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Giris

Gilintimiizde kemik dokusu defektlerinin onarilmasi igin
otolog, allojenik, ksenojenik, alloplastik ve sentetik bircok farkli
malzeme kullanilmaktadir. Bu alandaki arastirmalarin temel
sorularindan biri, kemik dokusunun en iyi kalitede onarimini1 ve
vaskiilarizasyonunu saglayabilmektir. Otolog kemik greftleri kemik
defektlerinin rekonstriiksiyonunda altin standart olarak kabul edilse
de, literatiirde biiyiik defektlerin rekonstriiksiyonunda basarisizlik
ornekleri yer almaktadir. Maksillofasiyal kemik defektlerinin
rekonstriiksiyonu her zaman klinik bir zorluk teskil eder. Yatay ve
dikey boyutlarda alveolar kemik eksikliklerinin en yaygin nedeni,
dis kaybina bagl olarak meydana gelen kret remodelasyonudur.
Diger bir sorun ise, maksiller siniislerin pndmatizasyonu nedeniyle
komplike hale gelen maksiller alveolar kemigin posterior bolgesidir.
Ayrica, travma, radyasyon veya farmakolojik ajanlarla iliskili
osteonekroz, veya tiimor rezeksiyonu sonucu ortaya ¢ikan daha zorlu
ve komplike defektler de vardir. Alveolar defektleri rekonstriikte
etmek veya Onlemek ic¢in bircok cerrahi rejeneratif prosediir
gelistirilmistir, bunlar arasinda dis ¢cekimi sonrast alveolar kret veya
soket koruma, maksiller siniis tabani augmentasyonu ve splitting
teknigi kullanilarak mandibular kret genisletme sayilabilir. Tiim bu
teknikler, yonlendirilmis kemik rejenerasyonu ilkesine dayanir ve
cogunlukla bariyer membranlarla birlikte otojen kemik greftleri ve
diger greftlerin kullanimini igerir. Daha biiyiikk defektlerde,
nonvaskiilerize sekonder saha kemik greftleri veya vaskiilarize doku
flepleri gereklidir.

Otojen kemik transplantasyonu, osteokondiiktivitesi,
osteoindiiktivitesi ve osteojenik Ozellikleri nedeniyle hala altin
standart olarak kabul edilmektedir. Cogu durumda, lokal olarak
yeterli miktarda otojen kemik dokusu bulunmadigindan, mandibular
ramus veya anterior mandibula gibi intraoral bir ikinci cerrahi
bolgeden kemik dokusu alinmasi gerekmektedir. Iliak bolge, otojen
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kemik doku elde etmek icin en sik kullanilan ekstraoral donor
bolgedir. Bu islem icin genel anestezi, hastanede yatis, daha uzun
iyilesme siiresi ve onemli Olciide daha yiiksek maliyetler gereklidir.
Ayrica, otojen kemik doku elde etme islemi, dondr bdlgede
morbidite riski, enfeksiyonlar, ameliyat sonrasi agri ve uzun
yilesme siiresi ile iligkilidir. Diger dezavantajlar arasinda, kemik
kalitesi ve miktarinin dngoriilemez olmasi1 ve ameliyat sonrasi asiri
remodeling sayilabilir. Alternatifler arasinda ¢esitli allojenik,
ksenojenik ve alloplastik muadiller bulunur. Bunlarin avantajlar
arasinda ameliyat travmasi ve kan kaybinin azalmasi, sinirsiz tedarik
imkani, donor bolgesi morbiditesinin olmamasi ve son derece diisiik
antijenik potansiyel sayilabilir.

Otolog greftlerin donoér alandan kaynaklanan sorunlari ve
diger malzemelerin osteojenik 6zelliklere sahip olmamasi nedeniyle,
konvansiyonel greftleme yontemlerinin yerine gecebilecek bir doku
miihendisligi yontemi gelistirilmesi gerekmistir. Doku miihendisligi
uygulamalarinda, doku iskeleleri iizerinde yapilan ¢aligmalar son
yillarda daha fazla ilgi gérmeye baslamistir.

Doku miihendisliginin amaci, miihendislik ve biyolojik
ilkelerin uygulanmastyla hasarli ve hastalikli dokular1 replase etmek
veya bu dokularin islevlerini geri kazandirmaktir. Bu ilkeler arasinda
hiicrelerin se¢imi ve uygulamasi, iskele tasarimi ve biyolojik sinyal
molekiillerinin tanimlanmas1 ve kullanimi yer almaktadir. Bu
yontemle iiretilen dokunun, hedef dokuya yapisal ve islevsel olarak
benzer olmas1 beklenmektedir. Halen, oral ve maksillofasiyal doku
miihendisligi alaninda birgok ¢aligma yliriitiilmektedir.

Kok hiicrelerin kesfi, molekiiler ve hiicresel biyolojideki
giincel gelismelerle birleserek, hastalik nedeniyle hasar goérmiis
cesitli organlarin rejenerasyonunu hedefleyen yenilik¢i tedavi
tekniklerinin ortaya c¢ikmasina yol agmistir. Genel olarak kok
hiicreler, iki 6nemli 6zellige sahiptir; kendilerini yenileyebilirler ve
boliinme sirasinda farklilagma kapasitesi olan hiicreler tiretebilirler.
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Doku miihendisligi ise, yeni organ ve dokular olusturmak igin
miihendislik, biyoloji ve tip arastirmalarin1 bir araya getiren
disiplinler arasi bir bilim dalidir. Bu bilim dali, temel olarak uygun
hiicrelerin se¢imini, iskelelerin (scaffold) tasarimini ve hiicreleri
organ veya dokuyu yeniden olusturmak i¢in harekete geciren
morfojenik sinyallerin kullanimini i¢eren saglam bir temele dayanur.
T1p diinyas1, doku miihendisligi ve kok hiicrelerin viicut parcalarinin
yeniden gelistirilmesindeki potansiyel uygulamalarini arastirmanin
heniiz basindadir. Rejeneratif tip olarak adlandirilan bu teorik tedavi
yaklagiminin, zamanla klinik pratikteki yerini bulacagi giderek daha
belirgin hale gelmektedir. Kok hiicrelerin, gelecegin tibbi
tedavilerinde kritik bir rol oynayacagi gosterilmistir. Bu hiicreler
kolayca kiiltiire edilebilir ve kiiltiir ortaminda belirli hiicre tiplerine
farklilagsmalari tesvik edilebilir.

Kok hiicreler, mitoz yoluyla cesitli 6zellesmis hiicrelere
doniisebilen kendini yenileyen hiicrelerdir. Embriyonik kok hiicreler
(EKH'ler), viicuttaki hemen hemen her tiir hiicreye doniisebilen
farklilasmamis hiicrelerdir. Mikrogevre, bir kok hiicre durumunu
stirdiirmek icin kritik dneme sahiptir ve kendi kendini yenileme ve
farklilagsma dengesini kontrol eder. Stromal hiicreler ile embriyonik
timor hiicreleri arasindaki bu hiicreler arasi baglanti tanimlanmis
olup, her iki biyolojik kompartmanin gen ekspresyon modellerini
yansitir.

Arastirmacilar bu hiicreleri kontrolsiiz bir sekilde ¢ogalmaya
tesvik edebilir. Ote yandan, EKH'lerin kullanimi tartismahdir ve
yasal ve etik sorunlari igerir; bu da onlarin yeni ilaglarin
gelistirilmesinde kullanimini kisitlamaktadir.

Kok hiicrelerin bir diger kaynag1 gobek kordonudur. Gobek
kordonu kanindaki kok hiicreler, yeni dogan bir bebekte bulunanlarla
aynidir. Bu hiicreler ¢ogalabilir ve bir dizi farkli hiicre formuna
gelisebilir. Dogumdan sonra, gobek kordonu kok hiicreleri,
gelecekteki klinik tedavi i¢in kriyonik olarak dondurulabilir.
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Mezenkimal kok hiicreler (MSC'ler), baslangigta olgun
kemik iliginden elde edilen ve daha sonra yetigkin ve fetal gelisim
boyunca ¢esitli dokular1 olusturan pluripotent hiicrelerdir. Insan kok
hiicreleri genellikle bulunduklar1 dokuda yer alan hiicre tiplerine
farklilagir. Bununla birlikte, arastirmalar tek bir dokudan gelen kok
hiicrelerin tamamen farkli baska bir dokuya ait hiicreleri
olusturabilecegini géstermistir.

Embriyonik kok hiicrelerin aksine, yetiskin kok hiicrelerin
rejeneratif hastaliklar, kalp iskemisi, kemik ve dis kaybinmi tedavi
etmek i¢in kullanilma potansiyeli vardir. Yetigkin kok hiicreleri, bir
embriyoya zarar vermeden elde edilebildikleri i¢in aragtirma ve tibbi
kullanimlar agisindan daha az tartismalidir. Yenidogan kok hiicreleri,
dental dokular da dahil olmak {izere hemen hemen her viicut
dokusunda kesfedilmistir. Doku miihendisligi kapasitesi dental kok
hiicrelerde ¢alisilmis ve literatiire girmistir. Pluripotent farklilagma
kapasiteleri nedeniyle kok hiicre tedavisinde kullanim potansiyeli
sunarlar; bdylece sinir ve kemik gibi dental olmayan dokularin
rejenerasyonunu tesvik etmek i¢in kullanilabilirler.

Indiiklenmis pluripotent kok hiicreler (iPS hiicreleri), insan
somatik hiicrelerinden tiiretilen yeni bir kok hiicre tiiriidiir. iPS
hiicreleri, insan EKH'lerine benzer ve ii¢ ana germ katmaninin
tiimiiniin tiirevlerine doniisebilir. EKH'lerin aksine, iPS hiicreleri,
hastaya 6zgii kok hiicreler yaratmak i¢in kullanilabilir; bu da temel
aragtirmalar, hastalik modelleri ve rejeneratif ilaglar i¢in dokuya
uyumlu farklilagmis donor hiicreler elde edilmesini saglayabilir. Bu
yenilik, kisisellestirilmis tip agisindan 6nemli bir gelismedir.

Dental yapilardan birkag farkli kok hiicre popiilasyonu elde
edilmistir. Dental pulpa, dental folikiil, apikal papilladan elde edilen
kok hiicreler, dis germlerinden elde edilen mezenkimal kok hiicreler
ve periodontal ligamentten elde edilen kok hiicreler, siit digi kaynakli
kok hiicreler gibi birka¢ dental kok hiicre formu tanimlanmistir. Bu
kok hiicrelerin, sinirsiz kendini yenileme, koloni gelistirme ve ¢esitli
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formlara gelisme potansiyeline sahip oral dokularda bulunan
olgunlagmamis mezenkimal hiicreler oldugu varsayilmaktadir. Bu
dental kok hiicrelerin (DKH) cesitli ozellikleri, kemik iliginden
tiiretilmis stromal kok hiicreler ile karsilagtirllmigtir. DKH tiirleri,
adipojenik, norojenik ve odontojenik gibi ¢esitli hiicre tiirlerine
coklu farklilagma potansiyeline sahiptir. Sonug olarak, bu hiicreler,
preklinik  calismalara biyomiihendislik arastirmalarina tabi
tutulmustur.

Cesitli dis dokusu kaynakli MSC'ler bazi 6zellikleri
paylagmasinin yani sira, ayni zamanda farkli fonksiyonel 6zellikleri
temsil eden 6nemli fenotipik farkliliklar ile goriildiigii gibi, onemli
Olciide degiskenlik gosterir. Dis pulpasindan iiretilen tek koloni
kaynakl1 popiilasyonlarin odontojenik giiciinde, protein ekspresyonu
ve genotipik kaliplardaki heterojenlik nedeniyle 6nemli bir ¢esitlilik
oldugu kanitlanmistir. Ek olarak, bu degiskenlik, doku mikrogevresi
nedeniyle biiylik ol¢iide artabilir. Aragtirmacilar, dental MSC'leri
cesitli yollarla izole edip kiiltiire ettikten sonra farklilasma
kapasitelerini degerlendirdiklerinden, bu standardizasyon daha da
zorlagsmaktadir.

Farklilasma potansiyelinin yani sira, MSC'lerin diger
hiicrelerin islevini diizenleme ve hiicre-hiicre etkilesimi veya
parakrin mekanizma yoluyla sistemik inflamatuar durumu modiile
etme yetenegi de terapotik etkinliklerine katkida bulunur.
Mezenkimal kok hiicre temelli kemik ve dis rejenerasyonunda,
endojen hiicrelerin mobilizasyonu ve ekzojen hiicrelerin sitoterapi
veya doku miihendisliginde kullanim1 olmak iizere iki ana strateji
mevcuttur. Bununla birlikte, biiyiik ilerlemelere ragmen, kemik ve
dis onarimi1 ve rejenerasyonu i¢in giivenli, etkili ve basit kok hiicre
tabanl yaklasimlar gelistirmek, 6zellikle sagliksiz mikrogevrenin
olumsuz etkileri goz oniine alindiginda, hala biiytik bir zorluktur.

Son yillarda, mikro ortamin fiziksel fonksiyonlar ve patolojik
degisiklikler ile kok hiicrelerin terapotik etkileri lizerinde muazzam
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bir etkiye sahip oldugu ortaya c¢ikmistir. Fizyolojik olarak,
MSC'lerin bulundugu nis, MSC'lerin davranislarini siki bir sekilde
diizenleyen c¢esitli doku bilesenleri, hiicre popiilasyonlar ve ¢oziiniir
faktorlerden olusur. Osteoporoz ve periodontitis gibi patolojik
kosullarda, MSC'lerin vitalitesi ve farklilasmasi ciddi sekilde
bozulur, bu da durumun agirlasmasina ve doku iyilesmesinin
bozulmasina yol agar. Ayrica, sitoterapi ve doku miihendisliginde,
donorlerin ve alicilarin mikro ortamlari, nakledilen MSC'lerin
rejeneratif etkinligini belirlemede ¢ok onemli bir rol oynar, bu da
MSC aracili kemik ve dis rejenerasyonunda hiicre-mikro ortam
etkilesimlerinin kritik roliinii gosterir.

MSC bazl rejeneratif tedavilerde mikro ¢evrenin Onemini
ortaya koyan kanitlarin artmasina ek olarak, endojen MSC
fonksiyonunu geri kazanmak i¢in mikro g¢evrenin iyilestirilmesi,
MSC'lerin bozulan mikro ¢evreye karsi direncinin artirilmasi ve
transplante edilen MSC'lere fayda saglamak i¢in alici mikro ¢evrenin
iyilestirilmesi gibi ¢dziimler gelistirilmistir. Ozellikle, alicilara
nakledildikten sonra, MSC'ler hem doku miihendisli§inde hem de
sitoterapide gii¢lii mikrogevre modiilatorleri olarak islev goriirler.
Ayrica, MSC kaynakli ekstraseliiler vezikiillerin (EV'ler)
uygulanmastyla temsil edilen hiicresiz tedaviler, tiim hiicreli
tedavinin umut verici bir alternatifi haline gelmistir.

