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OZET

Hidroksiapatit Trombositten Zengin Fibrinin Gingiva Kaynakhh Mezenkimal Kok
Hiicreler ve Yara Iyilesmesi Uzerine Etkililiginin Degerlendirilmesi

Amag: Yeni bir biyomateryal olarak elde edilen HA-TZF membranin gingiva
kaynakli mezenkimal kdk hiicreler iizerindeki etkinligini L-TZF ve T-TZF membranlarla
karsilastirarak degerlendirmektir.

Materyal ve Metot: Gingiva ve kan 6rnekleri sistemik olarak saglikli goniillii bir
erkek bireyden alindi. Kan 6rnekleri, cam tiipte ve nano boyutta hidroksiapatit kapli tiipte
2700 rpm hizda 12 dakika boyunca, titanyum tiipte ise 2700 rpm hizda 20 dakika boyunca
santrifiij edildiler. Elde edilen TZF pihtilar1 metal bir kutuda kompresor ve metal kapak
yardimiyla membran haline getirildi. TZF membranlari ile 1, 3 ve 7. gilinlerde dnceden
izole ve karakterize edilmis olan gingiva kaynakli mezenkimal kok hiicreler {izerinde
canllik, apoptoz, ELISA, gRT-PCR deneyleri yapildi. TZF membranlarin 1 ve 3 giinliik
salmimlart ile yara iyilesmesine olan etkileri in vitro olarak incelendi. TZF
membranlarinin 1, 3 ve 7. gilinlerdeki morfolojisi SEM ile degerlendirildi. Deneyler
sonucu elde edilen veriler istatistiksel olarak analiz edildi.

Bulgular: MTT analizinde 7. giin L-TZF ve HA-TZF membran igerikli grupta
istatistiksel olarak anlamli olacak bir sekilde en yiiksek canlilik deger ortalamalar
goriildii. Flow sitometride Anneksin-V/PI analizinde apoptoz ve nekroz ylizdeleri
arasinda istatistiksel olarak anlamli bir farklilik gortilmedi Yara iyilesmesi deneyinde 12.
ve 24. saatte pozitif kontrol ve HA-TZF membran icerikli grupta istatistiksel olarak
anlaml olacak sekilde daha kii¢iik bir yara ylizey alan1 goriildii.

Sonu¢: HA-TZF membranin gingiva kaynakli mezenkimal iizerinde sitotoksik
etkisi goriilmemistir. TZF membranlar kok hiicrelere karsi anti apoptotik bir etki
gostermistir. HA-TZF membran L-TZF ve T-TZF membranlara gore yara iyilesmesinde
daha etkilidir.

Anahtar Kelimeler: Kok hiicre, yara iyilesmesi, trombositten zengin fibrin, hiicre

kiiltiirti, sitotoksisite, nano boyutta hidroksiapatit



ABSTRACT

Evaluation of the Effectiveness of Hydroxyapatite Platelet-Rich Fibrin on Gingiva-
Derived Mesenchymal Stem Cells and Wound Healing

Aim: To evaluate the effectiveness of the HA-PRF membrane, a novel
biomaterial, on gingiva-derived mesenchymal stem cells by comparing it with L-PRF and
T-PRF membranes.

Materials and Methods: Gingiva and blood samples were obtained from a
systemically healthy male volunteer. Blood samples were centrifuged in glass tubes and
nano-sized hydroxyapatite-coated tubes at 2700 rpm for 12 minutes, and in titanium tubes
at 2700 rpm for 20 minutes. The obtained PRF clots were made into membranes in a metal
box using a compressor and a metal lid. Viability, apoptosis, ELISA, and qRT-PCR
experiments were performed on gingiva-derived mesenchymal stem cells, which were
previously isolated and characterized, with PRF membranes on days 1, 3, and 7. The
effects of the secretions of PRF membranes on days 1 and 3 on wound healing were
investigated in vitro. The morphology of PRF membranes on days 1, 3, and 7 was
evaluated by SEM. The data obtained as a result of the experiments were statistically
analyzed.

Results: In the MTT analysis, the highest average viability values were observed
in the L-TZF and HA-TZF membrane-containing group on day 7 in a statistically
significant manner. In the Annexin-V/PI analysis during flow cytometry, no statistically
significant difference was found between the percentages of apoptosis and necrosis. In
the wound healing experiment, a statistically significant smaller wound surface area was
observed at 12 and 24 hours in the positive control and HA-TZF membrane-containing
group.

Conclusion: The HA-TZF membrane did not exhibit cytotoxic effects on gingiva-
derived mesenchymal stem cells. TZF membranes demonstrated an anti-apoptotic effect
against stem cells. HA-TZF membrane is more effective in wound healing compared to
L-TZF and T-TZF membranes.

Keywords: Stem cells, wound healing, platelet-rich fibrin, cell culture,

cytotoxicity, nano-sized hydroxyapatite.
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SIMGELER VE KISALTMALAR DiZiNi

pm: Mikrometre

pM: Mikromolar

pg: Mikrogram

ul: Mikroliltre

AB: Alcian Blue

ADN: ADIPONECTIN

Alpha MEM: Alfa modifiyeli Eagle’in minimum esansiyel besiyeri
AKKMKH: Alveoler kemik kaynakli mezenkimal kok hiicreler
APKMKH: Apikal papilla kaynakli mezenkimal kok hiicreleri
ARS: Alizarin Red S

A-TZF: Gelistirilmis Trombositten Zengin Fibrin

BSA: Bovine Serum Albumin

Ca*%: Kalsiyum

CD: Yiizey antijenleri

cm?: Santimetrekare

CO2: Karbondioksit

COLL II: COLLAGEN II

DFKMKH: Dis folikiilii kaynakli mezenkimal kok hiicreler
DGKMKH: Dis germi kaynakli mezenkimal kok hiicreler

dk: Dakika

DMEM: Dulbecco ‘nun Degistirilmis Eagle Ortam1

DMSO: Dimetilsiilfoksit

EDTA: Etilen Diamin Tetra Asetikasit

EGF: Epidermal biiyiime faktorii

VI



ELISA: Enzime bagli immiinosorbent deneyi

FBS: Fetal sigir serumu

FGF: Fibroblast benzeri biliylime faktorii

g: Santrifiij kuvveti

GKMKH: Gingiva kaynakli mezenkimal kok hiicreler
HAp: Hidroksiapatit

HA-TZF: Hidroksiapatit trombositten zengin fibrin
IGF-1: insiilin benzeri biiyiime faktorii -1

IL: interldkin

I-TZF: Enjekte Edilebilir Trombositten Zengin Fibrin
L-TZF: 16kosit trombositten zengin fibrin

L-TZP: Lokosit Trombositten Zengin Plazma

m: Metre

M: Molar

mg: Miligram

Mg*2: Magnezyum

MKH: Mezenkimal kok hiicreler

ml: Mililitre

mm: Milimetre

mM: Milimolar

MTT: (3- (4,5-dimetiltiazol-2-il)-2,5-difeniltetrazolyum bromidir)
NanoHAp: Nano boyuttaki hidroksiapatit partikiiller
nm: Nanometre

nM: Nanomolar

ORO: Oil Red O

Vil



OCN: OSTEOCALCIN

PBS: Fosfat tamponlu serum

PDGF: Trombosit kaynakli biiyiime faktorii
PDLKMKH: Periodontal ligament kaynakli mezenkimal kok hiicreleri
PGE2: Prostaglandin E2

PI: Propidyum iyodiir

PKMKH: Pulpa kaynakli mezenkimal kok hiicreleri
PPP: trombositten fakir plazma

P-TZF: Saf Trombositten Zengin Fibrin

P-TZP: Saf Trombositten Zengin Plazma

rpm: Dakika basina devir

SDKMKH: Siit disi kaynakli mezenkimal kdk hiicreler
SO: Safranin O

TGF-B1: doniistiiriicli biiyiime faktorii- f1

TK: Trombosit konsantreleri

TZF: Trombositten zengin fibrin

TNF-a: Tiimor nekrotizan faktor- o

T-TZF: Titanyum trombositten zengin fibrin

TZP: Trombositten zengin plazma

VEGTF: Vaskiiler endotelyal biiylime faktorii

qRT-PCR: Kantitatif ters transkripsiyon-polimeraz zincir reaksiyonu
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1.GIRIS

Yara iyilesmesi, farkli hiicresel ve biyolojik mekanizmalarin etkilesimiyle
gerceklesen, dinamik ve ¢ok asamali bir biyolojik siirectir. Bu mekanizmalar, hasar goren
dokularin onarimi ve yeniden yapilanmasini saglamak iizere diizenli ve koordineli bir
bicimde yiiriitiilmektedir.! Yara iyilesmesi, hemostaz, inflamasyon, proliferasyon ve
remodelasyon olmak tizere dort temel evreden olugmaktadir. Trombositler, hemostaz
evresinde kanamanin kontrol altina alinmasinda gorev alan ve fibrin pihtisinin olusumunu
baslatan temel hiicrelerdir. Trombositler; trombosite 6zgii proteinler, trombosit kaynakli
bliylime faktorii (PDGF) basta olmak iizere c¢esitli biiyiime faktorleri, pihtilasma
faktorleri, adezyon molekiilleri ile sitokinler ve kemokinleri salgilayarak yara
iyilesmesinde gorev alan fibroblastlar, noétrofiller, makrofajlar ve mezenkimal kok
hiicrelerin (MKH) proliferasyonunu ve aktivasyonunu uyarmaktadir.>

Mezenkimal kok hiicreler, yara iyilesmesinin farkli evrelerinde cesitli diizeylerde
gorev tlistlenmektedir. Bu hiicrelerin en belirgin etkilerinden biri, inflamatuar yaniti
dogrudan baskilamalaridir. Calismalar, MKH'lerin immiin yanit stirecinde proinflamatuar
sitokinlerin salgilanmasimni azaltirken, ayni zamanda antiinflamatuar sitokinlerin
tretimini artirdigint gostermisti. MKH’lerin antiinflamatuar 6zellikleri, bu hiicrelere
yara tedavisinde kritik bir rol kazandirmakta; inflamatuar fazdan sonraki evrelere gegisi
kolaylastirarak durmus yaralarda iyilesme siirecinin yeniden baglatilmasina olanak
saglamaktadir.> Mezenkimal kok hiicreler yara iyilesmesinin gesitli asamalarinda énemli
rollere sahiptir ancak bu etkinliklerini agiga ¢ikarmalar1 i¢in yoOnlendirilmeleri
gerekmektedir.

Yumusak ve sert dokularin yara tyilesmesini hizlandirmak amaciyla uzun yillardir

farkli biyomateryaller kullanilmaya c¢alisilmaktadir. ‘Otolog biyomalzemeler’ olarak



adlandirilan ve dogal olarak organizmada bulunan bu biyolojik iiriinler, doku onarimi,
rejenerasyon ve iyilesme siireclerinde sinyal gorevi listlenmektedir. Yara iyilesmesinde
otolog kdkenli trombosit ve fibrinin ise kritik bir rol oynadig1 kabul edilmektedir.*

Yaklasik 20 yildir trombositten zengin fibrin (TZF), dis hekimliginde dis eti
¢ekilmelerinin tedavisinde, ¢ene cerrahisinde kemik greftleriyle birlikte ve siniis
operasyonlarinda iyilesmeyi hizlandirmak amaciyla yaygin olarak kullanilmaktadir.®
Trombositten zengin fibrin TZF, yara iyilegsmesinin erken evrelerinde hiicresel aktiviteyi
destekleyen bir iskelet gorevi tistlenerek canli hiicreler igeren {i¢ boyutlu bir fibrin agi
olusturabilmektedir. Bu asama esnasinda, trombositler hemostatik bir tika¢ olusturarak
hiicre goéciinii ve ¢ogalmasini uyarmak amaciyla igerigindeki sitokinlerin yavas bir
sekilde salmimi saglar ve fibrin matriksi ile etkilesime girer. TZF, yapisinda
trombositlerin yani1 sira monositler, lenfositler ve graniilositleri iceren lokositleri de
barindirmaktadir. Bu hiicreler ile fibrin matriksi arasindaki etkilesimin, biiylime
faktorlerinin kontrollii ve yavas salinimini tesvik ederek yara iyilesmesini daha etkin bir
sekilde destekledigi bildirilmistir. Lokosit ve trombosit sitokinleri TZF'nin iyilestirme
kapasitesinde 6nemli bir rol oynasa da, genellikle bu unsurlar1 destekleyen fibrin
matriksinin aslinda terapotik potansiyelinden sorumlu oldugu 6ne siiriilmiistiir.>

Cam tiipte veya silika kapli plastik tiipte elde edilen TZF ile ilgili basarili klinik
sonuglar elde edilmesine karsin son donem yapilan ¢aligmalarda cam ve silika kapl
plastik tiipler icerisindeki silikanin TZF igerisine gegebilecegini, sonucunda da fibrin
olusumunu negatif etkiledigini ve sagliga zararl etkileri olabilecegi belirtilmistir.®® Bu
sebeple arastirmacilar silika partikiillerin zararl etkilerini ortadan kaldirmak amaciyla
titanyum kapli tiipleri gelistirmislerdir.” Bununla birlikte, bu tiiplerin yiiksek maliyeti ve
agirhig1 nedeniyle, alternatif bir yaklagim olarak cam tiiplerin i¢ ylizeyi nano boyuttaki

hidroksiapatit partikiilleri (NanoHAp) ile kaplanarak yeni tiipler gelistirilmeye



calisilmaktadir. I¢ yiizeyi hidroksiapatit nanopartikiiller ile kapl tiiplerin cam ve titanyum
tiiplerin olumsuz 6zelliklerini engelleyecegi diisiiniilmektedir.

Hidroksiapatit (HAp), insan kemikleri ve dislerinde dogal olarak bulunan bir
kalsiyum fosfat tiiridiir; dis minesinin yaklasik %97°sini, kemiklerin ise %65’ini
olusturmaktadir. Bu dokularla gdsterdigi kimyasal benzerlik, sentetik HAp’a biyolojik
sistemlerle yiiksek afinite kazandirmakta ve onu biyomedikal uygulamalar agisindan
ideal bir biyomalzeme haline getirmektedir. '

Calismamizin amaci, yeni bir biyomateryal olarak gelistirilen hidroksiapatit
trombositten zengin fibrin (HA-TZF) membranin, l6kosit trombositten zengin fibrin (L-
TZF) ve titanyum trombositten zengin fibrin (T-TZF) membranlariyla karsilastirmali
olarak gingiva kaynakli mezenkimal kok hiicreler iizerindeki etkinligini in vitro

kosullarda degerlendirmektir.



2.GENEL BILGILER

2.1.Trombosit Konsantrelerinin Tanimi ve Gelisimi

Periferik kandan elde edilen trombositler otojen biiylime faktorii kaynagidir. Tibbi
uygulamalarda, trombosit konsantresi kandan elde edilir ve merkezi kokenli ciddi
trombositopeni durumlarinda kanamalarin onlenmesi ve tedavisi icin kullanilir.!!
Biyoaktif cerrahi katki maddesi olarak trombosit konsantresinin gelisimi, fibrin
yapiskanlarmin kullanimindan gelmektedir. ! Fibrin yapistirici terimi ilk kez 1970 yilinda
tammlanmgtir ve fibrinojenin, trombin ve kalsiyum ile polimerizasyonuyla olusur.'?

Trombosit konsantreleri (TK), hastadan alinan kanin basit ve hizli bir sekilde
santrifiij edilmesiyle elde edilen, biiyiime faktdrii agisindan zengin {iriinlerdir.'?
Trombosit konsantreleri [trombositten zengin plazma (TZP) ve trombositten zengin fibrin
], ozellikle agiz ve ¢ene cerrahisinde, plastik cerrahide ve spor tibbinda olmak iizere
bircok tip alaninda cerrahi islemlerde sikc¢a kullanilmaktadir. Biitiin bunlarin amaci, bir
kan 6rneginin tiim faydali boliimlerini agiga ¢ikarmak, iyilesmeyi gelistirmek ve doku
yenilenmesini tesvik etmektir.!*

Whitman ve ark.>, 1997 yilinda ag1z ici cerrahi islemlerde trombositten zengin
plazmanin kullanimini ilk kez tanitmis ve bunun konakg¢i kemikte ile kemik greftinde
osteoprogenitdr hiicreleri artirarak dnemli avantajlar sagladigini bildirmistir.> Choukroun
ve ark.!® ilk olarak ag1z, ¢ene ve yiiz cerrahisinde kullanmak i¢in TZFyi gelistirmislerdir.

2.1.1. Trombositten Zengin Plazma

TZP, yiikksek trombosit konsantrasyonuna sahip birinci nesil bir trombosit
konsantresidir.'® Dogal bir kan pihtis;, %94 eritrosit, %5 trombosit ve %1ldkosit

icerirken,'! TZP, %95 trombosit, %4 eritrosit ve %1 16kosit icerir.'?



Trombositler, 2-4 mikrometre (um) capinda kii¢iik, diizensiz sekilli ¢ekirdeksiz
hiicrelerdir. Ortalama yasam siireleri 8 ila 12 giin arasinda degismektedir. Hemostazda
temel bir rol oynarlar ve biiyiime faktorlerinin dogal bir kaynagidirlar.!” Biiyiime
faktorleri trombositler aktive oldugunda salinir ve bu aktivasyon, trombin, kalsiyum
kloriir, kollajen gibi gesitli maddeler tarafindan baslatilabilir.'”

TZP’nin igeriginde bulunan trombositlerden elde edilen biiyiime faktorleri, kendi
gorevlerinin yani sira diger biiylime faktorleri ile de etkilesime girerek gen ekspresyonu
ve protein sentezinin aktivasyonunu saglarlar. Bu biiylime faktorleri, yara iyilesmesi,
mitogenez, kemotaksis, farklilagma ve metabolik siireglerin diizenlenmesine yardimci
olurlar.'> TZP biiyiime faktdrii olarak igerisinde trombosit kaynakli biiyiime faktorii,
instilin benzeri biiyiime faktorii -1 (IGF-1), doniistiiriicti biiytime faktori- 1 (TGF-B1)
ve vaskiiler endotelyal biiyiime faktorii (VEGF) bulundurur.'®

TZP’nin yapisi, trombosit konsantrelerinin olusturdugu cift tarafli baglantilardan
meydana gelir. Fibrin polimerlerinin kalinlagmasi sitokinler i¢in uygun olmayan sert bir
ag meydana getirirken, ayn1 zamanda hiicre go¢iinii tesvik etmektedir.!” TZP; periodontal
defektlerin tedavisi, kok kapama, alveoler sirt greftlemesi, yonlendirilmis kemik
rejenerasyonu, siniis lift islemleri ve implant cerrahisinde kullanilmaktadir. Ayrica
mandibular ve maksiller rekonstriiksiyon, dermal yag greftleri ve ortopedik cerrahi
alanlarinda da klinik uygulama alan1 bulmaktadir.'¢

TZP’nin baslica avantajlari; sitokinler ve biiylime faktorlerini uygulama alanina
ulagtirmasi, trombosit araciligiyla fibrin yapistirictya gére daha hizli rejenerasyon
saglamas1 ve bulasic1 hastalik riski icermemesidir. Bu ozellikleri sayesinde klinik

kullanim giivenli ve pratiktir.'®



2.1.1.1. TZP Elde Edilmesi

TZP elde etme yoOntemlerinde, vendz kanin trombosit aktivasyonu ve
degraniilasyonunu engellemek amaciyla antikoagiilan (EDTA, teofilin, adenosin,
dipirimadol) igeren tiipler kullanilmaktadir. Bu yontemler, trombosit ve Idkositleri
degisen oranlarda konsantre etme kapasitesine sahiptir Ilk santrifiij asamasi (hafif
¢evirme) kani {i¢ katmana ayirmak i¢in tasarlanmistir: Kirmizi kan hiicreleri (eritrositler)
en altta yer alir ve toplam hacmin %55’ ini olusturur, aseliiler plazma ya da trombositten
fakir plazma (PPP) en iistte yer alir ve fibrinojen acisindan zengindir. Fibrin tabakasi
olarak adlandiran trombositlerin yogun olarak bulundugu kisim ise her iki fraksiyonun
ortasinda yer alir. ilk santrifiij eritrositleri, trombositleri ve Idkositleri pthtilasma
faktorlerini igeren plazmadan ayiracaktir. Sonraki asamalarin amaci eritrosit ve PPP
tabakalarinin uzaklastirilarak fibrin piht1 tabakasini elde etmektir. Steril bir siringa
yardimziyla, PPP, fibrin tabaka ve eritrosit tabakasinin bir kismi alinir ve bagka bir tiipe
aktarilir.

Ikinci santrifiij (sert cevirme) trombositleri ve 16kositleri az miktarda eritrositle
beraber plazmadan ayirir. Bu donlis TZP’yi {iretir ve ¢ok sayida eritrosit tarafindan
olusturan engelden arindirarak PPP’den ayirir.

Sonug olarak, tiipiin tist kismindaki PPP ile alt kismindaki TZP arasinda bir ayrim
olugsmaktadir. Alttaki tabaka alinir ve sigir trombini veya kalsiyum kloriir ile birlestirilir,
bu da trombosit ve fibrinojen konsantrasyonlarmin jellesmesini aktive eder.?

TZP’nin baglica dezavantajlari; hazirlama siirecinin standardizasyonundaki
giicliikler, trombosit konsantrelerinin saklama siiresine bagli varyasyonlar ve koagiilopati
vakalarinda kullanimin riskli olmasidir. Nitekim sigir trombini, pihtilagma faktorlerine

kars1 antikor olusumunu tetikleyerek ciddi komplikasyonlara neden olabilmektedir.'®
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Sekil 2.1. Trombositten zengin plazmanin elde edilmesi?!

2.1.2. Trombositten Zengin Fibrin

2001 yilinda Fransa’da Choukroun ve ark.!” tarafindan gelistirilen TZF, ag1z, gene
ve yiiz cerrahisinde kullanilmak iizere tasarlanmis ikinci nesil bir trombosit
konsantresidir.!! TZP’nin gelistirilmis bir versiyonu olan bu biyomateryal, trombosit ve
sitokinlerin piht1 igerisinde yogunlastirilmasiyla elde edilir. TZF deki bu hiicresel ve
biyokimyasal bilesenler inflamasyonun diizenlenmesi ve yara iyilesmesinin
hizlandirilmasinda kritik rol tistlenmektedir..*?

Trombositlerin yapisinda a-graniiller, yogun graniiller ve lizozomlar olmak {izere
3 ana tipte organel bulunur.?® Trombositlerdeki alfa graniilleri trombosite 6zgii
(trombomodulin) ve trombosit dis1 (fibronektin, trombospondin, fibrinojen, pihtilasma
faktorleri, biiyiime faktorleri, fibrinoliz inhibit6rleri, immiinoglobiilinler vb.) bir¢ok
protein igerir.?? Yogun graniiller lizozomla iliskili olup endozomal bélgeden kdken alir.
Yogun vezikiiller, endozomal bolgede vezikiillerin tasinmasinda gorevli olan lizozomla
iligkili organel komplekslerinin olusumunda rol oynar. Trombosit lizozomlar1 ise
katepsin, kollajenaz, elastaz, glukozidaz, galaktozidaz ve asit fosfataz gibi protein,

karbonhidrat ve fosfat esterlerini parcalayan enzimleri igerir.”* Trombositler aktive



olduklarinda yara bolgesinde agregasyon ve pihtilasma mekanizmalarinda rol oynayarak
hemostaz1 baglatan ve destekleyen temel hiicrelerdir. Degraniile olduklari zaman fibrin
matriste iyilegsmenin ilk agamas1 olan hiicre go¢iinii ve proliferasyonu uyaran sitokinlerin
salinimini da saglarlar.??

Trombositten zengin fibrinin yapisinda bulunan trombositlerdeki o-graniiller,
trombosit kaynakli bliylime faktorii , doniistiiriicii bliylime faktorii- B, vaskiiler endotelyal
biliylime faktorii , epidermal biiylime faktorii (EGF) ve insiilin benzeri biiytime faktorii
gibi bilyiime faktdrlerini igerir.?>

Trombosit kaynakli biliylime faktorii, yara 1iyilesmesi ve periodontal
rejenerasyonda gorevli olup, reseptorleri sementte, dis etinde ve periodontal ligamentte
bulunur. Fibroblastlar1 ve osteoblastlar1 etkinlestirerek protein sentezini tesvik eder ve
yine fibroblastlar ve osteoblastlar i¢in kemoatraktan olarak islev gorerek bu hiicreleri
aktive eder.*

Doniistiiriicii bliytime faktorii-B, 30°’dan fazla iiyeden olusan genis bir siiper
ailedir. Referans molekiilii TGF-B1°dir ve hiicreler arasi iletisim sirasinda en c¢ok izole
edilen formudur. TGF-B1 temel olarak fibrozis etkeni olarak bilinir. Kemik hiicrelerinin
proliferasyonunu hem uyarir hem de inhibe eder. Proliferasyon agisindan etkileri
degisken olmasina ragmen tiim sitokinler i¢erisinde en gii¢lii fibrozis etkenidir. Bagka bir
deyisle fibroblast ve osteoblastlar tarafindan kollajen ve fibronektin gibi molekiillerin
sentezini indiikler.??

Vaskiiler endotelyal biiyiime faktorii, yara iyilesmesinde ve inflamasyonda rol
oynayan ¢cok 6nemli anjiyojenik bir sitokindir. Endotel hiicrelerinin ¢ogalmasi, proteolitik
enzim salgilanmas ve kemotaksisi uyararak anjiyogenezin ilerlemesini saglar.”®

Trombositten zengin fibrin membranlar tarafindan salgilandig: bilinen anjiyojenik

ve proinflamatuar ajanlar olan PDGF, VEGF, TGF-p, interlokin-1p (IL-1p), interlokin-6



(IL-6), tiimor nekrotizan faktor- a (TNF-a) yara iyilesme siirecinin basarisinda rol
oynarlar. Bu ajanlar, hiicrelerin biiylimesini, farklilasmasini ve metabolizmasini
degistiren biyolojik olarak aktif polipeptitlerdir.2®

Santriflij edilen tiipte elde edilen trombositten zengin fibrin, hemostatik ve
inflamatuar olaylara yanit olarak c¢esitli sitokinler salgilamaktadir. Bu nedenle
postoperatif inflamasyonda rol oynayan homeostatik diizenleyici molekiillerin TZF’de
tanimlanmasi kritik oneme sahiptir. Trombositler sitokin saliniminin ana kaynagi olmakla
birlikte, diger kan hiicreleri de inflamatuar siirece katkida bulunmaktadir. PPP ve TZF
pithtilarinda IL-1B, IL-6 ve TNF-a gibi proinflamatuar sitokinler belirlenmistir.
Inflamatuar siirece TZF nin eklenmesi, zararh etkilerin azaltilmasina ve yarali dokularin
iyilesme doneminde ortaya ¢ikan yikic etkilerin diizeltilmesine katki saglayabilir. IL-1,
makrofajlar, nétrofiller, endotel hiicreleri, fibroblastlar, keratinositler ve langerhans
hiicreleri tarafindan iretilir. Ana gorevi yardimci1 T lenfositleri uyarmaktir. TNF-a ile
birlikte osteolizde de gorev alir. IL-6, inflamatuar bir sitokindir. Baslica, uyarilmig
monositler, endotel hiicreleri, fibroblast, makrofaj, T ve B lenfositler, kondrositler, mast
hiicreleri ve graniilositler tarafindan tretilir. IL-6, B lenfositleri i¢in diferensiasyon
faktoridiir ve T lenfositler i¢in uyaricidir. IL-6, antikor salinimin1 6nemli dlgiide uyarir.
TNF-a, bakteri endotoksini karsisinda ilk salinan inflamatuar sitokinlerden biridir.
Monositler, makrofajlar, notrofiller, polimorfoniikleer lokositler ve T lenfositler
tarafindan salinir. TNF-a, monositleri aktive eder, fagositoz ve notrofil sitotoksisitesini
artirir.?’

