzerinde yerleşimleri,  
                     PZF membran yüzeyi ( �), Fibroblastlar ( �   ). 
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Resim 4.18. PZF membran grubu . Filopodlar (
), fibroblastlar tarafından sentezlenmiş    
                     kollajen lifler (�) 
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PZF/kollajen grubunda fibroblastların pzf üzerine sıkıca tutunduğu, sentezlediği 

kollajen liflerin PZF’ye ait fibrin ağı ile karıştığı gözlendi.(Resim 4.19, Resim 4.20). 

 

Resim 4.19. PZF/kollajen membran grubu. PZF membran( � ) üzerinde fibroblastların  
                   (�) yerleşimi.  
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Resim 4.20. PZF/kollajen membran grubu. PZF yüzeyinde fibrin ağ (�), fibroblastlar (�). 

 

Kollajen membran grubunda membrana ait lifler kalın yığılmalar şeklindeyken, 

fibroblastlar tarafından yeni üretilmiş kollajen lifler hücreler arası iplikçikler 

görünümündeydi (Resim 4.21). 

4.4. İSTATİSTİKSEL BULGULAR 

4.4.1. Fibroblast Sayısı Bulguları 

Veri setinin Kolmogorov-Smirnov testinde normal dağılıma uymadığı gözlenmiştir 

(p<0.05). Bu yüzden tekrarlayan ölçümlerde Friedman varyans analizi kullanılmıştır. 

Bu testin sonuçlarına göre gruplar arasında hücre sayısı açısından farklılık 

gözlenmemiştir (p=0.128). 
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Şekil 4.1. Eksplant kesitlerindeki fibroblast sayısı değerleri p>0.05. 
 
4.4.2. Kesintisiz Fibroblast Dizisi Uzunluğu 

Veri setinin Kolmogorov-Smirnov testinde normal dağılıma uygunluğu gözlenmiştir 

(p= 0.221). Bu nedenle tekrarlayan ölçümlerde varyans analizi(ANOVA) kullanılmıştır. 

Bu testin sonuçlarına göre PZF, PZF/kollajen ve kollajen membran gruplarında 

kesintisiz fibroblast dizisi uzunluğu bakımından fark gözlenmiştir (p=0.002). Tukey 

Post-hoc testi bu farkın PZF/kollajen grubu ve diğer gruplar arasında olduğunu ortaya 

koymuştur (p<0.05); PZF/kollajen grubu düşük değerler göstermektedir. 

       

        Şekil 4.2. Eksplant kesitlerindeki kesintisiz fibroblast uzunluğu değerleri p<0.05. 

          PZF                             PZF/K                          K 

                   PZF                           PZF/K                                   K 



 79 

4.4.3. Fibroblast Hücrelerinin Kapladığı Alan 

Veri setinin Kolmogorow-Smirnov testinde normal dağılıma uygunluğu gözlenmiştir 

(p=0.095). Bu nedenle tekrarlayan ölçümlerde varyans analizi (ANOVA) kullanılmıştır. 

Tüm membran grupları arasında fibroblastların kapladığı alanlar bakımından 

istatistiksel olarak farklılık gözlenmemektedir (p=0.455). 

            

                  Şekil 4.3. Eksplant kesitlerindeki fibroblastların kapladığı alan p>0.05. 
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5. TARTIŞMA VE SONUÇ 

Sağlıklı periodonsiyumun devamlılığı yeterli dişeti ile sağlanabilmektedir. Dişeti 

çekilmeleri sonucunda dentin hassasiyeti, kök çürükleri, estetik kayıplar ve ileri 

durumlarda diş kaybı gibi sorunlar meydana gelebilir. Yapışık dişeti miktarını artırmaya 

ve kök örtümüne yönelik tedaviler ile bu sorunlar giderilmeye çalışılmaktadır. 

Günümüzde uygulanmakta olan farklı dişeti ogmentasyon işlemleri arasında kök 

örtümünde altın standart olarak tanımlanan yöntem, saplı fleplerle birlikte uygulanan 

supepitelyal bağ dokusu greftleridir (1). Ancak bu yöntemin ikinci bir yara sahası 

oluşturması, greftin eldesi için ekstra zaman gerektirmesi, yetersiz greft elde edilebilme 

riski taşıması, verici saha morbiditesi ve operasyon sonrası ağrı gibi kısıtlamaları 

mevcuttur. Doku mühendisliği ile ex vivo ortamda oluşturulabilecek oral mukoza veya 

bağ dokusu grefti eşdeğerleri bu kısıtlamaları ortadan kaldırmayı hedeflemektedir. 

Bilgilerimiz dahilinde, literatürde PZF ve kollajen membranlar üzerinde insan dişeti 

fibroblastlarının ekimiyle oluşturulan eksplantların histolojik olarak incelendiği ve 

karşılaştırıldığı bir çalışma bulunmamaktadır. Bu çalışmanın birinci amacı PZF 

membran ve kollajen membran üzerinde insan dişeti fibroblastı kültürü ile ex vivo 

oluşturulan iki greft materyalini histolojik olarak karşılaştırmaktır. İkinci amacı ise PZF 

membranın kollajen membran ile desteklenmesi durumunda büyüme hormonları içeren 

PZF’nin hücre proliferasyonuna etkisinin araştırılmasıdır. 