Kemik rejenerasyonunun etkinligi, kok hiicreler ve
biyomalzemeler arasindaki etkilesime baghdir; iskeleler, mekanik
destek saglamak, kok hiicreleri stabilize etmek ve 6nemli biiylime
faktorlerinin baglanmasini kolaylastirmak icin kritik bir rol oynar.
Kok hiicre aracili kemik rejenerasyonunu gelistirmedeki etkinlikleri
acisindan ¢esitli organik ve inorganik iskeleler arastirilmistir ve
sonugclar, iskelenin bilesimi ve hiicresel etkilesimlere gore degisiklik
gostermektedir.

Iskeleler, ekstraseliiler matrisi simiile eden ii¢ boyutlu bir
cergeve saglayarak kok hiicrelerin baglanmasini, ¢ogalmasini ve
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osteojenik dizilere farklilasmasini kolaylastirir. Bu etkilesim, yeni
olusan dokunun fiziksel stabilitesini desteklemekle kalmaz, ayni
zamanda kok hiicre davranisini diizenleyen biyokimyasal sinyal
yollarin1 da etkiler. Biyoaktif molekiiller ekleyerek ve iskele
ozelliklerini  optimize ederek, arastirmacilar etkili kemik
iyilesmesini ve rejenerasyonunu destekleyen bir ortam yaratabilirler,
bu da sonu¢ta kemik onarim uygulamalarinda daha iyi klinik
sonuglara yol agar.

Kemik doku miihendisligi, kemik onarimi ve rejenerasyonu
icin stratejiler gelistirmeyi amaglayan umut verici bir alandir. Kemik
doku miihendisliginde kullanilan malzemelerin temel ozellikleri
arasinda  biyouyumluluk, biyobozunurluk, osteoindiiktiflik,
osteokonduktivite, kontrolli ila¢ salimi, fizyolojik kosullara
duyarlilik ve iyilesme sirasinda kemik fonksiyonunu desteklemek
icin yeterli mekanik mukavemet sayilabilir. Yaygin olarak kullanilan
malzemeler arasinda polikaprolakton (PCL), B-trikalsiyum fosfat (-
TCP), kalsiyum siilfat (CS) ve bikalsiyum fosfat (BCP) bulunur. Bu
malzemeler, kemik dokusunun iyilesmesine yardimei olma, mekanik
ozellikleri restore etme ve kemik rejenerasyonu ve iyilesmesinin
dogal siireclerini destekleme &zellikleri nedeniyle secilir. Ideal bir
iskele, in vivo olarak implante edildiginde yeni kemik dokusunun
olusumuna uygun bir hizda bozunmalidir. Bu senkronizasyon,
iskelenin gecici destek saglamasini ve ylikii yavas yavas rejenere
olan kemige aktarmasini saglar. Ozellikle pordz iskeleler, yenilikgi
terapotik potansiyelleriyle dikkat ¢cekmektedir. Gegirgen por yapisi,
etkili kemik rejenerasyonu i¢in ¢ok dnemli olan hiicre tutunmasini,
cogalmasini ve farklilasmasini kolaylastirir. Ek olarak, bu iskeleler
besin ve atik aligverisine izin vererek genel iyilesme siirecini
tyilestirir. Kemik doku miihendisligi alanindaki son gelismeler,
iskele tasarrmi ve malzeme Ozelliklerinin iyilestirilmesine
odaklanmigtir. Ornegin, iskele matrisine biiyiime faktdrleri ve sinyal
molekiilleri dahil etmek, osteoindiiktifligi artirabilir ve kemik
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dokusu olusumunu daha fazla tesvik edebilir. Ayrica, farklh
biyopolimerlerin ve seramiklerin yararli 6zelliklerini birlestiren
kompozit malzemelerin gelistirilmesi, {istin mekanik ve biyolojik
performansa sahip iskeleler olusturma konusunda umut vericidir.
Genel olarak, kemik doku miihendisligi kemik onarimi i¢in daha
sofistike ve klinik olarak uygulanabilir c¢oziimler yoniinde
ilerlemektedir. Biyomalzemelerin dogal 6zelliklerinden yararlanarak
ve biyoaktif bilesenleri dahil ederek, arastirmacilar sadece kemik
iyilesmesini desteklemekle kalmayip, ayni zamanda rejeneratif
stirece aktif olarak katilan iskeleler gelistirmeyi ve sonugta kemik
defektleri olan hastalar icin daha iyi klinik sonuglar elde etmeyi
amaclamaktadir. Iskele teknolojisi ve malzeme bilimindeki siirekli
yenilikler, kemik doku miihendisliginin gelecegini doniistiirme
potansiyeline sahiptir.

Kemik doku miihendisliginde polikaprolakton (PCL),
sentetik, biyouyumlu ve biyolojik olarak absorbe olabilen bir
maddedir.PCL, kemik rejenerasyonunu iceren doku miihendisligi
caligmalarinda osteojenik farklilagsmaya uygun kimyasal ve fiziksel
ozelliklere sahip bir materyal olarak tanimlanmistir(X. Yang et al.,
2010). Son yillarda, kemik rejenerasyonu icin allojenik, ksenojenik
ve otolog kok hiicre transplantasyonu iizerinde ¢alismalar
yiirtitiilmiistlir. Transplante edilen kok hiicrelerin kaynagi ve tipi,
kullanilan doku iskelesinin 6zellikleri ve kullanilan doku iskelesinin
ozellikleri, uygulanan tedavilerin basarisint belirler. Kok hiicre
kolonilerinin osteojenik farklilasma ve rejenerasyon kapasitesinin
degerlendirilmesi, kemik defektlerinin rekonstriiksiyonu i¢in 6nemli
bir bilesendir(Matsubara et al., 2005).

Kemik defekti rekonstriiksiyonu arastirmalarinda incelenen
kok hiicre tipleri arasinda, mezenkimal kok hiicrelerin osteoblastik
aktiviteye sahip oldugu ve kemik rejenerasyonuna katkida
bulundugu literatiirde rapor edilmistir. Ozellikle kemik iligi kaynakli
MSC'lerin kemik rejenerasyon kapasitesi ve profili oldukga belirgin
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olarak raporlanmistir(Goel, Sangwan, Siwach, & Ali, 2005; Kwan,
Slater, Wan, & Longaker, 2008; Panetta, Gupta, Quarto, & Longaker,
2009).

Son yillarda, dental pulpa ve dental folikiil kaynakli
mezenkimal kok hiicrelerin kemik iyilesmesi lizerindeki etkileri de
arastiritlmaya baslanmis ve bu calismalardan basarili sonuclar elde
edilmistir. Bu hiicre kaynaklarinin en 6nemli avantajlari, donor bolge
morbiditesi  olusturmamalart  ve  giiglii ~ osteojenik  etki
potansiyelleridir(Laino et al., 2006; Mori et al., 2012; Pisciotta et al.,
2012; Todorovic et al., 2008; Yao et al., 2013). S6z konusu
mezenkimal kok hiicre gruplari, tamamen tibbi atik statiistindeki
dokulardan elde edilebilmektedir. Bu tedavi yonteminin basarili
sonuglart klinik pratige aktarildiginda, kemik iligi kaynakli
mezenkimal kok hiicre eldesinde dnemli bir sorun teskil eden donor
bolge morbiditesi ortadan kalkacak; buna bagli olarak komplikasyon
oranlar1 azalacak, hasta konforu artacak, iyilesme doneminin
kisalmasi nedeniyle tedavi siiresi kisaldigi gibi, kapsamli defektlerde
de daha basaril1 tedavi sonuglar1 elde edilebilecektir.

Bu bulgular 1s18inda, teknigin klinik uygulamaya
aktarilabilmesi i¢in, kullanilan doku kaynagina bagli olarak degisen
spesifik farklilasma potansiyelinin dikkatle degerlendirilmesi
gerektigi agiktir. Ancak, bu amaca yonelik olarak farkli mezenkimal
kok hiicre gruplarinin transplantasyonunu dogrudan karsilastiran
caligmalar oldukga sinirlt sayidadir.
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Genel Bilgiler
Kemik Dokusunun Yapisal Ozellikleri

Kemik, mineralize olmus ve yiiksek derecede 6zellesmis bir
bag dokusu formudur. Kalsiyum oram yiiksek bir ara madde igine
gomiili ¢esitli hiicre tipleri, fibriller ve vaskiiler yapilardan olusan
bu doku, tamir ve rejenerasyon kapasitesine sahiptir. Dokunun
yaklagik %33'lik kismini organik matriks olusturur. Organik
matriksin %28'ini Tip I kollajen olustururken, kalan %5'lik kisim
osteokalsin, osteonektin, proteoglikanlar, kemik morfojenik
proteinleri ve kemik sialoproteinleri gibi non-kollajen proteinlerden
olusmaktadir. Organik matriks yapisi, kristalize hidroksiapatit
materyali ile ¢evrelenmis durumdadir. Hidroksiapatit ise kemik
kompozisyonunun yaklasik %67'sini olusturmaktadir.

Kemik dokusu, destek, koruma ve hareket gibi iskeletsel
fonksiyonlarin yan1 sira, hormonal faktorlerin kontrolii altinda bir
kalsiyum ve fosfor iyonlar1 rezervi olarak da gorev yapar.

Makroskopik  diizeyde, lamellar kemigin  yapisal
organizasyonuna gore kemik dokusunda substantia compacta
(kompakt kemik) ve substantia spongiosa (slingerimsi kemik) olarak
adlandirilan iki ana boliim gozlemlenir.

Uzun kemiklerin u¢ kisimlari hyalin kikirdak ile kaplidir.
Sinovyal eklem yiizeyleri, intraossedz zarlar ile tendon ve ligament
baglant1 bolgeleri hari¢, kemik yiizeyleri periost ad1 verilen bir zar
ile gevrelenmistir. Periostun dis tabakas1 fibroz bir yapiya sahipken,
ic tabaka kambiyum tabakasi olarak adlandirilir ve zengin bir
mikrovaskiiler ve hiicresel organizasyon icerir. Periosteal hiicreler
osteoblastlara doniisebilir, kallus olusturabilir ve belirli kosullarda
hyalin kikirdak iretebilirler. Periostun korunmasi veya kemik
greftleri ile birlikte bagka bir bolgeye taginmasi, alic1 bolgenin daha
hizl1 revaskiilarize olmasini saglar. Kompakt kemigin i¢ yiizii ise tek
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tabakal1 bir katman olan endosteum ile ortiiliidiir ve endosteumun da
osteojenik kapasitesi bulunmaktadir.

Dogumdan itibaren dordiincii yilin  sonuna kadar,
olgunlasmamis kemigin yerini lameller kemik alir. Lameller kemik
matriksleri 3-5 mikrometre kalinhiginda tabakalar halinde
diizenlenmistir. Kemik lamelleri i¢indeki lakuna adi verilen
bosluklarda osteositler yer alir. Lakunalardan ¢ikarak matriks i¢inde
tim yonlerde uzanan kanalikiiller ise diffiizyon 6zelligi olmayan
mineralize dokunun beslenmesinde kritik rol oynar.

Kompakt veya siingerimsi kemigin mikroskopik diizeyde ii¢
temel yapidan olustugu goriiliir:

1. Dis trabekiiler lameller kemigin ylizeysel tabakasini
olusturur.

2. Konsantrik lameller (osteonlar), genellikle kemigin uzun
eksenine paralel seyreder. Her osteon yapisinin merkezinden Havers
kanallar1 gegcer ve bu kanallar birbirine Volkmann kanallar ile
baglanir. Volkmann kanallar1 kemigin vaskiiler agin1 barindirir.

3. Interstisyel lameller ise konsantrik lameller arasina
dagilmis durumdadir.

Kemik Hiicreleri

Kemik dokusunda spesifik fonksiyonel 6zelliklere sahip dort
temel hiicre tipi bulunmaktadir:

1. Osteositler

2. Osteoblastlar

3. Kemik ortii hiicreleri (bone lining cells)

4. Osteoklastlar

Kemik hiicreleri arasinda hematopoetik kokenli osteoklast
hiicreleri hari¢, diger tiim kemik hiicreleri mezenkimal kok
hiicrelerden koken almaktadir. Osteositler, osteoblastlar ve kemik
ortli hiicreleri mezenkimal kaynakliyken, osteoklastlar monosit-
makrofaj hiicre serisine ait hematopoetik kokenli hiicrelerdir.
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Bu hiicrelerin her biri kemik dokusunun yapimi, yikimi,
remodeling siirecleri ve mineral homeostazinin diizenlenmesinde
farkli roller iistlenmektedir.

Osteositler

Osteositler, lakiin ad1 verilen bosluklarin i¢cinde mineralize
kemik matriksi ile c¢evrili halde yerlesmis hiicrelerdir. Bu hiicreler
cevrelerindeki matriksi smirli derecede rezorbe ederek osteositik
lakiinlerin olusumuna katkida bulunurlar. Kemik formasyon hizi
arttikca osteositlere donilisen osteoblast sayisinda da artis gozlenir.

Osteositler, uzantilari araciligiyla hem osteoblastlarla hem de
komsu osteositlerle siirekli iletisim halindedir. Bu hiicrelerin
olusturdugu kompleks ag yapisinin en Snemli islevlerinden biri,
kalsiyum iyon dengesini diizenleyerek kemik dokusunun asiri
mineralizasyonunu  Onlemektir. Ayrica osteositler, mekanik
uyaranlar1 algilayarak kemik remodeling siirecini diizenlemede ve
fosfat metabolizmasinda kritik roller iistlenirler. Kemik dokusunun
mekanosensorleri olarak islev goren osteositler, kemik yapimi ve
yikimi arasindaki dengeyi saglamada hayati 6neme sahiptir.

Osteoblastlar

Aktif osteoblastlar, 151k mikroskobu incelemelerinde
bazofilik boyanma 6zelligi gosterirler. Bu hiicrelerin temel islevi
organik kemik matriksini (osteoid) sentezlemek ve salgilamaktir.
Osteoblastlar plazma membranlarinin dis ylizeyinde yiiksek diizeyde
alkalen fosfataz enzimi bulundurmanin yani sira, Tip I ve Tip V
kollajen, ¢esitli sitokinler ve non-kollajen proteinleri de salgilarlar.

Osteoblastlar  ayrica  kemik  olusumu ve  tamir
mekanizmalarinda kritik rol oynayan cesitli biiylime faktorlerinin
salgilanmasindan da sorumludur. Bu faktorler arasinda BMP-2,
BMP-7, TGF-, IGF-1, IGF-2, PDGF ve FGF-f yer almaktadir.

Kemik metabolizmasi, ¢esitli hormonlar tarafindan
diizenlenmektedir. Bu hormonal diizenleyiciler arasinda paratiroid
hormon, 1,25-dihidroksivitamin D, kalsitonin, Ostrojen ve
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glukokortikoidler sayilabilir. Bu hormonlar kemik yapim ve yikim
stirecleri arasindaki dengeyi kontrol ederek kemik homeostazini
saglarlar.

Kemik Ortii Hiicreleri

Kemik oOrtii hiicreleri, inaktif duruma ge¢mis ylizey
osteoblastlaridir ve yassi1 bir morfoloji sergilerler. Bu hiicrelerde
metabolik aktivite, sitoplazmik organel yogunlugu ve protein sentez
kapasitesi belirgin sekilde azalmistir.

