T.C.
ERCIYES UNIVERSITESI
BILIMSEL ARASTIRMA PROJELERI
KOORDINASYON BiRIMI

Alveoler Yariklarin Onariminda Kok Hiicre Uygulamalari: Deneysel Calisma

Proje No: TSA-12-3974

Normal Arastirma Projesi

SONUC RAPORU

Proje Yurutucusu
Doc¢.Dr.Banu Arzu ALKAN
Dis Hekimligi Fakiiltesi/ Periodontoloji A.D.

Arastirmacilar

PROF.DR. ALPER ALKAN Dis Hekimligi Fakiiltesi/ Agiz,Dis ve Cene Cerrahisi A.D.
Yard.Dog¢.Dr. ABDULLAH EKIiZER Dis Hekimligi Fakiiltesi/ Ortodonti A.D.

Dr. ZEYNEP BURCIN GONEN Dis Hekimligi Fakiiltesi/ Agiz,Dis ve Cene Cerrahisi A.D.
DOC.DR. SERVET OZCAN Fen Fakiiltesi/ Biyoloji A.D.

PROF.DR. YUSUF OZKUL Tip Fakiiltesi/ Genetik A.D.

Yrd.Dog¢.Dr. SERPIL TAHERI Tip Fakiiltesi/ Genetik A.D.

DOC.DR. MEHMET FATIH SONMEZ Tip Fakiiltesi/ Histoloji A.D.

YRD.DOC.DR. KORHAN ARSLAN Veterinerlik Fakdiltesi/ Genetik A.D.

OGRENCI GULER TOPRAK (Kurum Dis1 Tez Ogrencisi)

Ocak 2014
KAYSERI



javascript:__doPostBack('ctl00$CPHContent$projeKart$ctl00$tp1$rptArastirmaci$ctl00$imgElaman','')
javascript:__doPostBack('ctl00$CPHContent$projeKart$ctl00$tp1$rptArastirmaci$ctl02$imgElaman','')
javascript:__doPostBack('ctl00$CPHContent$projeKart$ctl00$tp1$rptArastirmaci$ctl01$imgElaman','')
javascript:__doPostBack('ctl00$CPHContent$projeKart$ctl00$tp1$rptArastirmaci$ctl03$imgElaman','')
javascript:__doPostBack('ctl00$CPHContent$projeKart$ctl00$tp1$rptArastirmaci$ctl04$imgElaman','')
javascript:__doPostBack('ctl00$CPHContent$projeKart$ctl00$tp1$rptArastirmaci$ctl05$imgElaman','')
javascript:__doPostBack('ctl00$CPHContent$projeKart$ctl00$tp1$rptArastirmaci$ctl06$imgElaman','')
javascript:__doPostBack('ctl00$CPHContent$projeKart$ctl00$tp1$rptArastirmaci$ctl07$imgElaman','')
javascript:__doPostBack('ctl00$CPHContent$projeKart$ctl00$tp1$rptArastirmaci$ctl08$imgElaman','')




TESEKKUR

‘Alveoler Yariklarin Onariminda K6k Hiicre Uygulamalari: Deneysel Calisma’ isimli proje

ERU BAP Birimi tarafindan desteklenmistir.



OZET
ABSTRACT

1. GIRIS

2.GEREC VE YONTEM
3. BULGULAR

4. TARTISMA

KAYNAKLAR

ICINDEKILER

Sayfa No

13
19

23



OZET

Alveolar yarik, en sik goriilen dogumsal kraniyofasiyal anomali olan yarik dudak-damakli
bireylerde ortaya ¢ikmaktadir. Alveolar yarik tedavisindeki hedefler fonksiyonel agidan;
nazolabial fistiillerin kapailmasi, maksiller dental arkin saglamlik ve devamliligi, yarik
komgulugundaki dislerin desteklenmesi, konugsmanin diizelmesi, buruna sivi kagiginin
onlenmesi, yarik bolgesinde dis slirmesi i¢in uygun zemin olusturulmasidir. Estetik agidan ise;
piriform bdlgenin augmentasyonu ile dental arkla, dislerin kozmetik agidan uygun bir duruma
getirilmesi ve burun alar tabani i¢in daha iyi bir destek saglanmasi hedeflenir. Bu amagla en
sik olarak iliak kemikten alinan otojen greftleme yapilmaktadir. Bu yontemin, 2 haftaya kadar
stirebilen ve aksak ylirlimeye neden olan agri olusturmasi, hastada ikinci bir dondr saha
acilmasi, uzamis ameliyat siiresi/hastanede kalis zamani, enfeksiyon riski, lateral femoral sinir
parestezisi, hematom gelismesi ve skar gibi ciddi dezavantajlari bulunmaktadir. Bu projenin
amaci tavsanlarda alveolar yarik defektlerinin onariminda kok hiicre uygulamasinin, kemik
rejenerasyonu Uzerine etkisinin incelenmesidir.

Bu amagla kok hiicre kaynagi olarak tavsanlardan elde edilen dental pulpa kaynakli
mezankimal kok hiicreler (DPKMKH) kullanilmistir. Tavsanlarda deneysel olarak hazirlanan
alveolar yarik defekti grupl’de otojen kemik, grup 2 ‘de polilaktik ko-glikolik asit iskelet
iizerinde DPKMKH uygulanmis ve grup 3’te bos birakilmistir.2 ay sonra sakrifiye edilmis ve
histolojik olarak degerlendirilmistir.