TZF ve TZP arasindaki baslica farklilik, elde edilme asamalarindan
kaynaklanmaktadir. TZP’de pihtilasmanin son basamaklarin1 baglatmak igin sigir
trombini veya kalsiyum klortir eklenerek fibrin polimerizasyonu indiiklenir. TZF de ise

polimerizasyon, santriflij islemi sirasinda dogal ve yavas bir sekilde gerceklesir. Sigir



trombini eklenmediginden, TZF’de fibrinojene etki eden trombin diizeyi fizyolojik
seviyelere olduk¢a yakindir. Polimerizasyon dinamikleri, olusan fibrin matrisinin
mekanik ve biyolojik 6zelliklerini belirlemekte; jellesme esnasinda fibrin fibrilleri 2 farkl
yapida organize olabilmektedir. Bunlar: Yogun tetramolekiiler veya bilateral baglantil
trimolekiiler baglantilar veya eskenar baglantilar. Bilateral baglantilar gii¢lii trombin
konsantrasyonlar1 ile olusur ve fibrin polimerini kalinlastirir ancak bu sert ag yapisi
sebebiyle hiicre gogiinii zorlagtirir. Egkenar baglantilar ise zayif trombin
konsantrasyonlar1 ile olusur. Bu baglantilar esnek ve gevsek bir fibrin ag1 olusturarak
hiicresel gogii destekler. Eskenar baglantilardaki bu 3 boyutlu yapt TZF membraninda
gozle goriiliir bir esneklik saglar. TZF yapisal olarak sitokinler, glikanik zincirler ve
glikoproteinler (fibronektin) iceren katmanli bir biyomalzemedir. Yavagca polimerlesen
bir fibrin agda yer alarak olusur. Yapisindaki biyokimyasal bilesenlerin iyilesme stirecleri

lizerinde pozitif etkisi vardir.?®

Sekil 2.2. Bilateral baglantilar?®

10



Sekil 2.3. Eskenar baglantilar?®

Trombositten zengin fibrin matrisinin dogrudan anjiyogeneze yol agtigi
gozlemlenmistir. TZF nin anjiyogenez 6zelligi icerigindeki fibrinin 3 boyutlu yapis1 ve
aglarda bulunan sitokinlerin es zamanl etkisi ile aciklanabilir. Anjiyogenezde fibrin
pthtinin miktar1 da énemlidir. Fibrin matrisin sertligi fibroblast benzeri biiyiime faktorii
(FGF) veya VEGF salinimina bagl olarak kapiller endotel hiicrelerinin olusumunu
onemli dl¢iide etkiler.?”

TZF, fizyolojik bir fibrin matris olarak fibrin membranda hizli bir anjiyogenez
gelistiginde kok hiicreler i¢in ag gorevi goriir. Bu durum kemik defektlerinin tedavisinde
ilgi ¢ekicidir.?’

2.1.2.1. TZF Elde Edilmesi

TZF hazirlama metodu ¢ok kolaydir: Antikoagiilan icermeyen tiipe alinan 10
mililitre (ml) vendz kan 10 dakika (dk) boyunca 3000 dakika basina devir (rpm) hizda
santrifiij edilir. Antikoagiilanin yoklugu, tiip duvarlariyla temas halinde olan
trombositlerin dakikalar icinde aktive olmasini ve pihtilasma faktorlerinin salinimini
ifade eder. Fibrinojen baslangigta tiipiin iist kisminda bulunur daha sonra trombin
tarafindan fibrine doniistiiriiliir. Sonug olarak iistte PPP, orta kisimda fibrin ag tabakasi ve

altta ise eritrosit tabakasi olusur.
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PPP
3000 rpm

Fibrin
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Eritrosit

Tabakasi

Veno6z Kan

Sekil 2.4. Trombositten zengin fibrin elde edilmesi

2.1.3. Trombosit Konsantrelerinin Siniflandirilmasi ve TZF Modifikasyonlar:
Ehrenfest ve ark.*® ilk olarak 2009 yilinda trombosit konsantrelerinin fibrin yapisi
ve hiicre igerigine gore trombosit konsantrelerini 4 gruba ayiran bir siniflandirma yaptilar.
Bu siiflamaya gore tanimlanan 4 ana grup su sekildedir: Saf Trombositten Zengin
Plazma (P-TZP), Lokosit Trombositten Zengin Plazma (L-TZP), Saf Trombositten

Zengin Fibrin (P-TZF), Lokosit Trombositten Zengin Fibrin (L-TZF)

Saf Trombositten Zengin Plazma (P-TZP), igeriginde 16kosit yoktur ve diisiik
yogunluklu bir fibrin ag yapisina sahiptir. Bu sebepten dolay1 sivi veya enjekte edilebilir
jel formunda kullanilirlar.>

Lokosit Trombositten Zengin Plazma (L-TZP), diisiik yogunluklu fibrin matriksi
icerisinde 10kosit bulundurmasiyla karakterize edilmektedir. Enjekte edilebilir formu
sayesinde Ozellikle cilt yaralar1 ve siitiir hatti bolgelerinde klinik uygulama alani
bulmaktadir.*
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Saf Trombositten Zengin Fibrin (P-TZF), 16kosit igermeyen ve yliksek yogunluklu
fibrin ag1 ile karakterize edilmektedir. Bu yogun fibrin yapisi enjeksiyon i¢in uygun
degildir; ancak kat1 formu sayesinde cesitli klinik uygulamalarda kullanilabilmektedir.*°

Lokosit Trombositten Zengin Fibrin (P-TZF), yiiksek 16kosit icerigi ve giicli
fibrin matriksi ile karakterize edilmektedir. Yogun yapist nedeniyle enjeksiyon formunda
kullanilamamakta, = ancak  kati  formu  sayesinde  klinik  uygulamalarda
degerlendirilebilmektedir. Literatiirde “Choukroun’un TZF’si” olarak da tanimlanan bu
iirtin, antikoagiilan icermeyen silika kapli tiiplere alinan vendz kanin santrifiij edilmesiyle
elde edilmektedir. Trombositten Zengin Plazma iiriinlerinden farkli olarak kolay
¢oziinmeyen bu yapi, yavas bir sekilde sekillenmektedir. Yapisindaki 16kositleri ve
trombositleri yiiksek verimlilikte korur. Bu biyomalzemenin en 6énemli avantaji, diisiik
maliyetle ayn1 anda ¢ok sayida ve hizli bir sekilde iiretilebilmesidir. Bu 6zelliklerinden
dolay1 dis hekimligi ve tip alaninda genis bir kullanim alam bulmaktadir.>% 3!

Son yillarda TZF’nin elde edilme protokoliine iliskin olarak arastirmacilar
tarafindan 2 temel degisiklik onerilmistir. Bu degisiklikler, kullanilan tiipiin tasarimi ve
materyali ile santrifiijiin devir sayis1 ve siiresine dayanmaktadir.>> Bu parametrelerdeki
farkliliklara bagl olarak TZF’nin ¢esitli modifikasyonlar1 ortaya ¢cikmastir.

2.1.3.1. Gelistirilmis Trombositten Zengin Fibrin (A-TZF)

L-TZF steril cam tiiplerde 2700 rpm hizda ve 12 dakikada santrifiij edilerek elde
edilir. A-TZF ise steril vakumlu cam tiiplerde 1500 rpm hizda ve 15 dakika boyunca
santrifiij edilerek iretilir. Bu protokol sayesinde B ve T lenfositlerin yakalanmasinin
yiikseldigi, trombositlerin ve ndtrofillerin daha homojen dagildigi 6ne siiriilmiistiir. Ayni
zamanda A-TZF de trombositler de dahil olmak {izere canli hiicrelerin miktar olarak daha
cok bulundugu aragtirmacilar tarafindan belirtilmektedir. Bu durum klinik uygulama da

daha ¢ok biiyiime faktdrii ve sitokin salmimina sebep olacagindan avantaj saglayacaktir.*
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2.1.3.2. Gelistirilmis Trombositten Zengin Fibrin + (A-TZF+)

Fujioka-Kobayashi ve ark.’’, A-TZF’nin santrifiij parametrelerini degistirerek
1300 rpm’de 8 dakika siireyle santrifiij uygulamis ve bu protokol sonucunda A-TZF+
olarak adlandirilan yeni bir modifiye TZF gelistirmislerdir. Arastirmacilar, santrifiij
stiresinin azaltilmasiyla kan hiicrelerinin maruz kaldig: santrifiij kuvvetlerinin diisecegini,
bunun sonucunda ise TZF matriksinde daha fazla hiicrenin korunarak yer alacagini ileri
stirmiislerdir.

2.1.3.3. Enjekte Edilebilir Trombositten Zengin Fibrin (I-TZF)

Son zamanlarda iiretilen TZF tiplerinden biri de I-TZF’dir. TZF nin enjeksiyon
formunda kullanilamamasi, bazi klinik uygulamalarda dezavantaj olusturabilmektedir.
Bu nedenle, enjekte edilebilir veya sivi formda yeni TZF tlirevleri gelistirilmistir.
Injektabl TZF, antikoagiilan igermeyen plastik tiiplere alinan kanin 700 rpm’de 3 dakika
siireyle santrifiij edilmesiyle elde edilmektedir. Bununla birlikte, bazi arastirmacilar
2400-2700 rpm’de 2 dakika siireyle santrifiij edilmesini 6nermistir. Her iki yontem ayni
prensibe dayansa da, elde edilen iiriin I-TZF’nin farkli varyantlarini temsil etmektedir.
Gilintimiizde I-TZF, kemik greftleri ile birlikte yaygin olarak kullanilmaktadir. Pithtilasma
siirecinin tamamlanmasiyla birlikte greft partikiillerini uygun bir kivama getirerek islem
kolaylig1 saglamakta, ayrica greftin fibrin matrise siki bir sekilde tutunmasin
destekleyerek partikiil sizintisini azaltmaktadir. Kemik greftini I-TZF ile karigtirmak,
alici bolgede biiylime faktorlerinden yararlanilmasina ve tek kullanildiginda kemik
greftinde olmayacak bir durumun olugmasina olanak saglar. Bu durum osteokondiiktif bir
grefti osteprogenitdr hale getirerek daha hizli ve verimli kemik olusmasini saglar.

2.1.3.4.Titanyum Trombositten Zengin Fibrin (T-TZF)

Tunal1 ve ark.’® L-TZF elde edilmesinde cam tiipler yerine titanyum kapl tiipler

kullanarak cam tiiplerden kaynaklanabilecek silikanin olasi olumsuz etkilerinden
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kaginmay1 amaglamislardir. Bu sebepten dolay1 goniillii kisilerden aldiklar1 vendz kan
titanyum kapl tiiplerde 2800 rpm hizda, 12 dakika boyunca santrifiij ederek T-TZF’yi
tiretmislerdir. T-TZF, L-TZF’ye kiyasla fibrin mimarisinde bazi farkliliklar sergilese de,
temel fibrin yapisi agisindan benzer 6zellikler gostermektedir. Bununla birlikte, T-TZF
genel olarak L-TZF’ye kiyasla daha organize bir yapiya sahip olup fibrin tabakasi daha
kalin ve belirgin ozellikler gostermektedir. Yapilan analizlerde, T-TZF’nin fibrin
biiylikliigiiniin L-TZF’ye gore istatistiksel olarak anlamli derecede daha fazla oldugu
bildirilmistir. Trombosit ve lokositten zengin, giiglii bir fibrin ag1 olusturan T-TZF’ nin
tam etkinliginin ortaya konulabilmesi i¢in ise ileri ¢alismalara ihtiya¢ duyulmaktadir.
Bununla birlikte, T-TZF nin elde edilmesinde kullanilan titanyum kapli tiiplerin yiliksek
maliyeti nemli bir dezavantaj olarak degerlendirilmektedir.

Tiiplerin ylizey oOzelliklerini gelistirmek tiipe temas eden trombositlerin
aktivasyonunu ve adezyonunu uyararak daha iyi bir TZF membran olusumu i¢in umut
verici olabilir. Tunali ve ark.**, yenilik¢i bir yaklasim olarak geleneksel cam tiip
ylizeylerini nano boyutta titanyum ile kaplayarak kan ile temas eden titanyum ylizey
alanii artirmay1 ve bdylece trombositlerin titanyumla temas sonucu daha gii¢lii bir
sekilde aktive olmasini saglamay1 hedeflemislerdir.

Son yillarda dis hekimliginde nano teknoloji uygulamalar1 sayesinde gelismis
ozelliklere sahip modern malzemeler Uretilmistir. Dis hekimligi alaninda potansiyel
kullanim alanlar1 olan nanomalzemeler arasinda nano hidroksiapatit partikiiller, nano
kompozitler ve nano yapili ylizeyler bulunmaktadir. Bu materyaller benzersiz 6zellikleri

sebebiyle yeni bir yaklagim ortaya ¢ikarmislardir.®®
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Tablo 2.1. TZF hazirlama protokolleri

TZF Uretildigi y1l Rpm Zaman (dakika) Tiip

L-TZF Choukron 2001 2700 12 Cam Kapl Tiip

A-TZF Ghaanati 20143¢ 1300 15 Vakumlu Cam Tiip

A-TZF+ Fujioka- 1300 8 A-TZF ile ayn1

Kobayashi 20167

I-TZF Mourao 2015 700 3 Kaplamasiz
Plastik Tiip

T-TZF Tunah 20143 2800 12 Titanyum  Kaph
Tiip

2.2. Nanopartikiiller

Nano terimi Yunanca kokenli olup bilimsel 6lgekte ‘1 milyarda 1° anlamina
gelmektedir ve 107° birimiyle ifade edilmektedir. Bu kadar kiiclik bir boyutu zihinde
canlandirmak giic oldugundan, nanoskalay1 aciklamak amaciyla cesitli benzetmeler
kullanilmaktadir. Ornegin, 1 metre ile 1 nanometre arasindaki oran, diinyanin gapi ile 1
findigin ¢ap1 arasindaki oranla yaklasik olarak benzerdir. Ayrica, 1 nanometre uzunlugu,
1 tirnagin 1 saniyede uzadig1 mesafeye esdeger kabul edilmektedir.>

“Nanoteknoloji” terimi ilk olarak Richard Feynman tarafindan tanitilmistir.*’
Mekanik ve kimyasal 6zellikleri, hacimsel olarak kullanilanlardan daha iistiin olan ve
atomik diizeyde 1-100 nm araliginda bir yapisal boyuta sahip materyalleri tanimlar .
Ornegin, ¢apt 10 nm olan nano tasiyicilar, bir hidrojen atomundan 100 kat daha biiyiik,
ancak bir bakteriden 100 kat daha kiicliktiir. Nano materyallerin entegrasyonu,
bilesiklerin optik, kimyasal, elektriksel ve mekanik 6zelliklerini gelistirebilir. Bu nedenle,
nanoteknoloji tip ve dis hekimligi alanlarinda giiclii bir yardimer haline gelmistir.*!

Nano terapiler, nanopartikiillerin (NP) biyosidal 6zellikleri sayesinde biyofilmin
kontroliinii saglama olanag: gdsterir. NP'ler, nanometrik olarak kiiresel, kiibik veya igne
seklinde pargaciklar1 icerir. Metalik NP'ler, farkli biyomateryallerin yiizeylerine
kaplanmis veya polimerlerle birlestirilmis oksitler ve organik NP'ler dahil olmak {izere

birgok dis hekimligi uygulamasimna sahip olabilir.*! Cesitli nanopartikiiller arasinda
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nanoporlar, nanotiipler, kuantum noktalari, nanoshell'ler, nanosferler, nanoteller,
nanokapsiiller, dendrimerler, nanorodlar, lipozomlar vb. bulunmaktadir.*? NP'lerin daha
kiictik ¢api, sadece mekanik 6zelliklerini degil, ayn1 zamanda yiiksek ylizey:hacim orani
nedeniyle antimikrobiyal etkilerini de artirir. #!

Dental materyal olarak kullanilan nanoteknolojik iirlinler, geleneksel tedavilerde
ortaya ¢ikabilecek komplikasyonlarin agilmasinda avantaj saglayan 6zgiin fizikokimyasal
ve biyolojik oOzellikler tagimaktadir. Cesitli nanopartikiill ve nanokompozit tiirlerinin,
konak dokularin 6zelliklerini taklit edebildigi literatiirde ortaya konulmustur.*!

Doku miihendisligi ve kok hiicre arastirmalarmin dis hekimligindeki potansiyel
uygulamalari, yiiz kiriklarin tedavisi, kemik hacminin artirnmi, temporomandibiiler
eklemin kikirdak rejenerasyonu, pulpa tedavisi, periodontal ligament yenilenmesi ve
implant osseointegrasyonunu igcermektedir. Doku miihendisligi, uzun bir iyilesme
stiresini ortadan kaldiran, daha once kullanilan implantlardan biyolojik ve fizyolojik
olarak daha stabil olan ve erken yliklemeyi giivenli bir sekilde destekleyebilen
implantlarin yerlestirilmesini saglar. Daha 1y1 ve gelismis oOzelliklere sahip kemik
greftleri, nano boyutta hidroksiapatit kullanilarak gelistirilebilir. Nano boyutta
hidroksiapatitin periodontal doku rejenerasyonu icin gerekli hiicre proliferasyonunu
uyardig1 gosterilmistir.*?

Osteoblast proliferasyonu, implant yilizeyinde nano boyutlu pargaciklarin
olusturulmasiyla indiiklenmistir. Implant yiizeyinin nano &lgekte piiriizlendirilmesi,
dokuda meydana gelen hiicresel yanit i¢in dnemlidir. Bir¢ok calisma, implant yilizeyinin
nano boyutta osteojenik hiicreleri 6nemli Ol¢iide etkiledigini ve nano Olcekte ylizey
morfolojisinin osteoblast yapismasint artirdigin1 gostermistir. Nano boyutta yilizey
morfolojisi alani artirir ve bdylece biyolojik ortamla etkilesime girebilecek artan bir

implant yiizey alan1 saglar. **
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Nanoteknoloji, organik bilesenlerden (6zellikle kolajen) olusan ve inorganik
bilesenlerle gii¢lendirilmis dogal yapiyr taklit etmeyi amaglamaktadir. Nanokristaller,
kristaller arasinda yer alan nanoporlara sahip gevsek bir mikro yapiya sahiptir. Porlarin
ylizeyleri, silika molekiillerinin eklenmesi nedeniyle protein adsorbe edecek sekilde
degistirilmistir. Kemik defektleri, hidroksiapatit nanopargaciklar1 kullanilarak tedavi
edilebilir.*?

2.2.1.Hidroksiapatit Nanopartikiiller

Hidroksiapatit, dogal olarak olusan bir mineral (kalsiyum apatit formu) olup, ayn1
zamanda kemiklerin ve dislerin ana inorganik bilesenidir.** Kemiklerin agirlik olarak
yaklasik %8’1 sudan, %22’si proteinden ve %70’1 mineralden olusur. Hidroksiapatit,
kimyasal formiilii Cai0(PO4)s(OH)2 olan bir kalsiyum fosfat formudur ve altigen kristal
yaptya sahiptir. Kemikler, sertlik ve dayanikliliktan sorumlu olan 5-20 nm genisliginde
ve 60 nm uzunlugunda igne seklindeki bir bilesik olan hidroksiapatitin yaklasik %65'ini
icerir.**

Hidroksiapatit biyolojik olarak aktif (osteokondiiktif) bir madde olup, bu nedenle,
canli kemik veya kemige doniisme potansiyeline sahip hiicrelerin yakininda
yerlestirildiginde kemik biiyiimesini destekleme yetenegine sahiptir.*! Dogada baska
kalsiyum fosfat formlar1 da bulunmaktadir, ancak hidroksiapatit bunlar arasinda en stabil
ve en az ¢Oziiniir olanidir. Hidroksiapatit, iyi biyouyumluluk ve biyolojik aktiviteye sahip
bir malzemedir. Biyouyumluluk, bir malzemenin performans: sirasinda ev sahibi
tarafindan uygun bir yanit verilmesi ile saglanirken, biyolojik aktivite, malzemenin canli
dokuya yapisma yetenegini ifade eder. Ancak, bu malzemenin dezavantajlari, gozenekli
yapisindan ve zay1f mekanik dzelliklerinden kaynaklanmaktadir.*’

Hidroksiapatit nanopartikiillerinin olagantistii biyouyumlu ve biyolojik aktivitesi,

ilk olarak dis hekimlerinin, ortopedik cerrahlarin ve kemik doku miihendislerinin
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dikkatini ¢cekmistir. O zamandan beri, HAp'in potansiyel uygulama sayis1 bu alanlarin
Otesine genislemistir. Bugiin, HAp'in tibbi uygulamalarda doku tanisi, tedavisi ve
artirtlmasi i¢in cazip bir aday olmasini saglayan bir¢ok fizikokimyasal 6zellige sahip
oldugu bilinmektedir. onug olarak, HAp; stokiyometrik, kalsiyum eksik, iyonik ikame
edilmis, yogun veya gdzenekli, nanokristalin ya da mikrokristalin, kolloidal, graniiler ve
monolitik formlar dahil olmak iizere pek ¢ok farklt kompozisyonel ve yapisal bicimde
uygulanmistir. Bu HAp formlarinin her biri belirli 6zelliklere sahiptir ve benzersiz
biyolojik tepkiler olusturur.*® Nano-hidroksiapatitler ilk olarak 1980’lerde Japonya’da
tiretilerek kullanilmaya baglanmistir. Dig macunlarinin igerisinde ¢liriikk dnleyici ajan
olarak katilan nano-hidroksiapatitler, 1993 yilinda Japonya’da ilkokul g¢ocuklarinda
uygulanmis ve nano-hidroksiapatit iceren dis macunu kullanan ¢ocuklarda standart bir
floriirlii dis macunu kullanan ¢ocuklara oranla daha az dis ¢iiriigii gelistigi bildirilmistir.*’

Hidroksiapatit nanopartikiillerinin biyomedikal uygulamalarda kemik i¢in bir
apatit deposu olarak mikrometre boyutundaki hidroksiapatite kiyasla daha etkili oldugu
ortaya konulmustur. Ayrica, farkli morfolojilere sahip NanoHAp partikiillerinin yiiksek
dereceli malign melanom hiicreleri lizerindeki etkileri incelenmis ve elde edilen bulgular,
bu partikiillerin nano-6lgek oOzellikleri sayesinde s6z konusu malign hiicrelerin
proliferasyonunu inhibe edebildigini gdstermistir.*® Baska bir ¢alisma da, 20 ila 80 nm
arasinda degisen farkli boyutlardaki NanoHAp’in kemik ile ilgili hiicrelerin (kemik iligi
mezenkimal kok hiicreleri ve osteosarkom hiicreleri) proliferasyonu iizerindeki etkilerini
analiz etmistir.*’ Hiicre kiiltiirii deneyleri, geleneksel HAp ile karsilastirildiginda, nanofaz
mineralinin sitofilisitesinin NanoHAp ile arttigin1 gdstermistir. Ayrica, NanoHAp i¢in,
ozellikle 20nm’den kii¢lik partikiiller i¢in, kok hiicrelerin artan canlilifi ve yayilmasi
izlenmigstir. Ayn1 sekilde, 20 nm pargaciklarin osteosarkom hiicrelerinin biiytimesini iyi

bir sekilde inhibe ettigi ortaya ¢ikmis, fakat tiim NanoHAp'lar biiyiime siirecini
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yavaglatmigtir. Bagka bir calismada ise NanoHAp’in antitimor etkilere sahip oldugu
rapor edilmistir.**

Hidroksiapatit, esas olarak kemiklere ilag tastyici olarak kullanilir; bu, onun dogal
osteoiletkenlik avantajindan faydalanmay1 saglar, ancak ayni zamanda uygun hedefleme
faktorleri ile etiketleyerek diger organlara ve dokulara da yonlendirilir. {laglarin akilli bir
sekilde salinimi, tiimorler ve enfeksiyon bolgeleri gibi asidik ortamlarda, HAp'in pH'a
duyarl ¢oziinme Ozellikleri sayesinde saglanabilir. Hidroksiapatitin bir diger 6nemli
avantaji, parcacik boyutunun ve fonksiyonel gruplarin baglanmasinin fiziksel
adsorpsiyon veya yiizey fosfat ikamesi yoluyla kontrol edilebilmesidir. Bu 6zellik, daha
hassas hiicre ve doku hedeflemesine imkan tanimaktadir. Ayrica, HAp’in son derece
esnek kristal yapisi, farkli atom yarigaplarina sahip iyonlarin kolaylikla yapiya entegre
olmasina olanak saglamaktadir.*®

Hidroksiapatitin biyouyumlulugunun genellikle tartisiilmaz oldugu diisiiniilse de,
bu genel bir terim degildir ve her 6zel baglamda ve her belirli boyut, sekil ve kristal yap1
icin HAp parcaciklarinin yeniden test edilmesi onerilmektedir. Mevcut anlayis, biyolojik
yanitin parcaciklarin boyutu ve yiikii gibi parametreler ile bu parcaciklarin canli sistemle
etkilesim sekli tarafindan etkilendigidir. Ayrica, farkli hiicre hatlar1 HAp'a farkl tepkiler
verebilir ve farkli testler genellikle HAp'in biyouyumlulugu ile ilgili olarak farkli sonuglar
verebilir.*®

Doku miihendisligi ilkelerine gdre canli hiicreler ile bu hiicrelere uygun iskelelerin
beraber kullanilmasi sayesinde c¢esitli dokularin yenilenmesi miimkiindiir. Son
zamanlarda, mezenkimal kok hiicreler doku miihendisligi alaninda potansiyel faydalar
sebebiyle biiyiik bir ilgi gormektedir.® Mezenkimal kok hiicreler, bir tasiyici arag, matris
iskelesi veya biyoaktif biliylime faktorleriyle beraber kullanildiginda doku onariminin

incelenmesi icin énemli avantajlar saglar.>!
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2.3. Kok Hiicreler

Kok hiicreler, kendini yenileme yetenegine sahip olan ve farklilasma stirecleri
araciligiyla ¢ok sayida farkli hiicre tipine donilisebilme potansiyeli bulunan
olgunlasmamis ve dzellesmemis hiicreler olarak tanimlanmaktadir.> Bu hiicrelerin temel
ozellikleri; yiiksek cogalma kapasitesine sahip olmalari, genellikle tek bir hiicreden koken
almalar1 ve farkli hiicre soylarina farklilasabilme potansiyeli tasimalaridir.>

Kok hiicreler koken aldiklar1 dokulara gore 2 sekilde kategorize edilirler:
Embriyonik (erken) kok hiicre ve yetiskin (olgun) kok hiicre.>* Embriyonik kok hiicreler,
siirsiz olarak kendilerini yenileme ve farklilasma kapasitesi gosterirler. Organizmayi
olusturan mezoderm, ektoderm ve endoderm katmanlarinin hiicrelerine doniigebilir. Bu
hiicreler blastosistin i¢ tabakasindan kdken alirlar. Yetiskin kok hiicreler multipotent
hiicrelerdir ve bir veya birkag hiicre soyuna farklilasma potansiyeli gosterirler.>

Farklilasma kapasitelerine gore kok hiicreler 4 sinifa ayrilir: Totipotent,
pluripotent, multipotent ve unipotent. Totipotent hiicreler, embriyo dis1 hiicre tipleri de
dahil olmak tizere tiim hiicreleri olusturur. Pluripotent hiicreler, embriyonik hiicreler de
dahil olmak tizere tiim viicut hiicrelerini olusturur. Multipotent hiicreler, hematopoietik
kok hiicreler gibi tiim doku hiicrelerini olusturur. Unipotent hiicreler, tek bir hiicre tipi
olusturur.>®

2.3.1. Yetiskin Kok Hiicreler ve Mezenkimal Kok Hiicreler
Yetiskin kok hiicrelere somatik kok hiicreler veya dogum sonrast kok hiicreleri de denir.>®
Yetigkin kok hiicreler beyin, deri, bagirsak, karaciger, disler, testis, kalp gibi farkl
organlardan ve kemik iligi, kan damarlari, periferik kan, iskelet kas1 ve yumurtalik epiteli
gibi ¢esitli dokulardan {iretilmistir.>® Ancak, bu hiicrelerin kendilerini yenileme ve

farklilagsma potansiyelleri, embriyonik kok hiicrelere kiyasla daha sinirlidir. Yetigkin kok
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Kok Hiicrelerin

Siniflandirilmasi
Koken Aldigt Diferansiasyon
Kaynaga Gore Potansiyeline Gore
Embriyonik Yetiskin Totipotent Multipotent Pluripotent Unipotent

Sekil 2.5. Kok hiicrelerin simiflandiriimasi®’

hiicreler, birden fazla hiicre soyuna farklilagsabilmelerine ragmen pluripotent
ozellik gostermemektedir. Bu hiicreler arasinda en yogun arastirmaya konu olan grup ise
hematopoetik kok hiicrelerdir (HKH).®® HKH'ler kemik iligi, periferik kan veya gobek
kordonu kani gibi farkli anatomik bodlgelerden elde edilebilir.! Kemik iligi stromasi,
hematopoietik ve hematopoietik olmayan olmak lizere 2 ana bdlgeye ayrilmaktadir.
Insanlarda hematopoietik bdlge, hematopoietik kok hiicreleri barindirirken; heniiz tam
olarak karakterize edilmemis olan hematopoietik olmayan bolge ise agirlikli olarak
endotel hiicreleri, mezenkimal kok hiicreler ve bunlarin tiirevleri olan adipositler,
kondrositler ve osteojenik soy hiicrelerinden olusmaktadar.®?

Birgok farkli tipte yetiskin kok hiicre, ¢esitli mezenkimal dokularda bulunur ve bu
8

hiicrelere topluca mezenkimal kok hiicreler veya mezenkimal stromal hiicreler denir.’