Kemik ortli hiicreleri, kemik remodeling siirecinde onemli
bir diizenleyici role sahiptir. Osteoklast aktivasyonunu tetikleyen
faktorlerin salgilanmasi yoluyla kemik rezorpsiyon siirecinin
baslatilmasinda gorev alirlar. Ayni zamanda kemik yiizeyini
kaplayarak mineralize kemik matirksi ile ekstraseliiler siv1 arasinda
bariyer olustururlar.

Bu hiicreler gerektiginde tekrar aktif osteoblastlara
dontisebilme kapasitesine sahiptir. Kemik 6rtii hiicreleri, endosteum
ve periosteumda yerlesim gostererek kemik yiizeyinin korunmasini
ve kemik remodeling dongiisiiniin diizenlenmesini saglarlar. Kemik
homeostazinin  siirdiiriilmesinde osteoprogenitdr hiicreler ile
osteoblastlar/osteoklastlar arasinda koprii gorevi gortirler.

Osteoklastlar

Osteoklastlar,  kemik 1iliginin  hematopoietik  kok
hiicrelerinden kdken alan ve monosit/makrofaj hiicre serisine ait olan
Ozellesmis hiicrelerdir. Bu hiicreler biiyiik boyutlar1 ve ¢ok
cekirdekli yapilar1 ile karakterize edilirler. Kemik yiizeyinde,
rezorpsiyon aktiviteleri sonucu olusan Howship lakunalar1 iginde
yerlesim gosterirler.

Osteoklastlar, hem fizyolojik kemik remodelingi hem de
patolojik siiregclerde kemik matriksinin yikimindan sorumludurlar.
Kemik rezorpsiyonu sirasinda, hiicre membraninin kemik yiizeyine
komsu olan kismi "kivrimli kenar" (ruffled border) adi verilen
ozellesmis bir yap1 olusturur. Bu yapi sayesinde temas yiizey alanini
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genisleterek, asit ve proteolitik enzim salgis1 i¢in uygun bir ortam
olustururlar.

Salgilanan hidrojen iyonlar1 kemik mineralizasyonunu
cozerek kalsiyum ve fosfat iyonlarinin serbest kalmasini saglarken,
katepsin K gibi proteazlar ise organik matriksin yikimindan
sorumludur. Osteoklast aktivitesi, RANKL/RANK/OPG sistemi
basta olmak iizere cesitli sistemik ve lokal faktorler tarafindan siki
bir sekilde diizenlenmektedir. Bu diizenleme mekanizmalari, kemik
yikim ve yapim siirecleri arasindaki dengenin korunmasinda kritik
oneme sahiptir. Osteoklast fonksiyonundaki bozukluklar osteoporoz,
osteopetroz gibi ¢esitli kemik hastaliklarina yol agabilmektedir.

Kemik Matriksi

Kemik matriksinin olusumu ve bilesimi su sekildedir:

Kemik matriksinin organik kismi olan osteoid, osteoblastlar
tarafindan sentezlenen makromolekiillerden olusur. Bu organik
matriks, mineralizasyon siireci sonucunda mineralize kemik
dokusuna doniistir.

Kemik matriksinin bilesimi temel olarak {i¢ ana
komponentten olusur:

1. Kollajen lifler (baslica Tip I ve Tip V kollajen)

2. Inorganik mineral igerik

3. Non-kollajen proteinler

Kollajen kompozisyonu bolgesel farkliliklar
gosterebilmektedir. Alveoler kemikte Tip III ve Tip XII kollajen
icerigi de bildirilmistir.

Non-kollajen proteinler arasinda:

e Osteokalsin

e Kemik sialoprotein

e Osteonektin

e Osteopontin

e Proteoglikanlar

e Albumin
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e a2HS-glikoprotein

e Immunglobulinler

yer almakta olup, bu proteinlerin kompozisyondaki
miktarlar1 yasa bagli olarak degiskenlik gostermektedir.

Mineralizasyon siirecinde osteoblastlar tarafindan salgilanan
alkalen fosfataz enzimi O6nemli bir rol oynar. Olgun kemik
dokusunda organik/inorganik orani yaklasik %35/%65 seklindedir
ve bu kompozisyon kemige hem esneklik hem de sertlik saglar.

Osteogenesis

Kemik yapim siireci, yasam boyu devam eden dinamik bir
dongiidiir. Bu slireg, preosteoblastlarin veya farklilagsmamis
mezenkimal hiicrelerin osteoblastlara doniisiimiiyle baglar. Olusan
osteoblastlar, ekstraseliiler organik matriks (osteoid) sentezler ve bu
matriksin mineralizasyonu sonucu kemik dokusu olusur. Kemik
dokunun olusumu, endokondral ve intramembrandz olmak iizere iki
sekilde izlenir.

Endokondral Kemik Olusumu

Endokondral kemiklesme siirecinde mezenkimal hiicreler
oncelikle kondrositlere farklilasarak kikirdak bir model olusturur.
Intramembrandz kemiklesmeden farkli olarak, bu hyalin kikirdak
sablon primer kemiklesme odagindan baslayarak kemik dokusuyla
yer degistirir.

Siirec su asamalari izler:

-Kikirdak Model Olusumu ve Hipertrofi:

Kikirdak sablon merkezindeki kondrositler hipertrofiye ugrar

Salgilanan  anjiyojenik  faktorler vaskiiler yapilarin
olusumunu baglatir

Matriksin kollajen icerigi sentezlenmeye baglanir.

-Vaskiiler invazyon ve Primer Kemiklesme:

Hematopoietik ve osteoprogenitor hiicre gogii gerceklesir

Primer kemiklesme odaklar1 olugsmaya baglar
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Matriks kalsifikasyonunu takiben kondrositlerde apoptotik
stire¢ baslar.

-Kemik Dokusu Formasyonu:

Hematopoietik kok hiicreler ve osteoprogenitor hiicreler
kalsifiye kikirdaga ilerler

Osteoblastik ~ farklilasma  ile  kemik  matriksinin
kalsifikasyonu baglar

Uzun kemiklerde primer kemiklesme merkezi diafizde
olusur

-Sekonder Kemiklesme Merkezleri:

Ikincil kemiklesme merkezleri daha sonra epifizlerde gelisir

Bu merkezler epifizyal plaklarin olusumunu saglar

Endokondral kemiklesme, uzun kemiklerin biiylimesi ve
gelismesinde temel mekanizmadir ve dogum sonrasit biiylime
stirecinde epifizyal plaklar aracilifiyla devam eder.

Intramembrandz Kemik Olusumu

Intramembrandz kemiklesme mekanizmasinda, mezenkimal
hiicreler dogrudan osteoblastlara farklilasir ve kikirdak asamasi
olmaksizin mineralize kemik dokusu olusumu gergeklesir.

Hiicresel Farklilasma: Embriyonik mezenkimal hiicreler
ekstraseliiler matriks i¢inde yogunlasarak dogrudan osteoblastlara
doniistir ve kemik matriksi salgilamaya baslar.

Trabekiiler Ag Olusumu: Cok sayida kemiklesme merkezi
aracilifiyla birbirine bagl trabekiiler kemik ag1 olusur.

Matriks Olgunlagmasi: Yeni olusmus trabekiiler kemikte
kollajen fibriller diizensiz organizasyon gdsterir. Ekstraseliiler
matrikse kalsiyum fosfat depolanmasi baslar. Osteoblastlar
osteositlere doniiserek lakuna sistemini olusturur.

Olgun Kemik Formasyonu: Diizensiz fibril yapisina sahip
kemik, zamanla organize lameller kemik yapisina doniisir.

Bu kemiklesme tipi, kemik onarim siireclerinde ve rejeneratif
tip uygulamalarinda 6nemli bir model olusturmaktadir.
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Kemik Doku Iyilesmesi

Kemik dokusu, kortikal ve trabekiiler yapisini yeniden
kazanabilen 0zel bir rejeneratif kapasiteye sahiptir. Kemik
iyilesmesi, doku kaybimin karakterine bagli olarak onarim veya
rejenerasyon seklinde gergeklesebilir. Rejeneratif iyilesme icin
yeterli mekanik stabilite ve vaskiiler destek gereklidir.

Primer Kemik Rejenerasyon Tipleri:

e Primer temas iyilesmesi

e Primer bosluklu iyilesme

Kemik Rejenerasyon Evreleri:

1. Inflamatuar Evre:

Defekt bolgesinde trombosit agregasyonu ve fibrin agi
olusumu

P1ht1 matriksinin organizasyonu

Mezenkimal kok hiicre gocilinii ve inflamatuar mediator
saliimini baslatan faktorlerin agiga ¢ikmasi

Makrofaj, monosit ve polimorf niiveli l16kositlerin defekt
alanina toplanmasi

2. Tamir Evresi:

Endotel hiicreleri, ¢evre yumusak dokular ve periosttan
kaynaklanan fibroblast, osteoprogenitdr hiicre ve mezenkimal hiicre
gocu

Kemik fragmanlar1 arasinda 200 mikrometreden kiigiik
bosluklarda direkt lameller kemik olusumu

Daha biiylik defektlerde immatiir kemik olusumu ve
remodeling siireci

3. Remodeling Evresi:

Sekonder osteon sistemlerinin gelisimi

Kemik matriksinin olgunlagsmasi ve mekanik direncin
artmasi

Kritik Faktorler:
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Yetersiz mekanik stabilite veya vaskiiler destek durumunda
fibroz doku gelisimi

Ince yiiz kemiklerinin iyilesmesinde ossedz iyilesme yerine
fibréz doku formasyonu riski

Bu karmasik biyolojik siire¢, kemik kaybiin boyutu, lokal
faktorler ve sistemik durum gibi parametrelerden 6nemli Olgiide
etkilenmektedir.

Kemik Doku Defektlerinde Tedavi Yaklasimlar:

Kemik Greftleri

Kemik dokusunun hastaliklari, yaralanmalar1 ve konjenital
malformasyonlarinin tedavisinde greftleme yontemi yaygin olarak
kullanilmaktadir. En sik basgvurulan kemik grefti tipleri otolog ve
allojenik greftlerdir.

Otolog Greftler:

e Hastanin kendi dokusundan elde edilir

e Immiinojenik reaksiyon riski tasimaz

e Rejeneratif otolog hiicreleri implantasyon bolgesine tasir

e Kemik defekt rekonstriikksiyonunda altin standart kabul

edilir

Sinirlamalari:

e Elde edilebilecek greft miktar1 sinirlidir

e Donor bolge morbiditesi riski tagir

e Genis defektlerde yetersiz kalabilir

Allojenik Greftler:

e Doku bankalarindan temin edilir

e Dondr bolge morbiditesi sorununu ortadan kaldirir

e Istenilen miktarda greft temini miimkiindiir

Dezavantajlart:

e Immiinojenik reaksiyon olasilig
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e Patojen eliminasyonu i¢in wuygulanan sterilizasyon
islemleri (radyasyon, liyofilizasyon) hiicresel
komponenti yok eder

e Rejenerasyon kapasitesi sinirlidir

Bu simirlamalar, konvansiyonel greftleme yOntemlerine
alternatif ~ olusturacak  doku  miihendisligi  yaklasimlarinin
gelistirilmesini zorunlu kilmistir. Doku miihendisligi stratejileri,
biyomateryaller, biiylime faktorleri ve hiicrelerin kombinasyonu ile
optimal kemik rejenerasyonu saglamay1 hedeflemektedir.

Doku Miihendisligi

Doku miihendisligi, hasar gormiis organ ve dokularin
rejenerasyonu i¢in hiicre biyolojisi yontemleri ile miihendislik
prensiplerini birlestirerek hiicresel organizasyonlar olusturmay1
hedefleyen disiplinler arasi bir alandir.

Geleneksel Transplantasyon Sorunlart:

e Dondr uyumsuzlugu ve immiin yanit gelisimi

e Alicida immiin sistem baskilanmasi ve tiimor riskinde
artis

e Transplant edilen dokunun fonksiyonel kalma siiresinin
belirsizligi

e Donér bulmada yasanan giicliikler

Doku Miihendisligi Yaklasimlari:

Bu sorunlarin ¢6zlimii i¢in in vitro kosullarda tiretilen yapay
organ ve dokularin hastalikli bodlgeye transplantasyonu Onem
kazanmistir. Aragtirmalar ii¢ temel strateji ile yiiriitiilmektedir:

1. Yalnizca hiicreler kullanilarak

2. Hiicreler ve iskeleler kombinasyonu ile

3. Hiicreler, sinyal molekiilleri ve iskelelerin birlikte
kullanimi ile

Iskelelerin Rolii:

Iskeleler implant materyali olarak kullanildiginda:

e Hasta hiicreleri bu yapilar iizerine go¢ edebilmekte
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e Hedef doku olusumu tesvik edilebilmekte

e Hasar onarimi gergeklestirilebilmektedir

Uygulama Alanlart:

Hiicre kiiltiirii ve rejeneratif tip teknikleri kullanilarak
iskeleler tizerine hedef dokuyu olusturacak hiicrelerin inkiibasyonu
sonucu yapay organ ve dokularin olusturulmasi miimkiin hale
gelmektedir. Bu yaklasim, rejeneratif tip alaninda kaybolan doku ve
organ fonksiyonlarmin iadesi i¢in umut verici bir strateji
sunmaktadir.

Kemik Doku Miihendisligi

Kemik defektlerinin tamiri ve rejenerasyonu, maksillofasiyal
cerrahinin yani sira birgok tip disiplininin temel arastirma
konularindandir. Maksillofasiyal bolgedeki doku hasarlarinin
baslica nedenleri arasinda ablatif kanser cerrahisi, enfeksiyon,
travma, iskeletsel hastaliklar ve konjenital malformasyonlar yer
almaktadir.

Maksillofasiyal Rejenerasyon Temel Bilesenleri:

Maksillofasiyal kompleksin rejeneratif tedavi potansiyelini
anlayabilmek icin ii¢ temel bilesenin kesisimi gereklidir:

a) Kok hiicreler

b) Sinyalizasyon molekiilleri

c¢) Hiicre dist matriks yapisim  saglayan  doku
iskeleleri(Nakashima, 2005; Nakashima & Reddi, 2003).

Embriyolojik Benzerlik:

Kraniyofasiyal =~ dokularin  rejenerasyonu  sirasinda,
embriyolojik gelisim ve morfojenez mekanizmalarinin bir kisminin
tekrarlandig1 gézlemlenmektedir(Nakashima & Reddi, 2003).

Doku Iskeleleri ve Materyal Gelisimi:

Doku miihendisligi aragtirmalariin énemli bir kismi, doku
olusumunun nitelik ve miktarin1 iyilestirecek yeni materyallerin
gelistirilmesine odaklanmigstir. Planlanan dokunun onarimi veya
tiretimi i¢in dokuyu olusturan saglikli hiicreler veya elde edilen kok
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hiicre gruplarinin rehber iskeleler iizerinde kiiltiire edilmektedir.
Uygulama i¢in izole edilmis belirli miktarda hiicre grubunun kiiltiire
edilmesiyle ileri pasajlarda genis hiicre gruplart elde
edilebilmektedir. Kok hiicrelerin iskeleler iizerinde tutunma,
farklilasma ve hedef doku organizasyonu olusturmasinda, iskele
materyalinin yOnlendirici etkisi bircok arastirmaci tarafindan
vurgulanmistir(Discher, Janmey, & Wang, 2005; Engler, Sen,
Sweeney, & Discher, 2006; X. Yang et al., 2010).