Sonucta, grup 2’de grup3’e gore istatistiksel olarak anlamli kemik rejenerasyonu tespit
edilmistir. Otojen kemik uygulanan gruptaki rejenerasyon diger gruplara gore yliksek olsa da,
DPKMKH uygulamast ile kemik rejenerasyonu gerceklestirilebilir. Ileri klinik uygulamalar

planlanabilir.

Anahtar Kelimeler; Alveolar yarik, KOk hticre tedavisi, Kemik rejenerasyonu



ABSTRACT

The alveolar cleft was picked out because of the fact that it occurs in individuals with cleft lip-
palates, which are the most common congenital craniofacial abnormalities. The objectives in
the treatment of alveolar cleft in terms of functionality were: the closure of nasolabial fistula,
the substantiality and permanence of the maxillary dental arch, supporting the teeth in the
vicinity of the cleft, fixing speech problems, preventing any liquid from seeping into the nose,
and forming a convenient basis for tooth eruption in the cleft zone. In terms of aesthetics, on
the other hand, it was aimed that through the augmentation of the piriform area, the teeth be
cosmetically optimised with the dental arch and that a better support be provided for the nasal
alar base. To that end, the autogenous bone graft is most frequently performed. This method
has serious disadvantages, such as causing pain that may last for about 2 weeks and cause
lame walking, giving rise to a second donor site opening in patient, prolonged duration of
operation / hospital stay, risk of infection, lateral femoral nerve paraesthesia, development of
hematoma and scar. The aim of the study is to evaluate the effect of stem cell application in
bone regeneration in experimentally created alveolar cleft of rabbits.

For this purpose, mesencymal stem cells from dental pulp of rabbits were isolated.
Experimentally created alveolar cleft in rabbits were grafted with autologous bone in group 1,
with dental pulp stem cells on polylactic co-glycolic acid scaffold in group 2 and group 3 was
left as empty control. The animals were sacrificed 2 months later and histologic analyses were
performed.

As a result, the bone regeneration was detected statistically higher in group 2 than group 3.

Although the new bone regeneration was higher in group 1, stem cell from dental pulp

application may be an option for bone regeneration. Further clinical applications may be

planned.

Key Words; Alveolar cleft, Stem cell therapy, Bone regeneration



1.GIRIS

Orofasial yariklar; genetik gecisli sendromlarla, kromozomal anomalilerin fenotip bozuklugu
sonucunda veya prenatal teratojenlerin etkisiyle ortaya ¢ikabilir. Yarik dudak damak,
dogumsal kraniofasial defektlerin en sik gortilenidir. Farkli toplumlarda gériilme sikligi, 1\500
ila 1\2000 arasinda degismektedir. Alveolar yarik, siklikla lateral kesici dis ile kanin dis
arasindaki yarik olarak devam eder. Alveolar yarikla beraber siklikla premaksiller hipoplaziye
bagl dental yer degisikligi ve dental agenezi, veya bolgede slirniimere dis varligi goriilebilir
(Lithovius RH. ve ark,2013). Kiigiik bir gentikten alveoler segmentleri tamamen ayiran genis
bosluklara kadar degisen derecelerde olabilir.

Alveoler yarik tedavisinde amag¢ hem fonksiyonel hem de estetik olarak iyi sonuglar elde
etmektir (Cohen M ve ark.,1993). Fonksiyonel agidan; nazolabial fistiillerin kapatilmasi,
maksiller dental arkin saglamlik ve devamliligi, yarik komsulugundaki dislerin desteklenmesi,
konugmanin diizelmesi, buruna sivi kagisinin onlenmesi, yarik bolgesinde dis siirmesi i¢in
uygun zemin olusturulmasi amaglanir. Estetik acidan ise; piriform bdlgenin 6gmentasyonu ile
dental arkla, dislerin kozmetik a¢idan uygun bir duruma getirilmesi ve burun alar tabani icin
daha iyi bir destek saglanmasi amaglanmaktadir (Cohen M ve ark.,1993; Tachimura T ve
ark.,1997; Enemark H.ve ark, 1985). Giiniimiizde yaygin olarak kabul gormiis tedavi bigimi
otojen greftler ile geleneksel sekonder onarimdir. En uygun greftleme zamani lateral kesiciler
ciktiktan sonra, kanin disler ¢ikmadan onceki donemdir ( Radyolojik olarak kanin dis
kokiiniin 2/3’1 olustugunda). Bu sayede kanin dislerinin onarim sonrasi kemik grefti i¢inde
stirme imkani olur.

Kok hiicreler; kendisini siirekli yenileme ve farkli hiicre tiplerine farklilagma yetenegi olan
hiicreler olarak tanimlanmaktadir (Bickenbach JR. ve ark, 2005, Tasli NP. ve ark,2013).
Mezankimal kok hucreler (MKH) salgiladiklart ¢oziiniir faktorler, hiicreler arasi veya hiicre
dis1 matriks ile yakin iligki halinde bulunmalar1 nedeniyle i¢inde bulunduklari dokuya 6zel
hiicrelerin fonksiyonlarma onemli katki saglarlar. Hasarli hiicrelerin iyilesmesinde sekrete
ettikleri cok sayida biyoaktif molekiilin yardimiyla enflamasyonu inhibe eder ve immiin
sistem modiilasyonu saglarlar. Doku mikrogevresinin Onemli bilesenleri olmalar1 ve
cogunlukla immiin sistem {izerine baskilayici 6zellik tagimalarindan dolay: klinik uygulamalar

icin biiytik ilgi uyandirmaktadir (Liu Y.ve ark.,2013; Elsharawy M. ve ark,2011).