Mezenkimal kok hiicreler, yiliksek kendini yenileme kapasitesine sahip olup mezodermal
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soylara farklilagabilme potansiyeli tasimaktadir. Bu 6zellikleri sayesinde kikirdak, kemik,
yag dokusu ve iskelet kas1 olugturabilmekte ve pek ¢ok kraniyofasiyal yapinin gelisimine
katkida bulunmaktadir.® Tedaviye ihtiyag duyan hastalardan izole edilebildigi icin,
immiinorejeksiyon endisesi olmadan otolog olarak kullamilabilir.** MKH’ler kolayca
erisilebilmelerinin yan1 sira etik agidan da daha az soruna sahiptir.®> Ozellikle, son
caligmalar, kiiltiire edilmis MKH'lerin anti-apoptotik, immiin modiilatér, anjiyojenik,
anti-skar yapici ve kemo-gekici 6zelliklere sahip ¢esitli biyoaktif molekiiller salgiladigini
gostermektedir ve bu da in vivo olarak lokal rejeneratif ortamlar saglamak ve gelistirmek
i¢in arag olarak kullanilmalarina temel olusturmaktadir.®!

MKH’ler yag dokusundan, amniyotik sividan, amniyotik zardan,
endometriyumdan, mensturasyon kanindan, periferik kandan, plasenta ve fetal zardan,
tikiiriik bezinden, deri ve siinnet derisinden, subamniyotik gobek kordonu zarindan,
sinovyal s1vidan ve Wharton jeli gibi bir¢ok insan doku ve organindan izole edilmistir.%
Dis dokularindan elde edilen hiicrelerde bir tiir mezenkimal kok hiicredir ve 6zel
yontemlerle dis dokularindan ayrilarak elde edilebilirler. Peridontal ligament, pulpa, siit
disi, apikal papilla, dental folikiil, dis germi, gingiva ve alveoler kemik MKH elde edilen
dis dokularidir.%

Farkli laboratuvarlar, kismen farkli isleme veya kiiltiir kosullar altinda, belirli
ozelliklere sahip MKH'leri (veya MKH benzeri hiicreleri) tanimlamis ve bunlara farkli
isimler verilmistir. Spesifik olarak mezenkimal kok hiicre belirteglerinin eksikligi ve
MKH popiilasyonlarinin heterojenligi nedeniyle, Uluslar Aras1 Hiicresel Terapi Merkezi
Mezenkimal ve Doku Kok Hiicre Komitesi, insan kemik iligi ve diger mezenkimal
dokulardan izole edilen MKH'lerin in vitro olarak karsilamas1 gereken {i¢ asgari kriter
belirlemistir.®” Bu kriterler sunlardir:

o Standart kiiltiir kosullarinda hiicrelerin plastige yapigmasi gereklidir
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. Mezenkimal kok hiicreler spesifik olarak bir yiizey antijeni ekspresyon
Oriintlisti gostermelidir. CD73, CD90 ve CD105 ylizey antijenlerini pozitif, CD34, CD45,
CDl11b, CD14, CD19, CD79a, HLA-DR yiizey belirte¢lerini negatif ifade etmelidir.

. Mezenkimal kok hiicreler osteojenik, kondrojenik ve adipojenik soylara
farklilagsma potansiyeli gosterilmedir.

Periodontal ligament, sement ile alveolar kemik arasinda yer alan 6zel bir dokudur
ve dislerin korunmasi ile desteklenmesinde temel rol oynamaktadir. Bu doku stirekli bir
yenilenme kapasitesine sahiptir ve s6z konusu yenilenmenin, dis folikiiliinden koken alan
mezenkimal progenitor hiicrelerden kaynaklandigi diisiiniilmektedir. Ayrica periodontal
ligament, sementoblastlar ve osteoblastlara farklilasabilen ¢esitli hiicre tiplerini
igermektedir..®® Periodontal ligament kaynakli mezenkimal kok hiicreleri (PDLKMKH),
¢ok yonli farklilagsma potansiyeli sergilemekte olup in vivo kosullarda adipojenik,
osteojenik ve kondrojenik fenotipler gdsterebilmektedir.’® Peridontal ligament kaynakli
mezenkimal kok hiicreler, gomiilii iiglincii az1 dislerinin koklerinde bulunan peridontal
ligamentten izole edilirler ve STRO-1 ve CD146 ekspresyonu gosterdikleri
bulunmustur.®’

Pulpasi1 kaynakli mezenkimal kok hiicreleri (PKMKH), yetiskinlerin {i¢lincii molar
dislerinin pulpasindan izole edilen ilk dis dokusu kaynakli kok hiicre tiirtidiir. PKMKH'
lerin baskin morfolojisi, fibroblast hiicrelerine benzer sekilde olsa da, PKMKH'lerin noral
kret veya mezenkimal kdkeni nedeniyle cesitli morfolojiler goriilebilir.> PKMKH’ lerin
izolasyonlar1 gergeklestirilmis ve sonrasinda cesitli farklilasma ortamlariyla dentinojenik,
osteojenik, adipojenik, norojenik, kondrojenik ve miyojenik soylara farklilagsma
potansiyelleri gdsterilmistir.”% 7!

Dis gelisimi sirasinda, dental papilla pulpa dokusuna déniisiir ve sonrasinda kokiin

gelisimine katki saglar. Dental papilla, gelismekte olan koke gevsek bir sekilde baglanir
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ve apikale dogru ilerler.”? Apikal papilla kaynakli mezenkimal k&k hiicreler (APKMKH)
kendilerini yenileyebilen fibroblast benzeri hiicrelerdir ve PKMKH'lerden daha yiiksek
bir proliferasyon oranina sahiptirler. Diger dis kok hiicrelerine benzer sekilde,
APKMKH'ler de erken mezenkimal ylizey belirtecleri olan STRO-1 ve CD146'y1 ifade
eder.®” Bu hiicreler, uygun indiiktif ortamlarda kiiltiirlendiklerinde osteojenik, adipojenik,
kondrojenik ve ndrojenik farklilasma kapasitelerini gosterirler.%®

Daimi dislerin gelisimi, siit dislerinin kok rezorpsiyonu ile iligkili bir siiregtir.
Cekilen veya dogal olarak diisen siit diglerinin pulpa dokusu, kok hiicreler icin degerli bir
kaynak olarak kabul edilmektedir. 2003 yilinda yapilan ¢aligmalarda, siit disi pulpa
dokusundan mezenkimal kok hiicreler izole edilmis ve bu hiicreler siit disi kaynakli
mezenkimal kok hiicreler (SKMKH) olarak tanimlanmustir.”> SKMKH, dopaminerjik
noronlar, odontoblastlar, osteoblastlar, kondrositler, adipositler, karaciger hiicreleri, deri
hiicreleri ve endotel hiicreleri dahil olmak {izere bir ¢ok farkli hiicre tipine farklilasabilir.
SKMKH, dis ve kemik rejenerasyonu, tedavi edilemeyen pediatrik cerrahi hastaliklari,
karaciger yetmezligi, sinir rejenerasyonu ve revaskiilarizasyon gibi klinik uygulamalarda
potansiyel bir hiicre kaynagidir.®

Dental folikiil kaynakli mezenkimal kok hiicreler (DFKMKH), dis germini
cevreleyen mezenkimal kokenli bir doku olan dis folikiiliinde bulunur ve yirmi yas disi
cekiminden sonra kolayca izole edilebilir. Bu hiicreler yalnizca 20 yas disi slirmesi
sirasinda hastalardan elde edilebilir,. DFKMKH, alveolar osteoblastlara, PDL
fibroblastlarina, sementoblastlara, adipositler ve ndron benzeri hiicrelere farklilasma
yetenegine sahiptir. DFKMKH fibroblast benzeri, koloni olusturan ve plastik yapiskan
hiicrelerdir.®!

Dis germi kaynaklt mezenkimal kok hiicreler (DGKMKH), dis dokularinin

gelisiminin c¢an evresinde 3. molar dis germinin mezenkimal dokusundan izole edilen,
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yiiksek proliferasyon hizlari ve stabil igsi morfolojileri ile karakterize edilen multipotent
kok hiicre popiilasyonunu olusturmaktadir.”* DGKMKH, in vitro olarak hepatositlerin
morfolojik, fenotipik ve fonksiyonel 6zelliklerine sahip hiicrelere farklilagabilir ve bu da
bu hiicrelerin karaciger hastaliklarin1  tedavi etmek icin kullanilabilecegini
diisiindiirmektedir.”

Alveolar kemik, embriyonik olarak dental folikiil kdkenli bir kemiktir ve disleri
yerinde tutar.® 2003 yilinda alveolar kemik kaynakli mezenkimal kok hiicreleri
(AKKMKH) basarili bir sekilde izole edilmistir. Izole edilen hiicreler, ig seklinde
fibroblast benzeri bir morfoloji, plastik tabanina yapisma ve koloni olusumu 6zelligi
sergilemektedir.”® AKKMKH'lerin yiiksek bir proliferasyon kapasitesine ve miyojenik
potansiyele sahip oldugu gosterilmistir.’® Diger kok hiicre popiilasyonlarma benzer
sekilde kondrojenik ve adipojenik farklilasma potansiyellerine sahiptirler.””

2.3.1.1.Gingiva Kaynakh Mezenkimal Kok Hiicreler

Dis eti, disleri ¢evreler ve mukozal bir bariyer olarak gorevi goriir. Histolojik ve
islevsel olarak dis eti, cigneme sirasinda yiyeceklerin sebep oldugu siirtlinmeye direng
gosteren ¢igneyici mukoza dokusuna sahiptir.”® Dis eti hizli yara iyilesme ozelligiyle
karakterize olan periodonsiyumun temel bir bilesenidir. Dis eti dokusu, epitel tabakas1 ve
altindaki lamina propriadan olusur.”® Dis eti bag dokusu, embriyonik olarak noral kret
ektomezensimi, perifolikiiler mezensim ve kismen dental folikiilden olusur. Embriyonik
kokeni ve dislere ve periodontal ligamente yakinligi, MKH’ lerin bilinen bir rezervuari
olmasi, dis eti bag dokusun bir kok hiicre kaynagi olmasini saglar. Kesilmis dis eti dokusu
deepitelize edilir ve bag dokusu ayrilarak toplanir. Bag dokusu kesilir ve MKH’ leri izole
etmek i¢in kullanilir.3° Gingiva kaynakli mezenkimal kok hiicreler (GKMKH) ilk olarak
2009 senesinde dis etinden izole edilerek elde edilmistir.®! GKMKH’ler normal veya

iltihapl dis etinden, yapisik ve serbest dis etinden ve hiperplastik dis etinden izole
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edilerek, enzimatik sindirim veya eksplant kiiltiirii yoluyla elde edilebilir.?> GKMKH'ler,
CD13, CD44, CD73, CD90, CD105, CD146, CD166, CD271 ve STRO-1 gibi belirtecleri
pozitif sekilde ifade ederken CD14, CD19, CD34, CD38, CD45 ve CD54 yiizey
antijenlerini ifade etmez GKMKH'ler, uzun siireli in vitro kosullarda normal karyotip ve
telomeraz aktivitesini koruyarak iyi bir klinik giivenlik gosterir.%

Gingiva kaynakli mezenkimal kok hiicreler agiz boslugundan elde edilen diger
MKH’lere kiyasla, kolay erisilebilirlikleri ve dondr bdlgedeki yaralarin hizli iyilesmesi
sebebiyle daha avantajlidir.* GKMKH' ler, diger dokulardan elde edilen MKH’ lerle ayni
farklilasma ve rejenerasyon ozelliklerini gosterir. In vitro, tek koloniden iiretilen
GKMKH' lerin adipositlere ve osteoblastlara farklilastig1 gosterilmistir.3* In vitro ve in
vivo miikemmel immiinomodiilatér 6zelliklere sahiptirler.®

Gingiva kaynakli mezenkimal kok hiicreler, PDLKMKH'lere kiyasla ¢cok daha
yiiksek ardisik kiiltiir ve proliferasyon orani gosterirler. GKMKH'ler, birden fazla soya
farklilagsmasi, bu farklilagsma ile iligkili genlerin ekspresyonu ve in vivo ortamda kemik
olusumu icin giiclii bir potansiyele sahiptir. GKMKH'ler, indiiktif kiiltiir kosullarinda
inkiibe edildiklerinde osteoblastik, adipositik, kondrositik, endotelyal ve noral hiicrelere
farklilasma gostermistir.® Periodontal ligament kok hiicreleri periodontal doku
rejenerasyonu i¢in en yaygin olarak incelenen ve kullanilan hiicrelerdir. Ancak, in vitro
PDLKMKH elde etmek icin, birden fazla ¢ekilmis dise ihtiya¢ vardir ve kiiltiiriin basar1
orani ¢ok diisiiktir GKMKH’ler, bol miktarda kaynak icermeleri ve dis c¢ekimi
gerektirmemeleri nedeniyle PDLKMKH'lere ve diger MKH'lere gore daha kolay elde
edilebilirler.** GKMKH’ler bag dokusu benzeri yapilar olusturabilirken, PKMKH'ler ve
PDLKMKH'ler dentin benzeri ve sement/periodontal ligament benzeri yapilar
olusturabilir. GKMKH'lerin bu 06zelligi, bu hiicreleri agiz dis1 hiicre bazli klinik

uygulamalarda ve ayrica agiz i¢i rejeneratif kemik prosediirlerinde kullanildiginda, onu
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ag1z boslugundan elde edilen diger MKH'lere gore iistiin veya tercih edilen bir MKH tiirii
haline getirmektedir. Bu nedenle, GKMKH'ler gelecekte rejeneratif tipta kolayca elde
edilebilen bir kdk hiicre kaynag: olarak kullanilmasi umut vericidir.®

Hiicre kiiltiiri teknikleri, belirli in vivo deneylere baslamadan once bir tarama
yontemi olarak biyomalzeme arastirmalarinda kullanilma egilimindedir. Bu teknikler
inflamasyon, yara iyilesme mekanizmalarinin degerlendirilmesini, belirli biyomalzeme
uygulamalarmin incelenmesini ve gelecekteki yonelimlerinin belirlenmesini saglar.®’

2.4. Hiicre Kiiltiirii

Hiicre kiiltiiri, bir hayvan veya bitkiden hiicrelerin alinmas1 ve daha sonra yapay
olarak kontrol edilen bir ortamda biiyiitiilmesi islemidir.®® Hiicre kiiltiiriinde hiicrelerin
optimum sekilde biliylimesi i¢in ortamda kontrollii bir sicaklik, hiicrelerin yapigsmasi i¢in
uygun bir ylizey ve dogru pH ve osmolaliteyi koruyan uygun bir biiylime ortami ve
inkiibator gereklidir. Hiicre kiiltiiriindeki en 6nemli ve kritik adim, in vitro gelisim i¢in
uygun biliyiime ortammin secilmesidir. Biiylime ortami1 veya Kkiiltiir ortamai,
mikroorganizmalarin, hiicrelerin biiytimesini desteklemek iizere tasarlanmis sivi veya
jeldir. Hiicre kiiltiirii medyas1 genellikle uygun bir enerji kaynagi ve hiicre dongiisiinii
diizenleyen bilesenler igerir. Tipik bir kiiltiir ortami, amino asitler, vitaminler, inorganik
tuzlar, glukoz ve biiyiime faktorleri, hormonlar ve yapisma faktorleri kaynagi olarak
serumdan olusan bir bilesim igerir. Besinlerin yani sira, ortam ayni zamanda pH ve
osmolaliteyi korumaya da yardimei olur.®

Hiicre kiiltiirii ¢alismalar1 temel hiicre biyolojisi, hiicre dongii mekanizmalari,
hiicre fonksiyonlari, hiicre-hiicre ve hiicre-matriks etkilesimlerinin incelenmesinde, yeni
gelistirilen ilaglarin etkilerinin degerlendirilmesinde, gen tedavilerinde, kanser

hiicrelerinin karakterizasyonunda, asilarin {iretiminde kullanilabilir.”
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2.4.1. Hiicre Kiiltiirii Tipleri
2.4.1.1. Primer Hiicre Kiiltiirii
Primer hiicre kiiltiirleri, dogrudan saglam organizmadan alinan hiicreler

veya dokularla hazirlanir. Hiicre tipine ve kiiltiir kosullarina bagli olarak birka¢ giinden
birkac aya kadar degisen sinirlt bir slire boyunca in vitro olarak muhafaza edilebilirler.
Genellikle primer kiiltiirler, olgunlasmamuis hiicrelerden veya dokulardan elde edilir ve in
vitro olarak farklilagmalarina ve olgunlagmalarina izin verilir. Genel olarak, birincil
hiicreler yalnizca siirlt sayida hiicre boliinmesine ugrar ve sinirlt bir yasam siiresine
sahiptir. Hemopoietik hiicreler ve bazi transforme hiicreler disinda, ¢ogu hiicre yapisik
ozellik gostermektedir. Bu hiicrelerin in vitro ortamda biiyliyebilmeleri i¢in 6zel olarak
hazirlanmis yapay yiizeylere veya diger hiicrelerin ylizeyine tutunmalar1 gerekmektedir.
Ayrica, yapisik hiicre popiilasyonlarinin boliinmesi ve yeniden kiiltiire edilmesi (alt
kiiltiirleme/pasajlama) sirasinda hiicrelerin ayristirilabilmesi i¢in 6zel tekniklerin
uygulanmasi zorunludur. *!

2.4.1.2. Siirekli (Kahci) Hiicre Kiiltiirleri

Stirekli kiiltiirler, siiresiz olarak g¢ogalabilen hiicrelerden olusur. Stirekli boliinen
hiicreler, normal hiicrelerin in vitro olarak ¢ogaltilmasinin ardindan (6rn., fibroblastlar
veya astrositler) siirekli alt kiiltiire alinmasi siirecinde kendiliginden ortaya ¢ikabilir.
Boyle bir hiicre soyuna hiicre susu adi verilir. Bununla birlikte, "6liimsiiz" hiicrelerin
cogu, transforme hiicreler sinifina aittir. Transforme hiicreler, kalici, kalitsal bir degisiklik

gecirmistir ve tiimorojeniktir. *!
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2.4.2. Hiicre Kiiltiirii Teknikleri

2.4.2.1. Siispansiyon Kiiltiirleri

Stispansiyon kiiltiirleri genellikle hemopoietik hiicreler ve bazi transforme hiicre
hatlar1 gibi bagimsiz hiicreler ve serbest yiizen hiicreler veya hiicre olusumlari igin
kullanilir. *!

2.4.2.2. Monolayer (Tek Tabaka) Hiicre Kiiltiirii

Monolayer hiicre kiiltiirii, farkli laboratuvarlarda gesitli protokollerle uygulanan
ve en yaygin kullanilan hiicre kiiltiirii teknigidir. Bu yontemde hiicreler, kiiltiir kabinin
ylizeyine tutunarak biiyiimektedir; ancak daha iyi hiicre adezyonu ve/veya daha fizyolojik
biiyiime kosullarinin saglanabilmesi i¢in kiiltiir kab1 yiizeyine 6zel islemler uygulanmasi
gerekebilmektedir. Ayrica, hiicrelerin biiyiime kosullarinin hiicre yogunlugundan da
etkilendigi bilinmektedir. Yiiksek hiicre yogunluklu bir kiiltiirde, temel metabolitler hizla
tilkenebilir ve bu da yogunluga bagl biiyiime inhibisyonuna ve sonunda hiicre 6liimiine
neden olabilir. Tek katmanlh kiiltiirlerin baslica avantajlarindan biri, dogrudan
mikroskobik incelemeye imkan tanimalarinin yani sira morfolojik, immiinositokimyasal
ve elektrofizyolojik analizler i¢in kolay erisilebilirlik saglamalaridir. °!

2.4.2.3.U¢ Boyutlu Hiicre Kiiltiirleri

Ug boyutlu hiicre kiiltiirleri, kontrollii kosullar ve siirekli dairesel ¢alkalama
altinda yeniden toplanarak diizenli, kiiresel hiicre yapilar1 olusturan ayrigmis hiicrelerden
hazirlanir. Bu tiir kiiltiirler, maksimum hiicre-hiicre etkilesimine ve dolayisiyla dogal bir
hiicre matrisi ve histotipik hiicre olusumlarmin gelisimine olanak tanir. *!

2.4.2.4. Eksplant Kiiltiirler

Eksplant kiiltiirleri, dorsal kok ganglionlar1, sempatik ganglionlar, parasempatik
siliyer ganglionlar gibi saglam organlardan veya herhangi bir boyutu 1 mm'yi gegmeyen

kiigiik doku parcalarindan hazirlanir. Bu yaklasim, yapisal ve islevsel karmasikliklar
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nedeniyle in vitro olarak yeniden olusturulmasi en zor olan sinir dokular1 i¢in 6zellikle
yararhidir, *!

Calismamizda, rutin olarak kullanilan cam ve titanyum tiiplerden elde edilen TZF
membranlari ile yeni gelistirilmis nano kalinlikta hidroksiapatit kapli cam tiiplerden elde
edilen HA-TZF membranlarinin mezenkimal kok hiicreler {izerindeki etkileri
karsilastirilacak ve bu sayede literatiirdeki mevcut boslugun doldurulmasina katki
saglanacaktir.

Calismamiz, 3 farkli tiipte hazirlanan TZF membranlarinin avantaj ve
dezavantajlarinin ortaya konulmasina katki saglayacaktir. Ayrica L-TZF ve T-TZF
membranlar ile HA-TZF membranlarinin sitotoksik oOzellikleri ve yara iyilesmesi
tizerindeki etkileri karsilastirmali olarak degerlendirilerek objektif klinik sonuclarin elde

edilmesine yonelik bilimsel bir zemin olusturulacaktir.
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3. MATERYAL VE METOT

Arastirmada kullanilan deneysel yontemler, Eskisehir Osmangazi Universitesi Dis
Hekimligi Fakiiltesi Periodontoloji Anabilim Dal1 ile Eskisehir Osmangazi Universitesi
Hiicresel Tedavi ve Kok Hiicre Uretim, Uygulama ve Arastirma Merkezi (ESTEM)
laboratuvarlarinda yiiriitilmiistiir.

3.1. Gingiva Kaynakh Mezenkimal Kok Hiicrelerin Elde Edilmesi

Gingival kaynakli mezenkimal kok hiicrelerin elde edilmesi amaciyla gerekli doku
ornekleri, ESOGU Dis Hekimligi Fakiiltesi Periodontoloji Klinigi’'nde poliklinik
kosullarinda temin edildi. Islem oncesinde tiim goniilliilerden Aydinlatilmis Onam
Formlar1 alindi. Calismaya, sistemik hastaligi bulunmayan, 18-40 yas araliginda,
antikoagiilan ila¢ kullanmayan ve sigara igmeyen (aktif ya da pasif) saglikli 10 erkek
goniillii dahil edildi. Lokal anestezi altinda gergeklestirilen gomiilii 20 yas disi cerrahisi
sirasinda flep kaldirilmasi ve yumusak doku rekonstriiksiyonu gereken hastalardan doku
ornegi elde edildi. Kemik cerrahisi oncesinde, flep kaldirma islemi sirasinda saglikli
dokudan yaklasik 2x2 milimetre (mm) boyutlarinda gingiva 6rnegi alindi ve 6rnek
antibiyotik igeren besiyerine transfer edildi.

Goniilliilerden alinarak laboratuvara transfer edilen dokularin 9 tanesinde gerekli
hiicreler kiiltiirde basariyla izole edildi. Bu hiicrelerden 3 hastaya ait ornekler, flow
sitometri ve farklilasma besiyerleri kullanilarak karakterize edildi. Karakterizasyonu
tamamlanan 3 vakadan yalnizca biriyle ¢alismaya devam edilerek, belirlenen zaman
noktalarinda TZF 6rnekleri elde edildi. Laboratuvar ortamina getirilen doku, giivenlik
kabini icerisinde, 5 miligram (mg) /ml dispaz (Stem Cell Technologies, America) ve 2,5
mg/ml kollajenaz tip 1’e (Serva, Germany) maruz birakildi. Tek bir hiicre siispansiyonu

olusturmak amaciyla diseti dokusu 37°C’de hafif calkalamali bir inkiibatér i¢inde
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enzimatik olarak ayrnistirildi. Kollajenazi ve dispazi uzaklastirmak i¢in hiicre
slispansiyonuna santrifiij islemi uygulandi. Hiicreler %10 fetal sigir serumu (FBS)
(Biological Industries, Israel Beit Haemek) ve L-askorbat-2-fosfat ile takviye edilen 100
IU/ml penisilin-100 mikrogram (pg) streptomisin igeren niikleozidli alfa modifiyeli
Eagle’in minimum esansiyel besiyeri (Alpha MEM) igerisinde kiiltiire alind1. izole edilen
hiicreler 37°C’de nemli bir ortamda %5 CO> oranmna sahip bir inkiibatdrde, 25
santimetrekare (cm?) boyutunda 2 adet plastik doku kiiltiir flaskina ekilerek 3 giin
boyunca inkiibe edildi. Kiiltiir kabina yapismayan hiicreler 3. giiniin sonunda kiiltiir
ortamindan uzaklagtirildi ve kiiltiirde kalan ¢ogalmakta olan hiicrelere yeni besiyeri
takviyesi yapildi. Primer kiiltiirdeki kiiltiir tabanina yapismis hiicrelerin konfluensisi
%70-80 ulastiginda hiicrelere pasajlama islemi uygulandi. Pasajlama islemi i¢in hiicreler
oncelikle kalsiyum (Ca*?) ve magnezyum (Mg"?) bulundurmayan fosfat tamponlu serum
(PBS) ile yikandi ve sonrasinda %0,25 Tripsin- EDTA soliisyonu ile 37°C’de 3 dk
boyunca inkiibe edildi. Tripsinin etkisini engellemek amaciyla en az kullanilan tripsinin
2 kat1 kadar olan serum igerikli bilylime ortami eklendi. Daha sonra hiicreleri pellet haline
getirmek i¢in hiicreler 350 x santrifiij kuvvetinde (g) 5 dk santrifiij edildi. Siipernatant
kistm uzaklastirildi ve hiicreler biiylime ortami ile tekrar siispanse edilerek Thoma
laminda sayildi. Hiicreler sonrasinda 75 cm?’lik kiiltiir flasklarina 1x10° hiicre/flask
yogunlugunda olacak sekilde ekildi. 10-14 giinliik siirecte 3 giinde 1 besiyeri degistirildi
ve hiicreler kiiltiir kabinda %80 konfluensiye ulastik¢a pasajlama islemi uygulandi.
Hiicreler 3. pasaja geldiginde izole edilen hiicrelerin bir kismi karakterizasyon analizi i¢in
kullanilirken kalan hiicreler sonrasinda kullanilmak amaciyla -150 °C dondurucuda

stokland1.%*%*
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3.2. Gingiva Kaynakh Mezenkimal Kok Hiicrelerinin Karakterizasyonu

3.2.1. Karakterizasyon icin MKH’lerin Akim Sitometri ile Immunofenotipik
Analizi

Gingiva kaynakli mezenkimal kok hiicrelerin kiiltiirde biiylidiikten ve ¢ogaldiktan
sonra fenotipik Ozelliklerini devam ettirdiklerini dogrulamak amaciyla farklilasmamis
kok hiicrelere flow sitometri analizi yapildi. Kok hiicreler 3.pasajdan sonra bulundugu
kiiltiir kaplarindan tripsinizasyon islemi ile kaldirildi ve 2 defa Ca*? ve Mg'? igeren PBS
ile yikandi. CD19, CD90, CD44, CD 69, CD 25 CD105, CD73, HLA-DR, CD14, CD34,
CD45 (Brolegand, San Diago, Kaliforniya) antikorlarini ¢alismak amaciyla hiicreler
1x10%/45 hiicre/ml yogunlukta Ca'> ve Mg* igerikli fosfat tamponlu serumda
otoflorosan, CD pozitif ve CD negatif antikorlar 3 ayr tiipte topland1 ve hiicreler 10 dk
oda sicakliginda %4 paraformaldehit ile fikse edilerek inkiibe edildi. Inkiibasyonun
ardindan hiicreler 2 defa Ca™ ve Mg*? iceren PBS ile yikand ve takiben %1 BSA (Bovine
Serum Albumin) soliisyonu igerisinde spesifik olmayan antikorlarin baglanmalarini
onlemek amaciyla yarim saat boyunca oda sicakliginda inkiibe edildi. Daha sonrasinda
hiicreler 30 dk boyunca oda sicakliginda primer antikorlar ile (marker flow: CD 19,
CD90, CD44, CD 69, CD 29, CD105, CD73, HLA-DR, CD14, CD25, CD45) inkiibe
edildi ve tekrar 2 defa Ca™ ve Mg*? igeren PBS ile yikand1 ve 30 dk boyunca hiicrelere
sekonder antikorlar uygulandi. Son yikama agamasindan sonra Novocyte D3005(Agilent,
Santa Clara, USA) cihazi ve NovoExpress (version 1.5.0, Agilent) yazilimi kullanilarak
akim sitometri analizleri gerceklestirildi.”>’
3.2.2. Karakterizayon icin MKH’lerin Farkhilastirma Analizleri
Adipojenik, osteojenik ve kondrojenik farklilagmalarin in vitro farklilagsma

calismalar1 daha 6nce aciklanan yontemlere gore gerceklestirildi.
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In vitro adipojenik farklilasma, 3. pasajdan gelen hiicreler (3000 hiicre/cm?2),
adipojenik farklilagmay1 indiiklemek i¢in 6 oyuklu plakalarda kaplanmis tip I kollajen
lamellere (BD Biosciences) ekildi. Adipojenik farklilasma ic¢in hiicreler, %10 FBS
(Invitrogen/GIBCO), 0.5 milimolar (mM) izobiitilmetilksantin (IBMX, Sigma-Aldrich),
10° molar (M) deksametazon (Sigma-Aldrich, Fluka Chemie AG, Buchs, Isvigre), 10
mg/ml insiilin (Invitrogen/GIBCO), 200 mM indometasin (Sigma-Aldrich) ve %0,2
primosin (Invivogen) i¢eren ortamda 4 hafta boyunca inkiibe edildi. Ortam haftada 2 kez
degistirildi. Adipojenik farklilagmanin meydana geldigini gosteren hiicre i¢i lipid
damlaciklarinin varligi, Oil Red O (ORO) (Sigma-Aldrich) ile histokimyasal boyama ve
ADIPONECTIN (ADN) ile immiinositokimyasal etiketleme ile dogrulandi.