Iskele Tipleri:

Kraniofasiyal doku rejenerasyonunda iki temel iskele tipi
iizerinde galigilmaktadir:

Dogal Kaynakl Iskeleler:

e Kalsifiye ve dekalsifiye dondurularak kurutulmus kemik

e Sigir mineral matriksi

e Sigir kaynakli hidroksiapatit

Sentetik Biyomimetik iskeleler:

e Hidroksiapatit (masif, porlu, rezorbe olabilen)

e Trikalsiyum fosfat

e Biyoaktif camlar (Si02, CaO, Na20O)

e Kalsiyum karbonat

e Poli(laktik-ko-glikolik asit)

e Metil seliiloz

¢ Kitosan ve mine matriks tiirevleri

Biyouyumluluk ve Fonksiyonel Gereksinimler:

Doku  miihendisligi  uygulamalar1  i¢in  tasarlanan
kompleksler, hiicre ve biyomateryal kombinasyonlarindan meydana
gelmekte ve dokunun bazi kisimlarmin fonksiyonlarinda bir takim
diizenlemeler yapmaktadir. Bu yapilirken de diizeneklerin dogru ve
eksiksiz olarak ¢alisarak konak doku ile olan uyumunun saglanmasi
gerekmektedir. Doku miihendisligi uygulamalar1 icin tasarlanan
komplekslerin basarisi i¢in:
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e Hedef dokunun uygun fonksiyonu ve hiicresel fenotipik
ifadelerinin korunmasi

e Yabanci cisim reaksiyonlarmin ve immiin yanitin
onlenmesi

e Skar veya kapsiil olusumunun engellenmesi

e Konak doku ile uyumlu entegrasyonun saglanmasi
gerekmektedir.

Doku Miihendisliginde Kullanilan Polimerler

Doku miihendisligi alaninda hiicre iskelesi olarak kullanilan
polimerik malzemeler, temel olarak dogal ve sentetik kaynakli
polimerlerden  iiretilmekte olup, hiicrelerin adhezyonunu,
proliferasyonunu ve farklilagmasin1 destekleyerek rejeneratif
stirecleri yonlendirmede kritik rol oynamaktadir. Bu polimerik
yapilar, hedef dokuya 6zgii hiicre dis1 matriks bilesenlerini dogrudan
olusturan biyopolimerler veya bu yapilari taklit edebilen sentetik
polimerler seklinde siniflandirilabilmektedir.

Glniimiizde 1iler1 {iretim teknolojileri kullanilarak, bu
polimerik materyallerden hem iki boyutlu hem de {i¢ boyutlu hiicre
kiiltiir platformlar1 gelistirilebilmektedir. Dogal polimerler arasinda
kollajen, fibronektin, laminin, aljinat, kitosan ve hyaluronik asit gibi
biyolojik kaynakli malzemeler sayilabilirken, sentetik polimerler
arasinda polilaktik asit (PLA), poliglkolik asit (PGA),
polikaprolakton (PCL) ve bunlarin kopolimerleri 6ne ¢ikmaktadir.

Her iki polimer grubunun da kendine 0zgii avantajlari
bulunmaktadir. Dogal polimerler genellikle iistiin biyouyumluluk ve
biyolojik taninma Ozellikleri sergilerken, sentetik polimerler ise
mekanik dayanim, bozunma kinetigi ve ylizey 6zellikleri agisindan
daha kontrollii modifikasyon imkani sunmaktadir. Son yillarda,
dogal ve sentetik polimerlerin kombinasyonundan olusan hibrit
yapilar ise her iki grubun avantajlarini birlestiren ¢cozlimler olarak
dikkat cekmektedir.
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Bu polimerik iskeleler, elektroegirme, 3B baski, dondurarak
kurutma ve faz ayrimi gibi g¢esitli imalat yontemleri ile
iretilebilmekte ve hedef dokuya 06zgli mekanik, kimyasal ve
topografik oOzelliklerle donatilabilmektedir(Batorsky, Liao, Lund,
Plopper, & Stegemann, 2005; Dhariwala, Hunt, & Boland, 2004;
Hollister, 2005; Hutmacher, Sittinger, & Risbud, 2004; Itkovits &
Burdick, 2007).

Sentetik polimerler

Sentetik  polimerik  malzemeler, doku miihendisligi
iiriinlerinde, tibbi malzemelerde ve implant uygulamalarinda 6nemli
bir yer tutmaktadir. ~Bu  polimerik  biyomateryallerin
yayginlagsmasindaki temel faktor, istenen mekanik ve fiziksel
ozelliklere sahip malzemelerin ekonomik iiretim yontemleriyle ve
tercih edilen formlarda iiretilebilmesidir.

Doku miihendisligi alaninda yaygin olarak kullanilan
sentetik polimerler arasinda polilaktik asit (PLA), poliglikolik asit
(PGA), polietilen (PE), polietilen glikol (PEG), polipropilen fumarat
(PPF), polietilenteraftalat (PET) ve polikaprolakton (PCL)
sayilabilir. Ozellikle poliglikolik asit ve polilaktik asit ile bunlarin
kopolimerleri, hidrolitik ortamda ester baglarinin yikimi sonucu
kiitlesel bozunma  gostermeleri nedeniyle siklikla  tercih
edilmektedir. Bozunma iriinleri metabolik yollarla viicuttan
uzaklastirilabilmektedir. Ayrica, akrilik asit iyon igerikli akrilatlar ve
hidrojellerin sentezi kok hiicre kiiltiirii ¢alismalarinda yaygin olarak
kullanilmaktadir(Nerurkar, Elliott, & Mauck, 2007; Richardson,
Peters, Ennett, & Mooney, 2001; Wan, Feng, Shen, Laurencin, & Li,
2008).

Polikaprolakton (PCL)

PCL, kemik doku miihendisligi ¢alismalarinda yogun sekilde
arastirilan ve kullanilan alifatik bir poliesterdir. Molekiil agirlig
10.000-80.000 Da araliginda degisen PCL'in erime noktasi kristalin
yapisina bagli olarak 59-64°C'dir. Yar1 kristalin bir polimer olan
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PCL, -60°C civarindaki oldukc¢a diisiikk camsi gecis sicakligi
nedeniyle oda sicakliginda kauguk benzeri 6zellikler sergiler.

PCL"1n diger alifatik poliesterlerle karsilastirildiginda dikkat
ceken Ozellikleri arasinda terapdtik ajanlara karsi yiiksek gegirgenlik
ve {stlin termal kararlilik bulunmaktadir. Diger poliesterlerin
bozunma sicakliklar1 235-255°C araligindayken, PCL'in bozunma
sicaklig1 yaklagik 350°C'dir.

PCL, e-kaprolaktonun 170°C'de azot atmosferi altinda dibutil
kalay oksit katalizorliigiinde halka agilma polimerizasyonu ile
sentezlenir. e-kaprolaktonun etilen oksit, stiren, metil metakrilat,
vinil asetat gibi ¢esitli monomerlerle kopolimerizasyonu da
miimkiindiir(Pachence JM & Kohn J, 2000; Sinha, Bansal, Kaushik,
Kumria, & Trehan, 2004).

PCL'm o6nemli bir avantaji da bircok polimerle uyumlu
karigimlar olusturabilmesidir. Bu 6zellik, PCL'in doku miihendisligi
caligmalarinda hem tek basmma hem de diger polimerlerle
kombinasyon halinde yaygin kullanimini saglamistir(Guarino et al.,
2008).

Coziiniurlik ozellikleri acisindan PCL, tetrahidrofuran
(THF), kloroform, toluen, diklorometan ve benzen gibi ¢oziiciilerde
¢Ozlinebilirken; aseton, asetonitril, dimetilformamid ve etil asetatta
oldukea diisiik ¢oziiniirliik gosterir. Alkol bilesikleri, petrol eteri ve
dietil eterde ise c¢oziinmemektedir(Sinha et al., 2004). Polimerin
coziiniirlik  ozellikleri, hedeflenen o6zelliklere sahip doku
iskelelerinin tiretimi igin kritik dneme sahiptir. Yiizey morfolojisi,
ylizey enerjisi ve su temas acist gibi hiicre-polimer etkilesimini
etkileyen parametreler, kullanilan ¢6ziiciiniin 6zelliklerinden 6nemli
Olciide etkilenmektedir(Tang et al., 2004).

PCL'!n biyobozunurluk o&zelligi ilk kez 1973'te rapor
edilmistir(Gross & Kalra, 2002). Fizyolojik kosullarda ester
baglarinin hidrolizi ile bozunan PCL, hidrofobik yapisi ve yiiksek
kristalinitesi nedeniyle PGA ve diger polimerlere kiyasla daha yavas
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bozunur ve fiziksel Ozelliklerini daha uzun siire koruyabilir. Bu
0zelligi nedeniyle implant yapiminda ve uzun siireli (en az 6 ay) ilag
salim sistemlerinde yaygin olarak kullanilmaktadir(Agrawal & Ray,
2001; Hou, Wang, & Bartolo, 2022; Kweon et al., 2003).

PCL''n bozunma mekanizmasi iki asamalidir ve zincir
kopmasina bagli molekiill agirhiginda azalma ve kiitle kaybinin
baslamasi ile ilerler. Su i¢eren ortamlardaki bozunma otokatalitik bir
reaksiyondur ve serbest kalan karboksilik asit u¢ gruplar1 hidrolizi
katalize eder. Bozunma reaksiyonu polimerin amorf bdlgelerinde
gerceklestiginden, kristalinite ile bozunma hiz1 ters orantilidir (Sinha
ve ark., 2004). Biyolojik bozunma iirlinleri trikarboksilik asit
dongiisli veya renal yol ile metabolize edilir(Kweon et al., 2003).

PCL, yapisindaki ester gruplari nedeniyle biyolojik olarak
bozunabilen bir polimer olmakla birlikte, diisiik bozunma hiz1 (hiicre
kiiltiirtinde yaklasik 2 yil) nedeniyle genellikle biyopolimerlerle
kopolimer olusturularak kullanilmaktadir(X. Yang et al., 2010).
Doku ortaminda parcalanmayi takiben diisiik molekiiler agirlikli
PCL birimleri makrofajlar tarafindan fagosite edilerek hiicre iginde
tamamen degrade olurlar. Biyopolimer kopolimerlerinin kemik doku
mithendisliginde kullanimi olduk¢a yaygindir ve doku olusumunu
destekledigi bircok c¢alismada gosterilmistir(Endres et al., 2003;
Guarino et al., 2008; Martins et al., 2010; X. Yang et al., 2010).

Sentetik polimerler, hiicre kiiltiirii ve doku miihendisligi
disiplinlerinde, farkli kimyasal ve mekanik yontemlerle kolayca
modifiye edilebilmeleri nedeniyle iki veya ii¢ boyutlu hiicre dis1
matriks benzeri yapilarin olusturulmasinda siklikla kullanilmaktadir.
Ancak, diisiik biyoaktivite ve asidik ortam olusturma gibi
dezavantajlar1 nedeniyle, istenen hiicre yanitinin elde edilebilmesi
icin  uygun biyopolimerlerle kopolimer olusturulmast ve
modifikasyonu kritik 6neme sahiptir(Dawson, Mapili, Erickson,
Taqvi, & Roy, 2008).

-28--



PCL polimerlerinin ¢esitli medikal ve ilag salim
sistemlerinde kullanimi, kapsamli in vitro ve in vivo caligmalar
sonucunda FDA tarafindan onaylanmistir. PCL, yumusak ve sert
doku uyumlulugu nedeniyle siitiir materyali, adhezyon bariyeri, ilag
salim sistemi, kemik ve deri Ortli materyali olarak kullanilmakta ve
cesitli doku rejenerasyonu calismalarinda doku iskelesi olarak
yaygin sekilde arastirilmaktadir.

Dogal polimerler

Dogal polimerler, biyolojik dokulardan cesitli izolasyon
yontemleri ile elde edilen biyopolimerlerdir. Bu polimerler, kimyasal
yapilariin istenen 6zelliklere gore modifiye edilebilmesi ve diisiik
immiin yanit olusturmalar1 nedeniyle biyomedikal uygulamalar i¢in
oldukc¢a uygun materyaller olarak 6ne ¢ikmaktadir. Bununla birlikte,
islem basamaklarindaki teknik zorluklar gibi baz1 sinirlamalara da
sahiptirler(Lee & Shin, 2007).

Kollajen, laminin, fibronektin, glikozaminoglikan, kitosan,
dekstran ve jelatin gibi dogal polimerler, omurilik yaralanmalarinin
tedavisinde ii¢ boyutlu iskele ve hidrojel formiillerinde basariyla
uygulanmig olup, ¢esitli arastirma alanlarinda da etkinlikleri rapor
edilmistir(Salgado et al., 2009).

Kollajen ve Biyolojik Onemi

Kollajen, insan viicudunda en bol bulunan bag dokusu
bilesenidir. Hayvansal proteinlerin yaklasik %30'unu olusturan
kollajenin su ana kadar 29 farkli yapisal formu tanimlanmustir. Tip I
kollajen, kemik, tendon ve derinin temel bileseni olup, en yaygin
bulunan fibriler kollajen tipidir. Hiicre soylarinin g¢ogalmasi,
farklilagmas1 ve metabolik siireglerini siirdiirebilmesi i¢in uygun bir
ylizeye tutunma gereksinimi bulunmaktadir. Kollajenin hiicre
adhezyonunda kritik rol oynayan integrin proteinine baglanma
bolgeleri, yiizeye bagl hiicrelerin ilk tutunma asamasinda ve
kiiltiirde canliligimin devamliliginda biiylik 6neme sahiptir(Gelse,
Poschl, & Aigner, 2003).
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Hiicre dis1 matriks proteinlerinden tiireyen kollajen ve
laminin gibi proteinler, reseptor aracili hiicre tutunmasini baglatarak
bolgesel adhezyonun yapisini diizenlemektedir(S. S. Rao & Winter,
2009). Bu mekanizma, hiicrelerin biyomateryallere olan basarili
entegrasyonu i¢in temel olusturmakta ve doku rejenerasyon
stireglerinin verimliligini artirmaktadir. Dogal polimerlerin bu
biyolojik taninma 6zellikleri, onlar1 sentetik alternatiflerine kiyasla
doku miihendisligi uygulamalarinda 6zellikle degerli kilmaktadr.

Polimer sentezleri

Polimerlerin karistirilmasindaki temel amag, sentetik ve
biyolojik polimerlerin avantajli 6zelliklerini birlestirerek, hiicre
kiiltiiri icin optimize edilmis yapilar elde etmektir. Farkli
polimerlerin birlikte ¢o6ziindiiriilmesiyle, orijinal polimerlerden
farkl fiziksel 6zellikler ve yiizey karakteristikleri sergileyen yeni
polimer karisimlari tasarlanabilmektedir.

Sentetik polimerlerin bozunma mekanizmas: genellikle
hidrolitik reaksiyonlar ile smirli olup, enzimatik parcalanmaya
diren¢ gostermektedir. Bu durum, polimerin bozunma hizinin farkl
fizyolojik sistemler ve bireyler arasinda degiskenlik gostermesini
minimize etmektedir. Sentetik ve biyolojik  polimerlerin
kombinasyonundan olusturulan kopolimerler ise, her iki polimer
grubunun farkli Ozelliklerini bir arada tasiyabilme kapasitesi
acisindan 6nemli avantajlar sunmaktadir.