 Simain-Sato ve ark. (251) ratlarda yaptıkları çalışmada dişeti biyopsi örneklerinden 

izole edilen fibroblastlar ile in vitro şartlarda bağ dokusu elde edilebileceğini ve bu 

fibroblastların biyoemilimli membranlar üzerine ekilebilir olduğunu ifade etmişlerdir 

(252). Bu literatür bilgisi ışığında çalışmamızda oluşumunu hedeflediğimiz dişeti bağ 

dokusu için palatinal dişetinden izole edilen insan dişeti fibroblastlarının kullanılmasına 

karar verilmiştir. Periodontal ligament fibroblastları da oluşturulmak istenen bağ dokusu 
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modeli için kullanılabilmektedir. Ancak izolasyonlarının zorluğu ve hızlı üreme ile 

birlikte gelen hızlı enfeksiyon riski, dişeti fibroblastlarını tercih etmemizin 

nedenlerindendir. Araştırmalar periodontal ligamentten elde edilen heterojen hücre 

topluluklarının osteoblast, sementoblast, veya periodontal ligament hücrelerine 

dönüşebilme kapasitesine sahip olduklarını öne sürmektedir (253, 254). Çalıştığımız 

laboratuvar koşullarında hücrelerin farklılaşmasını kontrol altında tutmanın da güçlüğü 

göz önünde bulundurularak, diğer hücrelere farklılaşma ihtimali olan kök hücrelerini 

daha az miktarda barındıran dişeti fibroblastlarının çalışmamızda kullanılması uygun 

görülmüştür. 

Dişeti biyopsilerinin alınması amacıyla sistemik olarak sağlıklı, sigara kullanmayan, 

devamlı ilaç kullanım zorunluluğu bulunmayan ve yaşları birbirine yakın bireyler 

seçilmiştir. Seçim kriterleri oluşturulurken enfeksiyon riskinin azaltılması, ilaca bağlı 

fibroblast proliferasyonundaki değişimlerin engellenmesi ve yaş ile ilişkili hücre 

proliferasyonuna etki edebilecek mitojenik aktivite farklarının minimalize edilmesi 

hedeflenmiştir. Dişeti biyopsileri özellikle çekim endikasyonu konulmuş üst çene 20 yaş 

dişlerine komşu palatinal dişetinden alınmıştır. Alt çene 20 yaş dişi komşuluğundaki 

keratinize dişetinin çoğunlukla yetersiz ve enflame olması bu bölgeden dişeti biyopsisi 

alınmasını imkansız kılmıştır. Biyopsilerin elde edilmesinde punch yerine alveoler 

kemik düzlemine 45 derece açıyla yerleştirilmiş ve periosteuma tek noktadan temas 

eden 15C bistüri ucu kullanılmıştır. Bu yöntem minimal periosteum hasarı ve 

dolayısıyla minimal operasyon sonrası ağrı ile sonuçlanmıştır. Konik formda dişeti 

biyopsi materyali elde edilmesi, yara bölgesindeki yumuşak doku iyileşmesini 

hızlandırmıştır.  

Literatür incelendiğinde, dişeti ya da periodontal ligament fibroblastlarının membranlar 

üzerine ekimlerinin gerçekleştirildiği çalışmalarda fibroblastların 2., 3. ve 4. pasajlarının 

kullanıldığı göze çarpmaktadır (203, 205, 206). Çalışmamızda da dişeti biyopsilerinden 

elde edilen fibroblastların 2. ya da 3. pasajları membran üzerine ekim için kullanılmıştır. 

Liu ve ark.’nın (255) çalışmasında, mezenşimal kök hücrelerin uzun süreli kültürlerinde 

kanser hücrelerine dönüşebileceği belirtilse de, maligniteye eğilim gösteren dişeti 

fibroblastlarını rapor eden bir çalışma bulunmamaktadır (206). Her ne kadar çalışmamız 

histolojik inceleme esasına dayansa ve oluşturulan eksplantın insana nakli 

gerçekleştirilmese de, pasajladığımız fibroblastların morfolojik özellikleri inverted 
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mikroskop altında incelenerek fenotipik bir değişiklik gösteren ya da saf fibroblast 

kültürü olmadığını düşündüğümüz bir kültür flaskı çalışma dışı bırakılmıştır (Resim 

3.21).  

Çalışmamızın başlangıcında eşit büyüklükte dişeti biyopsileri almamıza rağmen, her 

bireyin dişeti biyopsisinden farklı sayıda hücre elde edilmiştir (Resim4.1.).  Bu durum 

eşit hacimlerdeki dokularda farklı sayıda hücre ve farklı miktarda ara madde oluşuyla 

açıklanabilir ki, bu durum ancak bireysel farklılıklarla ilişkilendirilebilir. 