In vitro osteojenik farklilagsma, 3. gecitten gelen hiicreler (3,000 hiicre/cm?2), tip I
kollajen kapli lamellerle 6 oyuklu plakalara ekildi. Osteojenik farklilagma ig¢in hiicreler,
100 nanomolar (nM) deksametazon (Sigma-Aldrich), 0.05 mM askorbat-2-fosfat (Wako
Chemicals, Richmond, VA, ABD), 10 mM gliserofosfat (Sigma- Aldrich) iceren
Dulbecco ‘nun Degistirilmis Eagle Ortami1 (DMEM)‘nda (Invitrogen/GIBCO) Aldrich),
%0,2 primosin (Invivogen) ve %10 FBS (Invitrogen/GIBCO) inkiibe edildi. Farklilagsma
ortam1 haftada 2 kez degistirildi. Dordiincii haftanin sonunda Alizarin Red S (ARS;
Sigma-Aldrich, Fluka Chemie AG, Buchs, Switzerland) ile histokimyasal boyama ve
OSTEOCALCIN (OCN) ile immiinositokimyasal isaretleme ile osteojenik farklilasma
degerlendirildi.

In vitro kondrojenik farklilasma, kondrojenik farklilasmay1 baslatmak igin 2.5x10°
hiicre, 15 ml'lik bir polipropilen tiipe aktarildi ve peletlenmis bir mikrokiitle (3 boyutlu)
olusturmak i¢in 1300 x g'de 5 dakika santrifiijjlendi. Mikro kiitle, 2 hafta boyunca
kondrojenik ortam ile kiiltlirlendi ve ortam haftada 2 kez degistirildi. Kondrojenik ortam,

10 ng/ml doniistiirticii bliylime faktorii-f1 (Biosource PHG0021), 50 ug/ml askorbat-2-
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fosfat (Wako Chemicals, Richmond, VA, ABD), 0,1 mikromolar (uM) deksametazon
(Sigma-Aldrich, Fluka Chemie AG, Buchs, Isvicre), 100 ug/ml sodyum piruvat (Sigma-
Aldrich, St. Louis, MO, ABD), 40 pug/ ml prolin (Merck, Darmstadt, Almanya), 50 mg/ml
ITS 6n karisimi (BD Biosciences, Bedford, MA) ve %0,2 primosin (Invivogen) i¢erecek
sekilde hazirlandi. %4 paraformaldehit ile sabitlenen ve parafine gomiilen peletler,
histokimyasal olarak Alcian Blue (AB) ve Safranin O (SO) ile boyanacak ve kondrojenik
farklilagsmay1 degerlendirmek i¢in COLLAGEN II (COLL II) ile immiinohistokimyasal

olarak etiketlendi.?>%* 98 %

3.3. Nano-hidroksiapatit Kaph Tiip Uretimi ve Analizi

Nano-hidroksiapatit (nHA) kaplama isleminde Ultrasonik Spray Kaplama (USP)
sistemi kullanildi. Cam tiipler, islem Oncesinde etil alkol ile temizlendi ve 4 dakika
stireyle sicak hava akis1 uygulanarak kaplamaya hazir hale getirildi.

Cozelti hazirhigr icin kalsiyum ve fosfor kaynaklari olarak Calcium nitrate
tetrahydrate [Ca(NOs):-4H20] (AFG BioScience, %98 saflik) ve Ammonium dihydrogen
phosphate [NH4H2PO4] (Sigma Aldrich) kullanildi. Hazirlanan ¢ézeltiler 0,1 M, 0,3 M ve
0,5 M konsantrasyonlarinda ¢alisildi.

Kaplama, USP sisteminde nozulun tiip i¢ine koaksiyel olarak daldirilip ¢ikarilmasi
ile gergeklestirildi. Bu protokol sayesinde tiip i¢ ylizeyinde boyuna yonde homojen bir
nHA film elde edilmesi amaglandi. Her ¢evrimde nozul belirlenen derinlige indirilip kisa
siireli piiskiirtme yapildiktan sonra kontrollii bicimde ¢ikarildi. Islem toplam 5-10 dakika
stirdii ve farkli ¢gevrim sayilar1 denendi.

Kaplama sirasinda taban sicakligi 300-350 °C arasinda sabit tutuldu ve nozul
hareketi ile piiskiirtme adimlar1 PLC sistemi ile senkronize edildi. En iyi film biitliinligi

ve homojenligi, 0,5 M ¢ozelti ve 300-350 °C kosullarinda elde edildi.
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Kaplanan tiiplerin yapisal ve morfolojik 6zellikleri XRD, AFM, SEM ve EDS
yontemleri ile degerlendirildi. Sonuglar, tiip i¢ yilizeyinde siirekli, tutarli ve homojen nHA
kaplamalar elde edildigini gostermistir.

3.4. Deney Materyalleri Uygulamalari icin Cahsma Gruplarinin
Hazirlanmasi

3.4.1. Calisma Gruplan

Tabloe 3.1. Calismada hazirlanan deney gruplari

Calisma Gruplan Etken Madde
Grup 1:Negatif Kontrol Tedavi yok + %1 FBS
Grup 2:Pozitif Kontrol Tedavi yok + %10 FBS
Grup 3:Cam tiip L-TZF (Lokosit Trombositten Zengin Fibrin)
Grup 4: Nano kalinhkta hidroksiapatitle kaph HA-TZF (Hidroksiapatit Trombositten Zengin
cam tiip Fibrin)
Grup 5: Titanyum tiip T-TZF (Titanyum Trombositten Zengin Fibrin

Goniilli bireyden 30 ml kan alindi. Goniilliiniin antekiibital veninden elde edilen
kanlar zaman gecirmeden antikoagiilan icermeyen 10 ml’ lik cam tiiplere, 10 ml’ lik nano
kalinlikta hidroksiapatitle kapli cam tiiplere ve 10 ml’ lik titanyum tiiplere konularak cam
ve nano boyutta hidroksiapatitle kapl tiip 2700 rpm de 12 dakikada, titanyum kaplh tiip
ise 2700 rpm 20 dakikada masa santrifiijiinde (elektro-mag, Istanbul, Tiirkiye) santrifij
edildi. Elde edilen TZF steril metal kaba yerlestirildi. Daha sonra TZF pihtilar1 metal
kaplar tizerinde kompresor ve kapak ile kapatilarak kapagin agirligi kadar 10 dk kompres

edildi ve membran elde edildi.
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Sekil 3.1. TZF membran elde etmek i¢in kullanilan tiipler (a) cam tiip, (b) nano kalinlikta hidroksiapatitle
kapli cam tiip, (c) titanyum kapli tiip

Sekil 3.2. (a) Hastadan kan alinmasi, (b) tiiplerin santrifiije yerlestirilmesi, (¢) TZF elde edilmesi, (d)
TZF’lerin steril metal kaba yerlestirilmesi

Daha oncesinden karakterize edilmis olan 3. pasajdaki gingiva kaynakl
mezenkimal kok hiicreler ile ¢calisma devam ettirildi.
-150°C stoklarimizda saklanan hiicreler hizlica ¢ozdiiriilmek igin 37°C su

banyosuna alindi. Sonrasinda ¢oziilmiis olan hiicreler tam bir besiyeri ile 2 kez yikandi
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ve deneyler i¢in yeterli hiicre sayisini elde etmek amaciyla 37°C sicakliga sahip %5 CO>
iceren inkiibatorde kiiltiire edildiler.

Daha 6nceden hiicre kiiltiir ortamina koyulmak iizere goniillii bireyden alinan kan
ornekleri hazirlanan TZF membranlari, metal kompresor ve kapak arasinda 10 dakika
boyunca kapagin agirligi kadar kompres edilerek elde edildi. Calismalara gore in vitro
ortamda 7 giin boyunca bozunmayan TZF membranlar i¢in deney araliklart 1, 3 ve 7.
giinler olacak sekilde belirlendi.!® 1 1, 3 ve 7. giinlerdeki deney inkiibasyon periyodlar
icin her grupta 3 6rnek olacak sekilde rasgele gruplara ayrildi. (n:3*4*4=48 6rnek)

Her bir kuyucuga biyopsi punch (Plasti-med, Istanbul, Tiirkiye) yardimiyla
kesilerek standardize edilmis 4 mm’lik membran formundaki TZF hassas tastyici yardimi
rastgele bir sekilde kiiltiir ortamina yerlestirildi.

Ayrica 1, 3 ve 7.glinlerdeki deney inkiibasyon periyodlari i¢in TZF membran
uygulamasi yapilmayan 2’ser kuyucuk pozitif ve negatif kontrol grubu olarak hazirlandi.

Sonrasinda 1, 3 ve 7. giinlerdeki deney inkiibasyon periyodlari sonunda mikroskop
altinda degerlendirilerek goriintiileri alinan hiicrelerin her 3 giinde 1 defa besiyeri
degistirildi ve pasajlama prosediiriindeki gibi tripsinizasyon ile kuyucuk tabanindan

ayrildi ve hiicre siispansiyonu analizlere hazir hale getirildi.

Sekil 3.3. Deney gruplarinin hazirlanmasi
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3.5. Hiicrelerin Canhlik ve Proliferasyon (MTT) Analizi

Hazirlanan TZF membranlarinin gingiva kaynakli mezenkimal kdk hiicrelerin
canlilig1 iizerindeki etkisi, iretici talimatlarina gore (Abcam, UK) MTT (3- (4,5-
dimetiltiazol-2-il)-2,5-difeniltetrazolyum bromiir) tetrazolyum indirgeme deneyi
kullanilarak degerlendirildi.

TZF membran uygulamalari sonrast hiicreler kiiltiire edildikleri 1, 3 ve 7. giinlerin
ardindan analizler i¢in hazir hale getirilerek, MTT testi i¢in 96 kuyucuklu plakalara 5000
hiicre/well olacak sekilde ekildi. TZF membranlar ile hiicreler birlikte inkiibe edildikten
sonra 37°C sicakliga sahip, %5 CO; igeren inkiibatdrde inkiibasyonun ardindan MTT
soliisyonu her bir kuyucuga 5 mg/ml oraninda olacak sekilde eklendi ve 37°C sicakliga
sahip, %5 COz igeren inkiibatdrde 2-4 saat boyunca inkiibe edildi.

Inkiibasyonun ardindan kuyucuklarda olusan formazon kristalleri 15 dakikalik
zaman siiresince 100 mikroliltre (ul) DMSO (Dimetilsiilfoksit) ile muamele edilerek
¢Ozdiiriildii ve 575 nm dalga boyunda (Biotek microplate reader, USA) absorbansa dayali
olan bir 6l¢iim gerceklestirildi. MTT analizi kendi igerisinde 6 tekrarli olacak sekilde

dlgiiliirken biitiin deney prosediirleri ise ii¢ tekrarli sekilde gerceklestirildi..!%% 193

3.6. Hiicrelerin AnnexinV-PI ile Flow Sitometrik Apoptoz Analizi

TZF membranlarla 1, 3 ve 7. glinlerde kiiltiire edilmesinin ardindan kaldirilan
hiicrelerde; (kontrol gruplari ve TZF membran uygulamasi yapilan hiicrelerin) apoptozun
tespit edilmesinde Annexin V/PI boyamasi yapildi. TZF membrana maruz birakilan
hiicreler Tripsin-EDTA ile siispanse edildi. Stispanse haldeki hiicreler santrifiij tiiplerine
konularak 5 dakika siiresince 300 x g’de, santrifiij edildi. Hiicre pelletine, 1:100 oraninda
seyreltilmis Annexin V-iFluor 488™, 1:500 oraninda seyreltilmis propidyum iyodiir (PI)
eklendi ve 1 saat boyunca 37°C sicaklikta, %5 CO: igeren ortamda inkiibe edildi.

Ardindan hiicreler 5 dakika siiresince 300 x g’de santrifiij edilerek hiicrelerin iizerine 1mL
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yikama soliisyonu eklendi ve tekrar 5 dakika boyunca 300 x g’de santrifiij edildi. Son
olarak hiicre pelletinin {izerine 500 pl yikama soliisyonu eklendi ve flow sitometri
cihazinda (Agilent Novacyte, 3500) okutularak NovoExpress software (Agilent, CA,

ABD) ile analiz edildi. Analizler 3 kez tekrarlandi.!? 104

3.7. Hiicrelerin Taramah Elektron Mikroskobu 1le Ultrastriiktiirel
Degerlendirmesi

TZF membranlarla kiiltiire edilmesinden 1, 3 ve 7.gilin sonra kaldirilan hiicrelere,
uygulanan TZF’lerin dogrudan etkisi taramali elektron mikroskobu ile degerlendirildi.
Inkiibasyon periyodu sonrasi kaldirilan hiicreler PBS iginde %3 glutaraldehit (Sigma-
Aldrich, MO, ABD) ile 30 dakika sabitlendi. Numuneler daha sonra kademeli bir etanol
serisi kullanilarak dehidre edilecek, ardindan 5 dakika heksametildisilazan (Sigma-
Aldrich, MO, ABD) islemi uygulandi. Son olarak numuneler altin piskiirtme ile
kaplanarak Taramali Elektron Mikroskobu (Hitachi Regulus 8230) kullanilarak

gozlemlendi.

3.8. Enzime Bagh immiinosorbent Deneyi (ELISA)

Anjiyojenik faktdr miktarlarim gostermek amaciyla VEGF ve TGF-f$1
belirteclerine bakildi. Bunun i¢in 6ncelikle tiim deney gruplari ile muamele edilen
hiicrelerin 1,3 ve 7.giinlerindeki inkiibasyon stirelerinde (her 3 giinde 1 defa degistirilen
besiyeri de dahil olmak {izere) slipernatantlar: toplandi. Siipernatantlardaki enflamatuar
sitokin ve anjiyojenik faktor miktart VEGF ve TGF-B1 ELISA kitleri (ABclonal
Massachusetts, ABD) kullanilarak belirlendi. Kisaca kit igerisinde bulunan 96 kuyucuklu
kiiltiir kab1 yikandiktan sonra 6rneklerimizden 100ul/kuyucuk eklendi ve 2 saat oda
1s1sinda inkiibe edildi. Kuyucuklar yikandiktan sonra 100 pl Biotin bagli ¢alisma
soliisyonu eklenecek 1 saat inkiibe edildi. Kuyucuklar yikandiktan sonra 100 pl

Streptavidin-HRP c¢aligma soliisyonu eklendi 30 dakika inkiibe edildi. Kuyucuklar
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yikandiktan sonra 100 pl substrat soliisyonu eklenip 20 dakika inkiibe edildi. 100 pl stop
soliisyonu eklenerek absorbans degerleri 450nm’de monokromatdr sistemli mikroplaka

okuyucuda (BIOTEK ELx808IU, Vermont, ABD) tespit edildi.!®

3.9. Kantitatif Ters Transkripsiyon-Polimeraz Zincir Reaksiyonu (QRT-PCR)

TZF membran uygulamasi sonrasi elde edilen drnekler 6nce 500xg’de 10 dakika
santrifiij edildi, kagitlar ¢ikartildiktan sonra 500 x g’de 5 dakika boyunca tekrar santrifiij
edildi. Flde edilen hiicrelerden total RNA, A.B.T RNA Purification Kit (Atlas
Biyoteknoloji, Ankara, Tiirkiye)kullanilarak izole edildi. Hiicre igerisindeki mRNA’nin
elde edilmesi i¢in santrifiij sonrasi olugan pellet 2mL eppendorf tiipe aktarildi ve {izerine
ImL lizis buffer eklenerek homojenize edildi ve 5 dakika boyunca oda sicakliginda
inkiibe edildi. Daha sonrasinda 12.000 x g’de 10 dakika boyunca +4°C’de santrifiij edildi.
Sitipernatant yeni bir tiipe toplandi ve 200uL kloroform eklenerek 2 dakika oda
sicakliginda inkiibe edildi. Daha sonrasinda 12.000 x g’de 15 dakika boyunca +4°C’de
santrifiij edildi. Santrifiij sonrasi elde edilen fazlardan seffaf olan kisim yeni bir tiipe
aktarildi. Elde edilen faz miktarinda binding buffer eklendi. Elde edilen karisin ayristirma
kolonlaria aktarilarak 10.000 x g’de 30 saniye boyunca santrifiij edildi. Ayristirma
kolonlarinda alta gegen siv1 uzaklastirildi. S0uL. DNase I buffer eklenerek 15 dakika oda
sicakliginda inkiibe edildi. 500uL Wash I buffer eklendi ve 11.000 x g’de 30 saniye
boyunca santrifiij edildi. Alta gecen faz uzaklastirildi. 500uL Wash II buffer eklendi ve
14.000 x g’de 1 dakika boyunca santrifiij edildi. Alta gecen faz uzaklastirildi. Ayristirma
kolonlarindaki tiim sivinin uzaklagtirilmasi i¢in 21.000 x g’de santrifiij edildi. Kolonlara
yeni tiiplere aktarildi ve 100pL Elution buffer eklenerek 1 dakika boyunca oda 1sisinda
inkiibe edildi. Daha sonrasinda 11.000 x g’de 2 dakika boyunca santrifiij edildi. RNA
konsantrasyonu NanoDrop-One Spektrometre (Thermo Fisher Scientific, Almanya) ile

Olciildi. Elde edilen mRNA’lar 5ng olacak sekilde esitlenerek cDNA sentez kiti (cDNA
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Synthesis kit with RNase Inh.; Atlas Biyoteknoloji, Ankara, Ttirkiye) kullanilarak {iretici
protokolii uygulanarak komplementer DNA (cDNA) elde edilmistir.

cDNA’nin olusturulmastyla birlikte, hedef genlere uygun olacak bir sekilde probe-
primerler (Tablo 3.2.) ve 2x qPCR SYBR Green Master Mix kiti (Atlas Biyoteknoloji,
Ankara, Tiirkiye) kullanilarak real time qRT-PCR (Rotor Gene Q5 plex + HRM Real
Time PCR, Qiagen, Almanya) cihazinda hedef genler ¢cogaltilarak analiz gergeklestirildi.
Baslangi¢ denatiirasyonu 95°C’de 5 dk 1 dongii, denatiirasyon 95°C’de 30 sn, baglanma
(annealing) 59°C’de 1 dk 40 dongii, erime egrisi (melting curve) 95°C’de 5 sn 1 dongii
olacak sekilde calisildi. Real-Time polimeraz zincir reaksiyonu sonrasinda olusturulan Ct
verileri (threshold cycle) ile kontrol olarak housekeping belirte¢ geni kullanilip ham veri

2-AACT

normalizasyonu ile yontemine dayali gercek zamanli polimer zincir reaksiyon

verilerinin analizi yapildi.*®

Tablo 3.2. qRT-PCR analizinin primer dizileri

qRT-PCR analizinin primer dizileri.

Hedef Forward (5'-3") Reverse (3'-5")

Genler

TNF-a: CATGATCCGGGACGTGGAG TTCGAGAAGATGATCTGACTGCC
1L-6: CCCACCGGGAACGAAAGAG GGACCGAAGGCGCTTGT

IL-18: GCCAATCTTCATTGCTCAAGTGT AGCCATCATTTCACTGGCGA

3.10. Hiicre Yara Iyilesmesi Analizi

Hiicre gocti, bir in vitro yara iyilesmesi deneyi kullanilarak gerceklestirilecektir. 2
x 10° hiicre/oyuk konsantrasyonundaki hiicreler, 24 kuyucuklu kiiltiir kaplarina ekilerek
24 saat normal bilyiime ortaminda tutuldu. Kiiltiir ortam1 daha sonra serumsuz kiiltiir
ortam1 ile degistirilecek ve 24 saat siireyle kiiltiirlendi. Sonrasinda sterilize edilmis bir
pipet ucu kullanilarak kuyucuklar icine bir ¢izik olusturularak hiicreler chamber
yardimiyla daha 6ncesinde 1.ve 3. giinlerde TZF membran birakilmig besiyerinden alinan

salgi orneklerine maruz birakildi. Ayni agilamada alinan baslangic ve 6, 12, 24, 30 ve 36
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saat sonrasi goriintiileri ters faz kontrast mikroskobu kullanilarak ¢ekildi. Go¢ eden

hiicreler, 0. saatteki baslangic goriintiisiiyle ayn1 cerceveden en az 3 goriintiiden sayild1.”’

3.11. Istatistiksel Yontem

Istatistiksel yontem olarak calismamizin verileri SPSS (ver. 22.0) programina
yiiklendi. MTT ve flow sitometride Anneksin-V/PI deneylerinin analizleri icin One Way
Anova ve Two Way Anova, ELISA, qRT-PCR ve yara iyilesmesi deneylerinin analizleri
icin ise One Way Anova ve Three Way Anova testleri kullanildi. One Way Anova testi
sonrast ¢aligma gruplarinda istatistiksel acidan anlamli farklilik olmasi durumunda
farkliligin hangi gruptan kaynaklandigini belirlemek i¢in post hoc olarak Tukey testleri
kullanildi. Sonuglarin degerlendirilmesinde yanilma diizeyi 0,05 olarak alindi. Sonuglarin

p<0.05 olmasi halinde anlaml bir farklilik oldugu belirlendi.
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4.BULGULAR

4.1.Gingiva Kaynakh Mezenkimal Kok Hiicrelerin Izolasyonu ve Kiiltiirii
Faz-kontrast mikroskobu altinda gingiva kaynakli mezenkimal kok hiicreler
giinliik olarak incelenmis ve bu hiicrelerin mezenkimal orjinli oldugu goriilmiistiir.
Cekilen fotograflar morfolojik acidan degerlendirildiginde gingiva kaynakli mezenkimal

kok hiicreler fibroblast benzeri igsi sekilli bir yap1 gostermistir (Sekil 4.1.).

Sekil 4.1. (a) izolasyonun 7. giiniinde tutunan hiicrelerin koloni goriintiisii. (b) GKMKH’lerin
izolasyonunun igsi yapida yildiz sekilli fibroblast benzeri hiicre gériintiisii. (Olgek gubugu: A:200 pum,
B:200 pm)

4.2.Gingiva Kaynakh Mezenkimal Kok Hiicrelerin Flow Sitometri ile
Karakterizasyonu

Gingiva kaynakli mezenkimal kok hiicreler 3.pasaja ulastiklarinda flow sitometri
analizleri ile immiinofenotipik olarak karakterize edildiler. Yapilan bu analizler
sonucunda GKMKH’ lerin CD34 (%0.09), CD45 (%0.14), CD69 (%7.75), CD25
(%0.08), CD19 (%0.30), CD14 (%0.88), ve HLA-DR (%0.53) belirteglerini negatif
olarak eksprese ettigi; CD90 (%100), CD73 (%99.97), CD105 (%99.79), CD44 (%99.96)

ve CD29 (%99.98) pozitif olarak eksprese ettigi belirlendi (Sekil 4.2.).
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Farkhlastirma Analizleri

osteojenik ve kondrojenik hiicrelere farklilasabildigi goriildii.

Sekil 4.2. CD90, CD73, CD105, CD44 ve CD29 pozitif, CD34, CD45, CD69, CD25, CD19, CD14 ve
HLA-DR negatiftir. Histogramda, hedef antikorlar mavi renkte ve izotip antikorlar (negatif kontrol) mor
renkte gosterilmigtir

4.3. Gingiva Kaynakh Mezenkimal Kok Hiicrelerin Karakterizasyonu icin

Mezenkimal kok hiicrelerin mezoderm kaynakli adipojenik, osteojenik ve
kondrojenik dokularin hiicrelerine farklilasabildigini gostermek icin GKMKH’ler

adipojenik, osteojenik ve kondrojenik farklilasma analizlerine alindi ve adipjenik,

Adipojenik besiyeri ile indiiksiyon sonrasi farklilasgan GKMKH’lerin nétral yag

damlaciklar1 Oil Red-O boyamasi ile pozitif olarak goriildi (Sekil 4.3.).
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Sekil 4.3. (a) 15. giinde adipojenik soya farkhlastirilan Gingiva Kaynakli Mezenkimal Kok Hicrelerin
faz-kontrast mikroskobik gériiniimii (Olgek ¢ubugu =100um). (b) Adipojenik farklilagmis hiicrelerde
notral lipid vakuollerinin birikiminin Oil Red O boyasi ile gosterilmesi (Olgek ¢ubugu = 50 pm).

Osteojenik farklilasma besiyerinde indiikte edilen GKMKH’lerde farklilasma
sonucunda meydana gelen mineral birikimi Alizarin Red S (kirmizi) boyamast ile pozitif

olarak gosterildi (Sekil 4.4.).

Sekil 4.4. (a) 25. giinde osteojenik soya farklilastirilan Gingiva Kaynakli Mezenkimal Kok Hiicrelerin
faz-kontrast mikroskobik gériiniimii (Olgek ¢ubugu = 200 pm). (b) Osteojenik farklilagmis hiicrelerde
kalsiyum nodiillerinin Alizarin Red S boyasi ile gosterilmesi (Olgek ¢gubugu =200 pum).

Kondrojenik farklilagsma besiyerinde indiikte edilen GKMKH’ lerde farklilagsma
sonucunda meydana gelen kondrojenik doku AB ve SO boyamasi ile pozitif olarak

gosterildi (Sekil 4.5.).
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Sekil 4.5. (a) Kondrojenik farklilagmis hiicrelerde kondrojenik dokunun Alcian mavisi ile gosterilmesi
(Olgek gubugu = 100 um). (b) Safranin o boyamasi ile kondrojenik hiicrelerin gosterilmesi

4.4. MTT Bulgulan

Tablo 4.1. Giin ve ¢alisma gruplarinin canlilia etkisi

Degiskenler Kareler Serbestlik Kareler F P Etki
Toplam1 Derecesi Ortalamasi Bilyiikliigii
(KT) (sd) (KO) )

Giinler-

Calisma 0.246 8 0.031 27.612 0.000* 0.747

Gruplar1

P<0.05*, Two Way Anova

Iki yénlii anova sonuglaria bakildiginda istatistiksel olarak anlamli farklilik tespit
edildi. Giin ve ¢alisma gruplariin beraber etki biiylikliiglintin 0.747 olmasi biiyiik bir
etkiye isaret etmekte olup bu bulgularin klinik agidan 6nemli ve anlaml1 bir degere sahip

oldugunu gostermektedir (Tablo 4.1.).

Tablo 4.2. Gruplar aras1 1, 3 ve 7. gilinlerdeki canlilik degerleri

1.Giin 3.Giin 7.Giin
Cahsma  Ort. + Std. Sapma p Ort. + Std. Sapma  p Ort. + Std. Sapma  p
Gruplan
Negatif  0.04481+0.000368 0.04894+0.002172 0.18526+0.049677
Kontrol ? 2 2
Pozitif ~ 0.04728+0.00047 0.0784+0.000959 0.33874+0,067633
b,d b

Kontrol 4
L-TZF 0.07812+0.001517 0.000* 0.09199+0.001033 0.000* 0.47107+0.047896 0.000*

HA-TZF 0.04631+0.000464 0.07711+£0.000877 0.47779+0.043395
b c

ab

T-TZF  0.04875+0.001188 0.07926+0.000684 0.23775+0.074098
d d a

p<0.05*, One Way Anova.
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Gruplarin 1. giin canlilik deger ortalamalar1 degerlendirildiginde istatistiksel
olarak anlaml diizeyde farklilik saptandi (p<<0.05). Gruplarin canlilik deger ortalamalari
sirastyla L-TZF > T-TZF > pozitif kontrol > HA-TZF > negatif kontrol seklindeydi. L-
TZF grubunda istatistiksel olarak anlamli farklilik olusturacak sekilde en yiiksek canlilik
degeri ortalamasi bulundu. T-TZF grubunun canlilik deger ortalamasi, HA-TZF ve negatif
kontrol grubunun canlilik deger ortalamasina gore istatistiksel olarak anlamli sekilde
farkli bulundu. T-TZF grubunun canlilik deger ortalamasi ile pozitif kontrol grubunun
canlilik deger ortalamasi arasinda istatistiksel olarak anlaml1 bir fark bulunmadi. HA-TZF
grubunun canlilik deger ortalamast ile pozitif kontrol ve negatif kontrol grubunun canlilik
deger ortalamasi arasinda istatistiksel olarak anlamli diizeyde farklilik bulunmadi. Pozitif
kontrol grubunun canlilik deger ortalamasi negatif kontrol grubunun canlilik deger
ortalamasina gore istatistiksel olarak anlamli1 diizeyde farklilik saptandi (Tablo 4.2.)