Bu hibrit yaklasim sayesinde, olusturulan polimer
karisimlarmma hedeflenen mekanik Ozellikler ve kontrollii
biyodegradasyon profilleri kazandirilabilmektedir(X. Yang et al.,
2010). Ozellikle, dogal polimerlerin biyolojik taninma &zellikleri ile
sentetik polimerlerin mekanik dayanim ve kontrollii bozunma
karakteristiklerini birlestiren hibrit sistemler, rejeneratif tip alaninda
umut verici ¢oziimler sunmaktadir.
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Doku Iskeleleri ve Fabrikasyon Metodlari

Doku miihendisliginde in vitro ve in vivo uygulamalar i¢in
iskele yapilarmin tasarimi ve {iretimi, ¢ok sayida parametrenin
dikkatle degerlendirilmesini gerektiren kritik bir siirectir. iskele
iiretiminde dikkate alinmasi gereken temel kriterler sunlardir:

Iskele Tasarim Kriterleri:

e Hedef dokuya uygun mekanik oOzellikler ve

ayarlanabilirlik

e Rejenere edilecek doku boyutuyla uyum

e Biyouyumluluk ve kontrollii degradasyon

e 100-400 pm araliginda optimal gézenek boyutlar

e Besin diflizyonu ve metabolik atik uzaklagimina izin

verme

e Hiicre adhezyonunu artiric1 yilizey modifikasyonlari

e Tekrarlanabilirlik ve sterilizasyon kolayligi

e Yiizey yikkii ve hidrofilik/hidrofobik  dengenin

kontrolii(Burg, Porter, & Kellam, 2000; Schmidt &
Leach, 2003).

Biyouyumluluk ve Entegrasyon:

Iskele materyalinin immiin reaksiyon olusturmamasi ve
sitotoksik etki gostermemesi esastir. Bu 6zellikler, vaskiilarizasyon
ve hiicre infiltrasyonu icin gereklidir(Rezwan, Chen, Blaker, &
Boccaccini, 2006).

Mekanik Ozellikler ve Degradasyon:

Kemik dokusu igin kortikal kemik (100-230 MPa) ve
stingerimsi kemik (2-12 MPa) basing dayanimi degerlerine uyum
gosterilmelidir(Lee & Shin, 2007). ideal degradasyon profili, 4 aylik
hiicre kiiltiirii ve 2 aylik implantasyon sonrasinda 12-18 ay icinde
tamamlanmalidir(Hutmacher, 2000).

Fabrikasyon Y ontemleri:

Konvansiyonel Yontemler:
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Fiber baglama: Fiberlerin polimer kaplanmasi ve
baglantilarin gliclendirilmesi

Dokiim pargacik uzaklastirma: Tuz parcaciklari ile pordz
yap1 olusturma

Gaz kopiiklendirme: Yiiksek basing altinda gaz doyurma
ile 100-500 pm gozenek olusumu

Dondurarak kurutma: Coziicii kristalizasyonu ile pordz
yapi eldesi

Faz ayrim1: Polimer/solvent sistemlerinde faz ayrismasi
Elektro-egirme: Nanometreden mikron seviyesine fiber
tiretimi(Sachlos, Czernuszka, Gogolewski, & Dalby,
2003).

Elektro-egirme Teknigi:

Diisiik maliyet ve siirekli fiber tiretimi
3 nm'den mikron seviyesine kadar fiber boyut aralig1

Genis ylizey alani ve yiiksek porozite(G. H. Kim, 2008;
Ndreu, Nikkola, Ylikauppilar, Ashammakhi, & Hasirci,
2008).

[leri Uretim Teknolojileri:

Hizl prototipleme ve serbest kati hal teknikleri, geleneksel
yontemlerin sinirlamalarin1 agmak i¢in gelistirilmistir:
CAD/CT Tabanli Yontemler:

Bilgisayar destekli tasarim ve bilgisayarli tomografi
verileriyle 3B modelleme

Katmanl iiretim ile hassas geometrik kontrol

20'den fazla serbest kat1 hal {iretim yontemi(Liu, Xia, &
Czernuszka, 2007).

Ozel Uretim Teknikleri:

Is1 tabanli: Eriterek birikim modellemesi (FDM), lazerle
kaliplama (SLS)

Yapistirict tabanli: Ug boyutlu modelleme (3DP)
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e Isik tabanli: Stereolitografi (SLA)(Liu Tsang & Bhatia,
2004; Yeong, Chua, Leong, & Chandrasekaran, 2004)

e Kalip tabanli:  Mikrokiirelerin  1s11  yOntemle
birlestirilmesi(Malafaya et al., 2005).

Bu yoOntemler, doku iskelelerinin yapisal, tasarimsal ve
gozenek Ozelliklerinin hassas kontroliine olanak saglayarak, hedef
dokuya 0Ozgli optimize edilmis yapilarin {iretilmesini miimkiin
kilmaktadir.

Doku Iskelesi Uretim Yontemi ve Yiizey Topografisinin
Hiicre Adhezyonu ve Farklilagmasina Etkisi

Doku ve organ gelisimi ile rejenerasyon siireclerinde,
hiicreler arasi iletisim, hiicre-hiicre disi matriks etkilesimleri ve
sinyal molekiilleri-¢evre iliskilerinden olusan kompleks bir ag yapis1
rol oynamaktadir. Bu faktorlerin her biri, doku ve organ
morfogenezini diizenleyen kritik sinyal yolaklarinm
olusturmaktadir(Nisbet, Forsythe, Shen, Finkelstein, & Horne,
2009). Hiicrelerin i¢inde bulundugu mikrogevrenin yapisal
ozellikleri, biyokimyasal molekiillerin kompozisyonu, yiizey
gerilimi, topografik yapi, elektriksel yiik dagilimi ve manyetik alan
gibi fizikokimyasal parametreler, hiicre adhezyonu, proliferasyonu
ve yonlenmesinde belirleyici rol oynamaktadir(Xie et al., 2009).

Geleneksel iki boyutlu hiicre kiiltlir sistemleri ile
karsilastirildiginda, hiicre dis1 matriksin dogal {i¢ boyutlu mimarisini
taklit eden sistemlerin, biliylime faktorlerini tutabilme kapasitesi,
hiicre adhezyonunu, ¢ogalmasini ve farklilasmasini destekleyecek
geometrik  Ozelliklere sahip oldugu deneysel caligmalarla
gosterilmistir(Dawson et al., 2008).

Hiicre dis1 matriksin primer islevleri arasinda, hiicre
adhezyonu ve proliferasyonu i¢in mekanik destek saglamanin yani
sira, cesitli biyokimyasal molekiillerin hiicrelerle etkilegsimine
aracilik etmek bulunmaktadir. Dogal hiicre digi matriksin kollajen
fibril kompozisyonunun yapisal ve {i¢ boyutlu organizasyonunun
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taklit edilmesinde, elektro-egirme yontemiyle {iretilen nanofiberler
etkili bir platform olusturmakta ve fonksiyonel doku iskeleleri elde
edilebilmektedir(Lim & Mao, 2009).

Hiicrelerin yerlestirildigi g¢evresel yapinin bilesenleri ile
mikro ve makro topografik Ozellikleri, hiicre tutunmasi,
proliferasyonu ve gO¢ mekanizmalar1 iizerinde Onemli etkiye
sahiptir. Lim ve meslektaglarinin adipoz dokudan izole edilmis
mezenkimal kok hiicrelerin osteojenik farklilagsmasi iizerine
yaptiklar1 c¢alismada, elektro-egrilmis kollajen nanoyiizeyler
iizerinde, iki boyutlu kollajen yapilara kiyasla iki kat daha yiiksek
osteojenik gen ekspresyonu tespit edilmistir. Kollajen nanofiberlerin
mekanik dayanim degerlerinin dokuzuncu giinde azalma
gostermesine ragmen, baslangigtaki iskele-hiicre etkilesim
farkliliklarinin gen ekspresyon profilindeki degisiklikleri agikladigi
one siirtilmiistiir(Lim & Mao, 2009).

Doku miihendisligi uygulamalarinda, hedeflenen hiicre
tipinin yonelimini etkileyen diger bir faktdr de fiberlerin ¢ap1 ve
konsantrasyonudur. Bu parametreler hiicre adhezyonu ve yonelimini
dogrudan belirleyici niteliktedir. Fiber konsantrasyonunun
artmastyla hiicre proliferasyonu fiber dogrultusunda gergeklesirken,
fiberler aras1 bosluklarin artmasiyla hiicreler farkli organizasyonlar
olusturabilmekte ve degisken morfolojik ozellikler
gelistirebilmektedir. Christopherson ve ekibinin yetiskin sigcan
hipokampusundan elde edilen néral kok hiicrelerle yaptiklar
caligmada, farkli caplarda fiberlerle kaplanmis iki polietersiilfon-
laminin yiizey kullamilmistir. Kii¢iik capli fiberler {izerindeki
hiicrelerin fiber matriksine yayilarak glia benzeri hiicrelere
farklilasabildigi, buna karsilik genis capli fiberler {izerinde kiiltiire
edilen hiicrelerin fiberler boyunca wuzadigt ve farklilasma
gostermedigi gdzlemlenmistir(Christopherson, Song, & Mao, 2009).

Kullanilan doku iskelesinin, hiicre yiiklenmesini takiben
uzun siireli kiiltiire imkan tanimasi ve hiicre-iskele kompleksinin
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yerini dogal doku alana kadar hiicreleri destekleyici yapisal
biitiinliigli korumasi gerekmektedir. Bu amagla kiiltiirde kullanilmak
tizere kararli yapida iskelelerin gelistirilmesi biiyiilk 6nem
tasimaktadir. Lim ve ¢alisma arkadaglari, insan mezenkimal kok
hiicreleri ve kondrositlerle yiiriittiikleri arastirmada, hiicre
iskelesinin stabilitesi ile hiicre proliferasyon etkinligi arasinda dogru
orantt oldugunu gostermislerdir. Yiiksek bozunma hizina sahip
iskelelerde proliferasyon etkinliginin azaldigi belirlenmistir(Lim &
Mao, 2009).

Kok Hiicreler

Kok hiicreler, kendilerini yenileme ve yeni kok hiicre
populasyonlart olusturma kapasitesinin yani sira, ¢esitli hiicre
tiplerine farklilasabilme potansiyeline sahip klonojenik hiicreler
olarak tanimlanmaktadir(Rimondini & Mele, 2009).

Genel hiicresel fonksiyonlar1 yerine getirme, hiicre ultra
yapisi, boliinme ve kendini yenileme gibi temel 6zellikler agisindan
diger hiicrelerle benzerlik gostermekle birlikte, kok hiicreler {i¢
temel karakteristik 6zellik ile onlardan ayrilirlar.

e Ilk olarak, kok hiicreler, herhangi bir dokuya 6zgii yapisal
morfolojiye sahip degildir ve belirli bir dokuya ait
uzmanlasmis islevleri yerine getirmezler.

e ikinci olarak, "plastisite" olarak adlandirilan bir dzellik
sayesinde, Ozellesmis hiicre serilerine doniisebilirler
(diferansiyasyon). Bu farklilagma siireci, hiicrenin gen
ekspresyonundan kaynaklanan igsel sinyaller ve komsu
hiicreler ile mikrocevreden gelen biiylime faktorleri ve
sinyalizasyon molekiilleri gibi digsal sinyaller tarafindan
diizenlenir.

e Ugiincii ve son olarak, kok hiicreler yasam siireleri
boyunca defalarca boliinerek kendilerini yenileyebilir ve
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bu sayede herhangi bir dokunun rejenerasyon siirecine
katkida bulunma potansiyeli tasirlar.

Kok Hiicrelerin Siniflandirilmast

Kok hiicreler, sahip olduklar1 diferansiyasyon potansiyeli
temelinde kategorize edildiklerinde; bir bireyin tiim hiicre tipleri ile
ekstraembriyonik dokularini olusturabilme kapasitesine sahip
totipotent hiicreler, li¢ germ tabakasindan koken alan tiim hiicre
cesitlerine doniisebilen pluripotent hiicreler, sinirli sayida ancak
belirli bir hiicre ailesi i¢indeki birden fazla hiicre tipine
farklilagabilen multipotent hiicreler ve yalnizca tek bir hiicre tipini
meydana getirebilen unipotent hiicreler seklinde siniflandirilir.
Kokenlerine dayali smiflandirmada ise, blastosist evresindeki i¢
hiicre kiitlesinden elde edilen embriyonik kok hiicreler ile postnatal
donemden itibaren c¢esitli dokularda bulunan ve somatik kok
hiicreler olarak da adlandirilan eriskin kok hiicreler olmak iizere iki
ana grupta incelenmektedir(Fortier, 2005; M. S. Rao, 2004).

Mezenkimal Kok Hiicreler (MSC)

Mezenkimal kok hiicreler, bag dokunun temelini olusturan ve
cok yonlii diferansiyasyon kapasiteleri ile dikkat ¢ceken hiicrelerdir.
Bu hiicreler, laboratuvar kosullarinda o6zelliklerini kaybetmeden
cogalabilmekte ve sahip olduklari immiinomodiilator etkiler
sayesinde transplantasyon sonrasinda doku reaksiyonuna yol
acmamaktadir. Bu nitelikleri, onlar1 klinik uygulamalar i¢in son
derece degerli bir kaynak haline getirmektedir. Mezenkimal kok
hiicreler, ¢ok sayida farkli hiicre tipine farklilagarak doku
rejenerasyonunu saglamaktadir(Barry & Murphy, 2004).

Bu hiicreler, ¢esitli fetal ve eriskin dokularindan izole
edilebilen,  multipotent  Ozellikteki ~ stromal  hiicrelerdir.
Immiinomodiilasyon kabiliyetleri ve hiicre bazli tedavilerde
sergiledikleri olumlu sonuglar, onlar1 bu alan i¢in ideal bir secenek
konumuna getirmistir. Kolay izole edilebilmeleri, ¢ok sayida
fonksiyonel hiicre tipine farklilasabilmeleri, diferansiyasyon
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kapasitelerini kaybetmeden Kkiiltiir ortaminda c¢ogaltilabilmeleri,
hasarli dokuya go6¢ edebilmeleri ve immiinsupresif ve anti-
inflamatuar etkiler gostermeleri temel Ozellikleri arasinda yer
almaktadir. Ayrica, dogal dldiirticii hiicreler, dendritik hiicreler ile T
ve B lenfositleri gibi bagisiklik sistemi hiicreleri {izerinde
diizenleyici bir role sahip olduklar1 bildirilmistir. Mezenkimal kok
hiicrelerin, gen terapisi ve ilag¢ tastyict sistemler i¢in de uygun bir
ara¢ oldugu ifade edilmektedir(Barry & Murphy, 2004; Porada &
Almeida-Porada, 2010).