MKH’ler erigkin birgok dokudan elde edilebilir. 2000 yilinda Gronthos (Gronthos S.ve
ark., 2000) ve arkadaslar1 dental pulpadan kok hiicre elde ettiklerini bildirdikten sonra 2003
yilinda Miura ve arkadaslari insan siit dislerinin pulpalarinin da MKH ‘ler barmdirdigini
bildirmislerdir (Miura M.ve ark.,2003). Siit disi kaynakli MKH’ler yiiksek proliferasyon,
klonojenik ve multidiferansiasyon kabiliyetine sahiptir. Diger eriskin kaynaklara gére daha
kolay elde edilebilir olmasi, hastada ikinci bir donor saha yaratmamasi avantajlar1 arasindadir.
Dental pulpa kaynaklt MKH’lerin osteojenik, dentinojenik, adipojenik, kondrojenik, myojenik
ve norojenik farklilastirilabildigi bildirilmistir (Graziano A.ve ark,2008; Laino G.ve
ark.,2005; Risbud MV.ve ark.2005). Literatiirde daha siklikla odontogenezis ¢alismalarinda
kullaniliyor olsa da dental pulpa kaynakli MKH’in osteoindiiktif kemik faktorleri (BMP)
salgiladigi ve osteoblast olusturabildigi invivo ve invitro calismalar ile gosterilmistir
(Graziano A ve ark. 2008; Li JH ve ark. 2011; Lee K ve ark. 2009).

Bu c¢aligmada amag, tavsanlarda deneysel olarak hazirlanan alveolar yariklarin onariminda

dental pulpa kaynakli MKH 1n etkisini arastirmaktir.

2.GEREC VE YONTEM

Dental pulpa kaynaklt MKH izolasyonu i¢in 2 adet 4 haftalik Yeni Zellenda tavsaninin kesici
dislerinin ¢ekimi yapildi. Dis iizerindeki disetine ait dokular uzaklastirildi. Dis iizerine
klorheksidin jel uygulanarak dezenfeksiyonu saglandi ve doner aletler kullanilarak pulpa
cikarilip kiiltiir kabina alindi. Elde edilen pulpal doku dispaz ve kollojenaz tip 1 'e maruz
birakdi. Pulpa dokusu tek hiicre siispansiyonu olusana kadar enzimatik olarak iyice parcalandi.
Hicreler %15 FBS (Fatal Bovine Serum) ve 100 I1U/ml penisilin-100 pg/ml streptomisin
iceren o-MEM de kiiltiir edildi. Elde edilen hiicreler iki adet 25 cm? plastik doku Kkultir
flasklarina alindi ve 37 derecede nemli atmosfer i¢eren %5 COz li etiivde 3 gun inkiibe edildi.

Plastik kiiltiir kabma yapisma yetenegine gore tabandaki hiicreler izole edildi. Ugiincii giinde


http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Gronthos%20S%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=11087820
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Miura%20M%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=12716973

kirmizi kan hiicreleri ve diger yapismayan (non-adherent) hiicreler ¢ikarildi ve biiyiimekte
olan hiicrelere yikama besiyeri eklendi. Pasaj sifirdaki (P0O) baglanmis hiicrelerin yogunlugu
%70-%80 oldugunda pasajlandi. Pasajlama icin hiicreler Ca** ve Mg®" icermeyen PBS
(Phosphate Buffer Saline) ile yikandi ve % 0,25 tripsin-EDTA soltsyonu ile 37 derecede 5-10
dk inklbe edildi. Tripsini inaktive etmek i¢in en az iki kat1 kadar serumlu biylime medyumu
ilave edildi. Daha sonra hiicreler 200g’de 10 dk santrifiij edilerek pellet olusmasi saglandi.
Bunu takiben siipernatant atilacak ve resilispanse haldeki hiicreler 1 ml medium ile
tamamlanarak Thoma laminda sayilacaktir ve sonra 75 cm 2 “lik kiiltiir kaplarinda 1x10°
hiicre/flask yogunlukta olacak sekilde ekildi. 10-14 giinlik periyotta her t¢ giinde bir blyiime
medyumu degistirildi ve hiicreler yogunluga ulastik¢a pasajlandi.

Ucgiincii pasajdaki MKH &nce hiicre kaplarindan Tiripsin-EDTA (Invitrogen, Gibco, ingiltere)
ile kaldirildiktan ve santrifiij edildikten sonra hiicre y1gimn1 PBS igerisinde ¢oziiliip sayilarak
ependorf tiiplerine yaklasik 1,5 x 10° hiicre/tiip konsantrasyonda aktarildi. Her bir tiipe farkl
bir primer antikor eklenerek 1 saat inkiibe edildi. Sonra hicreler 2 mL dPBS (Dulbecco's
Phosphate Buffered Saline) ile yikanip 1200 rpm’de 5 dakika santrifiij edildi. Hiicre yigin1
100 uL dPBS igerisinde ikincil antikor ile 1 saat inkiibe edildikten sonra 2 mL dPBS ile

yikanip 500 mL dPBS igerisinde ¢6ziildii ve akim sitometri tliplerine alinarak analiz yapildi

(Primer antikorlar: CD34 , CD45, CD 14, CD73,CD29,CD90 (SantaCruz Biotechnology Inc.,
Santa Cruz, CA, ABD)