Fazla sayıda fibroblast içeren veya üreme hızının fazla olduğu flasklarda 15 gün içinde 

3 kez pasajlanarak %80 konfluense ulaşılırken, fibroblastların az olduğu veya üreme 

hızının yavaş olduğu flasklarda 15. günde 2. pasajda %80 konfluense ulaşılmıştır. 

PZF’in hücre proliferasyonunu artırdığını gösteren bir çok çalışma mevcuttur. Tsai ve 

ark.’nın yaptıkları bir çalışmada PZF’nin 3 günlük hücre kültürlerinde, osteoblastların, 

dişeti fibroblastlarının ve periodontal ligament fibroblastlarının proliferasyonuna 

katkıda bulunduğu gösterilmiştir (256). Wu ve ark. yaptıkları bir çalışmada PZF’nin 

osteoblast ataşmanını, proliferasyonunu ve kollajen ilişkili protein üretimini artırdığını 

belirtmişlerdir (257). Ayrıca Huang ve ark.  çalışmalarında PZF’nin dental pulpa 

hücrelerinin proliferasyonunu ve farklılaşmasını stimüle ettiğini bildirmişlerdir (258). 

Bu bilgiler ışığında çalışmamızda 15. günde %80 konfluense ulaşamayacağını 

öngördüğümüz iki fibroblast kültürüne, biyopsileri aldığımız bireylerden elde ettiğimiz 

PZF membranlar ilave ederek, proliferasyon düzeylerinin hedeflenen zamanda %80’e 

ulaşması sağlanmıştır. Çalışmamızda sözü geçen kültürlere dair öngörümüz 7. veya 8. 

gününde tutunmaya ve çoğalmaya başlamış fibroblast sayısının diğer kültürlere oranla 

çok az olduğu bulgusuna dayanmaktadır. Literatür bilgileri ışığında yaptığımız pilot 

çalışmalarda da tecrübe ettiğimiz üzere PZF dişeti fibroblastlarının üreme hızını 

artırmaktadır. Hücre kültürlerinin bu manipulasyonu, üreme potansiyeli fazla olan 

hücrelerin yaşlanmasını beklemeden, üreme hızı yavaş olan hücrelerin proliferasyon 

hızını artırarak, farklı bireylerden eşit zamanda, eşit sayıda hücre elde ederek 

membranlar üzerine ekeceğimiz fibroblastları zamansal ve sayısal açıdan standardize 

etmek amacını taşımaktaydı. 

Günümüzde doku mühendisliği uygulamaları rejeneratif sahada sağladığı avantajlardan 

dolayı yaygınlaşmaya başlamasıyla beraber, in vitro ortamdaki oksijen yetersizliği ve 

beslenme zorluğu gibi etkenler doku yapımını zorlaştırmaktadır. Yeni dokunun 
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üretilebilmesi ve bu dokunun fonksiyonel olabilmesi için uygun biyomateryalin seçimi 

çok önemlidir (259). Literatürde doku mühendisliği yöntemleri ile oral yumuşak 

dokuların oluşturulmasında farklı doku iskeleleri kullanılmıştır. Bu çalışmalarda benzil 

ester hiyaluronik asit (29), tip1 ve 3 kollajen (30, 31), poliglaktin meş (32, 33), ADMA 

(34) ve kitosan (35) allojenik ya da otojen fibroblast kültürü ile birlikte kullanılan doku 

iskeleleridir. Membranlar uzun yıllardan beri periodontal ve peri implant defektlerin 

tedavisinde YDR ve yönlendirilmiş kemik rejenerasyonu (YKR) işlemlerinde 

kullanılmaktadır (260). Domuz ve sığır kaynaklı Tip 1 ve 3 kollajen içerikli membranlar 

sıklıkla kullanılanlardır (261). Kollajenler ile ilgili en önemli problem hayvan kaynaklı 

olması ve immunolojik reaksiyon gibi hayvan-ilişkili enfeksiyöz ajanları taşıyabilme 

kapasitelerinin bulunmasıdır (262, 263). Bununla beraber yıllardır hayvan kaynaklı 

kollajenler yumuşak doku ogmentasyonu, hemostatik ajan, yara örtüsü ve vasküler greft 

örtüsü olarak kullanılmaktadır (264). Kollajen membranların pıhtı oluşumundaki aktif 

rolü, periodontal bağ dokusunun temel elemanları olan periodontal ligament ve dişeti 

fibroblastlarına kemotaktik etkisi diğer biyoemilimli sentetik membranlardan daha 

üstün olduğunu düşündürmektedir (265, 266).  