Gruplarin 3. giin canlilik deger ortalamalar1 degerlendirildiginde istatistiksel
olarak anlamli diizeyde farklilik saptandi (p<0.05*). Gruplarin canlilik deger ortalamalari
stirastyla L-TZF > T-TZF > pozitif kontrol > HA-TZF > negatif kontrol seklindeydi. L-
TZF grubunda istatistiksel olarak anlamli farklilik olusturacak sekilde en ytiksek canlilik
degeri ortalamasi goriildii. T-TZF grubunun canlilik deger ortalamasi, HA-TZF ve negatif
kontrol grubunun canlilik deger ortalamasina gore istatistiksel olarak anlamli diizeyde
farklilik saptandi. HA-TZF ve T-TZF gruplarinda canlilik deger ortalamasi ile pozitif
kontrol grubunun canlilik deger ortalamasi arasinda istatistiksel olarak anlamli bir fark
goriilmedi. HA-TZF grubunun canlilik deger ortalamasi negatif kontrol grubunun canlilik
deger ortalamasina gore istatistiksel olarak anlaml diizeyde farklilik saptandi. Pozitif
kontrol grubunun canlilik deger ortalamasi negatif kontrol grubunun canlilik deger

ortalamasina gore istatistiksel olarak anlamli diizeyde farklilik saptandi. (Tablo 4.2.)
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Gruplarin 7. giin canlilik deger ortalamalar1 degerlendirildiginde istatistiksel
olarak anlaml diizeyde farklilik saptandi. (p<0.05) Gruplarin canlilik deger ortalamalari
sirastyla HA-TZF > L-TZF > pozitif kontrol > T-TZF > negatif kontrol seklindeydi. En
yiiksek canlilik deger ortalamasi HA-TZF grubunda goriildii. L-TZF ve HA-TZF
gruplarinin canlilik deger ortalamalar1 negatif — pozitif kontrol ve T-TZF gruplarinin
canlilik deger ortalamalarina gore istatistiksel olarak anlaml diizeyde farklilik saptandi.
L-TZF ve HA-TZF gruplarinin canlilik deger ortalamalar1 arasinda istatistiksel olarak
anlaml bir fark goriilmedi. T-TZF grubunun canlilik deger ortalamasi pozitif kontrol
grubunun canlilik deger ortalamasina gore istatistiksel olarak anlamli diizeyde farklilik
saptanirken, negatif kontrol grubunun canlilik deger ortalamasi arasinda istatistiksel
olarak anlamli bir fark saptanmadi. Pozitif kontrol grubunun canlilik deger ortalamasi
negatif kontrol grubunun canlilik deger ortalamasina gore istatistiksel olarak anlamli

diizeyde farklilik saptandi. (Tablo 4.2.)

Tablo 4.3. Grup i¢i 1, 3 ve 7. giinlerdeki canlilik degerleri

Calisma Gruplan Giinler Ort. = Std. Sapma p
1.Giin 0.04481+0.000368 *

Negatif Kontrol 3.Giin 0.04894+0.002172 * 0.000*
7.Giin 0.18526+0.049677 ®
1.Giin 0.04728+0.00047 @

Pozitif Kontrol 3.Giin 0.0784+0.000959 @ 0.000*
7.Giin 0.33874+0.067633 ®
1.Giin 0.07812+0.001517 *

L-TZF 3.Giin 0.09199+0.001033 * 0.000*
7.Giin 0.47107+0.047896 ®
1.Giin 0.04631+0.000464 *

HA-TZF 3.Giin 0.07711+£0.000877 # 0.000*
7.Giin 0.47779+0.043395 ®
1.Giin 0.04875+0.001188 #

T-TZF 3.Giin 0.07926+0.000684 * 0.000*
7.Giin 0.23775+0.074098 ®

p<0.05*, One Way Anova.

Negatif kontrol grubunun 1, 3 ve 7. gilinlerdeki canlilik deger ortalamalari arasinda

istatistiksel olarak anlamli diizeyde farklilik saptandi (p<0.05). Giinlerin canlilik deger
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ortalamalar1 sirastyla 7. glin > 3. giin > 1. giin seklindeydi. 7. gilinde istatistiksel olarak
anlamli farklilik olusturacak sekilde en yiiksek canlilik deger ortalamasi goriildii. 1. ve 3.
giinlerdeki canlilik deger ortalamalarinin arasinda istatistiksel olarak anlamli bir fark
bulunmadi (Tablo 4.3.).

Pozitif kontrol grubunun 1, 3 ve 7.giinlerdeki canlilik deger ortalamalar1 arasinda
istatistiksel olarak anlamli bir farklilik goriildi (p<0.05). Giinlerin canlilik deger
ortalamalar1 sirasiyla 7. giin > 3. giin > 1. giin seklindeydi. 7.giinde istatistiksel olarak
anlamli farklilik olusturacak sekilde en yiiksek canlilik deger ortalamasi goriildii. 1. ve 3.
giinlerdeki canlilik deger ortalamalarinin arasinda istatistiksel olarak anlamli diizeyde
farklilik saptanmadi (Tablo 4.3.).

L-TZF grubunun 1, 3 ve 7.glinlerdeki canlilik deger ortalamalari arasinda
istatistiksel olarak anlamli diizeyde farklilik saptandi (p<0.05). Giinlerin canlilik deger
ortalamalari sirasiyla 7. glin > 3. giin >1. giin seklindeydi. 7.giinde istatistiksel olarak
anlaml farklilik olusturacak sekilde en yiiksek canlilik deger ortalamasi goriildii. 1. ve 3.
giinlerdeki canlilik deger ortalamalarinin arasinda istatistiksel olarak anlamli diizeyde
farklilik saptanmadi (Tablo 4.3.).

HA-TZF grubunun 1, 3 ve 7.giinlerdeki canlilik deger ortalamalar1 arasinda
istatistiksel olarak anlamli diizeyde farklilik saptandi (p<0.05). Giinlerin canlilik deger
ortalamalar1 sirasiyla 7. giin > 3. giin >1. giin seklindeydi. 7.glinde istatistiksel olarak
anlaml farklilik olusturacak sekilde en yiiksek canlilik deger ortalamasi gortildii. 1. ve 3.
giinlerdeki canlilik deger ortalamalarinin arasinda istatistiksel olarak anlamli diizeyde
farklilik saptanmadi (Tablo 4.3.).

T-TZF grubunun 1, 3 ve 7. giinlerdeki canlilik deger ortalamalarinda istatistiksel
olarak anlamli diizeyde farklilik saptand1 (p<0.05). Giinlerin canlilik deger ortalamalar:

strastyla 7. glin > 3. giin > 1. giin seklindeydi.7.glinde istatistiksel olarak anlaml1 farklilik
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olusturacak sekilde en yiiksek canlilik deger ortalamasi goriildi. 1 ve 3. giinlerdeki
canlilik deger ortalamalarinin arasinda istatistiksel olarak bir fark saptanmadi (Tablo 4.3).

4.5. Flow Sitometride Anneksin-V/PI Bulgular

Tablo 4.4. Giin ve ¢aligma gruplarinin canlilik, apoptoz ve nekroza etkisi

Degiskenler Kareler Serbestlik  Kareler F p Etki
Toplami Derecesi Ortalamasi Biiyiikliigii
(KT) (sd) (KO) ()

Giinler-

Cahisma 0.004 8 0.001 0.000 1.000 0.000

Gruplar

p<0.05*, Two Way Anova

Iki yonlii anova sonuclarina bakildiginda istatistiksel olarak anlamli diizeyde

farklilik saptanmadi (Tablo 4.4.).

Tablo 4.5. Gruplar aras1 1,3 ve 7. glinlerdeki canlilik, erken apoptoz, ge¢ apoptoz, nekroz degerleri

Negatif Pozitif L-TZF HA-TZF T-TZF
Kontrol Kontrol

Degiskenler- Ort£SS Ort£SS Ort£SS Ort£SS Ort+SS P

Giinler

Canlilik 1.Giin 88.2833+ 86.9433+ 99,0367+ 99.0433+ 97.3633% 0.354
14.02210 15.35852 0.16921 1.00917 1,72181

Canhilik 3.Giin 89.9000+ 88.0533+ 97.3100+ 97.6000+ 97.2833+ 0.309
12.50166 8.15357 2.49357 2.05424 1.83195

Canlhilik 7.Giin 89.2167+ 94.1133+ 92.7967+ 94.5067+ 93.1967+ 0.965
14.45041 8.43840 10.76750 3.93116 8.50168

Erken  Apoptoz 0.7800+ 3.3633+ 0.3000+ 0.0100+ 0.0500+ 0.507

1.Giin 1.00777 5.70423 0.38223 0.01000 0.04000

Erken  Apoptoz 0.0900+ 0.6367+ 0.0833=+ 0.1000+ 0.4567+ 0.397

3.Giin 0.07937 0.69616 0.04041 0.08718 0.61849

Erken  Apoptoz 1.1467+ 0.3700+ 0.6733+ 1.1367+ 0.6100+ 0.769

7.Giin 1.00719 0.12124 0.45236 1.44970 0.74478

Gec Apoptoz  0.1200+ 0.1600+ 0.0167+ 0.0200+ 0.0467+ 0.178

1.Giin 0.09165 0.14107 0.02887 0.02646 0.04163

Gec Apoptoz  0.2033+ 0.2067+ 0.1733+ 0.0667+ 0.1900+ 0.894

3.Giin 0.21572 0.18502 0.26633 0.09866 0.17349

Gec Apoptoz 0.5567+ 0.1300+ 0.1067+ 0.3733+ 0.3200+ 0.643

7.Giin 0.72507 0.16523 0.05774 0.38553 0.31241

Nekroz 1.Giin 10.8300+ 0.5333+ 0.6467+ 0.9300+ 2.5400+ 0.316
13.03944 0.56081 0.20984 1.01119 1.70238

Nekroz 3.Giin 9.8000+ 0.1033+ 2.3267+ 2.2333+ 2.0700+ 0.312
12.59837 0.51155 2.28977 1.95809 1.32861

Nekroz 7.Giin 9.0800+ 0.3867+ 6.4200+ 3.9867+ 5.8767+ 0.974
13.73726 0.33657 10.31512 3.56307 8.94310

p<0.05*, One Way Anova.

Gruplar arasi 1, 3 ve 7. giinlerdeki giin i¢i canlilik yiizde ortalamalar1 arasinda,

erken apoptoz ylizde ortalamalar1 arasinda, ge¢ apoptoz yiizde ortalamalar1 arasinda ve

52



nekroz yilizde ortalamalar1 arasinda istatistiksel olarak anlamli bir fark bulunmadi

(p>0.05), (Tablo 4.5.).

Tablo 4.6. Grup i¢i 1,3 ve 7. giinlerdeki canlilik, erken apoptoz, ge¢ apoptoz ve nekroz degerleri

Negatif Kontrol Pozitif Kontrol L-TZF HA-TZF T-TZF
Degiskenler- Ort£SS p Ort£SS p Ort£SS P Ort£SS P Ort£SS p
Giinler
Canhlik 1.Giin ~ 88.23+ 86.94+ 99.03+ 99.04+ 97.36+
14.0222 15.3582 0.1691* 1.00972 1.72182
Erken Apoptoz 0.78+ 3.363+ 0.3+ 0.01+ 0.05+
1.Giin 1.0077° 5.7042° 0.3822° 0.01° 0.04°
Gec Apoptoz 0.12¢# 0.00*  ¢o16+ 0.00% 0167+ 0.00* 02+ 0.00* o046+ 0.00%
1.Giin 0.0916° 0.1410° 0.2887° 0.0264° 0.0416°
Nekroz 1.Giin 10.83+ 9.533+ 0.646+ 0.93+ 2.54+
13.039° 9.5608° 0.2098° 1.0111° 1.70238°
Canllik 3.Giin 89.9+ 88.05+ 9731+ 97.6+ 97.28+
12.506° 8.1537% 2.4937* 2.0544* 1.8319°
Erken Apoptoz 0.09+ 0.6367+ 0.0833+ 0.1+ 0.4567+
3.Giin 0.07937° 0.69616° 0.04041° 0.0871° 0.61849°
Gec Apoptoz 0203+ 0.00* 0206+ 0.00* 173+ 0.00* o066+ 0.00% 19+  0.00*
3.Giin 0.2157° 0.1850° 0.2663° 0.9866° 0.1734°
Nekroz 3.Giin 9.8+ 11.10+ 2.326+ 2.233+ 2.07+
12.59° 7.5115° 2.2897° 1.9580° 1.9286°
Canlilik 7.Giin ~ 89.216+ 94.113+ 92.796+ 94.506+ 93,196+
14.4504* 8.4384 10.7675% 3.93116* 8.50168*
Erken Apoptoz  1.1467+ 0.37+ 0.6733+ 1.1367+ 0.61+
7.Giin 1.00719° 0.12124° 0.45236° 1.4497° 0.74478°
Geg Apoptoz 0.5567+ 0.00* 013+  0.00* 1667+ 0.00% 3733+ 0.00* 32+  0.00%
7.Giin 0.16523° 0.72507° 0.05774° 0.3855° 0.31241°
Nekroz 7.Giin 9.08+ 5.3867+ 6.42+ 3.9867+ 5.8767+
13.7372° 8.33657° 10.3151° 3.5630° 8.9431*

p<0.05*, One Way Anova. Ayni siitunda ayni1 harfe sahip gruplar arasinda istatistiksel olarak anlamli bir

fark yoktur.

Calisma gruplarinda grup i¢i 1. giin canlilik, erken apoptoz, ge¢ apoptoz ve nekroz

yiizdelerinin ortalamalar1 arasinda, 3. giin canlilik, erken apoptoz, ge¢ apoptoz ve nekroz

ylizdelerinin ortalamalar1 arasinda ve 7. giin canlilik, erken apoptoz, ge¢ apoptoz ve

nekroz yiizdelerinin ortalamalari arasinda istatistiksel olarak anlamli sekilde farkliliklar

goriildii (p<0.05%*). Canlilik yiizde ortalamasi 1, 3 ve 7. giinlerde ¢aligma gruplarinda

diger degiskenlerin yiizde ortalamalarma gore istatistiksel olarak anlamli diizeyde

farklilik saptandi (Tablo 4.6.).
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4.6. SEM Bulgulan

Hiicresiz besiyerinden alinan L-TZF, HA-TZF ve T-TZF membranlarin hepsinde
1yl organize olmus bir matris ve fibrin olgunlagsmas1 goriildi. 1, 3 ve 7. gilinlerde alinan
SEM goriintiilerinde L-TZF, HA-TZF ve T-TZF gruplarinin matris yapisinda bir bozulma

goriilmedi (Sekil 4.6.).

Hiicresiz. 1.Giin 3.Giin 7.Giin

L-TZF

HA-TZF

T-TZF

10 O/ Ykt

Sekil 4.6. 1, 3 ve 7. giinlerde hiicresiz besiyerinden alinmig L-TZF, HA-TZF ve T-TZF membranlarin
yiizeylerinin 2500x biiyiitme ile alinmis SEM goriintiileri

Hiicreli besiyerinden alinan L-TZF, HA-TZF ve T-TZF membranlarin hepsinde
1yl organize olmus bir matris ve fibrin olgunlagsmasi goriildii. 1, 3 ve 7. gilinlerde alinan
SEM goriintiilerinde L-TZF, HA-TZF ve T-TZF gruplarinin matris yapisinda bir bozulma
goriilmedi. GKMKH ‘lerin L-TZF, HA-TZF ve T-TZF membranlarin matris

morfolojilerini etkilemedigi gortildi (Sekil 4.7.).
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Hiicreli

L-TZF

HA-TZF

T-TZF

Sekil 4.7. 1, 3 ve 7. glinlerde hiicreli besiyerinden alinmig L-TZF, HA-TZF ve T-TZF membranlarin
yiizeylerinin 2500x biiyiitme ile alinmis SEM goriintiileri

4.7.ELISA Bulgular

Tablo 4.7. Giin, ¢calisma gruplar1 ve proanjiyojenik faktorlerin salinima etkisi

Degiskenler Kareler Serbestlik  Kareler F p Etki
Toplami Derecesi Ortalamasi Biiyiikliigii
(KT) (sd) (KO) ()

Calisma 963972.266 8 120496.533 1.423 0.206 0.159

Gruplari-Giinler

Calisma

Gruplari- 1639114.073 4 409778.518 4.839 0.002* 0.244

Faktorler

Giinler-Faktorler 213147.526 2 106573.763 1.259 0.291 0.040

Calisma

Gruplari- 1518631.611 8 189828.951 2.242 0.036* 0.230

Giinler-Faktorler
p<0.05%*, Three Way Anova

Uc yénlii anova sonuglarina bakildiginda istatistiksel olarak anlamli farklilik
tespit edildi. Calisma gruplar ve faktorlerin beraber etki biiylikliigiiniin 0.244, ¢alisma

gruplari, giinler ve faktorlerin beraber etki biiyiikliigliniin 0.230 olmasi biiyiik bir etkiye
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isaret etmekte olup bu bulgularin klinik a¢idan 6nemli ve anlamli bir etkiye sahip

oldugunu gostermektedir (Tablo 4.7.).

Tablo 4.8. Gruplar aras1 1, 3 ve 7. giinlerdeki VEGF ve TGF-B1 salinimlar1 (pg/ml)

Negatif Pozitif L-TZF HA-TZF T-TZF

Kontrol Kontrol
Faktorler- Ort+SS Ort+SS Ort+SS Ort+SS Ort+SS p
Giinler
VEGF 246+233 98,5+75,5 336168 2524252 326+303 0.699
1.Giin
VEGF 761+578? 606+418? 67+£67° 41+7° 29.5+29.5° 0.044*
3.Giin
VEGF 947947 27+27 808.5+£280.5 14688 268.5+£219.5 0.112
7.Giin
TGF-p1 0+0 11£11 332.50961+ 203.375+ 55.875+ 0.131
1.Giin 315.740385 187.375 10,125
TGF-p1 0+0 0+0 450.34617+ 555.9711693+ 0+0 0.126
3.Giin 436.653845 552.278846
TGF-p1 0+0 0+0 223.54223.5 194.125+ 179.125+ 0.269
7.Giin 194.125 179.125

p<0.05*, One Way Anova. Ayni satirda ayn1 harfe sahip gruplar arasinda istatistiksel olarak anlamli bir

fark yoktur.

Gruplarin 1, 3 ve 7. giinlerdeki VEGF salinim ortalamalar1 degerlendirildiginde 1.
ve 7. giinlerdeki VEGF salinim ortalamalari arasinda istatistiksel olarak anlamli diizeyde
farklilik saptanmazken (p>0.05), 3. giindeki VEGF salinim ortalamalar1 arasinda
istatistiksel olarak anlamli diizeyde farklilik saptandi (p<0.05). Pozitif ve negatif kontrol
gruplariin 7. giin VEGF salinim ortalamalar1 L-TZF, HA-TZF ve T-TZF gruplarina gore
istatistiksel olarak anlamli diizeyde farklilik saptandi. Pozitif ve negatif kontrol
gruplarinin 7. giin VEGF salimim ortalamalar1 arasinda istatistiksel olarak anlamli
diizeyde farklilik saptanmadi (Tablo 4.8.).

Gruplarmm 1, 3 ve 7. giinlerdeki TGF-B1 salinim ortalamalar1 degerlendirildiginde
1, 3. ve 7. giinlerdeki TGF-B1 salinim ortalamalar1 arasinda istatistiksel olarak anlamli

farklilik goriilmedi. (p>0.05), (Tablo 4.8.)
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Tablo 4.9. Grup i¢i 1, 3 ve 7. glinlerdeki VEGF ve TGF-B1 salinimlar1 (pg/ml)

VEGF TGF-p1
Calisma Gruplari-Giinler Ort+SS p Ort+SS p
Negatif Kontrol 1.Giin 246+233 0+0
Negatif Kontrol 3.Giin 761£578 0.447 0+0 -
Negatif Kontrol 7.Giin 9471947 0+0
Pozitif Kontrol 1.Giin 98.5+75,5 11+11
Pozitif Kontrol 3.Giin 606+418 0.054 0+0 0.125
Pozitif Kontrol 7.Giin 27+27 0+0
L-TZF 1.Giin 336+168* 332.50961+315.740385
L-TZF 3.Giin 67+£67° 0.009* 450.34617+436.653845 0.724
L-TZF 7.Giin 808.5+280.5° 223.54£223.5
HA-TZF 1.Giin 2524252 203.375+187.375
HA-TZF 3.Giin 41+7 0.316 555.9711693+552.278846  0.418
HA-TZF 7.Giin 146+88 194.125+194.125
T-TZF 1.Giin 326+303 55.875+10.125
T-TZF 3.Giin 29.5+29.5 0.281 0+0 0.176
T-TZF 7.Giin 268.5+219.5 179.125+179.125

p<0.05*, One Way Anova.

Negatif kontrol grubunda 1, 3 ve 7. giinlerdeki VEGF ve TGF-B1 salinim
ortalamalar1 degerlendirildiginde 1, 3 ve 7. giinlerdeki VEGF salinim ortalamalar
arasinda istatistiksel olarak anlamli diizeyde farklilik saptanmadi (p>0.05). 1, 3 ve 7.
giinlerde TGF-B1 salinim1 goriilmedi. (Tablo 4.9.)

Pozitif kontrol grubunda 1, 3 ve 7. giinlerdeki VEGF ve TGF-f1 salinim
ortalamalar1 degerlendirildiginde 1, 3 ve 7. giinlerdeki VEGF salinim ortalamalari
arasinda ve 1, 3 ve 7. giinlerdeki TGF-B1 salinim ortalamalar1 arasinda istatistiksel olarak
anlamli diizeyde farklilik saptanmadi (p>0.05). 3. ve 7. giinlerde TGF-B1 salinimi
goriilmedi. (Tablo 4.9.)

Lokosit trombositten zengin fibrin grubunda 1, 3 ve 7. giinlerdeki VEGF ve TGF-
B1 salimm ortalamalar1 degerlendirildiginde 1, 3 ve 7. gilinlerdeki VEGF salinim
ortalamalar1 arasinda istatistiksel olarak anlamli bir sekilde farklilik bulunurken (p<0.05),
1, 3 ve 7. giinlerdeki TGF-B1 salinimlar1 arasinda istatistiksel olarak anlamli bir farklilik
goriilmedi (p>0.05), 7. giindeki VEGF salinim ortalamas1 1 ve 3. giinlerdeki VEGF
salinim ortalamalarina gore istatistiksel olarak anlamli diizeyde farklilik saptandi (Tablo
4.9.).
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Hidroksiapatit trombositten zengin ve titanyum trombositten zengin fibrin
gruplarinda 1, 3 ve 7. gilnlerdeki VEGF ve TGF-B1 salinim ortalamalar
degerlendirildiginde 1, 3 ve 7. giinlerdeki VEGF salinim ortalamalari arasinda ve 1, 3 ve
7. giinlerdeki TGF- B1 salinim ortalamalar1 arasinda istatistiksel olarak anlaml diizeyde
farklilik saptanmadi. T- TZF grubunda 3. giin TGF-f1 salinimi goriilmedi (p>0.05),

(Tablo 4.9.).

4.8. qRT-PCR Bulgulan

Tablo 4.10. Giin, caligma gruplar1 ve proinflamatuar sitokinlerin relatif gen ekspresyonuna etkisi

Degiskenler Kareler Serbestlik Karelerin F p Etki

Toplami (KT) Derecesi Ortalamasi Bilyiikliigii
(sd) (KO) )

Giin-Proinf. 57607.199 4 14401.800 3.028 0.022 0.119

Sit.

Giin-Calisma  120206.873 8 15025.859 3.159 0.003 0.219

Gruplar

Proinf. Sit-

Calhisma 116684.909 8 14585.614 3.066 0.004 0.214

Gruplan

Giin-Calisma

Gruplari- 228490.450 16 14280.653 3.002 0.000 0.348

Proinf. Sit.

p<0.05*, Three Way Anova

Ug yonlii anova sonuglarina bakildiginda istatistiksel olarak anlamli farklilik
tespit edildi. Giin ve proinflamatuar sitokinlerin beraber etki biiyiikliigiintin 0.119 olmasi
orta ila biiylik bir etkiye, giin ve ¢alisma gruplarinin beraber etki biiyiikliigiiniin 0.219,
proinflamatuar sitokinler ve ¢alisma gruplarinin beraber etki biiyiikliigliniin 0.214, giin,
calisma gruplar1 ve proinflamatuar sitokinlerin beraber etki biiyiikliigliniin 0.348 olmasi
bliyiik bir etkiye isaret etmektedir. Bu bulgularin klinik a¢idan 6nemli ve anlamli bir

etkiye sahip oldugunu gostermektedir (Tablo 4.10.).
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Tablo 4. 11. Gruplar arasi 1, 3 ve 7. giinlerdeki proinflamatuar sitokinlerin relatif gen ekspresyonlari

Negatif Pozitif L-TZF HA-TZF T-TZF
Kontrol Kontrol
Sitokinler- Ort+SS Ort+SS Ort+SS Ort+SS Ort+SS p
Giinler
IL-1p 0.73063+ 1,00000+ 10.51568+ 474.65567+ 19.77475+ 0.068
1.Giin 0.683588 0.000000 10.019132 461.107740 2.386995
IL-1p 8.66052+ 1,00000+ 3.05364+ 6.18447+ 2.91294+ 0.194
3.Giin 6.794457 0.000000 1.974413 4.593399 1.811033
IL-1p 0.24840+ 1,00000+ 0.42125+ 1.10320«+ 0.70117+ 0.022*
7.Giin 0.2889722 0.000000%° 0.270164° 0.053486° 0.519671%°
1I-6 1.Giin 1.07917+ 1,00000+ 29.09143+ 18.11666+ 0.94966+ 0.119
0.839356 0.000000 28.190175 15.943190 0.791441
11-6 3.Giin  1.06909+ 1,00000+ 0.36882 0.27591 0.06366 0.389
1.599512 0.000000 0.208714 0.235071 0.098218
11-6 7.Giin  4.24449+ 1,00000+ 0.97942 1.07275+ 1.37454+ 0.001*
1.295950? 0.000000° 0.000000° 0.100090° 0.842316°
TNF-a 0.39963+ 1,00000+ 2.71598+ 1.56284+ 14.76628+ 0.092
1.Giin 0.384952 0.000000 1.396474 1.365331 14.073728
TNF-a 0.17945+ 1,00000+ 2.38808+ 1.27772+ 1.49622+ 0.043*
3.Giin 0.157356* 0.000000%P 0.214607° 0.4876832P 1.515006°
TNF-a 0.21064+ 1,00000+ 0.41115+ 0.45167+ 0.44678+ 0.088
7.Giin 0.195624 0.000000 0.369822 0.411793 0.357065

p<0.05*, One Way Anova.

Gruplar arast 1, 3 ve 7. giinlerdeki IL-18 gen ekspresyon diizeyleri
degerlendirildiginde; 1. ve 3. gilinlerdeki IL-1B gen ekspresyon diizeyleri arasinda
istatistiksel olarak anlamli diizeyde farklilik saptanmadi (p>0.05). 7. giin IL-1B gen
ekspresyon diizeyleri arasinda istatistiksel olarak anlamli olacak sekilde farklilik goriildii
(p<0.05). 7. giin HA-TZF grubunun IL-1pB gen ekspresyon diizeyi negatif kontrol
grubunun IL-1B gen ekspresyon diizeyine gore istatistiksel olarak anlamli diizeyde
farklilik saptanmadi (Tablo 4.11.).

Gruplar arast 1, 3 ve 7. giinlerdeki IL-6 gen ekspresyon diizeyleri
degerlendirildiginde; 1. ve 3. giinlerdeki IL-6 gen ekspresyon diizeyleri arasinda
istatistiksel olarak anlamli bir farklilik bulunmadi (p>0.05). 7. giin IL-6 gen ekspresyon
diizeyleri arasinda istatistiksel olarak anlamli diizeyde farklilik saptandi (p<<0.05). 7. giin
negatif kontrol grubunun IL-6 gen ekspresyon diizeyi pozitif kontrol, L-TZF, HA-TZF ve
T-TZF gruplarinin IL-6 gen ekspresyon diizeylerine gore istatistiksel olarak anlamli

diizeyde farklilik saptanmadi (Tablo 4.11.).
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Gruplar arasi

1, 3 ve 7. giinlerdeki TNF-o gen ekspresyon diizeyleri

degerlendirildiginde; 1. ve 7. gilinlerdeki TNF-a gen ekspresyon diizeyleri arasinda

istatistiksel olarak anlamli bir farklilik bulunmadi (p>0.05). 3. giin TNF-a gen ekspresyon

diizeyleri arasinda istatistiksel olarak anlamli olacak sekilde farklilik goriildi (p<0.05%).