Osteojenik Farklilasmasi

Kok hiicreler, 3. pasajdan sonra %70 yogunluga ulastiklarinda besiyeri osteojenik farklilagsma
uyarict medyumu (DMEM igerisinde %10 FBS, 0.1 mmol deksametazon, 10 mmol B-gliserol-
fosfat, 50 mmol askorbik asit) ile degistirildi. Her {li¢ giinde bir farklilasma besiyeri
degistirilerek MKH’in osteojenik farklilagmasi saglandi. Hiicreler bu medyum ile kilttre
edilmeye 10 giin boyunca devam edildi. 10 giin sonunda hiicrelerin bir kism1 kantitatif Real-
time PCR ile osteojenik farklilagsma gosterip gostermediklerini anlamak icin hucrelerde
genetik dizeyde alkalen fosfataz ve osteopontin ekspresyonu arastirildi ve farklilasma
mediumuna alinmamig hucreler ile karsilastirildi. Bu amagla farklilastirma gergeklestirilen 3.
Pasajdaki 3x10° MKH’den High Pure RNA Isolation Kit ile total RNA izole edildi.
[zolasyondan sonra RNA konsantrasyonu nano drop spektrofotometre kullanilarak 260 nm’de
Olciildii. 1 mikrogram total RNA, oligo (dT) ve random heksamerler cDNAya ters transkribe
edildi. RNA primeri ve dNTP karisim1 90 derecede 1 dk denatiire edildi. Sicaklik 54 dereceye
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getirilerek primerlerin baglanmasi saglandi. PCR reaksiyonlari son olarak 72 derecede
primerlerin uzamasi adimi ile son buldu. PCR firlinleri agoroz jel elektroforezinde analiz
edildi. Osteojenik farklilasma sirasinda meydana gelen degisimi degerlendirmek icin ayrica

alkalen fosfataz ile boyama yapildi.

Polilaktik ko glikolik asit (PLGA iiretimi hizmet alim1 karsiliginda Yeditepe Universitesinde
dretilmistir. 212-425pum c¢apindaki paraffin boncuklart 45°C de 30 dakika isitilarak
birbirleriyle baglanmalar1 saglandi. Oda sicakligina geldikten sonra iizerine 1ml’lik 12%
PLGA/1,4-dioxane soliisyonu hazirlanip damlatildi. 1,4-dioxane kurtulmak i¢in karigim -25°C
donduruldu. Parafin boncuklarindan kurtulmak i¢in kaliplar iki giin boyunca oda sicakliginda
400ml hekzanda bekletildi. Hekzan her 6 saatte bir degistirildi. Deney glnune kadar PLGA

nitrojen buharinda bekletildi.

Calismada 30 tavsan kullanildi. Genel anestezinin ardindan bdlgeye lokal anestezi uygulandi.
Bukkal mukoperiostium nazal kavite tabanina dogru ve palatal mukoperiostium ise palatal
fissiire dogru kaldirildi. Trefin frez kullanilarak maksiler kemik oral ve nazal kavite
birlesecek sekilde rezeke edildi (Sekil 2.1).

Sekil 2.1. Deneysel olarak olusturulan alveolar yarik defekti

Tavsanlar 3 gruba ayrilmistir. 1. Gruptaki 10 tavsanda defekt bolgesi ¢ikarilan kemigin tekrar

yerlestirilmesi ile otojen olarak greftlenmistir. 2. Grupta PLGA iskelet iizerine osteojenik
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olarak farklilagtirllmis DPKMHK ’ler alinarak uygulanmigtir (Sekil 2.2 ve 2.3). 3.grupta ise
bolge bos birakilmistir. Ardindan bdlge her grupta primer dikilerek kapatilmistir. Ameliyat

sonrasi analjezik ve antibiyotik uygulanmistir.

s b 44
Sekil 2.3. PLGA iskelet {izerine alinan DPKMKH’lerin deneysel alveolar yarik bolgesine
uygulanmasi (Grup 2)
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Islemden 2 ay sonra yiiksek doz anestezik ile hayvanlarin sakrifikasyonu gerceklestirilmistir.

Histomorfometri icin Orneklerin Hazirlanmasi

biitlin hayvanlarin premaksillalar1 diseke edildi. Histomorfometrik analiz yapmak amaciyla
%10’luk formalin soliisyonunda fikse edildi. %5’lik formik asitte (UN 1779, Merck,
Darmstadt, Almanya) dekalsifiye edildi. Bu solisyon ilk U¢ giin 12 saatte bir, daha sonraki
giinlerde her 24 saatte bir degistirildi. Ornekler toplam 10 giinde dekalsifiye edildi. Daha
sonra fiksatiflerin uzaklastirilmas1 amaciyla bir akar altinda yikandi. Ornekler parafin bloklara
gomiulerek 3-5 um kalinliginda seri kesitler alindi. Histolojik kesitler hematoksilen eosin ile
boyandi. dijital kamera (Olympus CX41/DP25 Research System, Olympus Corp, Tokyo,
Japan) baglantili Leica DMR (Westlar-Almanya) marka 151k mikroskobunda goriintiilenip
genel degerlendirilmesi yapildiktan sonra defekt alani goriintli analiz programu ile kantitatif

olarak yenik kemik alani piksel kare cinsinden degerlendirildi.

istatistiksel Yontem

Veriler IBM SPSS 21.0 (Statistical Package for Social Sciences, Chicago, Illinosis, ABD)
istatistik paket programinda degerlendirildi. Verilerin normal dagilim1 ‘Shapiro-Wilk’ testi ile
degerlendirildi. Gruplar tek yonlii varyans analizi ile karsilastirildi. Tekrarli 6l¢timler bagimli
2 ornek t testi ve tekrarli 6l¢iimler de varyans analizi ile karsilastirildi. Coklu karsilastirma
testi Student-Newman-Keuls Methodu ile karsilastirildi. Calismamizda, p<0,05 degeri

istatistiksel olarak anlamli kabul edildi.
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3. SONUCLAR

2 adet 4 haftalik Yeni Zelenda tavsanindan kesici dislerinin ¢ekimi sonrasi izole edilen ve
cogaltilan hiicrelerin, {iglincii pasajinin ardindan MKH olduklarinin dogrulanmasi amaciyla

yiizey belirtegleri ile igsaretlenerek akim sitometri cihazinda sayimi yapilmistir (Sekil 3.1).