Fibrinojen temelli hücre kültürü sistemlerinin felsefesi hücre ataşmanını (267), 

proliferasyonunu (268) ve farklılaşmasını (269) artırması esasına dayanmaktadır. Bazı 

çalışmalarda (270, 271) fibrinin insan mezenşimal kök hücrelerinin kolonizasyonu için 

uygun doku iskelesi olabilme durumu araştırılmıştır. Farklı fibrinojen 

konsantrasyonlarına bağlı olarak insan mezenşimal kök hücrelerinin farklı yapışma, 

yayılma ve çoğalma sergilediği gözlenmiştir (272). Perka ve ark. (273) periosteal 

hücreler ve kondrositler gibi farklı hücre tiplerinin trasplantasyonu için biyoemilebilir 

fibrin aljinat taşıyıcı geliştirmişlerdir.  

Trombositler (plateletler) disk şeklinde, periferal kanda bulunan, çekirdeksiz hücrelerdir 

(274). Plateletler, hücre mitozunu ve kollajen yapımının artışını sağlayan, diğer 

hücreleri yara bölgesine toplayan, vasküler gelişimi başlatan ve hücre farklılaşmasını 

indükleyen önemli büyüme faktörleri içerirler (275). PZF, içinde platelet kaynaklı 

büyüme faktörleri ve çeşitli sitokinlerin hapsolduğu, güçlü fibrin ağ yapısından 

meydana gelen otolog bir biyomateryaldir (215). PZF doku mühendisliği çalışmalarında 

hücre ekimi için biyoiskelet olarak kullanılabilmektedir. Plateletten zengin fibrinin 

periosteal doku mühendisliğinde kollajen membran ile karşılaştırıldığı bir çalışmada 
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(39), insan periosteal hücre proliferasyonunun PZF üzerinde daha fazla olduğu, 

biyouyumluluğunun da kollajen membrana yakın ancak yine de ondan üstün olduğu 

gösterilmiştir. 

Amniotik membranın literatürde yumuşak doku grefti (276), dişeti yaralanmalarda 

iyileşmeyi hızlandırıcı örtü (277), doku mühendisliği çalışmalarında tavşan epitelyal 

hücre kültürlerinde substrat (278), oral rekonstrüksyon amaçlı insan oral epitelyal ve 

periodontal ligament hücrelerine (279) ve oral mukoza yapımı için tavşan oral 

keratinosit kültürüne doku iskelesi olarak (280) kullanıldığı araştırmalar mevcuttur. 

Kolay elde edilebilen, maliyetsiz olan ve daha önceki pilot deneylerimizde üzerinde 

insan dişeti fibroblastlarının proliferasyonunu değerlendirdiğimiz bu membrana 

çalışmamızda doku iskelesi olarak yer vermeme nedenimiz kanda rutin testlerde tespit 

edilemeyen yani pencere döneminde olan hepatit gibi viral hastalıkların iletibilmesine 

sebep olabilmesidir (281). 

Çalışmamızda bu bilgilerden yola çıkılarak kollajen membran ve PZF doku iskeleleri 

olarak seçildi. Kollajen membran seçiminde, bir çok ticari ürün arasından özellikle Bio-

Gide kollajen membran kullanılmasına karar verilmiştir. Bu seçimde insan periodontal 

ligament fibroblast ve osteoblast benzeri hücre kültürlerinde farklı kollajen 

membranların biyouyumluluğunun ve hücre proliferasyonunun değerlendirildiği bir 

çalışma (205) referans alınmıştır. Söz konusu çalışmada insan periodontal ligament 

fibroblast ve osteoblast benzeri hücrelerin en fazla sayıda incelenen diğer kollajen 

membranlardan ziyade Bio-Gide kollajen membran üzerinde yapışarak çoğaldığı öne 

sürülmüştür. Üçüncü çalışma grubu olarak PZF/kollajen membranın çalışmaya dahil 

edilmesinin nedeni ise kombine kullanımın fibroblast proliferasyonuna etkisinin 

araştırılması idi. Bu grubun çalışmaya dahil edilme sebebi, rezorpsiyon hızı yüksek olan 

PZF membrana boyutsal stabilitesini uzun süre koruyan ve çözünme hızı çok daha 

yavaş olan kollajen membran ile fiziksel destek sağlandığında, hücre proliferasyonunun 

bu durumdan nasıl etkilendiğinin sorgulanmasıydı. 

Membranlar üzerine hücre ekiminin gerçekleştirildiği bazı çalışmalarda (206) birim 

yüzey alanına ekilen hücre sayısı hesaplanarak standardizasyon sağlanırken, kimi 

çalışmalarda da membran yüzeylerine ekilen total hücre sayısı hesaplanarak 

standardizasyon sağlanmaktadır (282). Daha önceki pilot çalışmalarımızda da tecrübe 

ettiğimiz üzere, bireysel farklılıklarla ilişkili olarak farklı boyutlarda elde edilebilen 
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PZF membranlar kültür ortamında farklı zamanlarda ve farklı hızlarda bozunmaya 

uğramakta yani, boyutsal stabilitelerini zamanla kaybetmektedirler. Deney süresince 

sabit yüzey alanına sahip olmayan PZF membranların üzerindeki fibroblastların fibrin 

ağın bozunması sürecinde kimi zaman flaska kimi zaman da yeniden PZF’ye tutunduğu 

gözlenmiştir. Bu durum standardize edebileceğimiz parametrenin başlangıçta 

membranlar üzerine ekilen total hücre sayısı olduğunu göstermektedir. Bu bilgiler 

ışığında, fibroblast ekimi gerçekleştirirken, başlangıç total hücre sayısının her membran 

grubu için eşit sayıda olmasına dikkat edilmiştir. PZF’nin kollajen membrana oranla 

boyutsal stabilitesini hızlı bir şekilde kaybetmesi bir dezavantaj gibi görünmektedir. 