Mezenkimal kok hiicrelerin varligina iligkin ilk bulgular
kemik iligine dayanmaktadir. Friedenstein, kemik iligi kiiltiirtinde
tespit ettigi ve yapigkanlik 6zelligi gosteren bu hiicrelerin adiposit,
kondrosit ve osteoblast gibi hiicrelere doniigsebilme potansiyelini
ortaya koymustur. Baglangigta fibroblast benzeri morfolojileri
nedeniyle "kemik iligi stromal fibroblastlar1" olarak adlandirilan bu
hiicreler, sonrasinda "mezenkimal kok hiicre" terimi ile
tanimlanmustir.

Glintimiizde kemik iliginin yam1 sira iskelet Kkasi,
perikondriyum, dental pulpa, trabekiiler kemik, dermis, kan,
sinovyal membran, periodontal ligament ve siit disi gibi ¢ok ¢esitli
dokulardan mezenkimal kok hiicre izolasyonu miimkiin hale
gelmistir. Yapilan arastirmalar, multipotent erigkin kok hiicrelerin
yalnizca yiiksek hiicre yenilenme hizina sahip organ ve dokularda
degil, ayn1 zamanda yag dokusu ve periost gibi diisiik turnover hizi
gosteren dokularda da bulundugunu gostermistir(Hayashi, Katsube,
Hirose, Ohgushi, & Ito, 2008; Shanti, Li, Nesti, Wang, & Tuan,
2007; Zuk et al., 2002).

Mezenkimal kok hiicreler, kondrosit, osteoblast, adipozit,
miyoblast, kardiyomiyosit, hepatosit, astrosit, fibroblast, noron,
tendon hiicreleri ile endotelyal ve stromal hiicrelere farklilasma
kapasitesine sahiptir. Glinlimiizde, gelistirilmis spesifik protokoller
sayesinde bu hiicrelerin kiiltiirlenmesi ve osteoprogenitor hiicrelere
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farklilagtirilmasi kolaylikla saglanabilmektedir(Hattori et al., 2004;
Shanti et al., 2007).

In vitro ve in vivo diferansiyasyon ozelligi sergileyen
mezenkimal kok hiicreler, tedavide otojenik, allojenik ve ksenojenik
formlarda, lokal ya da sistemik infiizyon yoluyla
uygulanabilmektedir. Immiinkompetan hayvan modellerinde
allojenik ve ksenojenik mezenkimal kok hiicre transplantasyonunun
uygunlugu ve basarisina dair ¢esitli  bilimsel raporlar
bulunmaktadir(Arinzeh et al., 2003; Niemeyer, Szalay, Luginbiihl,
Stidkamp, & Kasten, 2010; Planka et al., 2008).

Kemik iliginde hematopoietik olmayan kok hiicrelerin
varligi ilk olarak Alman patolog Cohnheim tarafindan tespit
edilmigtir. Daha sonra Friedenstein, Piatetzky-Shapiro ve Petrakova,
yaptiklar1 ¢aligmalarda mezenkimal kok hiicrelerin  kemik
rejenerasyon siirecini  hizlandirdigint  bildirmislerdir.  Cesitli
deneysel kemik defekt modellerinde mezenkimal kok hiicrelerin
iyilesme iizerindeki olumlu etkileri literatiirde yer almaktadir.

Goel ve meslektaglari, tibial nonunion vakalarinda kemik
ilig1 kaynakli mezenkimal kok hiicrelerin etkinligini arastirdiklari
prospektif calismada, hazirlanan kemik iligi aspiratinin perkiitan
enjeksiyonunu takiben 20 hastanin 15'inde kirik bolgesinde 1yilesme
gozlemlemislerdir. Ortalama iyilesme siiresi enjeksiyon sonrasi 14
hafta olarak tespit edilmistir(Goel et al., 2005). Benzer sekilde,
Siwach ve ¢alisma arkadaslari, kirik veya distraksiyon sonrasi kot
iyilesme veya nonunion problemi yasayan 72 hastanin 69'unda,
bolgeye otojen kemik iligi kaynakli mezenkimal kok hiicrelerin
perkiitan  uygulamasi  ile  rejenerasyon  gozlemlendigini
bildirmislerdir(Goel et al., 2005; Kon et al., 2023) (Kon ve digerleri,
2000).

Polimerik  tasiyicilar  kullanilarak  defekt  bolgesine
mezenkimal kok hiicre implantasyonu da yaygin olarak kullanilan
bir diger yontemdir. Bu tasiyicilarin bliylime faktorlerinin salinimini
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saglayacak oOzellikte olmasimin, rejeneratif potansiyeli anlamli
derecede artirdig1 tespit edilmistir(Borden, Attawia, Khan, El-Amin,
& Laurencin, 2004; Y. Takahashi, Yamamoto, & Tabata, 2005).
Omegin, Borden ve arkadaslari (2004) tavsan tibiasinda
olusturduklar1 defekte polimerik bir matriks materyali ile birlikte
mezenkimal kok hiicre implante etmis ve uygulamada kullanilan
BMP-7'nin osteojenik aktiviteyi belirgin sekilde artirdigim
gostermislerdir(Borden et al., 2004).

Kemik doku miihendisligi calismalarinda, kok hiicrelerin
defekt bolgesine transferi; otolog veya allojenik kaynakli kok hiicre
kiiltiirleri olusturularak veya kaynak dokunun konsantre edilmesi
yoluyla, hiicre izolasyonu ve kiiltiirii islemine gerek duyulmaksizin
gerceklestirilebilmektedir.  Otojen  mezenkimal kok  hiicre
kaynagindan izole edilen hiicre hatlarinin kiiltiirii, kopek vertebral
iyilesme modelinde ve kopek ile koyunlarda tibia ve femurdaki
segmental defekt modellerinde kullanilmistir. Képek femurunda
olusturulan segmental bir defektin iyilesmesinde, otojen kok hiicre
kiiltirtiniin  hidroksiapatit/trikalsiyum fosfat igeren seramik bir
tasiyici ile birlikte uygulanmasinin 12. haftada daha yiiksek bir
tyilesme etkinligi gosterdigi bildirilmistir(Muschler et al., 2005).

Mezenkimal kok hiicrelerin allojenik transferi sonrasinda
konak¢ida immiin bir reaksiyona neden olmadigi gézlemlenmistir.
Bu durum, rejeneratif tedavilerde kullanilmak iizere bu hiicrelere ait
hatlarin elde edilebilecegi, c¢ogaltilabilecegi ve kok hiicre
bankalarinda saklanabilecegi anlamina gelmektedir(Bartholomew et
al., 2002; Damme, Driessche, Collen, & Chuah, 2002; Devine, Peter,
Martin, Barry, & Mclntosh, 2001; Meisel et al., 2004). Arinzeh ve
caligma arkadaslari, kopek femurunda olusturduklari kritik boyuttaki
bir defektin iyilesmesinde allojenik mezenkimal kok hiicre
kullanimin1 aragtirmiglardir. Cesitli gézenekli tasiyici tipleri ile
implante edilen hiicrelerin kemik rejenerasyonu sagladigi ve calisma
stiresince herhangi bir immiin reaksiyon veya antikor olusumu
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gozlemlenmedigi bildirilmistir. Arastirmacilar, allojenik kdk
hiicrelerin kemik iyilesmesinde otojen kok hiicreler kadar etkili bir
sekilde kullanilabilecegini ve cerrahi tedavilerde uygulanmasinin
immiinolojik acidan giivenli oldugunu ifade etmislerdir(Arinzeh et
al., 2003).

Mezenkimal kok hiicreler, tedavi edilmek istenen defekte,
otolog hiicre kaynaginin konsantre edilmesi yoluyla da aktarilabilir.
Bu yontemde, kemik iligi aspirat1 veya yag dokusu gibi kaynaklar
cesitli secici hiicre tutulum teknikleri ile konsantre edilmekte ve
hiicre kiiltiirii islemi gergeklestirilmeksizin intraoperatif olarak
dogrudan transplante edilmektedir(Zuk et al., 2002). Ancak bu
metod ile hiicre kiiltiirli yoluyla elde edilebilecek hiicre yogunluguna
ulagilamamaktadir.

Akita ve arkadaslari, nude-siganlarda olusturduklari kraniyal
kemik defektinin iyilesmesinde, insan kaynakli mezenkimal kok
hiicrelerin etkinliginin, insan rekombinant BMP-2 ve rekombinant
bazik FGF ile arttigin1 gozlemlemislerdir. Chang ve meslektaslari
ise, insan BMP-2 genini kiiltiir ortamindaki domuz kaynakl
mezenkimal kok hiicrelere transfer etmislerdir. Bu hiicre
kolonilerinin, tip I kollajen igerikli bir tasiyicr ile domuz
kraniumunda olusturulan kemik defektine implantasyonu
sonrasinda, rejenerasyonun istatistiksel olarak anlamli diizeyde
tyilestigini bildirmislerdir(Zuk et al., 2002).

Uluslararas1 Hiicresel Tedavi Dernegi (International Society
for Cellular Therapy - ISCT), mezenkimal kok hiicreler igin elde
edildikleri doku kaynagindan bagimsiz olarak gecerli ii¢ temel
tanimlayict kriter belirlemistir. Bu kriterler sunlardir: birincisi,
uygun kiiltiir kosullarinda plastik yiizeylere adhere olabilme
kapasitesi; ikincisi, akim sitometri analizleri ile degerlendirildiginde
hiicre populasyonunun %95'inden fazlasinin CD105, CD73 ve CD90
gibi yiizey belirteglerini pozitif olarak ifade etmesi, buna kargilik
CD45, CD34, CDl14, CDl1b, CD79, CD19 ve HLA-II gibi
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hematopoietik koken belirteglerini eksprese etmemesi; ve li¢linciisii,
in vitro kosullarda osteojenik, adipojenik ve kondrojenik soy
hatlarina farklilasma  potansiyelinin deneysel olarak
gosterilebilmesidir.

Mezenkimal kok hiicrelerin osteojenik farklilasmast Von
Kossa veya Alizarin Red boyamalar ile, kondrojenik farklilagmasi
Alcian blue ile, adipojenik farklilagmasi ise Oil Red O boyamasi ile
tespit edilebilmektedir(Dominici et al., 2006; Spitkovsky &
Hescheler, 2008).

Kiiltiirdeki mezenkimal kok hiicrelerin eksprese ettikleri
ylizey molekiilleri detayli bir sekilde karakterize edilmis olmakla
birlikte, bu hiicrelere 6zgii tek ve benzersiz bir antijen heniiz
tanimlanamamistir(Docheva, Popov, Mutschler, & Schieker, 2007).
Farkli dokulardan izole edilen mezenkimal kok hiicre hatlarinin
antijenik profilleri incelendiginde, kaynaga bagh farkliliklar oldugu
gdzlemlenmektedir. Ornegin, Dominici ve meslektaslari kemik iligi
kaynakli mezenkimal kok hiicrelerin CD106 pozitif ve CD49d
negatif oldugunu, buna karsin adipoz doku kaynakli olanlarin ise
CDA49d pozitif ve CD106 negatif ekspresyon profili sergiledigini
rapor etmislerdir(Dominici et al., 2006).

Mezenkimal kok hiicrelerin hasarli doku onarimini ve
rejenerasyonunu  saglama mekanizmalart ¢ok yonlidiir. Bu
mekanizmalar arasinda, dogrudan Ozellesmis hiicre tiplerine
(osteoblast, kondrosit vb.) farklilagmalari, hasarli hiicreler ile fiizyon
yaparak onlarin fonksiyonlarini yeniden kazanmalarimi saglamalari
ve parakrin etkiyle c¢oOziinebilir faktorler (biiylime faktorleri,
sitokinler, kemokinler), enzimler ve hiicre dis1 matriks bilesenleri
salgilayarak hiicreler arasi iletisimi ve mikrogevreyi diizenlemeleri
sayilabilir. Arastirmacilar, 6zellikle bu parakrin sinyallerin ve hiicre-
matriks etkilesimlerinin rejeneratif siiregteki kritik roliiniin altini
cizmektedir(Stappenbeck & Miyoshi, 2009).
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Mezenkimal kok hiicrelerin bulunduklari nis i¢inde genis bir
yelpazedeki sitokin, kemokin, enzim ve diger biyoaktif molekiilleri
aktif olarak sentezledigi bilinmektedir. Fox ve arkadagslar1 (2007),
kemik iligi kaynakli mezenkimal kok hiicrelerinin IL-6, IL-7, IL-8,
IL-11, IL-12, IL-14, IL-15 gibi ¢esitli interlokinlerin yan1 sira, M-
CSF, Flt-ligand, Kok Hiicre Faktorii (SCF), SDF-1-alfa ve MCP-1
gibi O6nemli kemokinleri de iirettigini gdstermislerdir(Fox,
Chamberlain, Ashton, & Middleton, 2007).

Insan ve hayvan modellerinde, mezenkimal kok hiicrelerin
imminomodiilatéor ve anti-inflamatuar etkilerini; B lenfosit
aktivitesinin inhibisyonu, diizenleyici T hiicrelerinin (Treg)
stimiilasyonu ve T lenfosit aktivasyonunun baskilanmasi yoluyla
gosterdigi  anlagilmigtir. Bunlara ek olarak, bu hiicrelerin
antiapoptotik (hiicre oliimiinii  engelleyici), antifibrotik ve
anjiyojenik (damar olusumunu tesvik edici) 6zelliklere de sahip
oldugu tanimlanmistir(Jaquet et al., 2005; Nauta, Kruisselbrink,
Lurvink, Willemze, & Fibbe, 2006) Tiim bu islevler, mezenkimal
kok hiicrelerin hasarli dokulardaki onarici rollerini agiklayan temel
mekanizmalar1 olusturmaktadir.

Mezenkimal kok hiicrelerin bir diger onemli 6zelligi de,
bulunduklar1 orijin dokudan ayrilarak kan dolasimi yoluyla hasarl
bolgeye goc edebilmeleridir (homing). Bu migrasyon siirecini
baglatan temel uyaranin, hasarli doku tarafindan saliman SDF-1,
MCP-1 ve kompleman sisteminin bir bileseni olan C3a gibi
kemotaktik faktorler oldugu tespit edilmistir(Xu et al., 2010).

Dental Folikiil Kaynakh Kok Hiicreler (DFSC)

Dental folikiil kaynakli kok hiicreler (DFSC), dis germini
saran ektomezenkimal orijinli bir yap1 olan dental folikiil
dokusundan izole edilmektedir(C. Morsczeck et al., 2005). Bu
hiicrelerin karakterizasyonu, mezenkimal kok hiicre belirteglerini
(CD105, CD44, CD29, CD73, CD90, CD146, STRO-1, Notch 1 ve

HLA-ABC) ifade ettiklerini, buna karsilik hematopoietik kok hiicre
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belirteclerini (CD34, CD31, CD45, CD117 ve CDI14) eksprese
etmediklerini gostermistir. Ayrica DFSC'ler, noéral kok hiicre
belirtegleri (Nestin ve [-IlI-tubulin), noral krest kok hiicre
belirtecleri (P75 ve HnK1) ve glial hiicre belirteci (GFAP) de dahil
olmak tizere ¢ok ¢esitli bir marker profili sergilemektedir. Bunlara
ek olarak, pluripotentlik belirtecleri (OCT4, NANOG ve SOX2) ve
immiinolojik faktorler (IL-6 ve TLR4) de bu hiicrelerde ifade
edilmektedir(Lima et al., 2017). Bu hiicrelerin izolasyonuna iliskin
ilk ¢alisma, Handa ve meslektaslar1 (2002) tarafindan sigir dokusu
kullanilarak gerceklestirilmistir(Handa et al., 2002). Dental
folikiiliin, dis siirme siirecinde osteoblastik ve osteoklastik aktiviteyi
diizenleyerek kemik remodelasyonunda kritik bir rol oynadigi
bilinmektedir.