3. glin L-TZF grubunun TNF-a gen ekspresyon diizeyi negatif kontrol grubunun TNF-a

gen ekspresyon diizeyine gore istatistiksel olarak anlamli diizeyde farklilik saptandi

(Tablo 4.11.).

Tablo 4.12. Grup i¢i 1, 3 ve 7. giinlerdeki proinflamatuar sitokinlerin relatif gen ekspresyonlari

IL-1B IL-6 TNF-o.

Calisma Gruplari- Ort£SS p Ort+£SS P Ort£SS p

Giinler

Negatif Kontrol 1.Giin 0.73063+ 1.07917+ 0.39963+
0.683588 0.839356* 0.384952

Negatif Kontrol 3.Giin 8.66052+ 0.069 1,06909+ 0.036%* 0.17945+ 0.576
6.794457 1,599512* 0.157356

Negatif Kontrol 7.Giin 0.24840+ 4.24449+ 0.21064+
0.288972 1.295950° 0.195624

Pozitif Kontrol 1.Giin 1.00000+ 1.00000+ 1.00000+
0.000000 0.000000 0.000000

Pozitif Kontrol 3.Giin 1.00000+ -—- 1.00000+ - 1.00000+ —
0.000000 0.000000 0.000000

Pozitif Kontrol 7.Giin 1.00000+ 1.00000+ 1.00000+
0.000000 0.000000 0.000000

L-TZF 1.Giin 10.51568+ 29,09143+ 2.71598+
10.019132 28.190175 1.396474°

L-TZF 3.Giin 3.05364+ 0.175 0.36882+ 0.122 2.38808+ 0.031*
1.974413 0.208714 0.214607%

L-TZF 7.Giin 0.42125+ 0.97942+ 0.41115+
0.270164 0.000000 0.369822°

HA-TZF 1.Giin 474.65567+ 18.11666+ 1.56284+

461.107740 15.943190 1.365331

HA-TZF 3.Giin 6.18447+ 0.117 0.27591+ 0.094 1.27772+ 0.335
4.593399 0.235071 0.487683

HA-TZF 7.Giin 1.10320+ 1.07275+ 0.45167+
0.053486 0.100090 0.411793

T-TZF 1.Giin 19.77475+ 0.94966+ 14.76628+
2.386995° 0.791441 14.073728

T-TZF 3.Giin 2.91294+ 0.000%* 0.06366+ 0.125 1.49622+ 0.134
1.811033 0.098218 1.515006

T-TZF 7.Giin 0.70117+ 1.37454+ 0.44678+
0.519671° 0.842316 0.357065

p<0.05*

Negatif kontrol grubunda giinler aras1 1, 3 ve 7.giinlerdeki IL-1 gen ekspresyon

diizeyleri arasinda ve giinler aras1 1, 3 ve 7.giinlerdeki TNF-a gen ekspresyon diizeyleri
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arasinda istatistiksel olarak anlamli diizeyde farklilik saptanmazken (p>0.05), giinler aras1
1, 3 ve 7. glinlerdeki IL-6 gen ekspresyon diizeyleri arasinda istatistiksel olarak anlamli
diizeyde farklilik tespit edildi (p<0.05%*). 7. giin IL-6 gen ekspresyon diizeyinin 1 ve 3.
giinlere gore istatistiksel olarak anlamli sekilde farkli oldugu bulundu (Tablo 4.12.).

Lokosit trombositten zengin fibrin grubunda giinler arasi 1, 3 ve 7. gilinlerdeki IL-
1B gen ekspresyon diizeyleri arasinda ve giinler aras1 1, 3 ve 7. giinlerdeki IL-6 gen
ekspresyon diizeyleri arasinda istatistiksel olarak anlamli1 diizeyde farklilik saptanmazken
(p>0.05), giinler aras1 1, 3 ve 7. giinlerdeki TNF-o gen ekspresyon diizeyleri arasinda
istatistiksel olarak anlamli diizeyde farklilik saptandi (p<0.05). 1. giin TNF-a gen
ekspresyon diizeyi 7. gline gore istatistiksel olarak anlamli diizeyde farklilik saptanmadi.
3. Giin TNF-a gen ekspresyon diizeyi ile 1. ve 7. giin TNF-a gen ekspresyon diizeyleri
arasinda istatistiksel olarak anlamli diizeyde farklilik saptanmadi (Tablo 4.12.).

Hidroksiapatit trombositten zengin fibrin grubunda giinler arasi 1, 3 ve 7.
giinlerdeki IL-1B gen ekspresyon diizeyleri arasinda, giinler aras1 1, 3 ve 7. giinlerdeki
IL-6 gen ekspresyon diizeyleri arasinda ve giinler arasi 1, 3 ve 7. giinlerdeki TNF-a gen
ekspresyon diizeyleri arasinda istatistiksel olarak anlaml diizeyde farklilik saptanmadi
(p>0.05), (Tablo 4.12.).

Titanyum trombositten zengin fibrin grubunda 1,3 ve 7.giindeki IL-1f gen
ekspresyon diizeyleri arasinda istatistiksel olarak anlamli diizeyde farklilik saptandi
(p<0.05). 1.giindeki IL-1pB gen ekspresyon diizeyi 3 ve 7. gilinlerdeki IL-1p gen
ekspresyon diizeylerine gore istatistiksel olarak anlaml sekilde farkli bulundu. 3. ve 7.
giinlerdeki gen ekspresyon diizeyleri arasinda istatistiksel olarak anlamli diizeyde
farklilik saptanmadi. 1, 3 ve 7. giinlerdeki giinler aras1 IL-6 gen ekspresyon diizeyleri
arasinda ve 1, 3 ve 7. gilinlerdeki giinler aras1 TNF-a gen ekspresyon diizeyleri arasinda

istatistiksel olarak anlamli diizeyde farklilik saptanmadi. (p>0.05), (Tablo 4.12.).
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4.9.Yara Iyilesmesi Bulgular

Tablo 4.13. Calisma gruplari, 1. ve 3. glin salinimlar1 ve saatlerin yara ylizey bdlgesine etkisi

Degiskenler Kareler Serbestlik Karelerin F P Etki
Toplam Derecesi Ortalamasi Biiyiikliigii
(KT) Gd) KO) (U]

1-3.Giin Salinim-

Saatler 871.781 5 174.356 2.321 0.047* 0.088

1-3.Giin Salinim -

Calisma Gruplarn  471.741 4 117.935 1.570 0.187 0.050

Saatler-Calisma

Gruplar 11052.059 20 552.603 7.355 0.000* 0.551

1-3.Giin Salimim-
Saatler-Calisma
Gruplari 1900.753 20 95.038 1.265 0.216 0.174

p<0.05*, Three Way Anova

Ug yénlii anova sonuclarmna bakildiginda istatistiksel olarak anlamli farklilik
saptand1. Saatler ile 1. ve 3. giin salinimlarinin beraber etki biiyiikliigiiniin 0.088 olmas1
orta ila biiyiik bir etkiye, saatler ve ¢aligma gruplarinin beraber etki biiyiikliigliniin 0.551
olmasi biiyiik bir etkiye isaret etmekte olup bu bulgularin klinik agidan 6nemli ve anlaml

bir etkiye sahip oldugunu gostermektedir (Tablo 4.13.).

Tablo 4.14. Gruplar arasi 1 giinliik salinim sonrasi1 0, 6, 12, 24, 30 ve 36. saatlerdeki yara yiizey alanlar1
(%)

Negatif Pozitif L-TZF HA-TZF T-TZF
Kontrol Kontrol
Saatler- Ort£SS Ort£SS Ort£SS Ort£SS Ort£SS P

Yara Yiizeyi
0.Saatteki 100.0000+ 100.0000+ 100.0000+ 100.0000+ 100.0000+

Yara Yiizeyi 0.00000 0.00000 0.00000 0.00000 0.00000

6.Saatteki 90.8481+ 76.6219+ 94.7924+ 91.6561+ 95.8912+ 0.245
Yara Yiizeyi 7.97815 4.25386 6.71339 1.76033 20.66067

12.Saatteki  71.5540+ 33.5400+ 66.8037+ 58.7362+ 80.3187+ 0.008*
Yara Yiizeyi 6.47509° 6.06951° 7.555512 5.55670%° 23.73918*
24.Saatteki  34.9558=+ 25.9180+ --- 44.8642+ 0.672
Yara Yiizeyi 17.16491 33.57895 21.81255

30.Saatteki  16.3272+ - 20.7925+ 0.557
Yara Yiizeyi 3.52088 11.57488

36.Saatteki --- --- --- --- - ---

Yara Yiizeyi
p<0.05*, One Way Anova.

Gruplar arasindaki 1 giinliik salinim sonrasi 6. saatteki yara bolgesi ylizey alanlari

karsilastirildiginda istatistiksel olarak anlamli diizeyde farklilik saptanmadi (p>0.05).
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Yara yiizey alan1 ortalamalar1 pozitif kontrol < negatif kontrol < HA-TZF < L-TZF < T-
TZF seklindeydi (Tablo 4.14).

Gruplar arasindaki 1 gilinlik salinim sonrasi 12. saatteki yara bolgesi ylizey
alanlar1 karsilastirildiginda istatistiksel olarak anlamli diizeyde farklilik saptandi
(p<0.05). Yara ylizey alani ortalamalar1 pozitif kontrol < HA-TZF < L-TZF < negatif
kontrol < T-TZF seklindeydi. Pozitif kontrol ve HA-TZF gruplarinin yara yiizey alani
negatif kontrol, L-TZF ve T-TZF gruplarinin yara yiizey alanina gore istatistiksel olarak
anlaml diizeyde farklilik saptandi. Pozitif kontrol grubu yara yiizey alani ile HA-TZF
yara yiizeyi alani arasinda istatistiksel olarak anlaml1 diizeyde farklilik saptanmadi (Tablo
4.14).

Gruplar arasindaki 1 gilinlik salinim sonrasi 24. saatteki yara bolgesi ylizey
alanlart karsilastirildiginda istatistiksel olarak anlamli diizeyde farklilik saptanmadi
(p>0.05). Pozitif kontrol ve HA-TZF gruplarinda yara yiizey alani tamamen kapandi.
Diger gruplarin yara yiizey alan ortalamalar1 L-TZF < negatif kontrol < T-TZF
seklindeydi (Tablo 4.14).

Gruplar arasindaki 1 giinliik salinim sonras1 30. saatteki yara bolgesi ylizey
alanlan karsilagtirildiginda istatistiksel olarak anlamli diizeyde farklilik saptanmadi
(p<0.05). L-TZF grubunun yara yilizey alan1 tamamen kapandi. Diger gruplarin yara

ylizey alan ortalamalar1 negatif kontrol < T-TZF seklindeydi (Tablo 4.14).
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Tablo 4.15. Grup i¢i 1 giinliik salinim sonras1 0, 6, 12, 24, 30 ve 36. saatlerdeki yara ylizey alanlar1 (%)

Negatif Kontrol Pozitif Kontrol L-TZF HA-TZF T-TZF

Ort+SS p Ort+SS p Ort+SS p Ort+SS p Ort£SS p
0.Saat 100.000+ 100.0000+ 100.0000+ 100.0000+ 100.0000+
Yara 0.00000* 0.00000* 0.00000? 0.00000* 0.00000*
Yiizeyi
6.Saat  90.8481+ 76.6219+ 94.7924+ 91.6561+ 95.8912+
Yara 7.97815%0 4.25386° 6.71339* 1.76033° 20.66067*
Yiizeyi
12.Saat  71.5540+ 33.5400+ 66.8037+ 58.7362+ 80.3187+
Yara 6.47509° 6.06951°¢ 7.55551* 5.55670°¢ 23.73918b
Yiizeyi 0.00* 0.003* 0.00* 0.001*
24.Saat  34.9558+ 259180+ 44.8642+
Yara 17.16491¢ --- 33.57895¢ --- 21.812555¢
Yiizeyi
30.Saat 16.3272+ 20.7925+
Yara 3.520884 - - - 11.57488¢
Yiizeyi
36.Saat
Yara - - - - -
Yiizeyi

p<0.05*, One Way Anova.

Negatif kontrol grubunda 1 giinliik salinim sonras1 0, 6, 12, 24 ve 30. saatlerdeki
yara yiizey alanlarinin arasinda istatistiksel olarak anlaml diizeyde farklilik saptandi
(p<0.05). 0. saatteki yara yiizey alan1 12, 24 ve 30 saatlerdeki yara yiizey alanina gore
istatistiksel olarak anlamli olacak sekilde farkli bulundu. 0. saat ile 6. saat yara yiizey
alanlan arasinda istatistiksel olarak anlamli olacak sekilde bir fark bulunmadi. 6 ve 12.
saatteki yara yiizey alanlar1 24 ve 30. saatlerdeki yara yiizey alanlarina gore istatistiksel
olarak anlamli olacak sekilde farkli bulundu. 6. saat ile 12. saat yara yiizey alanlar
arasinda istatistiksel olarak anlaml diizeyde farklilik saptanmadi. 24 ve 30. saatlerdeki
yara ylizey alanlar1 arasinda istatistiksel olarak anlamli olacak sekilde bir farklilik
bulunmadi. 36. saatte yara ylizey alan1 tamamen kapandi (Tablo 4.15).

Pozitif kontrol grubunda 1 giinliik salinim sonrasi 0, 6 ve 12. saatlerdeki yara
ylizey alanlar1 arasinda istatistiksel olarak anlamli farkliliklar bulundu (p<0.05). 0.
saatteki yara yiizey alani1 6 ve 12. saatlerdeki yara yiizey alanlarina gore istatistiksel olarak
anlaml diizeyde farklilik saptandi. 6. saatteki yara yiizey alan1 12. saatteki yara yiizey
alanma gore istatistiksel olarak anlamli olacak sekilde farkli bulundu. 24. saatte yara

ylizey alani tamamen kapandi (Tablo 4.15).
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Lokosit trombositten zengin fibrin grubunda 1 giinliik salinim sonrasi 0, 6, 12 ve
24 saatlerdeki yara yiizey alanlar1 arasinda istatistiksel olarak anlamli olacak sekilde
farkliliklar bulundu (p<0.05%*). 0, 6 ve 12. saatteki yara yiizey alanlar1 24 saatteki yara
ylizey alanina gore istatistiksel olarak anlamli olacak sekilde farkli bulundu. 0, 6 ve 12.
saatlerdeki yara ylizey alanlar1 arasinda istatistiksel olarak anlamli bir fark bulunmad1.30.
saatte yara ylizey alan1 tamamen kapandi (Tablo 4.15).

Hidroksiapatit trombositten zengin fibrin grubunda 1 giinliik salinim sonrasi 0, 6
ve 12. saatlerdeki yara ylizey alanlar1 arasinda istatistiksel olarak anlamli farkliliklar
bulundu (p<0.05). 0. Saatteki yara ylizey alan1 6 ve 12. saatlerdeki yara ylizey alanlarina
gore istatistiksel olarak anlamli olacak sekilde farkli bulundu. 6. saatteki yara ylizey alani
12. saatteki yara yiizey alanina gore istatistiksel olarak anlamli olacak sekilde farkli
bulundu. 24. saatte yara yiizey alan1 tamamen kapandi (Tablo 4.15).

Titanyum trombositten zengin fibrin grubunda 1 giinliik salinim sonras1 0, 6, 12,
24 ve 30. saatlerdeki yara ylizey alanlar1 arasinda istatistiksel olarak anlamli olacak
sekilde farkliliklar bulundu (p<0.05%*). 0. ve 6. saatteki yara ylizey alanlar1 24 ve 30.
saatlerdeki yara ylizey alanlarina gore istatistiksel olarak anlamli olacak sekilde farkl
bulundu. 0, 6 ve 12. saat yara yiizey alanlar1 arasinda istatistiksel olarak anlamli olacak
sekilde bir fark bulunmadi.12. saatteki yara yiizey alan1 30. saatteki yara yiizey alan1 gore
istatistiksel olarak anlamli olacak sekilde farkli bulundu. 12. saat ile 24. saat yara yiizey
alanlar arasinda istatistiksel olarak anlamli olacak sekilde bir fark bulunmadi. 24 ve 30.
saatlerdeki yara yiizey alanlar1 arasinda istatistiksel olarak anlamli olacak sekilde bir fark

bulunmadi. 36. saatte yara ylizey alan1 tamamen kapandi (Tablo 4.15).
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Tablo 4.16. Gruplar aras1 3 giinliik salinim sonrasi1 0, 6, 12, 24, 30 ve 36. saatlerdeki yara yiizey alanlar1
(%)

Negatif Pozitif L-TZF HA-TZF T-TZF

Kontrol Kontrol
Saatler Ort£SS Ort£SS Ort£SS Ort£SS Ort£SS p
0.Saatteki 100.000+ 100.000+ 100.000+ 100.000+ 100.000+
Yara Yiizeyi 0.00000 0.00000 0.00000 0.00000 0.00000
6.Saatteki 92.2979+ 58.7466+ 89.5464+ 79.8866+ 94.1536+ 0.001*
Yara Yiizeyi 12.40397° 7.31124° 7.05254* 5.49556* 4.64799*
12.Saatteki 80.9097+ 11.4708+ 57.7091+ 33.9281+ 69.4342+ 0.000*
Yara Yiizeyi 5.32639* 3.32088° 9.46246° 7.96344¢ 9.24701*°
24.Saatteki  26.3651= 13.3975+ 22.1419+ 0.508
Yara Yiizeyi 14.85619 1.08725 17.19147
30.Saatteki 19.6308+ --- 4.3788+ 0.105
Yara Yiizeyi 7.38217 4.22069
36.Saatteki --- --- --- --- --- ---
Yara Yiizeyi

p<0.05*, One Way Anova.

Gruplar arasindaki 3 giinliik salinim sonrasi 6. saatteki yara bolgesi yiizey alanlari
karsilastirildiginda istatistiksel olarak anlamli olacak sekilde farklilik bulundu (p<0.05%).
Yara yiizey alan1 ortalamalar1 pozitif kontrol < HA-TZF < L-TZF < negatif kontrol < T-
TZF seklindeydi. Pozitif kontrol grubunun yara ylizey alant diger gruplara kiyasla
istatistiksel olarak anlamli diizeyde farklilik saptandi. Negatif kontrol, L-TZF, HA-TZF
ve T-TZF gruplarinin yara ylizey alanlar1 arasinda istatistiksel olarak anlaml diizeyde
farklilik saptanmadi (Tablo 4.16).

Gruplar arasindaki 3 giinliilk salinim sonrasit 12. saatteki yara bolgesi yiizey
alanlar1 karsilastirildiginda istatistiksel olarak anlamli diizeyde farklilik saptandi
(p<0.05). Yara ylizey alan1 ortalamalar1 pozitif kontrol < HA-TZF <L-TZF <T-TZF <
negatif kontrol seklindeydi. Pozitif kontrol grubunun yara yiizey alani diger gruplara
kiyasla istatistiksel olarak anlamli olacak sekilde farkli bulundu. HA-TZF grubu yara
ylizey alani negatif kontrol, L-TZF ve T-TZF gruplarinin yara yiizey alanlarma gore
istatistiksel olarak anlamli olacak sekilde farkli bulundu. L-TZF grubunun yara yiizey
alan1 negatif kontrol grubunun yara yiizey alanina gore istatistiksel olarak anlamli
diizeyde farklilik saptandi. L-TZF ve T-TZF gruplarinin yara yiizey alanlar1 arasinda

istatistiksel olarak anlamli olacak sekilde bir fark bulunmadi. T-TZF ve negatif kontrol
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gruplarinin yara yilizey alanlar1 arasinda istatistiksel olarak anlamli diizeyde farklilik
saptanmadi (Tablo 4.16).

Gruplar arasindaki 3 gilinlik salinim sonrasi 24. saatteki yara bolgesi ylizey
alanlart karsilastirildiginda istatistiksel olarak anlamli diizeyde farklilik saptanmadi
(p>0.05). Pozitif kontrol ve HA-TZF gruplarinda yara yiizey alani tamamen kapandi.
Diger gruplarin yara yiizey alan ortalamalar1 L-TZF < T-TZF < negatif kontrol
seklindeydi (Tablo 4.16).

Gruplar arasindaki 3 gilinlik salinim sonrasi 30. saatteki yara bolgesi ylizey
alanlart karsilastirildiginda istatistiksel olarak anlamli diizeyde farklilik saptanmadi
(p<0.05). L-TZF grubunun yara ylizey alan1 tamamen kapandi. Diger gruplarin yara

ylizey alan ortalamalar1 T-TZF < negatif kontrol seklindeydi (Tablo 4.16).

Tablo 4.17. Grup i¢i 3 giinliik salinim sonras1 0, 6, 12, 24, 30 ve 36. saatlerdeki yara ylizey alanlar1 (%)

Negatif Kontrol Pozitif Kontrol L-TZF HA-TZF T-TZF

Ort+SS p Ort+SS p Ort+SS p Ort+SS p Ort+SS p
0.Saat  100.000+ 100.000+ 100.000+ 100.000+ 100.000=+
Yara 0.00000* 0.00000? 0.00000* 0.00000* 0.00000*
Yiizeyi -
6.Saat  92.2979+ 58.7466+ 89.5464+ 79,8866+ 94,1536+
Yara 12.403972 7.31124% 7,05254* 5,49556° 4,64799*
Yiizeyi
12.Saat  80.9097+ 11.4708+ 57,7091+ 33,9281+ 69,4342+
Yara 5.32639° 3.32088° 9.46246° 7,96344°¢ 9,24701°
Yiizeyi 0.00* 0.00* 0.00* 0.00* 0.00%*
24.Saat  34.9558+ 13.3975+ 22,1419+
Yara 17.16491° — 1.08725¢ — 17,19147¢
Yiizeyi _
30.Saat  26.3651+ 4,3788+
Yara 14.85619b — —— — 4,22069¢
Yiizeyi
36.Saat
Yara — — — — —
Yiizeyi

p<0.05*, One Way Anova.

Negatif kontrol grubunda 3 giinliik salinim sonras1 0, 6, 12, 24 ve 30. saatlerdeki
yara ylizey alanlarmin arasinda istatistiksel olarak anlamli olacak sekilde farkliliklar
bulundu (p<0.05*). 0, 6 ve 12. saatlerdeki yara yiizey alan1 24 ve 30. saatlerdeki yara

ylizey alanlarina gore istatistiksel olarak anlaml diizeyde farklilik saptandi. 0, 6 ve 12.
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saatlerdeki yara yiizey alanlar1 arasinda istatistiksel olarak anlamli olacak sekilde bir fark
bulunmadi. 24 ve 30. saatlerdeki yara yiizey alanlar1 arasinda istatistiksel olarak anlaml
diizeyde farklilik saptanmadi. 36. saatte yara ylizey alan1 tamamen kapandi
(Tablo 4.17).

Pozitif kontrol grubunda 3 giinliik salinim sonrasi 0, 6 ve 12. saatlerdeki yara
ylizey alanlar1 arasinda istatistiksel olarak anlamli farkliliklar bulundu (p<0.05). 0.
saatteki yara yiizey alani 6 ve 12. saatlerdeki yara yiizey alanlarina gore istatistiksel olarak
anlamli olacak sekilde farkli bulundu. 6. saatteki yara yiizey alani genisligi 12. saatteki
yara yiizey alanina gore istatistiksel olarak anlamli olacak sekilde farkli bulundu. 24.
saatte yara ylizey alan1 tamamen kapandi (Tablo 4.17).

Lokosit trombositten zengin fibrin grubunda 3 giinliik salinim sonras1 0, 6, 12 ve
24 saatlerdeki yara yiizey alanlar1 arasinda istatistiksel olarak anlamli olacak sekilde
farkliliklar bulundu (p<0.05). 0 ve 6. saatteki yara yiizey alanlar1 12 ve 24. saatteki yara
ylizey alanlarina gore istatistiksel olarak anlamli olacak sekilde farkli bulundu. 0 ve 6.
saatlerdeki yara ylizey alanlar1 arasinda istatistiksel olarak anlamli bir fark bulunmadi.12.
saatteki yara yiizey alan1 24. saatteki yara ylizey alanina gore istatistiksel olarak anlamli
olacak sekilde farkli bulundu. 30. saatte yara yiizey alan1 tamamen kapandi (Tablo 4.17).

Hidroksiapatit trombositten zengin fibrin grubunda 3 giinliik salinim sonrasi1 0, 6
ve 12. saatlerdeki yara ylizey alanlar1 arasinda istatistiksel olarak anlamli farkliliklar
bulundu (p<0.05). 0. saatteki yara ylizey alan1 6 ve 12. saatlerdeki yara ylizey alanlarina
gore istatistiksel olarak anlamli olacak sekilde farkli bulundu. 6. saatteki yara ylizey alani
12. saatteki yara ylizey alanina gore istatistiksel olarak anlamli olacak sekilde farkli
bulundu. 24. saatte yara yiizey alan1 tamamen kapandi (Tablo 4.17).

Titanyum trombositten zengin fibrin grubunda 3 giinliik salinim sonrasi 0, 6, 12,

24 ve 30.saatlerdeki yara ylizey alanlar1 arasinda istatistiksel olarak anlamli diizeyde
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farklilik saptandi (p<0.05). 0. ve 6.saatteki yara yiizey alanlar1 12, 24 ve 30. saatlerdeki
yara ylizey alanlarina gore istatistiksel olarak anlamli olacak sekilde farkli bulundu. 0 ve
6.saat yara ylizey alanlar arasinda istatistiksel olarak anlamli diizeyde farklilik
saptanmadi. 12. saatteki yara yiizey alan1 24 ve 30. saatteki yara ylizey alanlarina gore
istatistiksel olarak anlamli olacak sekilde farkli bulundu. 24 ve 30. saatlerdeki yara yiizey
alanlar1 arasinda istatistiksel olarak anlamli diizeyde farklilik saptanmadi. 36. saatte yara

ylizey alan1 tamamen kapandi (Tablo 4.17).

Tablo 4.18. TZF membranlarin 1 ve 3 giinliik salinimlarinin arasindaki farkliligin yara yiizey alanina

etkisi (%)

1 Giinliik Salinim

3 Giinliik Salinim

TZF Gruplari- Ort£SS Ort£SS p
Saatler
L-TZF 6.Saat 94.7924+6.71339 89.5464+7.05254 0.404
L-TZF 12.Saat 66.8037+7.55551 57.70914+9.46246 0.263
L-TZF 24.Saat 25.9180+33.57895 13.3975+1.08725 0.554
HA-TZF 6.Saat 91.6561+1.76033 79.8866+5.49556 0.024*
HA-TZF 12.Saat 58.7362+5.55670 33.9281+7.96344 0.011*
T-TZF 6.Saat 95.8912420.66067 94.1536+4.64799 0.894
T-TZF 12.Saat 80.3187+23.73918 69.4342+9.24701 0.500
T-TZF 24.Saat 44.8642+21.81255 22.1419+17.19147 0.229
T-TZF 30.Saat 20.7925+11.57488 4.3788+4.22069 0.082

p<0.05*, One Way Anova.

Lokosit trombositten zengin fibrin grubunda 6, 12 ve 24. saatlerdeki 1 ve 3 giinliik
salimimlar karsilagtirildiginda yara yiizey alanlari arasinda istatistiksel olarak anlamli
diizeyde farklilik saptanmadi. (p>0.05) Yara yiizey alan ortalamalar1 1 giinliik salinim 6.
saat > 3 giinliik salinim 6. saat, 1 giinliik salinim 12. saat > 3 giinliik salinim 12. saat, 1
giinliik salinim 24. saat > 3 giinliik salinim 24. saat seklindeydi (Tablo 4.18).