Ancak, ex vivo bağ dokusu eşdeğeri üretilmesi ve insana nakledilmesi planlandığında 

bu çalışma süresi kısaltılabilir. Hücreler membranlar üzerine ekilmek için flasklardan 

kaldırıldıktan kısa bir süre sonunda doku iskelelerine yapışarak prolifere olmaya 

başlarlar. Proliferasyon fazı daha sonra yerleştirildikleri doku içinde de devam edebilir. 

Bu strateji ile iskele yapısı içinde hücre nakli gerçekleştirilmiş olmakla beraber, 

rezorpsiyon sonucu kaybedilen hücrelerin sayısı da minimuma indirgenmiş olur. 

Çalışmamızda 1 haftalık süre sonucundaki bağ dokusu özelliklerinin histolojik olarak 

incelenmesi hedeflendiğinden dolayı deney süresi uzun tutulmuştur. Dişeti 

fibroblastların ve membranlarla oluşturulan eksplantların hastalara 2 veya 3 gün 

inkübasyon süresi sonrasında nakledilebileceğini belirten çalışmalar mevcuttur (206). 

Literatür incelendiğinde hücre kültürü için genellikle %10 Fetal Sığır Serumu (FBS) 

içeren Dulbecco’s Modified Minimal Essential Medium’ın (DMEM) kullanıldığı göze 

çarpmaktadır (206, 283, 284). İmmunolojik reaksiyon riskinin azaltılması amaçlanarak 

farklı kültür medyumlarının kullanıldığı çalışmalar da mevcuttur. Yamada ve ark.’nın 

(285) yaptıkları bir çalışmada, bileşiminde hayvan içeriği bulunmayan kültür medyumu 

kullanılarak çoğaltılan fibroblastlar ve kollajen sünger ile oluşturulan eksplantın, 

yumuşak doku ogmentasyonunda güvenilir bir şekilde kullanılabileceği rapor edilmiştir. 

Bayar’ın (202) çalışmasında da yine hayvan kaynaklı herhangi bir besleyici materyal 

içermeyen kültür ortamında 11. günde vücut dışında üretilmiş histolojik olarak ağız 

mukozası eşdeğeri bir ürün elde edildiği belirtilmiştir. Çalışmamızda kullandığımız 

doku kültürü medyumu Bio-AMF 1, ilave içeriğinde fetal sığır serumu (FBS) 

bulundurmaktadır. Çalışmamızda bu medyumu tercih etme nedenimiz; 

gerçekleştirdiğimiz pilot çalışmalarda fibroblast kültürü için kullandığımız farklı iki 

doku medyumundan Bio-AMF 1’in hücre proliferasyon hızı ve enfeksiyon kontrolünde 
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diğer medyuma oranla daha başarılı sonuçlar vermesidir. İn-vitro dizayna sahip olan 

çalışmamızda hayvan içerikli doku kültürü medyumu kullanma sakıncasının 

bulunmaması bu medyumu tercih etmemizde ikinci bir neden olarak gösterilebilir. 

Bununla beraber, farklı çalışmalarda hayvan içeriği ihtiva eden medyumlarla 

oluşturulmuş doku mühendisliği ürünlerinin insana nakli sonucunda herhangi bir 

immunolojik reaksiyonun görülmediği de literatür bilgilerimiz dahilindedir. Köseoğlu 

ve ark.’nın (206) yaptıkları çalışmada DMEM kullanılarak in vitro elde edilen kollajen 

membranlar üzerine ekilmiş fibroblast kültürlerinden oluşan eksplantların dişeti 

çekilmesi bulunan bireylerde kullanılması sonucunda herhangi bir immunolojik 

reaksiyon rapor edilmemiştir. Söz konusu çalışmada hücrelerdeki FBS artıklarının 

temizlenmesi için eksplantın 5 kez fosfat tamponlu serum (PBS) ile yıkanmasının 

yeterli olduğu belirtilmiştir.  