Sekil 3.1. Plastik kaba yapisma yetenegi olan 3.pasajdaki DPKMKH hicreleri
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Sekil 3.2. Kok hiicrelerin akim sitometri ile sayim sonuglari: MKH belirtecleri CD 29, CD 73
ve CD 90 i¢in pozitif, buna karsin hematopoetik kok hiicre belirtegleri CD 34 ve CD 14 ve
CD45 i¢in negatif olduklar1 gdsterilmistir.

Akim sitometri analizleri sonucunda dental pulpadan elde edilen MKH’in yiizey antijenleri
olan CD 29, CD 73 ve CD 90 icin pozitif ve hematopoetik kok hiicre (HKH) belirtecleri CD
34 ve CD 14 ve CD 45 igin negatif olduklar tespit edilmistir (Sekil 3.2).

DPKMKH’in kemik hiicrelerine doniisme potensiyelinin ortaya konulmasi sirasinda hiicreler
kiltire edilip belirli bir yogunluga ulastiktan sonra farklilagma deneylerine baslanmis ve bu
hiicrelerin kemik hiicrelerine doniismesi i¢in uygun besi yeri ortamlarinda 10 giin kadar
bekletilmistir. Kemik hiicresine farklilasma kantitatif Real-time PCR ile osteopontin (OP) ve
alkalen fosfataz (ALP)’nin GAPDH’e gore normalize edilmesiyle degerlendirildi.Farklilasma
gergeklestirilen hiicrelerde ALP ve OP ekspresyonu kontrole gore artmis oldugu tespit edildi.
Ayrica Alkalen fosfataz (ALP) aktivitesi kemik hiicre farklilagsmasinin gosterilmesi igin bir
belirteg olarak kullanilmaktadir. DPKMKH’in kemik hiicrelerine farklilasmalar1 sirasinda

sentezledikleri ALP miktarmin arttif1 tespit edilmistir. Ayni miktarda farklilasmis ve
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farklilasmamis DPKMKH’in ALP enzim aktiviteleri karsilastirildiginda zamana bagl olarak
ALP aktivetesinde kemik hiicresine farklilasmis hiicrelerde farklilagmayanlara oranla artan

miktarlarda ALP aktivitesi olgiilmiistiir.

Hiicrelerin osteojenik farklilasmalar1 gerceklestirildikten sonra 15, 30, 45 ve 60’1inci
dakikalarda ALP aktiviteleri degerlendirilmistir. ALP aktivitesi 15’inci dakikada 0,179 nm;
30’uncu dakikada 0,354 nm; 45’inci dakikada 0,420 nm; 60’inc1 dakikada 0,569 nm kadar
belirlenmistir. Farklilasmamis DPKMKH’in ALP aktivitesinin ise biitiin zamanlarda 0,1 nm

civarinda oldugu tespit edilmistir.

Uygulamadan 2 ay sonra sakrifiye edilen tavsanlarin rezeke edilen alveolar yarik bolgesinde
histomorfometrik ve histolojik incelemelerde, defekt bdlgesini dolduran rejeneratin alani, bu
alandaki damar sayis1 ve Osteoblast sayisi Olgiilmiistiir (Sekil 3.2, 3.3) Buna gore defekt
alanini1 dolduran rejenratin alan1 grup 1 ve grup 2, grup 3 ‘e gore istatististiksel olarak anlamli
derecede fazladir (Tablo 3.1- 3.3). Grup 1 ve 2 arasinda istatistiksel olarak anlamli bir fark
yoktur.

Defekt alanini1 dolduran yeni kemik alanindaki osteoblast sayisi grup 1 ‘de grup 2 ve 3’e gore

istatistiksel olarak anlamli derecede fazladir (Tablo3.4-3.6)

Tablo 3.1. Yeni olusan rejenerat (um?)

Grup N Ort. S.S. Min. Maks. t-test
(3{3}’9}]) 10| Jiessigay | 259387.96 | 1390009 (14489315
’ NS
(DFC’;ILUI\F/)IEH) 10| 97074663  |301352,095|1129026,8| 1509441

NS: Istatistiksel olarak anlaml degil

Tablo 3.2. Yeni olusan rejenerat (um?)

Grup N Ort. S.S. Min. Maks. t-test

Grup 1 10| 116551832 | 259387,96 | 1390009 |1448931,5
Grup 3 (Bos) | 10| 276448762 |274043,875| 38905 | 6703475
p < 0,001 ***

*k*k

Tablo 3.3. Yeni olusan rejenerat (um?)