Hidroksiapatit trombositten zengin fibrin grubunda 6 ve 12. saatlerdeki 1 ve 3
giinliik salinimlar karsilastirildiginda yara ylizey alanlari arasinda istatistiksel olarak
anlamli diizeyde farklilik saptandi (p<<0.05). 1 giinliik salinimin 6. ve 12. saatlerdeki yara
ylizey alanlari, 3 gilinliik salinimin 6. ve 12. saatlerdeki yara ylizey alanlarina gore

istatistiksel olarak anlamli diizeyde farklilik saptandi (Tablo 4.18).
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Titanyum trombositten zengin fibrin grubunda 6, 12,24 ve 30. saatlerdeki 1 ve 3
giinliik salinimlar karsilastirildiginda yara ylizey alanlar1 arasinda istatistiksel olarak
anlaml diizeyde farklilik saptanmadi (p>0.05). Yara yiizey alan ortalamalar1 1 giinliik
salimim 6. saat > 3 giinliik salinim 6. saat, 1 gilinliik salinim 12. saat > 3 giinliik salinim
12. saat, 1 giinliik salinim 24. saat > 3 giinliik salinim 24. saat, 1 giinliik salinim 30.saat

> 3 giinliik salinim 30.saat seklindeydi (Tablo 4.18).
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5.TARTISMA

Kanin yapisindaki elemanlar iyilesme siirecinde énemli bir rol oynarlar. Fibrin
matriks biyoaktif molekiillere baglanarak iyilesme siirecini tetikler.!°® Iyilesmenin
istenilen sekilde olmasi i¢in anjiogenez, hiicre proliferasyonu ve migrasyonu,
ekstraseliiller matriks birikimi ve dokunun yeniden sekillenmesi gibi karmasik hiicresel
olaylarin gerceklesmesi gerekir. Bu karmasik olaylar parakrin mekanizmalari, anti-
inflamasyon, farklilasma ve rejeneratif potansiyelleri sebebiyle MKH kullanilarak
hizlandirilabilinir.'” Ancak MKH’lerin etkili olabilmesi icin hiicrelerin yeterli sayida
olmasi ve farkli soylara doniisebilmeleri amaciyla yonlendirilmeleri gerekir. Bu sebeple,
MKH’lerin in vitro ortamda ¢ogalmasini ve farklilasmasini 6nemli 6l¢iide gelistirebilen
yardimci maddelerin kullanimmin son derece onemli oldugu ortaya cikmistir.
Trombositten zengin {iriinler, son zamanlarda bu istenilen sonuglara ulasmak amaciyla
potansiyel bir arag olarak ortaya ¢ikmistir.!%

Trombositten zengin fibrin iceriginde c¢ok sayida biiytime faktorii iceren bir
trombosit konsantresidir.'” TZF, sitokinlerin birbirine baglanmasmi ve hiicre
migrasyonunu destekleyen ii¢ boyutlu bir fibrin agdan olusur. Icerigindeki biiyiime
faktorlerini uzunca bir siire yavasca salar ve bu da bu biyomalzemeyi doku
rejenerasyonunda kok hiicrelerin tasinmasinda cazip bir se¢im haline getirir.!!°

Choukroun ve ark.!!! tarafindan gelistirilen trombositten zengin fibrin
antikoagiilan madde icermeksizin hastadan alinan 10 ml vendz kanin 12 dk 2700 rpm de
cam veya silika kapl tiipte santrifiij edilmesiyle elde edilen ikinci nesil bir trombosit
konsantresidir. Onceden yapilmis olan in vitro ¢alismalara bakildiginda L-TZF’nin

MKH’lerin ve diger hiicre tiplerinin ¢ogalmasini destekledigi goriilmektedir,!0% 112 113
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Ancak cam tiipte bulunan silika partikiillerinin iyilesmeyi bozacagina dair son
zamanlarda yapilan calismalarda vardir.6-% 114-116

O’Connel 2007 yilinda L-TZF’nin klinik kullanimi ile ilgili sorunlar1 igeren
editore gonderdigi bir mektubu yayinlamistir. Becton Dickinson tarafindan iiretilen silika
kapli tiiplerin insan dokulari i¢in zararli oldugunu, {iretici tarafindan klinik
kullanimlarinin uygun olmadigini ve sadece teshis amagli olarak tiretildigini belirtmistir.
Silika partikiillerinin fibrin pihtt ve trombositten fakir plazma tabakalarinda
bulunabilecegini, hastanin kesinlikle silika partikiilleri ile temas edecegini ifade etmistir.’

Tunali ve ark.” 2013 yilinda I'V.sinif titanyumdan elde ettikleri titanyum tiipler ile
cam tiiplerde bulunan silika partikiillerinin dezavantajin1  ortadan kaldirmay1
amaglamislardir. Koroziv o6zellikleri olmayan titanyum c¢ok iyi bir biyouyumluluga
sahiptir ve adeziv oksit tabakasi olusturarak in vivo ortamda kendini pasiflestirir.
Titanyum tiipler ile elde edilen T-TZF de herhangi bir partikiil kontaminasyon olmadig:

arastirmacilar tarafindan ifade edilmistir.*’

Kullanilan titanyum tiip, tek parca
titanyumdan elde edilmektedir ve "machined" yiizeylidir. Cam tiiplere gore ekonomik
olarak daha maliyetli ve agirlig1 da daha fazladir.

Tunali ve ark.** 2024 yilinda yeni bir fikir olarak geleneksel TZF tiip yiizeylerini
nano boyutta titanyum partikiiller ile kaplayarak bu tiiplerden gelistirilmis bir fibrin yapis1
elde etmeyi amaclamislardir. Yaptiklari ¢caligmada geleneksel cam tiipleri yliksek vakum
altinda yiiksek hizli bir termoiyonik vakum arki islemi uygulayarak titanyum nano
partikiilleri ile kaplamislardir. Bu kaplanmus tiiplerden elde ettikleri yeni bir biyomalzeme
olan nanoT-TZF ile geleneksel cam tiiplerden elde edilen L-TZF ve titanyum tiiplerden
elde edilen T-TZF iizerinde X-1s1n1 kirinimi, atomik kuvvet mikroskobu, taramali elektron

mikroskobu ve enerji dagilimli X-1s1m1 spektroskopisi analizlerini ger¢eklestirmislerdir.

Analiz sonuglarinda nanoT-TZF deki fibrin alanlarinin T-TZF’ den daha yogun oldugunu
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ve L-TZF deki fibrin alanlarinda ise en az yogunlugun oldugunu gostermislerdir. NanoT-
TZF ve T-TZF deki hiicre dagilimlarinin birbirine paralel L-TZF de ise fibrin sinirina
gomiildiginii ifade etmislerdir. Bu calisma ile rejeneratif tip alaninin ilerlemesine
yenilik¢i bir yaklagim getirmislerdir.

Calismamizda, bu yenilik¢i yaklasimdan yola ¢ikarak geleneksel cam tiipleri ayn
yontemle fakat titanyum nano partikiiller yerine nano boyutta hidroksiapatit partikiiller
ile kapladik. NanoHAp diger nano partikiillerden farkli olarak genis bir yiizey alanina ve
benzersiz yiizey ozelliklerine sahiptir.'® Ayn1 zamanda NanoHAp partikiiller kan dokusu
ile miikemmel bir biyouyumluluk gosterir.!!” Bu sebeple NanoHAp partikiiller ile
kaplanan tiipler geleneksel cam tiiplerin sebep oldugu silika kontaminasyonunu
azaltabilir ve titanyum tiiplerin ekonomik dezavantajlarini ortadan kaldirabilir.

Dis hekimliginde kullanilan tiim biyomalzemeler hasta sagligin1 ve giivenligini
korumak amactyla biyouyumluluk agisindan tarama testleri ile degerlendirilmelidir. Doku
miithendisligi, kok hiicre, genetik transfer, biyomalzemeler ve biiyiime faktori ile iliskili
tedaviler acisindan yeni gelisimler yasanmaktadir. Klinik kullanimlarindan 6nce, bu yeni
teknolojilerin glivenli oldugu ve insan sagligina zarar vermedigi gosterilmelidir. Bu
amacla hiicre kiiltiirii caligmalar1 biyomalzemelerin sitotoksisitesini degerlendirmek i¢in
kullanilabilir.''8

Bu amagla ¢alismamizda geleneksel cam tiiplerden elde edilen L-TZF, titanyum
kapli tiiplerden edilen T-TZF ve nano boyutta hidroksiapatit partikiiller ile kaplanmis cam
tiiplerden elde edilen HA-TZF nin gingiva kaynakli mezenkimal kok hiicreler tizerindeki
etkinligini hiicre kiiltlirlinde degerlendirmeyi hedefledik. Gingiva kaynakli mezenkimal
kok hiicreler agiz boslugundan elde edilen diger MKH’lere kiyasla daha kolay elde
edilebilirler. Bu sebepten dolay1 calismamizda GKMKH’leri kullandik.®* 8 Literatiirde

TZF’lerin gingiva kaynakli mezenkimal kok hiicreler iizerine etkinliklerini inceleyen
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caligmalar sinirhdir. L-TZF ve T-TZF’nin gingiva kaynakli mezenkimal kok hiicreler
tizerine etkinligini inceleyen herhangi bir ¢caligma goriilmemistir.

Calismamizda, izole edilen GKMKH’ler standart kiiltiir kosullarinda ¢ogaltilip
daha sonra karakterize edilmislerdir. GKMKH’lerde akim sitometrisi kullanilarak belirli
kok hiicre yiizey antijenlerinin tespiti immiinofenotipik analizler ile gerceklestirilmistir.
Elde edilen bulgulara gére, GKMKH’ler CD105, CD90, CD73, CD44 ve CD29 yiizey
belirteglerini pozitif eksprese ederken; CD69, CD45, CD34, CD25 ve HLA-DR yiizey
belirteclerini ise negatif eksprese etmislerdir. Bunun yaninda, izole edilmis olan
GKMKH’lerin adipojenik, osteojenik ve kondrojenik soylara basarili bir sekilde
farklilastig1 tespit edilmistir. Adipojenik soya farklilagsma, hiicredeki yag damlaciklarinin
Oil Red O boyasi ile pozitif bir sekilde boyanmasi ile dogrulanmistir. Osteojenik soya
farklilasma, kalsiyum birikimlerinin Alizarin Red S boyast ile pozitif bir sekilde
boyanmasi ile dogrulanmistir. Kondrojenik soya farklilagma ise, igeriginde
glikozaminoglikan bulunan ekstraseliiler matriksin Safranin O ve Alcian Blue boyalari
ile pozitif bir sekilde boyanmasi ve hiicre morfolojisinin lakiinali kondroblastlara benzer
sekilde izlenmesi ile desteklenmistir. Bu sonuclar, kok hiicrelerin kondrojenik soya
basarili bir sekilde farklilastigini gostermektedir ve basarili bir sekilde izole edilen
GKMKH’lerin, mezenkimal kok hiicrelerin tanimlanmasi i¢in Uluslararas1 Hiicresel
Terapi Dernegi tarafindan belirlenen minimal kriterleri karsiladigimi gostermektedir.®’

Calismamizda cam tiip icerisindeki kan standart protokolde 2700 rpm ve 12
dakikalik bir siire boyunca santrifiij edilirken, yeni gelistirdigimiz i¢ ylizeyi nano boyutta
hidroksiapatit ile kapli cam tiiplerde 2700 rpm ve 12 dakikalik bir siire boyunca santrifiij
edildi. Titanyum tiipler ise Onerilen protokolden farkli olarak 12 dakika yerine 20
dakikalik bir siire boyunca santrifiij edildiler. Klinik tecriibelerimiz 12 dakika santrifiij

edilen titanyum tiiplerde santrifiij sonrasi uygun bir fibrin pithtisinin elde edilemedigi
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yoniindedir. Yapilan bir ¢alismada TZF elde edilmesinde santrifiij siiresinin uzatilmasi ile
daha yogun ve uygun bir fibrin elde edilebilecegi ifade edilmistir.!'” Bu sebepten dolay1
calismamizda titanyum tiipler 12 dakika yerine 20 dakika boyunca santrifiij edilmistir.

Trombositten zengin fibrinler herhangi bir sistemik hastaligi olmayan, herhangi
bir ila¢ kullanmayan, sigara igmeyen, 20-40 yas arasi saglikli bir erkek goniilliiden elde
edilmistir. Menstural dongilinliin trombosit sayis1 ve fonksiyonunu degistirebilecegi
diisiiniilerek kadim goniillii calismaya dahil edilmemistir.'?° Farkl1 bireylerden elde edilen
hiicreler ve TZF’ler arasinda immiin yanit gelisme riski nedeniyle ¢aligmamizda ayni
bireyden elde edilen hiicreler ve TZF’ler kullanilmigtir. Literatlirdeki calismalar TZF
membranlarin 7-14 giin boyunca bozunmadan klinik olarak kalabildigini ve i¢erigindeki
biiyiime faktorlerini 15 dakika ile 28 glin arasindaki bir zaman siirecinde
salgilayabildigini gostermistir.!> 37> 191 121 Calismalar farkli bilyiime faktdrlerinin farkly
zaman araliklarinda maksimum diizeylerine ulastiklarini belirtmistir. Salinimin genellikle
ilk giinlerde daha yiiksek olmasi beklenir.!*> 2 Bu sebeple calismamizda TZF
membranlarin gingiva kaynakli mezenkimal kok hiicreler tizerindeki 1, 3 ve 7 giinliik
etkilerini inceledik.

Calismamizda, GKMKH’lerin proliferasyonunu ve canliligimi degerlendirmek
amaciyla MTT testi kullanilmistir. MTT deneyi her grup i¢in 1, 3 ve 7. giinlerde
yapilmustir. Hiicrelerin apoptoz ve nekrozunu belirlemek amaciyla 1,3 ve 7. giinlerde her
grup i¢in flow sitometride Anneksin-V/PI testi yapilmisti. TZF membranlarin
morfolojilerini degerlendirmek amaciyla 1, 3 ve 7 giinliikk membranlarin SEM goriintiisii
alinmistir. Anjiojenik biiyiime faktorleri olan VEGF, TGF-BI i¢in 1, 3 ve 7. giinlerde
ELISA analizi, proinflamatuar sitokinler olan IL-1pB, IL-6, TNF-a igin 1, 3 ve 7. giinlerde
qRT-PCR analizi yapilmistir. 1 ve 3 giinliik TZF membran salgilar1 kullanilarak yara

lyilesmesi deneyi gerceklestirilmistir.
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Canlilig1 6lgmek icin yaptigimiz MTT testinin sonuglart degerlendirildiginde L-
TZF grubunun canlilik degeri 1, 3 ve 7. giinlerde pozitif kontrol grubuna gore anlamli
derecede artmustir. 1 ve 3. giinlerde HA- TZF grubu ile pozitif kontrol grubunun canlilik
degeri arasinda anlamli bir fark goriilmemisken, 7. glinde HA-TZF grubunun canlilik
degeri pozitif kontrol grubuna gore anlamli derecede artmistir. 1 ve 3. giinlerde T-TZF
grubu ile pozitif kontrol grubunun canlilik degeri arasinda anlamli bir fark
goriilmemisken, 7. giinde T-TZF grubunun canlilik degeri pozitif kontrol grubuna gore
anlamli derecede azalmistir. Negatif kontrol grubu tiim deney inkiibasyon periyotlarinda
en diisiik canlilik degerini gostermistir.

Ehrenfest ve ark.'%

yaptiklar1 bir ¢calismada L-TZF varliginda insan kaynakli
prekeratinosit, gingival fibroblast, preadiposit ve osteoblast hiicrelerinin in vitro ortamda
davranigini incelemislerdir. Hiicrelerin proliferasyonunu ve canliligini degerlendirmek
amaciyla MTT testini kullanmislardir ve inkiibasyon siirelerini 3, 7, 14 ve 21 giin olacak
sekilde planlamislardir. 50-60 yas aras1 goniillii erkek bireylerden hem hiicreleri hem de
TZF membranlar iiretmislerdir. Test edilen her bir plakaya tek TZF membran ve doza
baglh etkinligini arastirmak i¢in ise iki TZF membran yerlestirmislerdir. Calismanin
sonucunda L-TZF membran ile inkiibe edilen 4 hiicre tipinde proliferasyonun arttigini
gostermiglerdir. Kullanmis olduklar1 MTT testi ile L-TZF’nin sitotoksik etkisinin
olmadigini ve L-TZF nin osteoblast hiicreleri tizerinde doza bagl olarak proliferasyonu
arttirdigin1 bulmuslardir. Bu sonu¢ bizim MTT testi sonuglarimiza benzemektedir.
Calismamizda L-TZF membran ile inkiibe edilen GKMKH? lerin proliferasyonu artmistir.

Ehrenfest ve ark. '3

yaptiklari bir ¢alismada, L-TZF nin insan kemik iligi kaynakl
kok hiicreleri {izerindeki etkilerini in vitro olarak incelemislerdir. Hiicrelerin

proliferasyonunu ve canliligin1 degerlendirmek amactyla MTT testini kullanmislardir ve

inkiibasyon siirelerini 3, 7, 14, 21 ve 28 giin olacak sekilde planlamislardir. Immiin
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yanittan kacinmak amaciyla hiicreleri ve L-TZF membranlar1 ayn1 dondrden elde
etmiglerdir. L-TZF membranlar1 standart ve farklilasma kosullarinda hazirlanmig
besiyerlerine 6nce 1 tane ve sonra doza bagh etkinligini degerlendirmek amaciyla 2 tane
membran olacak sekilde yerlestirmislerdir. Calismanin sonucunda 1 ve 2 L-TZF
membran varliginda hem standart hem de farklilasma kosularinda inkiibe edilen kemik
iligi kaynakli kok hiicrelerin tiim deney inkiibasyon siirelerinde proliferasyonlarinin
arttigint gostermislerdir. Standart kosullarda inkiibe edilen 2 membranl kiiltiirlerin 1
membranli kiiltiirlere gore ilk 14 giin daha fazla proliferasyon etkisi gosterdigini ancak
bu etkinin zamanla azaldigini bulmuslardir. Farklilasma besiyerinde inkiibe edilen 2
membranli kiiltiirlerin 1 membranli kiiltiirlere gore tiim deney siiresi boyunca daha fazla
proliferatif etki gosterdigini bulmuslardir. L-TZF’nin hem standart hem de farklilagma
kiltiir kosullarinda doza baglhh olarak kemik iligi kaynakli kok hiicrelerin
proliferasyonunu 6nemli 6l¢iide arttirdigini ifade etmislerdir. Bu ¢aligmanin sonucu L-
TZF bulgularimiza benzerdir.

Tsai ve ark. '?* yaptiklari bir calismada TZF nin oral epitel hiicreleri, osteoblastlar,
gingival fibroblastlar ve periodontal ligament hiicreleri iizerindeki proliferatif etkilerini
incelemislerdir. Proliferatif etkiyi incelemek icin MTT testini kullanmiglardir. 10 saglikl
sigara igmeyen goniilli bireyden 10 ml kan 6rnegi alip antikoagiilan icermeyen cam kapl
plastik tiiplere yerlestirerek 3000 rpm devirde 12 dakikalik santrifiijle L-TZF elde
etmislerdir. Caligmanin sonucunda L-TZF membranin osteoblast, gingival fibroblast ve
periodontal ligament hiicreleri lizerinde ¢ogalmayi artirict etki gosterdigini bulmugslardir.
L-TZF’nin periodontal dokularla iligkili hiicrelere sitotoksik bir etki gdstermedigini
bildirmislerdir. Bu ¢alismanin sonucu bulgularimiza benzerdir.!*

Baygm ve ark.'”® 2024 yilinda yaptiklar: bir ¢aligmada L-TZF ile T-TZF nin

osteoblast proliferasyonu ve osteoblastik aktiviteyi 6lcen ALP, OCN, COL1A1 ve
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RUNX2 genlerinin ekspresyonlari {izerindeki etkilerini incelemislerdir. 20-50 yas arasi
saglikli, sigara igmeyen erkek goniillii bireylerden 10 ml kan alip L-TZF ve T-TZF
tiretmiglerdir. Calismanin sonucunda her iki grupta da osteoblast proliferasyonunda
gelisme gormiislerdir. Ancak T-TZF’nin L-TZF’ ye kiyasla osteoblast proliferasyonunda
72 saate kadar daha tutarli bir artis gosterdigini belirtmiglerdir. Bu ¢alismanin sonucu
bizim g¢alismamizin sonucu ile nispeten benzerdir. Calismamizda L-TZF ve T-TZF
membranin GKMKH’ler iizerinde proliferasyonu 7.gline kadar tutarli bir sekilde
artirdigin1 bulduk. Ancak 7 giinliik sonu¢larimizda L-TZF, T-TZF’ ye gore GKMKH
proliferasyonunda daha tutarli bir artis gostermistir. Sonuglarimiz bu agidan
celismektedir. Farkli sonuglar kanin santrifiijii, membrandaki trombosit sayisi, membran
elde edilme ve membranlarin hiicre kiiltiirline uygulanmasi arasindaki zaman farkliliklart
ve bireysel varyasyonlardan kaynaklanabilir.!? Calismalar trombosit konsantrelerinin
iceriginde farkli etkilere sahip faktorler oldugunu ve farkli tipteki trombosit
konsantrelerinin igerigindeki bu faktorlerin farkli miktarda olabilecegini ve bunun hiicre
canliligim etkileyebilecegini belirtmistir.'?’

Cai ve ark.*” 2007 yilinda 20 nm, 40 nm ve 80 nm captaki hidroksiapatit
nanopartikiillerin  MKH’ler ve osteosarkom hiicreleri iizerindeki etkilerini
incelemislerdir. Calismanin sonucunda 6zellikle 20 nm boyutundaki partikiillerin MKH
canlilifi ve proliferasyonunu artirdigini bulmuglardir. Partikiil boyutunun hiicre
tizerindeki etkinlikte 6nemli bir rol oynadigini vurgulamislardir. Bu ¢alismanin sonucu
HA-TZF lehine yorumlanabilir.

Shi ve ark.!?® yaptiklar1 bir ¢alismada 20 nm ve 80 nm capindaki NanoHAp
partikiillerinin osteoblast benzeri MG-63 hiicreleri {izerindeki etkilerini in vitro olarak

incelemiglerdir. Bu c¢alismanin sonucunda NanoHAp’larin MG-63 hiicrelerinin
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kiiltiirdeki mitojenik etkilerini artirdigint bulmuslardir. Bu ¢aligmanin sonucu HA-TZF
lehine yorumlanabilir.

Zandi ve ark.'” 2010 yilinda NanoHAp ile kaplanmis yeni bir iskele
hazirlamiglardir. Hazirlamig olduklar1 bu iskelelerin biyouyumlulugunu MKH’ler
tizerinde in vitro olarak incelemislerdir. Calismanin sonucunda NanoHAp ile kaplanmis
iskelelerin hiicre baglanmasi ve cogalmasi {izerinde olumsuz bir etkisi olmadigini
bildirmislerdir. NanoHAp ile kapli iskelelerin daha iyi hiicre ¢ogalmasina sahip oldugunu
gostermislerdir. Bu ¢alismanin sonucu HA-TZF ile ilgili bulgularimizi desteklemektedir.

Flow sitometride apoptoz ve nekroz bulgularimizi degerlendirdigimizde, 1, 3 ve
7. glinlerde istatistiksel olarak gruplar arasinda anlamli bir farklilik gériilmese de 6zellikle
TZF membran gruplarina ait toplam apoptoz ve nekroz yiizdeleri kontrol gruplarina
kiyasla yiizdesel olarak diistiktii. Canlilik bulgularimiz MTT bulgularimiza benzerlik
gosterdi.

Kargarpour ve ark.!’® yaptiklar1 bir ¢alismada L-TZF ile standart ve 1stilmis
sekilde hazirlanan trombositten fakir plazmanin hidrojen peroksitin toksik
konsantrasyonunu gingival fibroblastlar iizerinde noétralize edip edemeyecegini
incelemislerdir. Sonug olarak TZF nin aktive trombositlere benzer bir sekilde hidrojen
peroksitin sebep oldugu nekrozu azalttigi sonucunu bulmuslardir. Bu sonuglar
calismamizin sonucunu lehine yorumlanabilir. Calismamizda %1 ve %10 FBS kullanilan
kontrol gruplarmma kiyasla TZF membran kullanilan gruplarm 1. ve 3. giinlerde
GKMKH’leri daha az oranda nekroze ettigi sonucuna ulasildi

Verboket ve ark.!®! yaptiklar1 bir galismada iki farkli santrifiij protokoliiyle elde
elde ettikleri enjekte edilebilir trombositten zengin fibrinlerin kemik iligi kaynakli
hiicreler tizerindeki etkisini incelemislerdir. Kemik iligi kaynakli hiicrelerin apoptozisini

2.ve 7. glinlerde Anneksin V boyama ve akim sitometrisi kullanarak degerlendirmislerdir.
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Sonug olarak TZF’nin seruma kiyasla 2. ve 7. giinlerde antiapoptotik bir etki gdsterdigini
7.giinden sonra bu etkinin azaldigini1 bildirmiglerdir. TZF’den salgilanan TGF- ve
IGF’nin antiapoptotik etkinlikte rol oynadigini ifade etmislerdir. Bu ¢aligmanin sonuglari
bulgularimiza benzerdir. Caligmamizda TZF gruplariin kontrol gruplarina kiyasla 1. ve
3. glinde daha antiapoptotik oldugu ve TZF gruplarindan daha yiiksek miktarda TGF-3
salgilandig1 sonucuna ulasildi.

Sadeghian ve ark.!'*?

yaptiklar1 bir ¢alismada 1.nesil trombosit konsantresi olan
trombositten zengin plazma ve sigir kaynakli serumun yag dokusundan elde edilen kok
hiicreler iizerindeki proliferasyona ve canliliga olan etkilerini 4. ve 8.giinlerde
incelemislerdir. Apoptotik hiicrelerin degerlendirilmesinde anneksin boyamasi ve flow
sitometri kullanmiglardir. Sonug olarak TZP grubunun FBS grubuna kiyasla daha az
oranda apoptotik hiicre yiizdeleri bulmuslardir. Bu ¢alismanin sonuglar1 bulgularimiz
lehine nispeten yorumlanabilir. Biz ¢aligmamizda farkli tiplerde tiiplerden elde edilen
2.nesil trombosit konsantreleri olan trombositten zengin fibrinleri kullandik ve TZF’lerin
1. ve 3. giinlerde kontrol gruplarina kiyasla GKMKH’ler iizerinde daha antiapoptotik bir
etki gosterdigini ancak 7.giinde bu etkinligin daha azaldig1 sonucunu bulduk. Bu farklilik
TZP ve TZF’nin fibrin ag yapist ve her iki trombosit konsantresinin salgi
mekanizmalarindan kaynaklanabilir.

Gruplarin  ELISA  deneyi sonrast proanjiyojenik  faktdr — saliimlari
degerlendirildiginde, kontrol gruplar1 ve TZF membran igerikli gruplarda 1, 3 ve 7.
giinlerde VEGF salinimi goriildii. 3.glin VEGF salimimlari arasinda gruplar arasinda
istatistiksel olarak anlamli farklilik tespit edildi. L-TZF ve HA-TZF membran iceren
gruplar tiim deney giinleri boyunca TGF-f1 salinimi1 yaparken, T-TZF igeren grupta 1. ve
7. giinlerde, pozitif kontrol grubunda ise sadece 1. giinde TGF-B1 salinimi goriildii.

Negatif kontrol grubunda ise deney siiresi boyunca TGF-f1 salinimi goriilmedi.
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Kagiwada ve ark.'3? yaptiklar bir ¢alismada in vitro ortamda kiiltiire edilmis insan
mezenkimal kok hiicreleri ile fibroblastlarin VEGF ekspresyonlarini ELISA analizi ile
karsilastirmiglardir. Sonug olarak insan mezenkimal kok hiicrelerin VEGF ekspresyonu
yaptigini ve bunun fibroblastlardan daha fazla oldugu sonucunu bulmuslardir. Bu ¢calisma
bulgularimizla ortiismektedir. Caligmamizda insan disetinden elde ettigimiz mezenkimal
kok hiicrelerin 1, 3 ve 7. giinlerde in vitro ortamda VEGF salinimi1 yaptigi sonucu
bulundu.

Su ve ark.** yaptiklar1 bir calismada l6kosit trombositten zengin fibrinin
icerigindeki cesitli biiylime faktdrlerinin salinimini 5 dakika ila 300 dakikalik bir zaman
siirecinde ELISA deneyi ile incelemislerdir. Sonug olarak ¢alisma siireci boyunca L-TZF’
nin PDGF, TGF-B1, VEGF ve IGF-1 biiylime faktorlerini eksprese ettigini bildirdiler. Bu
calisma bulgularimizla ortiismektedir. Calismamizda L-TZF’ nin VEGF ve TGF-B1
faktorleri eksprese ettigi sonucuna ulasildi.

He ve ark.!® yaptiklar1 bir ¢alismada TZP ve TZF’nin rat osteoblastlarinin
proliferasyonu ve farklilagsmasi {izerine etkilerini karsilagtirmali olarak incelemislerdir.
Sonu¢ olarak TZF membranindan biiyiime faktorlerinin kademeli olarak eksprese
oldugunu ifade etmisler. Bu ¢alisma ELISA bulgularimizi desteklemektedir.
Calismamizda L-TZF, HA-TZF ve T-TZF ‘nin igerigindeki VEGF ve TGF-B1 biiylime
faktorlerini 1,3 ve 7. giinlerde kademeli olarak saldig1 sonucu bulundu.