‘Papilla priming’ işlemi ilk kez 2007 yılında McGuire ve ark. (286) tarafından dişeti 

papili rekonstrüksiyonu gerçekleştirmek amacıyla kullanılmıştır. Hastaların dişeti 

biyopsilerinden izole edilen ve FBS kullanılarak kültür ortamında çoğaltılan otojen 

fibroblast hücreleri açık interproksimal bölgede bulunan dişeti dokusu içine enjeksiyon 

yöntemi ile nakledilmiştir. Araştırıcılar yöntemin dişeti papili rekonstrüksiyonunda 

başarılı ve güvenilir olduğunu belirtmişlerdir. Benzer şekilde Surana ve ark. da (287) bu 

yöntemin interproksimal papil yüksekliğini artırmada güvenilir ve komplikasyonları 

olan cerrahi yöntemlere göre hastalar tarafından daha kolay kabul edilebilir olduğunu 

ileri sürmüşlerdir. Bu vaka raporunda da kültür medyumu hayvan içerikli olup, 

hücrelerin medyumdan izole edilmesi için santrifüj kullanılmış ve PBS ile seyreltilen 

hücre süspansiyonu interdental papillere enjekte edilmiştir. Her iki ‘papilla priming’ 

çalışmasında da immunolojik yanıt rapor edilmemiştir. 

Çalışmamızda incelenen histolojik kesitlerde her membran grubunun ekim 

gerçekleştirilen yüzeyinde ve iç kısımlara doğru prolifere olmuş fibroblastlardan oluşan 

bağ dokusu gözlenmiştir. Yamada ve ark. (285) dişetinden izole ederek çoğalttıkları 

dişeti fibroblastlarını farklı medyumlar kullanarak kollajen süngerler üzerine ekmişler 

ve oluşturulan eksplantları dokuzuncu günde fikse ederek histolojik olarak 

incelemişlerdir. Araştırıcılar çalışmamızda elde ettiğimiz bulgulara benzer şekilde, 

hematoksilen- eozin boyaması yapılan kesitlerde eksplantların içinde ve özellikle ekim 

gerçekleştirilen üst yüzeylerde fibroblastların prolifere olduğunu bildirmişlerdir. 
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Herhangi bir substra karşı afiniteyi belirleyen faktör hücrelerin morfolojik özellikleridir. 

Ataşman gösteren fibroblastların morfolojik özelliklerinin incelenmesi gerek kök 

yüzeyinin gerekse biyomedikal materyallerin biyouyumluluklarının 

değerlendirilmesinde sıkça kullanılmaktadır. Fibroblastlar gibi yassı hücreler afinite 

gösterdikleri substratlara birçok sayıda ataşman ile bağlanır, yassılaşır, uzar ve 

lamellopodlar oluşturur (288). SEM görüntülerinde tüm membran gruplarında fibroblast 

bulunduğu, fibroblast katmanları arasında kollajen sentezinin gerçekleştiği ve 

fibroblastların altındaki yapılara birçok iğsi lammellopodlarla bağlandığı gözlenmiştir. 

Bu bulgular çalışmamızda kullanılan membran gruplarının biyouyumluluklarının iyi 

olduğunu ve ex vivo oluşturulabilecek eksplantlar için uygun birer doku iskelesi 

olabileceklerini göstermektedir. Çalışmamızın sonuçları Rothamel ve ark.’nın (205) 

farklı kollajen membranların biyouyumluluklarını değerlendirdikleri çalışmanın 

sonuçları ile uyumluluk göstermektedir. Çalışmamızın SEM görüntüleri PZF membran 

ve PZF/kollajen membranın da biyouyumluluğunun kollajen membrana benzer 

olduğunu ortaya koymaktadır. 

Çalışmamızda bireylere göre sınıflandırılmış her membran grubuna ait rastgele seçilen 

histolojik kesitlerde membranlar üzerindeki fibroblast sayısı, kesintisiz fibroblast dizisi 

uzunluğu ve fibroblastların kapladığı alan belirlenmiştir. Proliferasyonun 

değerlendirilmesi amacyla yapılan fibroblast çekirdeklerinin sayımı sonrasında gruplar 

arasında istatistiksel olarak anlamlı bir fark elde edilmemiştir. Eşit sayıda fibroblast 

ekimi yapılan membranlarla oluşturulan eksplantların inkübasyon periyodu sonrası 

alınan kesitlerinde benzer sayıda hücre çekirdeğinin bulunması, her eksplant grubundaki 

dişeti fibroblastlarının proliferasyon düzeylerinin birbirine yakın olduğuna işaret 

etmektedir.  

Membranlar üzerinde fibroblastların kapladığı alanlar açısından gruplar arası 

istatistiksel olarak anlamlı farkın olmaması her membran grubu üzerinde yaklaşık 

benzer kalınlıklarda ex vivo oluşturulmuş bağ dokusu elde edildiği şeklinde 

yorumlanabilir. ‘Eşit fibroblast ile kaplı yüzey alanı X üst üste dizilmiş eşit sayıda kesit 

= eşit hacimde bağ dokusu’ ifadesi bu durumu matematiksel olarak da doğrulamaktadır. 