Grup N Ort. S.S. Min. Maks. t-test

Grup 2 10 970746,63 301352,09 {1129026,8 | 1509441

**k*

Grup 3 10 276448,76 274043,87 | 38905 | 670347,5

p <0,001 ***



Tablo 3.4. Yeni olusan kemik alanindaki osteoblast

sayisl
Grup N Ort. S.S. Min. Maks. t-test
Grup 1 10 77,1 7,80 63 77 .
Grup 2 10 65,78 11,57 49 66
p <0,01**
Tablo 3.5. Yeni olusan kemik alanindaki osteoblast
sayisl
Grup N Ort. S.S. Min. Maks. t-test
Grupl |10 77,1 7,80 63 77 n
Grup 3 10 21,1 9,97 10 43
p < 0,001 ***
Tablo 3.6. Yeni olusan kemik alanindaki osteoblast
sayisl
Grup N Ort. S.S. Min. Maks. t-test
Grup 2 10 65,78 11,57 49 66 o
Grup 3 10 21,1 9,97 10 43

p < 0,001 ***
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Sekil 3.3. * ile gosterilen osteoid yapiya dogru gegen rejenere bolgeyi gosterirken siyah oklar

kemik yapinin olustugu bolgeleri gostermektedir. (Hemotoksilen eozin, 20x)

Sekil 3.4. Siyah oklar rejenerat icindeki damarsal yapilar1 gostermektedir. (Hemotoksilen

eozin, 20x)



Tablo 3.7. Yeni olusan kemik alanindaki damar

sayisl
Grup N Ort. S.S. Min. Maks. t-test
Grup 1 10 | 15,56 2,73 11 20 *
Grup 2 10| 8,56 8,18 2 28
p<0,05*
Tablo 3.8. Yeni olusan kemik alanindaki damar
sayisl
Grup N Ort. S.S. Min. Maks. t-test
Grup 1 10 | 15,56 2,73 11 20 o
Grup 3 10| 3,60 1,90 1 6
p <0,001 **
Tablo 3.9. Yeni olusan kemik alanindaki damar
sayisl
Grup N Ort. S.S. Min. Maks. t-test
Grup 2 10 | 8,556 8,17667577 2 28 NS
Grup 3 10| 3,6 1,8973666 1 6

18

NS: Istatistiksel olarak anlaml1 degil

Defekt alanini1 dolduran yeni kemik alanindaki damarlanmanin grupl ve grup 2 ‘de grup 3 ‘e

gore istatistiksel olarak anlamli derecede fazla oldugu tespit edildi (Tablo 3.6-3.8.).
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4. TARTISMA

Alveolar yarik, en sik goriilen dogumsal kraniyofasiyal anomali olan yarik dudak-damakli
bireylerde ortaya ¢cikmaktadir. Alveolar yarik tedavisindeki hedefler fonksiyonel acidan;
nazolabial fistiillerin kapailmasi, maksiller dental arkin saglamlik ve devamliligi, yarik
komsulugundaki dislerin desteklenmesi, konusmanin diizelmesi, buruna sivi kagisinin
onlenmesi, yarik bolgesinde dis siirmesi i¢in uygun zemin olusturulmasidir. Estetik agidan ise;
piriform bolgenin augmentasyonu ile dental arkla, dislerin kozmetik agidan uygun bir duruma
getirilmesi ve burun alar tabani i¢in daha 1yi bir destek saglanmas1 hedeflenir.
Sekonder alveolar greftleme amaci ile ‘Boneless-bone grafting’ (Gingivoperiosteoplasti)
(Skoog T.,1965) , otojen greft uygulamalari, allojenik/ alloplastik materayal uygulamalari
yapilmaktadir. Giiniimiizde alveolar yarik onariminda en sik otojen greftler kullanilmaktadir
(Sameshima GT ve ark.,1996).

-Otojen Greftler
Ideal donér greft alani; yeterli kemik icermeli, greft kolay revaskiilarize olup alic1 yataga
uyum saglamali, dis ¢ikisina engel olmamali, greft alimi kolay olmalidir. Ameliyat sonrasi
morbidite komplikasyonlar1 az olmalidir. En sik kullanilan kemik dondr alanlari; iliak krest,
mandibula simfizis, kalvariyal kemiktir.

Iliak Kemik Grefti: Sekonder alveolar kemik greftlemesinde altin standart olarak iliak krest

greftleri kullanilmaktadir. Goriis kolaydir, fazla miktarda kansell6z kemik alinabilir.
Kansell6z kemik i¢indeki fazla miktarda bulunan osteojenik hiicrelerin varligi ve 3 hafta gibi
bir siirede revaskiilarize olabilmesi, basarisinin % 85-95 olmasi gibi avantajlari bildirilmistir
(Horswell BB ve ark., 2003).Dezavantajlari ise, 1-2 hafta kadar slrebilen aksayarak yirimeye
neden olabilecek agrinin olmasi, hastada ikinci bir donor saha olugmasi, kisith miktarda
kemik alinabilmesi, uzamis ameliyat siiresi ve postoperatif hastanede kalig zamani, enfeksiyon
riski, lateral femoral sinir parestezisi riski, bolgede hematom gelismesi ve skardir (Eufinger H
ve ark.,2000; Dawson KH ve ark.,1996)

Kalvariyal Kemik Grefti: Kalvaryal kemik grefti alinacak bélgenin, cerrahi sahaya yakin

olmasi, skarin sag ¢izgisi i¢inde kalmasi avantajlaridir (Frodel Jr JL.ve ark.,1993). Gozlenen
ciddi komplikasyon riski diisiik olsa da dura ve serebral yaralanma, hematoma, seroma,
subdural hemoraji, ndrolojik problem ihtimallerinden dolay: 6zellikle aileler soguk
bakmaktadir ( Frodel Jr JL. ve ark.,1993; Kline RM ve ark.,1995) .