Yapilan arastirmalar, DFSC'lerin periodontal ligament
fibroblastlar1, adipositler, néronlar ve alveolar kemik osteoblastlari
gibi cesitli hiicre tiplerine farklilasabildigini ve belirgin bir
osteojenik ve proliferatif potansiyel sergiledigini ortaya
koymustur(Felthaus et al., 2010; Kémoun et al., 2007; Mori et al.,
2012; Yao et al., 2013). Ayrica bu hiicrelerin nestin, Notch-1, STRO-
1, Runx-2 gibi 6nemli hiicre i¢i proteinlerinin yani sira, tip I kollajen
ve osteokalsin gibi kemik matriks proteinlerini de eksprese ettigi
bildirilmistir(C. Morsczeck, 2006).

Insan kaynakli DFSC'lerin in vitro kosullarda osteojenik
farklilasma kapasitesi bircok calisma ile dogrulanmistir. DFSC'ler,
deksametazon, B-gliserofosfat ve askorbik asit iceren bir ortamda
osteoblastlara  farklilasabilmektedir. =~ Osteojenik  farklilasma
stirecinde, runt-iligkili transkripsiyon faktorii 2 (RUNX-2), alkalen
fosfataz (ALP), kemik sialoproteini (BSP), osteokalsin (OCN),
osterix ve Distal-less homeobox-5 (DLX-5) gibi osteojenik
belirteclerin ekspresyonunda artis gozlemlenmektedir(Felthaus,
Gosau, & Morsczeck, 2014; K. Takahashi et al., 2013; Zhao et al.,
2002). Bu belirteglerden RUNX-2 ve ALP erken donem markerlari
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olup, osterix ise RUNX-2'nin yolaginda yer alan ve osteopontin
(OPN) gibi hiicre dis1 matriks proteinlerinin ekspresyonunu
diizenleyerek osteoblastlarin nihai farklilasmasinda rol oynayan
onemli bir transkripsiyon faktoriidiir. DFSC'lerin osteojenik
farklilasma mekanizmas1 karmasik olup, sitokinler, hiicre-hiicre
etkilesimleri ve c¢oklu sinyal yolaklar1 gibi bir¢ok faktdrden
etkilenmektedir.  Sitokinlerin  etkisi baglaminda, BMP2'nin
DFSC'lerde Distal-less homeobox 3 (DLX3) ekspresyonunu
indiikledigi ve DLX3 susturulmasimin neden oldugu osteojenik
farklilagsma inhibisyonunu geri ¢evirdigi gosterilmistir(Viale-
Bouroncle et al., 2012). Benzer sekilde, DFC'lerin osteojenik
indiiksiyonu sirasinda BMP6 ekspresyonunun arttigi ve eksojen
BMP6 uygulamasinin osteoblast iligkili faktorlerin (DLX-5,
RUNX2, osterix) ekspresyonunu artirdigi rapor edilmistir(K.
Takahashi et al., 2013). DFSC'lerde BMP6'nin RNA ile susturulmasi
osteogenezi zayiflatmig, ancak insan rekombinant BMP6min bu
etkiyi tersine gevirebildigi gozlemlenmistir(Yao et al., 2013). EGR1
ifadesinin DFSC'lerin osteojenik farklilagmasi sirasinda arttig1 ve bu
stireci tesvik ettigi bilinmektedir. Dentin matriks proteini 1 (DMP1)
ifadesinin DFSC'lerde arttigi  ve osteojenik farklilasmay1
destekledigi  tespit edilmistir.  Deksametazonun, ZBTBI16
transkripsiyon faktoriiniin iiretimini indiikleyerek DFSC'lerin
osteojenik farklilagmasini tesvik ettigi bildirilmistir. Buna karsilik,
paratiroid hormonu iligkili peptidin (PTHrP) ise DFC'lerin
osteojenik  farklilagsmasin1  inhibe edici bir rol oynadig
anlasilmistir(Klingelhoffer, Reck, Ettl, & Morsczeck, 2016;
Christian Morsczeck & Reichert, 2017; Rezai Rad et al., 2015).
Kiiltir kosullarmin etkisine gelince, Xi ve ark. hipoksinin
DFSC'lerde osteojenik farklilagsmay1 tesvik ettigini, pluripotensi
korudugunu ve gog ile proliferasyonu artirdigini gostermistir(Xi,
Guoqing, & Weidong, 2017). Apikal papilla kok hiicreleri
(SCAP'lar) ile ko-kiiltiiriin ise DFSC'lerin osteogenezini ve
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fibroblast farklilagmasini inhibe ettigi, bu durumun kok gelisiminden
once DFSC'lerin farklilasmamis durumunu koruyabildigine isaret
ettigi diisliniilmektedir(Wu et al., 2018).

DFSC'lerin  osteojenik farklilagmasinda ¢oklu sinyal
yolaklar1 rol oynamaktadir. Wnt/B-katenin sinyal yolagi, bu siirecte
iizerinde en fazla calisilan yolaklardan biridir ve DFC'lerin
osteogenezinde ve sementojenik farklilagsmasinda aktif bir role
sahiptir. Hedgehog sinyal yolagmin dis gelisimi igin gerekli
olmasma ragmen, Morsczeck ve ark. BMP2 ile indiiklenen
osteogenez sirasinda bu yolagin inhibe edildigini gdzlemlemistir(C.
Morsczeck, Reck, & Beck, 2017). Viale-Bouroncle ve ark.
NOTCHI sinyal yolaginin DLX3 tarafindan aktive edilebildigini ve
aktive olmus NOTCHI1 sinyal yolaginin DFSC'lerin osteojenik
farklilagmasini inhibe ettigini tespit etmistir(Viale-Bouroncle,
Gosau, & Morsczeck, 2014).

Fare modellerine yapilan transplantasyon sonucunda, bu
hiicrelerin osteokalsin ve kemik sialoproteini ekspresyonu ile
karakterize edilen, fibr6z ve rijit dokularin olusumunu indiikledigi
gozlemlenmistir(C. Morsczeck et al., 2005; Christian Morsczeck et
al., 2008) Honda ve ¢alisma arkadaglar1 (2011) tarafindan yapilan bir
arastirmada ise, DFSC'lerin sicanlarda olusturulan kritik boyuttaki
kalvarial kemik defektlerine transplante edildiginde, yeni kemik
olusumunu anlamli derecede indiikledigi deneysel olarak
gosterilmistir(Honda et al., 2011). Rezai-rad ve ark. tarafindan
yapilan ¢aligmada, polikaprolakton ve DFSC kombinasyonunun
immiinkompetan siganlardaki kafatas1 defektlerine implantasyonu
sonucunda, 8 hafta sonunda belirgin yeni kemik olusumu
gozlemlenmistir(Rezai-Rad et al., 2015). Ancak, DFSC'lerin
osteojenik farklilagmasinin molekiiller veya biiylime faktorleri gibi
mikrogevresel uyaranlar tarafindan indiiklenmesi gerekmektedir.
Indiiksiyon olmadan, DFSC'lerin mineralize doku veya kemik
olusturma yetenegi siirli kalmaktadir. Ayrica, pasaj sayisi arttikca,
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DFSC'lerin in vivo sartlarda sert doku olusturma yetenegini
kaybederek bag dokusu olusturdugu gozlemlenmistir. Dental
implantlar ve kemik onariminda kullanilan baslica malzemeler
titanyum ve seramiklerdir. Lucaciu ve ark. farkli biyoaktif
kaplamalarla muamele edilmis titanyum implant yiizeylerinde
yapilan  ¢alismalarda, DFSC'lerin kemik rejenerasyonunu
tyilestirdigini ve hidroksiapatit ile muamele edilmis titanyum
ylizeyinin hiicre adezyonu ve proliferasyonu i¢in daha uygun
oldugunu belirtmistir(Lucaciu et al., 2015).

Dental Pulpa Kaynakh Kok Hiicreler (DPSC)

Yirmi yas dislerinden izole edilen dental pulpa kok
hiicrelerinin, kikirdak hiicreleri, noronal doku, endotel, iskelet kasi
ve diiz kas hiicreleri, adipozit ve osteoblastlar gibi ¢ok ¢esitli hiicre
soylarina farklilagabildigi literatiirde rapor edilmistir(d’Aquino et
al.,2007; Jo et al., 2007; Laino et al., 2005; Zhang, Walboomers, Shi,
Fan, & Jansen, 2006). Uygun indiiksiyon ortaminda mineralize doku
olusturma kapasitesi sayesinde, DPSC'ler kemik rejenerasyonunu
hedefleyen doku miihendisligi arastirmalart i¢in son derece uygun
bir hiicre kaynagi olarak degerlendirilmektedir(Wei, Ling, Wu, Liu,
& Xiao, 2007). DPSC'lerin dondurularak saklanmas1 ve sonrasinda
coziilmesi islemlerinin ardindan dahi yiiksek canlilik oranina sahip
hiicre populasyonlar1 elde edilebilmektedir. Bu 6zellikleriyle
DPSC'ler, doku bankaciligt uygulamalarinda kullanilabilecek,
gorece kolay erisilebilir kaynaklar olarak one ¢ikmaktadir.

DPSCl'ler, sahip olduklar1 immiinomodiilatér ve anti-
inflamatuar etkiler nedeniyle, allojenik transplantasyon sonrasinda
immiin bir reaksiyon olusturma egilimi gostermemektedir. Bu
baskilayici etkinin, T lenfositlerinin proliferasyonunun engellenmesi
mekanizmasi iizerinden gerceklestigi belirtilmektedir(D’ Aquino,
Papaccio, Laino, & Graziano, 2008).

Laino ve meslektaslarinin, yetiskin bireylerden elde edilmis
gomiilii yirmi yas disi kaynakli DPSC'leri kullandiklar1 ¢alismada,
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bu hiicrelerin bir¢gok doku tipine farklilagsabilmesinin yani sira
ozellikle osteoblastik farklilagsma kapasitesinin oldukga yiiksek
oldugu vurgulanmistir. Arastirmacilar, bu hiicrelerin rejeneratif
cerrahi uygulamalarda 6nemli bir yer tutan otolog kemik greftlerine
alternatif bir kaynak olabilecegini ifade etmislerdir(Laino et al.,
2006).

Gronthos ve c¢alisma arkadaslari, yirmi yas disinden elde
edilen DPSC'leri kemik iligi kaynakli mezenkimal kok hiicreler ile
karsilagtirdiklar1 arastirmalarinda, DPSC'lerin daha yiiksek bir
proliferasyon yetenegine sahip oldugunu ortaya koymus ve kemik
iligi kaynakli mezenkimal kok hiicrelerden farkli plastisite
ozellikleri sergilediklerini rapor etmislerdir. Aymi1 calismada,
DPSC'lerin fibroblast (tip III kollajen ve fibroblast biiylime faktorii
2), kemik (alkalen fosfataz, tip 1 kollajen, osteonektin, osteopontin,
osteokalsin), diiz kas (alfa-SM aktin) ve endotel (VCAM-1 ve MUC-
18) hiicrelerine 6zgli ylizey antijenlerini eksprese ettigi ve tiim kiiltiir
populasyonunun heterojen bir karakter tasidigt
bildirilmistir(Gronthos, Mankani, Brahim, Robey, & Shi, 2000).

Todorovi¢ ve meslektaglart ise yaptiklart ¢alismada,
DPSCl'ler ve kemik iligi kaynakli mezenkimal kok hiicrelerin gen
ekspresyon profillerindeki farkliliklar1 incelemis ve DPSC'lerin
sahip oldugu yiiksek proliferasyon oranini, artmis siklin-bagimli
kinaz-6 (CDK6) ekspresyonuna baglamislardir(Todorovic et al.,
2008).

Tim bu Ozellikleri goz Oniine alindiginda, DPSC'lerin
periodontal doku, kemik ve kikirdak rekonstriiksiyonunun yani sira,
kas dokusu ve ndronal dokunun onariminda da 6nemli bir tedavi
potansiyeli tasidig1 sonucuna varilmaktadir.

Doku miihendisliginin temel prensibi, canli sistemlerin
karmagik yapi taglari taklit ederek rejeneratif bir tedavi stratejisi
gelistirmektir. Bu ti¢lii sistem; uygun hiicre kaynagi, bu hiicrelere {i¢
boyutlu bir biiylime ve organizasyon ortami saglayan bir iskele

—47--



(scaffold) yapis1 ve hiicre davranisini yonlendiren biyoaktif
sinyallerden olusur. Dental kaynakli kok hiicreler, ozellikle de
Dental Pulpa Kok Hiicreleri (DPSC) ve Dental Folikiil Kok
Hiicreleri (DFSC), bir 6nceki boliimde etraflica incelendigi lizere, bu
ticlii sistemin "hiicre" ayagi i¢in son derece gliclii adaylardir. Sahip
olduklar1 ¢oklu diferansiyasyon kapasitesi, yiliksek proliferatif
aktivite ve 6zellikle mineralize doku olusturma yoniindeki belirgin
egilimleri, onlar1 kemik rejenerasyonu hedefli arastirmalarin
odagina yerlestirmistir.

Ancak, bu biyolojik potansiyelin bagarili bir sekilde mobilize
edilmesi ve klinik uygulamaya aktarilabilmesi, kritik olarak
"miihendislik" boyutuna baglidir. Hiicreler, dogal ortamlarinda asla
izole bir sekilde bulunmaz; aksine, hiicre dist matriks (ECM) adi
verilen, hiicreler tarafindan salgilanan ve onlar1 cevreleyen ii¢
boyutlu, dinamik ve biyoaktif bir ag icinde yasarlar. Bu matriks,
hiicrelere sadece mekanik bir destek saglamakla kalmaz, ayni
zamanda adhezyon, migrasyon, proliferasyon, farklilasma ve
apoptoz gibi temel hiicresel siirecleri dogrudan diizenleyen
biyokimyasal ve biyofiziksel sinyallerin ileticisidir. Dolayisiyla,
rejeneratif tip uygulamalarinda basari, bu dogal mikrogevrenin
mimkiin oldugunca ashina yakin taklit edilebilmesiyle dogru
orantilidir.