Kesintisiz fibroblast dizisi uzunluğu bakımından PZF/K grubunda PZF ve K gruplarına 

göre daha düşük değerler gözlenirken, PZF ve K gruplarındaki değerler birbirine 

yakındır. Bu durum, PZF’nin kollajen membran üzerinde rezorbe olurken fibroblast 
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dizilerinin bozularak kollajen membran üzerine tutunmaları ve prolifere olmalarıyla 

açıklanabilir. PZF/K grubuna ait histolojik kesitlerde fibroblastların her iki membran 

yüzeyinde de prolifere olduğu görülmektedir. Ölçümler bu grupta PZF üzerinde 

yapılmıştır. Dolayısıyla PZF’den ayrılarak kollajen membran üzerinde çoğalmaya 

başlayan fibroblastlar kesintisiz fibroblast dizisi uzunluğuna dahil edilmemiştir. 

Gassling ve ark.’nın (39) PZF ve kollajen membranlar üzerinde insan periosteal 

hücrelerinin proliferasyon özelliklerini ve membranların biyouyumluluklarını 

karşılaştırdıkları çalışmalarında, PZF’nin her iki parametre açısından da kollajen 

membrandan üstün olduğu belirtilmiştir. Çalışmamızda proliferasyon ve 

biyouyumlulukların tüm eksplant gruplarında benzer olduğu bulgusu farklı hücre 

tiplerinin kullanılması ile ilişkilendirilebilir. Ayrıca söz konusu çalışmada hücre 

proliferasyonu değerlendirmesi MTT [3-(4,5-dimethylthiazolyl-2)-2,] 5-

diphenyltetrazoliumbromide) testi, WST testi ve BrdU (5-bromo-2-deoksiuridin) testi 

kullanılarak gerçekleştirilirken, biyouyumluluk değerlendirmesi için LDH(laktat 

dehidrogenaz) testi ve SEM kullanılmıştır. Bu testler membranlar üzerine ekim 

yapılmasını takiben sırasıyla, 1.,7. ve 5. günlerde uygulanmıştır. Çalışmamız histolojik 

değerlendirme esasına dayandığından dolayı, bulgularımız biyomateryaller üzerine 

ekimin gerçekleşmesinden 7 gün sonra oluşturulan eksplantların histolojik kesit ve SEM 

incelemelerinden elde edilmiştir. Sonuç olarak her iki çalışma arasındaki metodolojik 

farklılıklar bulgular arasındaki farklılıkları açıklayabilir.  

Hojo ve ark. (289), farelere transplante edilen fibrin ve kollajen jellere dermal fibroblast 

ve epidermal keratinositlerin ekimi ile elde ettikleri dermal eksplantları histolojik olarak 

incelemişlerdir. Transplantasyon öncesinde kollajen ve fibrin jellerle elde edilen 

eksplantlar arasında histolojik açıdan bir fark bulunmamıştır. Her iki materyal ve hücre 

grupları ile oluşturulan eksplantlarda transplantasyon öncesi fibroblast ve keratinosit 

proliferasyonları eşit bulunmuştur. Aselüler fibrin ve kollajen jellerin süpernatantlarında 

VEGF miktarları açısından anlamlı fark gözlenmezken, fibrin jel ile oluşturulmuş 

dermal eksplantın süpernatantındaki VEGF miktarı kollajen jel ile elde edilen dermal 

eksplanttakine oranla anlamlı düzeyde yüksek bulunmuştur. Bu durum in vitro 

koşullarda fibrin ve kollajen jellerin fibroblast ve keratinositlerin proliferasyonu için 

benzer mikro çevre oluşturduğu şeklinde yorumlanmıştır. Bununla beraber, VGEF 

miktarlarının hücre ekili fibrin iskelelerinin süpernatantlarında fazla olması, fibrinin 
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indüklediği hücrelerden VEGF sekresyonunun artmasıyla ilişkilendirilmiştir. İlginç bir 

şekilde, çalışmanın in vivo bulguları in vitro bulgularından farklıdır. Fibrin jel ile elde 

edilmiş eksplantın transplantasyon sonrası 3. gün histolojik kesitlerinde epidermisin 

fibrin yüzeyine iyi bağlantı sağlamış olduğu, transplantasyon yüzeyinde az miktarda 

enflamasyon hücresi ve belirgin düzeyde alkalin-fosfataz pozitif hücrelerin(vasküler 

endotelyal hücreler) varlığı gözlenmiştir. Kollajen jel ile elde edilen dermal eksplantın 

transplantasyon sonrası 3. gün histolojik kesitlerinde ise kollajenin atrofiye uğrayan 

bölümlerinden epidermisin ayrıldığı, transplantasyon yüzeyinde bol miktarda 

enflamatuar hücre bulunduğu ve alkalin-fosfataz pozitif hücrelerin çok az sayıda olduğu 

gözlenmiştir. Alkalin fosfataz pozitif hücreler her iki eksplant kesitindeki rastgele 5 

alandan sayılmış ve fibrin jel ile elde edilen eksplanttaki hücre sayısı anlamlı derecede 

yüksek bulunmuştur. Fibrin jel ile oluşturulmuş eksplantın transplantasyon yüzeyine 