Mandibula simfizis Grefti: Membran6z bir kemik olan mandibular kemik greftinin minimal

rezorbsiyon gosterdigi ve hizli revaskiilarize olduguna inanilmaktadir (Enemark H. ve
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ark.,2001) Ancak her ne kadar ameliyat alanina yakin olsa da bu alandan alinacak kemik
miktar1 sinirhidir (Enemark H. ve ark.,2001; Sindet-Pedersen S.ve ark.,1990)

Literatiirde de otojen greftlerin eldesi ile ortaya ¢ikan dondr saha morbiditesi ve

komplikasyonlardan ka¢inmak i¢in doku miihendisligi stratejileri gelistirilerek greft toplama
ihtiyacini en aza indirmek amaglanmistir. Bu amaca yonelik literatiirde yapilan ¢aligmalar1 3
baslik altinda toplayabiliriz.

1) Otojen kemik greftinin kalitesini arttirmaya yonelik ¢alismalar: otojen greftle beraber
bolgeye PRP (Lee C.ve ark.,2009; Marukava E. Ve ark, 2011), fibrin glue (Segura-Castillo JL.
Ve ark.,2005) veya membran uygulamalari ,(Peled M. ve ark. 2005 )

2)Otojen greftin miktarin1 arttirmaya yonelik c¢aligmalar: otojen greftle beraber beta
trikalsiyum fosfat ( Wejis WLI.ve ark., 2010) veya deproteinize sigir kemigi uygulamalari,
(Thuaksuban N.ve ark., 2010)

3) Sentetik materyallerin otolog kemigin yerine kullanildigi c¢aligmalar: kollojen sunger
uzerinde BMP-2 (Herford AS.ve ark, 2007) ,sigir kaynakli hidsroksiapatit greft (Benlidayi
ME.ve ark., 2013) veya rezorbe matriks tizerinde kemik iligi kaynakli kok hiicre
uygulamalaridir. (Gimbel M. ve ark., 2007).

3. basliktaki caligmalar hastada ikinci bir dondr saha olusturmadan tedavi etmeyi amaglayan
caligmalardir. Ancak, bir¢cok dezavantajlart mevcuttur. Maksillomandibuler defektlerin
cogunda kullanilabilen allojenik kemik greftleri diisiik antijeniteye sahip olsalar da rejeksiyon
riskleri her zaman bulunmaktadir. Enfeksiyona direngleri olmadiklarindan dolayr genellikle
enfeksiyon sonucu kaybedilirler. Vericiden aliciya gegebilecek onemli viriisler : HIV, Jakob-
Creutzfeldt hastaligi ve Hepatit olusturan viriis serileridir ( Marx RE. ve ark,1993 ). Bir¢ok
alloplastik  materyaller icerisinde, c¢ene yiiz bolgesinin rekonstriiksiyonlart i¢in
hidroksilapatit(HA) 6n plana ¢ikmistir. HA, kalsiyum fosfat bilesiginde en temel dezavantaj
biyomekanik 6zelligindedir. Bir¢ok seramikler gibi bu materyaller kolay kirilabilen ve diistik
sikistirllma  rezistansina sahip materyallerdir. Bu materyallerin kemik olusumunu
indiiklemedigi, osteokonduktif olup ancak sert doku gelisimine uygun olduklar1 gosterilmistir
(Alpaslan C. ve ark,1994; Salyer KE. ve ark., 1987). Salyer ve Hail kemigin HA ile tamamen
yer degistirmesinin gercekei bir beklenti olmayacagini belirtmislerdir ( Salyer KE. ve ark.,
1987). Ayrica alloplastik malzemelerin i¢inden kanin disin siiriip slirmeyecegi konusu halen
tartismalidir (Feinberg SE.ve ark, 1988; Merkx MA ve ark.,1997; Aradjo MG ve ark., 2001).
Greftlerdeki tiim bu avantaj ve dezavantajlar g6z 6niine alindiginda alveolar yarik onarimi i¢in
hastalarda giintimiizde diger hastaliklarin tedavisinde umut vaad eden hiicresel tedavi {iriinleri

ile onarim ihtiyaci oldukga agiktir.
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Kok hiicreler; kendisini siirekli yenileme ve farkli hiicre tiplerine farklilagma yetenegi
olan hiicreler olarak tanimlanmaktadir (Bickenbach JR. ve ark, 2005, Tasli NP.ve ark,2013)
MKH’ler salgiladiklar1 ¢oziiniir faktorler, hiicreler aras1 veya hiicre dig1 matriks ile yakin iliski
halinde bulunmalar1 nedeniyle i¢cinde bulunduklar1 dokuya 6zel hiicrelerin fonksiyonlarina
onemli katki saglarlar. Hasarli hiicrelerin iyilesmesinde sekrete ettikleri ¢ok sayida biyoaktif
molekllin yardimiyla enflamasyonu inhibe eder ve immiin sistem modiilasyonu saglarlar.
Doku mikrogevresinin dnemli bilesenleri olmalart ve g¢ogunlukla immiin sistem {izerine
baskilayic1 6zellik tagimalarindan dolayr klinik uygulamalar i¢in biiyiik ilgi uyandirmaktadir
(Liu Y.ve ark.,2013; Elsharawy M. ve ark,2011). Uluslararas1 Hiicresel Tedavi Dernegi 2006
yilinda standart tanimlama kriterlerine gore MKH’ler; i) Standart kiiltiir ortamlarinda plastik
ortama yapismalidirlar (adherasyon), ii) Ylzeylerinde CD73, CD90 ve CD105 belirteclerini
tasimali CD45, CD34, CD14, CDI11b, CD79alfa, CD19, HLA-DR gibi diger hiicrelere ait
olabilecek belirtegleri tagimamalidir, iii) In-vitro kosullarda kemik, yag ve kikirdaga
doniisebilmelidir.