Literatiirde TZF’lere uygulanan sikistirma prosediirlerinin TZF membranlarin
fibrin mimarisini bozdugunu bu sebeple biiylime faktorlerinin fibrin membrana sikistigin
ve salmim kinetigini etkilendigini belirten galigmalar vardir.'*® 137 Bu 3.giinde kontrol
gruplarinda neden daha yiiksek VEGF salinimi oldugunu agiklayabilir. Calismamizda
santrifiij sonrasi elde edilen TZF pihtilar1 metal bir kutuda sikistirilarak membran haline

getirildi. Deney gruplarinda sikistirma sonrasi elde edilen membranlar kullanildi.
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TZF membran igeren gruplarda 7 giinliik toplam VEGF ve TGF-f1 salimlar
karsilagtirildiginda L-TZF membran igeren grupta HA-TZF ve T-TZF membran iceren
gruplara gore daha fazla salinim oldugu sonucu bulundu. Gruplar arasindaki bu farkliligin
sebebi biiylime faktorlerinin saliniminin, hiicre dis1 matris ile etkilesim yoluyla
diizenlenmesi ve biiylime faktorlerinin fibrin ag1 tarafindan tutularak biiyiime
faktorlerinin fibrine baglanmasiyla iligkili olabilir. Genel olarak, biyomalzemelerden
salmim Ti¢ sekilde gerceklesebilir: Biiyiime faktorlerinin kademeli (patlama) salinima,
hiicre dis1 matrisin erken degradasyonuyla saglanan hizli salinim ve yavas salinim
seklinde olabilir.!*® Bu anlamda daha diisiik bir fibrin yogunluguna sahip bir matristen
daha hizli bir salinim gercgeklesecektir.!*® Literatiirdeki ¢alismalar T-TZF membranin L-
TZF membrana gore daha gec¢ degrade oldugunu ve T-TZF membranlarin daha yogun bir
fibrin yapis1 sergiledigini belirtmektedir.3 34 140

Mamajiwala ve ark.!” yaptiklari bir ¢alismada santrifiij hiz ve siiresinde farkli
protokoller uygulandiginda TZF nin trombosit sayisi, antimikrobiyal etkinligi ve fibrin
ag1 modelinde degisiklik olup olmayacagini incelemislerdir. TZF membrandaki trombosit
sayilarini tam kan ile karsilastirmiglardir. Sonug olarak santrifiij hiz ve siiresi arttikca TZF
membran igerigindeki trombosit sayisinda %50 ye varan bir azalma oldugunu
bulmuglardir ve santrifiij hiz ve sliresinin trombosit sayisi lizerinde etkili oldugunu ifade
etmislerdir. Bu c¢alismanin sonuglar1 bulgularimizi  desteklemektedir. TZF’nin
igerigindeki trombositlerin o graniillerinde biiyiime faktorleri bulunur. 2*2* Calismamizda
daha uzun siireyle santrifiij edilerek elde edilen T-TZF membran, L-TZF ve HA-TZF
membranlara kiyasla daha az biiyiime faktorii salinimi gerceklestirdi ve yara iyilesmesi
deneyinde yara bolgesini daha geg kapatti. Buradan yola ¢ikildiginda TZF membran elde
edilmesinde santrifiij protokollerinin farkli tiip tiplerine kiyasla TZF membranin

icerigindeki biiylime faktori salinimini daha fazla etkiledigi varsayimi ¢ikarilabilir.
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Ehrenfest ve ark.'*! yaptiklar1 bir ¢aligmada L-TZF membranlarin bazi temel
biiylime faktorlerinin in vitro olarak salinimlarini ve salinim kinetiklerini incelemislerdir.
6 goniillii bireyden 10 ml vendz kan alip alinan cam tiipleri koyarak standart prosediirde
santrifiij etmislerdir ve elde ettikleri TZF’ leri hafif¢e sikarak TZF membran haline
getirmislerdir. L-TZF membranlardan salinan TGF-B1, VEGF, PDGF ve trombospondini
ELISA kitleri kullanarak &lgmiislerdir. Sonuc olarak TZF membranda aktive edilmis
l16kositlerin TGF-B1 ve VEGF salinim1 gerceklestirdigini ifade etmisler. Bu bulgu TZF
membran igerikli gruplara kiyasla daha az veya hi¢ TGF-B1 salinim1 gergeklestirmeyen
kontrol gruplarinin salinim sonuglarini agiklayabilir.

Gruplarin qRT-PCR analizi sonrasi proinflamatuar sitokin gen ekspresyon
diizeyleri degerlendirildiginde gruplar arasinda IL-1p ve IL-6 gen ekspresyonunda 7.
giinde anlaml1 bir farklilik bulunurken, TNF-a gen ekspresyonunda 3. giinde anlamli bir
farklilik bulundu. TZF membran igeren gruplarda genel olarak proinflamatuar sitokinler
1. ve 3. giinlerde daha yiiksek gen ekspresyonu seviyesi gosterirken 7. giinlerde bu seviye
azaldi.

Ehrenfest ve ark.?” yaptiklar1 bir calismada L-TZF nin igerigindeki IL-1pB, IL-6 ve
TNF-o varligimmi incelemislerdir. Sonu¢ olarak L-TZF’nin IL-1B, IL-6 ve TNF-a
icerdigini, L-TZF’ nin savunma mekanizmalarin1 uyarak yara enfenksiyonu durumunda
onemli bir rol oynayabilecegini ifade etmislerdir. Calismamizin bulgular1 bu ¢alismay1
desteklemektedir. Calismamizda L-TZF membranin IL-1f, IL-6 ve TNF-a genlerini
eksprese ettigi sonucu bulundu.

Wang ve ark.!*? yaptiklar1 bir ¢aligmada L-TZF nin anti inflamatuar kapasitesini
incelemislerdir. Bunun i¢in schawnn hiicrelerini igeren iki farkli ortam hazirlamislardir.
Bir ortam sadece hiicre ile beraber lipopolisakkarit (LPS) icerirken, diger ortama hiicre

ve LPS ile beraber L-TZF eklemislerdir. Ortamlardaki proinflamatuar gen ekspresyon
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diizeyini RT-PCR kullanarak 6l¢gmiiglerdir. Sonug olarak bakteriyel lipopolisakkarit (LPS)
ile sartlandirilan ortamda L-TZF’nin IL-1p, IL-6 ve TNF-a gen ekspresyon seviyelerini
azaltarak anti inflamatuar bir etkinlik gosterdigini ifade etmislerdir. Schir ve ark.!* ise
yaptiklari bir ¢alismada L-TZF ve L-TZP’ den salinan biiytime faktorleri ve sitokinlerin
MKH ve endotel hiicreleri izerindeki migrasyona etkilerini aragtirmiglardir. Sonug olarak
MKH’ nin en giiglii migrasyon yanitini L-TZF grubunda yaptigini, L-TZF’ nin daha
yiksek IL-1B salmimi gosterdigini ve IL-1p’nin hiicre gociinii indiikledigini
belirtmislerdir. Calismamizin bulgular1 O. Schir ve ark.’nin ¢aligmasina benzemektedir.
PCR bulgularimizda IL-1B gen ekspresyonu en yiiksek HA-TZF igeren grupta
goriilmiistiir. Yara deneyi bulgularimizda ise HA-TZF iceren grupta yara bdlgesi L-TZF
ve T-TZF igerikli gruplara gore daha erken kapanmistir. Eger ortamda toksin yoksa TZF
anti inflamatuar bir etki yerine igerigindeki proinflamatuar sitokinlerin salinimini yaparak
yara iyilesmesini ve go¢iinili gelistirir varsayimi ¢ikarilabilir.

Calismamizin klinik acidan uygulamalar1 iyilesmenin ilk evrelerinde bulunan
proinflamatuar sitokinlerin mevcudiyetine dayanmaktadir. Fizyolojik yara iyilesmesi
sirastyla hemostaz, inflamasyon, proliferasyon ve remodelasyon asamalarindan olusur.
Hemostaz asamasi1 yaralanmadan hemen sonra meydana gelen asamadir. Bu asamay1
takiben inflamatuar asama meydana gelir.Bu asamada enflamatuar hiicreler go¢ eder ve
piht1 iginde ilk vaskiiler yapilar ortaya ¢ikarak graniilasyon dokusunu olusturur. Sonraki
2 hafta boyunca olgunlasmamis fibroblastlar olgunlasarak graniilasyon dokusu
proliferasyon fazi olarak bilinen asamada kollajen dokusu ile yer degistirir.!** Calismamiz
deney inkiibasyon siiresi itibariyle ilk 3 asamaya karsilik gelmektedir. Proinflamatuar
sitokinler 6zellikle IL-1B, IL-6 ve TNF-a iyilesmenin inflamatuar safhasinda yukari
yonde diizenlenir.?® Bu inflamatuar asama 1 ile 3 giin arasinda meydana gelir.!*

Calismamizin bulgular1 bunu desteklemektedir.
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Yara iyilesmesi deneyi bulgularimiz degerlendirildiginde, hem 1. giin salinim hem
de 3. giin salimmmlarinda HA-TZF membran igeren grup ve pozitif kontrol grubu yara
bolgesinde en hizli kapatmay1 gosterdi. Her iki grupta yara yiizey alanimi 24. saatte
kapatti. L-TZF iceren grup yara bolgesini 30. saatte tam kapatabilirken, T-TZF igeren
grup ile negatif kontrol grubu yara bolgesini 36.saatte kapatti. 1.giin ve 3.giin
salimimlarinin yara bolgesini kapatma etkileri arasinda HA-TZF membran igeren grupta
istatistiksel olarak anlamli bir farklilik bulunurken, L-TZF ve T-TZF gruplarinda
istatistiksel olarak anlamli olmasa da 3. giin salinimlarinin 1. giine gore deney saatleri
diizeyinde daha fazla yara bolgesi kapattigr goriildii.

Tsujino ve ark.® yaptiklar1 bir ¢alismada hastalardan aldiklar1 kan &rneklerini 3
farklr silika markasi igeren plastik tiiplere aktararak A-TZF protokoliine gore santrifiij
ettiler. Santrifiij sonrasi elde edilen TZF membranlar1 fikse edip taramali elektron
mikroskobu kullanarak incelediler ve TZF membranlarindaki silika mikro partikiillerinin
miktarini spektrofotometrik olarak belirlemek i¢in TZF membranlarini enzimatik olarak
parcaladilar. Hem taramali elektron mikroskobu hem de spektrofotometrik analiz
sonucunda silika mikro partikiillerinin TZF matrisine dahil oldugunu gosterdiler. Silika
mikro partikiillerinin doku rejenerasyonunu olumsuz etkileyebilecegini ve klinisyenlerin
bu durumu goz ardi etmemesini ifade ettiler. Calismamizin bulgular1 bu calismay1
desteklemektedir. Hidroksiapatit nano partikiiller ile kaplanan tiiplerden elde ettigimiz
HA-TZF cam tiiplerden elde ettigimiz L-TZF’ye kiyasla yara bolgesinde daha erken bir
iyilesme gosterdi. Bu sebeple NanoHAp kapl: tiiplerin cam tiiplere gore daha az silika
kontaminasyonu yaptig diisiiniilmektedir.

Masuki ve ark.® yaptiklar bir calismada silika kapli tiip duvarlarindan salinan
silika mikro partikiillerinin potansiyel sitotoksik etkilerini insan periosteal hiicreleri

tizerinde arastirmislardir Silika mikro partikiillerinin hiicrelere yiiksek affinite gostererek
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yapistigini ve silika mikro partikiilleri ile kontamine olmus TZF matrislerinin
kullanimlarinin  yerlestirildigi bdlgede tehlikeli olabilecegini ifade etmislerdir.
Calismamizin bulgular1 bu ¢alismay1 desteklemektedir. Hidroksiapatit nano partikiiller ile
kaplanan tiiplerden elde ettigimiz HA-TZF’nin L-TZF’ye kiyasla daha erken bir yara
iyilesmesi gostermesi bu tiiplerin kanda daha az oranda silika kontaminasyonu yaptigi
sonucunu ortaya ¢ikabilir.

Kobayashi ve ark.!#¢ yaptiklar1 bir calismada farkli santrifiij protokolleriyle elde
ettikleri L-TZF, A-TZF ve A'-TZF’lerin biiylime faktorii salimimlarimi ve gingival
fibroblastlar lizerindeki migrasyona olan etkilerini incelemislerdir. Sonug¢ olarak diisiik
santrifiij devir ve siiresinde elde ettikleri A-TZF ve A*-TZF membranlarin daha yiiksek
biiyiime faktorii salgiladiklarini ve fibroblastlar tizerinde daha iyi migrasyon gosterdikleri
sonucunu bulmuslardir. Calismamizin bulgular1 bu bulgulart desteklemektedir.
Calismamizda yaptigimiz ELISA analizinde uzun siireli santrifiij edilen T-TZF membran
igcerikli grupta L-TZF ve HA-TZF membrana gore biiyiime faktorii salimimi daha az
bulundu ve yara iyilesmesi deneyinde T-TZF icerikli grup yara ylizeyini daha geg kapatti.

Pitzura ve ark.'*” yaptiklar1 bir ¢alisgmada A-TZF ve L-TZF membranlarin diseti
ve periodontal ligament kaynakli fibroblastlar lizerindeki proliferasyon ve migrasyona
olan etkilerini arastirmiglardir. Bu amagla A-TZF ve L-TZF membranlarin migrasyona
olan etkilerini degerlendirmek i¢in yapay bir yara bolgesi hazirlayarak iyilestirme deneyi
yapmuslardir. Sonu¢ olarak L-TZF membran kullanilan grupta 24.saatte yaranin
kapanmadigin1 ve L-TZF membrana gore daha diisiik santrifiij devir ve siiresinde
hazirlanan A- TZF membranin yara bolgesinde daha fazla hiicre migrasyonu yaptigini
bildirmislerdir. Calismamizin bulgular1 bu ¢alismay1 desteklemektedir. Calismamizda L-
TZF membran igerikli grup hazirlanan yapay yara bolgesini 24. saatte kapatamamustir ve

L-TZF ve HA-TZF membranlara gore daha uzun siireyle santrifiij edilen T-TZF
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membranin yara bolgesini digerlerine kiyasla ge¢ kapatarak daha az hiicre migrasyonu
yapmuistir.

Lokosit trombositten zengin fibrin membran iceren grup ve T-TZF membran
iceren grubun pozitif kontrole gore yara bolgesini daha ge¢ kapatmasi bu membranlarin
icerigindeki nétrofiller tarafindan iiretilen matriks metalloproteinazlarinin zarar verici
etkileri ile aciklanabilir.'*® 3.giin salimlarmin 1.giin salinimlarina kiyasla yara bolgesini
daha fazla kapamasi 3.giin daha fazla TGF-B1 salinim1 olmasi ve daha az proinflamatuar
gen ekspresyonu olmasiyla agiklanabilir.

Calismamizda TZF membranlarin bir biitiin halinde in vitro olarak
degerlendirilememesi ve yalmizca 1, 3 ve 7. ginlerdeki etkilerinin incelenmesi
calismamizi smirlayan durumlardir. Bu smirlayict durumlar cergevesinde yaptigimiz
calismada hidroksiapatit nano partikiil kapli tiipten elde ettigimiz HA-TZF membranlarin
in vitro olarak gosterdigi etkinlik gelecek i¢in umut vericidir. Ancak bu tiiplerden elde
edilen HA-TZF membranlarin etkinliklerinin kapsamli olarak ortaya ¢ikarilmasi i¢in daha

cok arastirmaya ihtiya¢ vardir.
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6. SONUC VE ONERILER

Calismamizda nano boyutta hidroksiapatitle kapl tiiplerden elde edilen HA-TZF
membranlarin GKMKH’ler ve yara iyilesmesine iizerine olan etkisi rutinde kullanilan L-
TZF ve T-TZF membranlarla karsilastirmali olarak incelenmistir. Elde edilen bulgular
1s181inda asagidaki sonuglar ortaya ¢ikmustir.

1. Hiicreler iizerinde canliligi degerlendirmek amaciyla yapilan MTT
analizine gore HA-TZF membranlarin kdk hiicreler tizerinde toksik etkisi olmadig1 ve
hiicre ¢ogalmasini artirici etkisi oldugu sonucuna ulagilmstir.

2. Hiicreler iizerinde apoptoz oranimi belirlemek amaciyla yapilan akis
sitometrisi analizine gore HA-TZF membranlar kok hiicreler iizerinde anti apoptotik bir
etki gOstermigtir.

3. Taramal1 elektron mikroskop goriintiilerine gére HA-TZF membranlarin
L-TZF ve T-TZF membranlar gibi organize bir fibrin matriks yapis1 gosterdigi
gorilmiistir.

4. Yapilmis olan ELISA ve RT-PCR analizlerine gére HA-TZF membranlarin
rutinde kullanilan L-TZF ve T-TZF membranlar gibi proanjiyojenik ve proinflamatuar
sitokin salinimi yaptig1 sonucuna ulagilmistir.

5. Yara iyilesmesi deneyinde HA-TZF membranlarin L-TZF ve T-TZF
membranlara kiyasla daha etkili bir yara iyilesmesi gosterdigi goriilmiistiir.

Nano boyutta hidroksiapatitle kapl tiiplerden elde edilen HA-TZF membranlarla
yapilacak sonraki in vitro aragtirmalarda kok hiicreler iizerindeki osteojenik farklilagma

potansiyellerinin incelenmesi 6nerilmektedir.
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sunulup sunulmadigi ve Etik Kurul onayr almaksizin gahsmaya

DIGER: X basl yacag ile ilgili Taahhiitname

4. Literatiirler

5. Aragtirmaya dahil edilen aragtirma merkezleri ve aragtirma ekibinde
yer alacak aragtirmacilar: Eskischir Osmangazi Universitesi
Eskisehir Osmangazi Universitesi Dis Hekimligi Fakiiltesi,
Periodontoloji Anabilim Dali Dog.Dr.Hakan OZEMIR, Dog.Dr.
Segil Caligkan, Dr. Bahar DEMIR CEVIZLIDERE, Ars.Gor.Dt.Izzet
Melih GURKAN

6. Ozgegmis Formlan

KARAR
BILGILERI

Karar No: 46 Tarih: 21.09.2023

Yukanda bilgileri verilen bagvuru dosyas: ile ilgili belgeler aragtirmanin/¢alismanin gerekge, amag, yaklasim ve yontemleri dikkate alinarak
incelenmig ve uygun bul olup aragtirmanin/gal 1 bagvuru dosyasinda belirtilen merkezlerde gergeklestirilmesinde etik ve bilimsel
sakinca bulunmadigina toplantiya katilan etik kurul iiye tam sayisinin salt gogunlugu ile karar verilmistir.

flag ve Biyolojik Uriinlerin Klinik Arastirmalari Hakkinda Yonetmelik kap d. 1 lar igin Tiirkiye ilag ve Tibbi

Cihaz Kurumu’ndan izin alinmasi gerekmektedir.

yer alan arastirmalar/

Etik Kurul Bagkaninin
Unvani/Adi/Soyadi: Prof.Dr.Hiiseyin YILDIRIM

Imza:

Not: Etik kurul bask yer almadigt her sayfaya imza atmahdir.
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KLINIK ARASTIRMALAR ETiK KURULU KARAR FORMU

ARASTIRMANIN ACIK ADI

lIyilesmesi Uzerine Etkililigini

"Hidroksiapatit Trombositten Zengin Fibrinin (HA-TZF)
Gingiva Kaynakli Mezenkimal Kok Hiicreler ve Yara

Degerlendirilmesi"

VARSA ARASTIRMANIN PROTOKOL KODU

KLIiNiK ARASTIRMALAR ETiK KURULU

ETiK KURULUN CALISMA ESASI

Kilavuzu

Ilag ve Biyolojik Urtinlerin Klinik Arastirmalari Hakkinda Yonetmelik, Iyi Klinik Uygulamalari

BASKANIN UNVANI/ ADI/ SOYADI:

Prof.Dr.Hiiseyin YILDIRIM

Unvan/AdySoyad: Uzmanhk Alam Kurumu Cinsiyet Arasi:;;za ile Katilim * imza
Eskisehir Osmangazi Univ.
Prof.Dr.Hiiseyin YILDIRIM Gogiis Hastaliklart Tip Fakiiltesi EX |kKO [EO |HK |EX [HO e-imza
Gogiis Hastaliklarnt AD
Eskisehir Osmangazi Univ.
Prof.Dr.Nurdan ACAR Acil Tip Tip Fakiiltesi EO KK |EX |u0d |EX |uOd e-imza
Acil Tip AD
] Eskisehir Osmangazi Univ.
Dog.Dr.Niliifer DEMIRSOY Tip Tarihi ve Etik Tip Fakiiltesi EO KX |Ed |HX |EX |HO e-imza
Tip Tarihi ve Etik AD
R Tl i ] i
Prof.Dr.0zge AYDEMIR Hastaliklart / Cocuk Sag. ve Hast. AD / EQ KK |EQD | |EQ | 1K -
Neonatoloji %
Neonatoloji BD
] Eskisehir Osmangazi Univ.
Dog.Dr.Pmar YILDIZ i¢ Hastaliklan Tip Fakiiltesi EO KX | EQO HX |EX | HO e-imza
i¢ Hastaliklari AD
Eskisehir Osmangazi Univ.
Dog.Dr.Semra YIGITASLAN Farmakoloji Tip Fakiiltesi EO KK |EQO | |EX | uQd c-imza
Tibbi Farmakoloji AD
3 \ AR E Eskisehir Osmangazi Univ. .
Dog.Dr.Segkin TUNCER Biyofizik Tup Fakiiltesi Biyofizik AD EX KO |EO HX | EX HO e-imza
Eskischir Osmangazi Univ.
Dog.Dr.Mustafa Emin CANAKCI | Acil Tip Tip Fakiiltesi EX |KO |EX |HO (EO |H -
Acil Tip AD
. . Agiz, Dis ve Cene Eskigehir Osmangazi Univ.
Dog.Dr.Omiir DERECI €12, 15 Dis Hekimligi Fakiiltesi EX KO |EO |uX |EX | uOd e-imza
Cerrahisi 2 B
Agiz, Dis ve Cene Cer. AD
Anadolu Universitesi
Dog.Dr.Erol SENER Analitik Kimya Eczacilik Fakiiltesi EX KO |EQD |HX |EQ |HK =
Analitik Kimya AD
Cocuk Saglig1 vi Eskisehir Osmangazi Univ.
Dr.Ogr.Uy.Giirkan BOZAN DRl Cnas 1el Tip Fakiiltesi EX |KO |EO |HX |EX |HO | eima
Hastaliklar 5
Cocuk Sag. ve Hast. AD
Dr.Ogr.Uy.Nazmiye OZENBAS Anadolu Universitesi .
BOYDAG Hukuk Hukuk Fakiiltesi E KX E™ HX EX HQgd e-imza
) Eskisehir Osmangazi Univ.
Dr.0Ogr. Uy.Muzaffer BILGIN Biyoistatistik Tip Fakiltesi EX KO | EO H EX g e-imza
Biyoistatistik AD
Av. Bergem CELIK Hukuk Avukat EO KK | EO HX EO HK -
*:Toplantida Bulunma
Etik Kurul Baskaninin
Unvani/Adi/Soyadi: Prof.Dr.Hiiseyin YILDIRIM
Imza:
Not: Etik kurul bagk yer almadigt her sayfaya imza atmahdir.
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EK-3. BILGILENDIRILMiS GONULLU ONAM FORMU

T.C
ESKiSEHIR OSMANGAZIi UNIiVERSITESI DiS HEKiMLiGi FAKULTESI
ASGARI BILGILENDIRILMIiS GONULLU ONAM FORMU
Versiyon Tarihi:30/07/2023
Versiyon Numarasi:01
Sayin Hastamiz,
1- Bu ¢alisma bir aragtirmadir.

2- Bu aragtirmanin amaci cam, titanyum tiiplerde olusturulan Trombositten Zengin Fibrin
(TZF)ile titanyum kapli cam tiiplerden elde edilen Hidroksi Apatit- Trombositten Zengin
Fibrin’nin (HA-TZF) gingiva kaynaklt mezenkimal koék hiicreler iizerinde meydana
getirdigi degisikliklerin ve yara iyilesmesindeki etkinliklerinin degerlendirilmesidir.

3- Kullanilmis olan bu materyaller sizden alinacak 10 cc. kan ile elde edilen TZF
(Trombositten Zengin Fibrin) iiriiniidiir. TZF, kemik rejenerasyonunu ve yumusak
dokunun olgunlagmasini saglayan ¢ok sayida sitokin ve biliylime faktorii icerir. PDGF-
AB (Platelet Derived Growth Factor), TGFB-1(Transforming Growth Factor -1),
VEGF’ler (Vasculer Endothelial Growth Factor) trombositlerde yogun olarak bulunurlar.
Bu biiyiime faktorleri hiicre cogalmasini, matriksin yeniden olusumunu ve damarlanmay1
uyarma potansiyelindedirler. Bu siirecte dncelikle antekiibital venden elde edilen kanlar
zaman gecirmeden antikoagiilan igermeyen tiiplere konularak 2700 rpm. de 12 dk. masa
santrifiijiinde santrifiij edilecektir.

4- Santrifiij isleminden sonra elde edilen TZF steril metal kaba yerlestirilecektir. Her bir
TZF hemogram degerlendirmesinde kullanilmak amaciyla 20 dk. serumunu salmasi i¢in
bekletilecektir. Daha sonra TZF pihtilar1 metal kaplar {izerinde kompresor ve kapak ile
kapatilarak kompres edilecek ve membran elde edilecektir. Elde edilen membranlar da
hiicresel sitotoksisite ve yara iyilesme iizerine etkinligi analiz edilecektir. Kullanilacak
olan materyal sadece bu calisma i¢in kullanilacak ve artan materyal olursa imha
edilecektir.

5- Arastirmaya katiliminiz istege bagli olup istediginiz zaman, herhangi bir cezaya veya
yaptirima maruz kalmaksizin, hi¢cbir hakkinizi kaybetmeksizin arastirmaya katilmay1
reddedebilir veya arastirmadan ¢ekilebilirsiniz.

6- Izleyiciler, yoklama yapan kisiler, Etik Kurul, Kurum ve diger ilgili saglik otoriteleri
sizin aragtirmaya konu olacak calisma ile ilgili olarak tutulan kayitlarimiza dogrudan
erisebilir, ancak bu bilgiler gizli tutulacaktir ve bu formu imzalayarak siz veya yasal
temsilciniz s6z konusu erigime izin vermis olacaksiniz.

7- llgili mevzuat geregince kimliginizi ortaya cikaracak kayitlar gizli tutulacak
kamuoyuna aciklanmayacak, arastirma sonuglarimin yayimlanmasi halinde dahi
kimliginiz gizli kalacaktir.
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8- Arastirma konusuyla ilgili ve sizin arastirmaya katilmaya devam etme isteginizi
etkileyebilecek yeni bilgiler elde edildiginde siz veya yasal temsilciniz zamaninda
bilgilendirileceksiniz.

9- Arastirma hakkinda, kendi haklariniz hakkinda veya aragtirmayla ilgili herhangi bir
beklenmeyen olay hakkinda daha fazla bilgi temin edebilmeniz i¢in temasa
gecebileceginiz kisiler ile bunlara giinilin 24 saatinde erisebilecegi telefon numaralari:

Ars.Gor.Dt. izzet Melih GURKAN 05388322200
Dog Dr. Hakan OZDEMIR 05327870641

10- Gebelik/ emzirme donemindeyseniz, sigara kullanimi1 veya diyabetiniz varsa mutlaka
bu konuda doktorunuzu bilgilendiriniz. Bu durumlarda doktorunuz gerekli islemleri
yapacak ancak sizi calisma disinda tutacaktir.

11- Arastirmaya katilmas1 beklenen tahmini gontilli sayisi yaklasik 12 kisidir.

12- Biyolojik materyallerin analizleri Eskisehir Osmangazi Universitesi Hiicresel Tedavi
ve Kok Hiicre Uretim, Uygulama ve Arastirma Merkezi (ESTEM) laboratuvar
yapilacaktir.

13- Agiklamalarin bulundugu yazili metinde okuyarak anlamakta giicliik ¢ektiginiz
hususlarin s6zlii olarak agiklanmasi i¢in mutlaka doktorunuza basvurunuz. Uygulanacak
yontemlerle ilgili olarak, anlamadiginiz higbir noktanin kalmadigindan emin olunuz.

14- Bu arastirmaya herhangi bir etki altinda kalmadan goniillii olarak katildiginizin
bilincinde olmalisiniz. Istediginiz takdirde arastirmaya katilmay1 reddedebilirsiniz.
Aragtirmaya basladiktan sonra devam etmek istememe hakkiniz vardir. Aym sekilde,
arastirmacilar da arastirma baslangicindan sonra rizaniz olmadan sizi arastirma haricinde
birakabilirler.

Bilgilendirilmis Goniillii Olur Formundaki tiim aciklamalari okudum. Bana,
yukarida konusu ve amaci belirtilen arastirma ile ilgili yazili ve sozlii agiklama asagida
adi belirtilen hekim tarafindan yapildi. Arastirmaya goniillii olarak katildigima, istedigim
zaman gerekceli veya gerekcesiz olarak aragtirmadan ayrilabilecegimi biliyorum. S6z
konusu arastirmaya, hi¢bir baski ve zorlama olmaksizin kendi rizamla katilmay1 kabul
ediyorum.

Goniilliiniin Adi, Imzas1, Adresi (varsa telefon no, faks no)

Velayet veya vesayet altinda bulunanlar i¢in veli veya vasinin Adi, Imzas1, Adresi (varsa

telefon no, faks no)

Aciklamalar1 yapan arastirmacinin Adi, Imzasi
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Riza alma islemine basindan sonuna kadar taniklik eden kurulus gorevlisinin Ad1, Imzasi,

Gorevi:

Adi1 Soyadi:

Cinsiyeti:

Dogum Yeri ve Tarihi:

Adres:

Telefon No (Ev): (Is): (GSM):
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