çok iyi adapte olduğu ve doğal doku ile devamlılık gösterdiği belirtilmiştir. Fibrin jel ile 

elde edilmiş olan eksplantın in vivo bulgulardaki üstünlüğü artmış VEGF’nin 

indüklediği vasküler endotelyal hücrelerin yara bölgesine migrasyonu ve proliferasyonu 

ile ilişkilendirilmiştir. Çalışmamızın bulguları Hojo ve ark.’nın çalışmalarının in vitro 

bulguları ile örtüşmektedir. Çalışmamızda da benzer şekilde hücre olarak fibroblastlar, 

biyomateryal olarak ise kollajen ve PZF membranlar kullanılmıştır. Her iki çalışmada 

da benzer metodolojinin kullanılmış olması sonuçlardaki benzerlikleri açıklayabilir. 

Çalışmamızın in vivo basamağı henüz gerçekleştirilmemiştir ancak in vitro basamaktaki 

bulgu benzerlikleri PZF ile elde edilebilecek bağ dokusu eksplantlarının in vivo 

başarısının daha yüksek olabileceğini düşündürmektedir. Kaldı ki, kullandığımız PZF 

sadece fibrin jelden oluşmamakta aynı zamanda fibrin ağın içinde hapsolmuş sitokin ve 

büyüme faktörleri de içermektedir. Başka bir deyişle, PZF fibrin jel ile 

karşılaştırıldığında daha üstün biyolojik özelliklere sahiptir. 

 Çalışmamızın sonuçları aşağıdaki gibi özetlenebilir: 

• Kollajen membran ve PZF üzerinde fibroblast kültürü yöntemi ile bağ dokusu 

oluşturulabilir. Oluşturulan eksplantlar histolojik olarak benzer özelliktedirler. 

• Kollajen membran ve PZF üzerindeki fibroblast proliferasyonu ve oluşan bağ 

dokusu miktarı açısından fark bulunamamıştır. 

• Her iki membranın da biyouyumlulukları yüksektir ve doku mühendisliği 

çalışmalarında doku iskelesi olarak kullanılabilirler. 
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• PZF'nin maliyetsiz elde edilebilir ve otojen olması diğer doku iskelelerine 

alternatif olabileceğini düşündürmektedir. 

• PZF’nin kollajen ile desteklendiği durumda in vitro şartlarda dişeti 

fibroblastlarının proliferasyonuna ek bir katkısı saptanamamıştır. 

Ancak, çalışmamızdan elde ettiğimiz bulgular doğrultusunda PZF ile oluşturulabilecek 

eksplantların doku integrasyonu ve iyileşme potansiyeli açısından daha başarılı 

olacağını öngörmekteyiz. Gerek kollajen, gerekse PZF membranlarla oluşturulan 

eksplantların transplantasyon sonrası incelendiği, karşılaştırmalı, klinik ve histolojik 

kanıta dayalı çalışmalara ihtiyaç duyulmaktadır. 
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EKLER 

BİLGİLENDİRİLMİŞ GÖNÜLLÜ OLUR FORMU 

Dişeti çekilmelerinin tedavisinde uygulanan ve hasta konforunu belli bir süre azaltan 

işlemler yerine hastanın canını daha az acıtan ve daha kolay kabul edilebilen yöntemler 

araştırılmaktadır. Araştırmamızda bu amaçla dişeti çekilmelerinin tedavisinde 

kullanılabilecek farklı materyallerin birbirleriyle karşılaştırmaları yapılacaktır. Bu 

laboratuar çalışması için mümkün en olan temiz şartlarda,mikrop bulaşma ihtimalinin 

en düşük olduğu ortamda, uyuşturulacak olan 20 yaş dişinizin çekimi sırasında diş ile 

birlikte gelen atık dişeti dokunuzdan ufak bir parça ayrılıp uygun laboratuar 

koşullarında dişeti hücreleriniz alınacaktır. Bu hücreler 1 hafta sonra sizden tek sefer 

için alacağımız 10 ml kandan elde ettiğimiz zar üzerinde ve sığır kaynaklı bir zar 

üzerinde konumlandırılıp, hücrelerin çoğalması izlenecektir. Elde edilen örneklerden 

ince parçalar alınıp mikroskop altında incelenecektir. Sizden elde ettiğimiz kayıtların 

gizliliği çalışma yöneticisi ve yardımcısının sorumluluğunda olmak kaydıyla 

çalışmamızda kullanılacaktır. 

Yukarıdaki metni okudum. Bunlar hakkında bana yazılı ve sözlü açıklamalar yapıldı. 

Bu koşullar altında bu araştırmaya kendi rızamla, hiçbir baskı olmaksızın katılmayı 

kabul ediyorum. 

Gönüllünün 

Adı Soyadı, Adresi ve Telefonu: 

 

 

Açıklamaları yapan araştırmacının 

Adı Soyadı ve İmzası: Melike Kolay ………..………… 

Telefonu: 0532 6859149 
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