MKH’ler erigkin birgok dokudan elde edilebilir. 2000 yilinda Gronthos (Gronthos S.ve
ark., 2000) ve arkadaslar1 dental pulpadan kok hiicre elde ettiklerini bildirdikten sonra 2003
yilinda Miura ve arkadaslari insan siit dislerinin pulpalarinin da MKH ‘ler barindirdigini
bildirmislerdir (Miura M.ve ark.,2003). Siit disi kaynakli MKH’ler yiiksek proliferasyon,
klonojenik ve multidiferansiasyon kabiliyetine sahiptir. Diger eriskin kaynaklara gore daha
kolay elde edilebilir olmasi, hastada ikinci bir donor saha yaratmamasi avantajlari arasindadir.
Kemik 1iligi kaynakli MKH ‘ler ile karsilastirildiginda daha immatiir oldugu ve dolayist ile
daha ¢ok cogalma kapasitesi oldugu bildirilmistir (Miura M.ve ark.,2003). Dental pulpa
kaynaklt MKH’lerin osteojenik, dentinojenik, adipojenik, kondrojenik, myojenik ve ndrojenik
farklilastirilabildigi bildirilmistir (Graziano A.ve ark,2008; Laino G.ve ark.,2005; Risbud
MV.ve ark.2005). Literatiirde daha siklikla odontogenezis ¢alismalarinda kullaniliyor olsa da
dental pulpa kaynaklit MKH’in osteoindiiktif kemik faktorleri (BMP) salgiladigi ve osteoblast
olusturabildigi invivo ve invitro ¢aligmalar ile gosterilmistir (Graziano A.ve ark,2008; Li JH
ve ark.,2011; Lee K.ve ark. 2009) Klinik olarak dental pulpa kaynakli MHK ile kemik
rejenerasyonu literatliirde ayni ekibe ait 2 ¢alisma ile bildirilmistir. Riccardo d’Aquino ve
arkadaslar1 2009 yilinda yaymnladiklar1 caligmalarinda mandibuler kemik defektlerinin
onariminda kollojen siingeri scaffold (iskelet) olarak kullanip iizerine c¢ekilmis alt 20 yas
dislerinden elde edilen dental pulpa kaynakli kok hiicreleri uygulamislardir. 7 hastalik seride
dental pulpal kok hiicrelerin kemik rejenerasyonunu arttirdigini gostermislerdir (d’Aquino

R.ve ark, 2009). Herhangi bir komplikasyon veya yan etki bildirmemislerdir.2013 yilinda ayni


http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Gronthos%20S%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=11087820
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Miura%20M%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=12716973
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Miura%20M%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=12716973
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aragtirmacilar tarafindan rejenere dokunun yiiksek dansitede kemik yapi1 oldugunu ve
tamamen vaskularize oldugunu bir onceki yaymlarindaki hastalarinin 3 yillik takibi ile
bildirmislerdir (Giuliani A.ve ark, 2013). Farelerde HA/trikalsiyum scaffold (Otaki S. ve ark,
2007) ve ratlarda PLGA scaffold (Graziano A.ve ark,2008) ile dental pulpa kaynakli MKH
‘in subkutandz implantasyonu sonrast mineralize doku olusumu invivo olarak gosterilmistir.
Gergek bir kemik defekti varliginda mikrocevrenin de etkisi ile anjiyogenezis ve kemik
remodelasyonunun daha da iyi olabilecegi diisiiniilebilir.

Pourebrahim ve ark. 2013 yilinda kopeklerde alveolar yarik onariminda betatrikalsiyum
fosfat/ HA (zerinde adipoz kokenli MKH uygulamistir. Kemik rejenerasyonunun otojen gruba
gore daha az oldugunu ancak bu alanda bir alternatif olabilecegini bildirmislerdir
(Pourebrahim N.ve ark.,2013). Bizim projemizin sonuglari da Pourebrahim ve ark. (2013)
sonuglari ile uyumludur.

PLGA bir biyomateryal olarak sahip oldugu Ozellikleri sayesinde peptid, protein ve
ilaclarin kontrollii saliminda yaygin olarak kullanilmaktadir. PLGA insanlarda kullanilmak
tizere U. S. Food and Drug Administration (FDA) tarafindan onayl1 biyo-bozunur polimerdir.
Bu polimerlerin fizyolojik cevre ile biyo-uyumlulugunun oldugu, polimerin degredasyonu
sonucu ortaya ¢ikan iirlinlerin viicut tarafindan digart atildigi bilinmektedir. PLGA fiziksel
olarak dayanikli, hidrofobik ve esnek bir malzemedir. Tiim bu 6zellikler PLGA’ y1 ilag ve
hiicre taginmasi i¢in uygun kilmaktadir (Pan Z.ve ark, 2012; Zhu S.ve ark.,2013) Kemik
rejenerasyonunu arttirmak amaci ile yeni iskeletler ile ileri ¢calismalar planlanabilir.

Calismamizin sonucunda, tavsanlarda deneysel olarak hazirlanan alveolar yarik
onariminda DPKMKH’lerin yeni kemik olusumuna osteoblast sayis1 ve anjiyogenezi arttirarak
olumlu katki sagladigini tespit ettik. Kemik rejenerasyonu otojen kemik uygulanan gruba gore
daha az olsa da klinik uygulamalar g6z Oniinde tutuldugunda yeni alternatif bir yontem

olabilecektir.


http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Pan%20Z%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=23741612
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Zhu%20S%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=23849740
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