Sentetik bir biyopolimer olan Polikaprolakton (PCL), doku
iskelesi tasariminda one ¢ikan bir malzemedir. PCL'nin bu denli
yaygin kabul gérmesinin ardinda yatan temel 6zellikleri su sekilde
siralamak miimkiindiir:

e Miikemmel Biyouyumluluk: PCL, viicut i¢inde zararh
bir enflamatuar yaniti tetiklemez ve cevre dokularla
uyum i¢inde bulunur.

e Kontrollii Biyobozunurluk: Hidroliz yoluyla, yavas ve
kontrollii bir sekilde bozunur. Bu 6zellik, yeni dokunun
olusum hizi ile iskelenin absorbe olma hizinin senkronize
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olmasini saglayarak, uzun vadede mekanik destek sunar.
Bozunma iirlinleri viicut tarafindan metabolize edilebilir.

e Islenebilirlik: Ergimis halde elektroegirme, 3D bask1
gibi cesitli ileri imalat teknikleri ile islenebilmesi,
iskelenin mimarisinin (gézenek boyutu, goézeneklilik, por
baglantilar1) hassasiyetle kontrol edilebilmesine olanak
tanir.

e Mekanik Dayanim: Diger bir¢cok biyobozunur polimere
kiyasla daha tistiin mekanik 6zelliklere sahiptir, bu da yiik
tastyan kemik dokularmin rejenerasyonu igin biiyiik bir
avantaj teskil eder.

e FDA Onay1 ve Ekonomiklik: Klinik kullanim igin
onayli olmasi ve nispeten diisiik maliyeti, arastirma ve
gelistirme siireclerini kolaylastirir.

Ozellikle elektroegirme teknigi ile iiretilen PCL nano-lifli
iskeleler, dogal ECM'nin fibroz nano yapisini taklit etme konusunda
basartya sahiptir. Yiiksek yilizey alani ve hacim orani, hiicre
adhezyonu ve yayilimi i¢in ideal bir saha olustururken, birbirine
bagli gbzenek ag1, besin ve metabolik atiklarin difiizyonuna, damar
olusumuna ve hiicre gogiine imkan verir.

Literatiir incelendiginde, PCL iskelelerin kemik iligi
mezenkimal kok hiicreleri ve adipoz doku kaynakli kok hiicreler ile
kemik rejenerasyonu amaciyla kullamildigina dair c¢alismalar
mevcuttur. Ancak, dental kaynakli kok hiicrelerin, 6zellikle de DPSC
ve DFSC'nin PCL iskeleler iizerindeki davranislarini, canliliklarini
ve en nihayetinde osteojenik fenotiplerini sistematik ve
karsilastirmali bir sekilde inceleyen ¢alismalar, literatiirde nemli bir
boslugu isaret etmektedir. Bu bosluk, asagidaki temel sorularin
yanitlanmasini akademik bir gereklilik haline getirmektedir:

e Hiicre-iskele Etkilesimleri: DPSC ve DFSC'ler,

PCL'nin nano lifli topografisine nasil bir morfolojik ve
proliferatif ~yamit vermektedir? Hiicre yayilim,
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morfolojisi ve populasyon dinamikleri, bu iki farkli hiicre
tipi arasinda anlamli farklhiliklar gdstermekte midir?
Hiicreler, iskele ylizeyinde nasil bir adhezyon ve
ekspresyon profili sergilemektedir?

e Osteojenik Diferansiyasyonun Kinetigi ve Kalitesi:
PCL iskele iizerinde osteojenik indiiksiyona maruz
birakildiklarinda, DPSC ve DFSC'lerin farklilasma
kinetigi nasildir? Hangi hiicre tipi daha etkili ve verimli
bir osteojenik yanit olusturmaktadir?

e Mikrocevresel Faktorlerin Rolii: Iskele mimarisinin
(gbzenek boyutu, lif cap1) ve mekanik ozelliklerinin, her
iki hiicre tipinin osteojenik profili iizerindeki etkisi nedir?
PCL iskele, optimal bir osteojenik mikrocevre saglamak
icin gerekli olan mekano transdiiksiyon sinyallerini
iletebilmekte midir?

e Mineralize Matriks Sentezi ve Organizasyonu: Nihai
hedef olan mineralize doku veya Onciiliiniin olusumu, ii¢
boyutlu PCL iskele yapist1 iginde ne Olgiide
gerceklesmektedir? Olusan matriksin  igerigi  ve
ozellikleri, immatiir kemige ne derece yakindir?

Bu boliimiin devaminda sunulan c¢alisma, yukarida ortaya
konan teorik ve pratik gereksinimler 1s18inda sekillenmistir. Bu
boliim, dental kok hiicre biyolojisi ile biyomateryal miihendisligini
bir araya getiren kapsamli bir deneysel yaklagimin {irlintidiir. Takip
eden kisimlarda, 6ncelikle DPSC ve DFSC'lerin izolasyon, kiiltiir ve
karakterizasyon protokolleri detaylandirilacak; ardindan PCL nano-
lifli  iskelelerin morfolojik  karakterizasyonu  sunulacaktir.
Sonrasinda, hiicre-iskele komplekslerinin olusturulma siireci ve bu
yapilar iizerinde gerceklestirilen ileri hiicresel analizlerin (canlilik,
proliferasyon, adhezyon morfolojisi) ve osteojenik farklilagmanin
bulgulari, karsilastirmal1 bir perspektifle rapor edilecektir.
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Bu kapsamli analizlerin nihai hedefi, yalnizca bu iki degerli
hiicre kaynaginin PCL ile uyumlulugunu belgelemek degil, aym
zamanda kemik doku miihendisligi i¢in hangi hiicre-iskele
kombinasyonunun daha iistiin bir rejeneratif strateji vaat ettigine dair
kanita dayali bir degerlendirme sunmaktir. Bu ¢aba, temel bilim ile
uygulamali tip arasinda bir koprii kurmay1 ve nihayetinde dental kok
hiicrelerin klinik potansiyelini en iist diizeye ¢ikaracak optimizasyon
stratejilerine 151k tutmay1 amacglamaktadir.

Pcl Doku Iskeleleri ile Kiiltire Edilen Dental Folikiil Kok
Hiicreleri Ve Dental Pulpa Kok Hiicrelerinin Osteojenik
Etkilerinin Translasyonel Kemik Doku Miihendisligi Protokolii
Ile Karsilastirilmasi

Gere¢ Ve Yontem

Bu in vitro c¢alisma, Medipol Universitesi Girisimsel
Olmayan Klinik Arastirmalar Etik Kurulu’ nun 27.06.2014 tarih ve
10840098 - 153 sayil1 raporu ile onaylanmustir.

Calismada, kemik doku miihendisligi uygulamalarina
yonelik olarak tasarlanmis iki farkli morfolojideki polikaprolakton
(PCL) tabanli doku iskelesi kullanilmistir. Bu iskeleler, ii¢ boyutlu,
ags1 ve gozenekli bir yapiya sahip olup, gamma 1ginlamasi yontemi
ile sterilize edilmistir. Iskelelerin temel tasarimi, 96'lik kiiltiir
kuyulartyla uyumlu olacak sekilde 5 mm c¢apinda ve 1.5 mm
kalinliginda standart diskler formundadir.

Kullanilan iskele tipleri su sekildedir:

Polikaprolakton Mesh (PCLm): Tamamen birbirine 90°
aciyla yerlestirilmis, 300 mikrometre ¢apindaki PCL fiberlerden
olusan ii¢ boyutlu bir ag yapisindan ibarettir. Fiberler arasinda kalan
ve yaklasitk 500 mikrometre boyutundaki bosluklar, hiicre
infiltrasyonu ve besiyeri difiizyonu i¢in uygun bir gbézenekli yap1
olusturmaktadir.
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Polikaprolakton Nanomesh (PCLnm): PCLm yapisinin
temelini olusturdugu, ancak buna ek olarak alt kisminda
elektroegirme (electrospinning) teknigi ile {iretilmis bir bazal
membran tabakasi bulunan kompozit bir iskeledir. Bu nano-yapili
katman, hiicrelerin baglangigtaki adhezyonu ve yayilimi i¢in dogal
ekstraseliiler matrikse benzer bir yap1 gorevi gormektedir.

Bu ¢alismada kullanilan her iki iskele tipinin geometrik ve
yapisal parametreleri, Ulusal Standartlar ve Teknoloji Enstitiisii
(National Institute of Standards and Technology-NIST) tarafindan {i¢
boyutlu doku iskeleleri i¢in bir referans model olarak tanimlanmastir.
Bu durum, ¢alismanin standardizasyonu ve sonuglarin literatiirdeki
diger caligmalarla karsilastirilabilirligi agisindan biiyiilk 6nem
tagimaktadir.

Mezenkimal kok hiicre izolasyonu ve kiiltiire edilmesi

DPSC ve DFSC izolasyonu

Kok hiicre izolasyonu i¢in, tamamen goémiilii durumda olan
ve ¢ekim endikasyonu bulunan, aksi takdirde tibbi atik statiisiinde
degerlendirilecek olan yirmi yas disleri kullanilmistir. Cekimi
takiben, disler steril kosullarda kirilarak pulpa ve dental folikiil
dokular1 alinmisir. Elde edilen bu dokular, steril bir bistiiri
kullanilarak birkag kii¢iik parcaya ayrilmstir.

Doku pargalart steril bir 15 ml'lik tiipe aktarilmis ve
iizerlerine 2 ml Tip I kollajenaz enzim ¢ozeltisi ilave edilmistir.
Enzimatik sindirim islemi i¢in tlip, 37°C'deki bir etiivde 1 saat
stireyle inkiibe edilmistir.

Inkiibasyon sonrasinda hiicre siispansiyonu, sindirilmemis
doku parcaciklarindan arindirmak amaciyla 70 um'lik bir hiicre
stizgecinden gecirilmistir. Elde edilen hiicre siispansiyonu, enzim
kalintilarin1 uzaklastirmak i¢in ardisik iki kez fosfat tamponlu salin
(PBS) ile yikanmustir. Islem sonrasinda supernatant atilmis ve kalan
hiicre peletine 1 ml kiiltiir besiyeri ilave edilerek pipetaj ile homojen
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bir silispansiyon hazirlanmistir. Bu silispansiyon son olarak bir T25
flaska ekilmistir.

Flasklar, 37°C ve %5 CO2 kosullarinda muhafaza edilmistir.
Hiicrelerin yiizeye tutunmasini saglamak amaciyla, ilk ekim
sonrasinda Kkiiltiirler 72 saat siireyle besiyeri degistirilmeden
birakilmistir. Bu siirenin ardindan, her ti¢ giinde bir diizenli besiyeri
degisimi yapilmistir. Hiicreler flask yilizeyinde %280'in {iizerinde
konfluense ulastiginda pasajlama islemi gergeklestirilmistir.

Izole edilen hiicrelerin pasajlanmasi

T-25 cmz’lik flasklar igerisinde inkiibatére konulan

hiicrelerin her 3 giinde bir kiiltiir medyumu degistirilerek hiicrelerin
flask yilizeyine yayilmasmin takibi yapildi. Yaklasik 10-15 giin
sonrasinda hiicreler flask ylizeyinde yaklasik %70 yogunluk
gosterdiginde pasaj islemi yapilarak, birinci kiiltiir sifirinct pasaj
(P0O) kabul edilerek, birinci kiiltiirii takip eden her kiiltiir islemi
sonrasi pasaj sayilar1 P1, P2, P3 seklinde belirtilmistir.

Steril kabin igerisinde flasklardaki hiicre medyumu
uzaklastirilip, flasklara 5 ml DPBS konularak hiicreler DPBS ile
yikanmistir. DPBS hiicrelerden uzaklastirildiktan sonra flasklara 500
ul Tripsin-EDTA eklenerek inkiibatorde 4 dakika bekletilmistir. 4
dakikanin sonunda flask icerisindeki tripsinin inaktivasyonu i¢in 4
ml kiiltiir medyumu eklenip flask icerisindeki sivi 15 ml’lik konik
kapakl tiiplere aktarilmistir. 1200 rpm’ de 5 dk santrifiij yapilip,
santrifiij sonrasinda silipernatan uzaklastirilmis ve hiicreler tekrar
kiiltir medyumu ile yikanip, santrifiij yapilmistir. Sonrasinda
siipernatan uzaklastirilip, 1 ml kiiltiir medyumu eklenerek pipetaj
yapilip, homojenizasyon saglandiktan sonra hiicre sayimi
yapilmistir.

Hiicre saymmi islemi igin, 1 ml kiiltiir medyumu igerisinde
homojenize edilen hiicrelerden 10 pl Eppendorf tiipiine aktarilarak
izerine 10 pl tripan mavisi sollisyonu eklenmistir. Sayim ig¢in
kullanilan Thoma lami diiz bir zemin iizerine alinarak sayim
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yapilacak alan iizerine lamel kapatilmistir. Hazirlanip Eppendorf
tiipiine konulan stispansiyondan 10 pl alinarak Thoma laminda
sayim yapilacak alanda lam ile lamelin birlestigi noktaya pipet ile
yavagca hiicre silispansiyonu pipetlenerek, hiicreler 151k
mikroskobunda, 40X objektifte sayilmistir.

Sayim sonucunda sayilan hiicre sayisi, seyreltme orani (2) ve

sabit olan 104 (0,1 mm3 deki sayim) birbirleri ile carpilarak elde
edilen sonu¢ 1 ml’ deki hiicre sayisini belirlemistir.

Hiicre sayimi yapildiktan sonra uygun oranda (SXIO5 hiicre)
hiicre 10 ml hiicre kiiltiir soliisyonu ile sulandirilarak homojenize

edilmis ve T-75 cmz’ lik flasklara ekilip inkiibatore kaldirilmistir.
Her iki giinde bir hiicre medyumu degistirilerek kiiltiir islemine
devam edilmistir.

MSC’lerin Karakterizasyonu

Akim Sitometrik Analiz

Analizler, her alt-kiiltiir islemi sonrasinda (P1’den P5’e
kadar) ve akim sitometri cihazi kullanilarak gergeklestirilmistir.
Hiicreler tripsinizasyon islemi ile kaldirilip, hiicre sayimi yapilarak

hiicre sayisi belirlendikten sonra (yaklasik olarak 1x106 hiicre) PBS
icinde homojenize edilip belirlenen hiicre ylizey isaretleyicilerine
ozel fluoresan izotiyosiyonat (FITC)- ve fikoeritrin (PE)-konjuge
monoklonal antikorlar (CD45, CD90, CD29, CD11b, CD44, CD71,
CD106, CD73) ve uygun izotip kontrollerinden 10ul eklenerek
inkiibe edilmistir (oda 1sisinda-karanlhkta-45 dk.). Inkiibasyon
sonras1 yikama soliisyonu (%0.1 sodyum azid i¢ceren PBS) eklenerek
santrifiij edilerek (5dk. 1200rpm) 400ul hiicre yikama soliisyonu ile
resiispanse edilecek ve hazirlanan hiicre siispansiyonu FACS Calibur
akim sitometri cihazinda okutulmus ve BD Cell Quest TM Software
programi ile analiz gerceklestirilmistir. Apoptoza AnnexinV FITC
ve Propodium iodide PI ile bakilmistur.
MSC’lerin Karakterizasyonu
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Osteojenik farklilastirilmasi
Osteojenik farklilasma i¢in, P3’deki hiicreler 6 kuyucuklu

plaklarda her kuyuda 5X104 hiicre olacak sekilde tip I kollajen kapl
lamellere ekildi. Hiicrelerin {izerlerine 2 ml osteojenik farklilagtirma
besiyeri eklendi (B-glycerophosphate icermeyen) ve inkiibatore
kaldirilip 2 giin arayla besiyerleri degistirildi. Hiicreler yaklasik 5
giin sonra kofluent olunca osteojenik farklilagtirma besiyerine [-
glycerophosphate eklenip ve kiiltiire devam edildi.

50 ml’ lik osteojenik farklilastirma besiyeri icerisine 7,5 ml
osteogenic supplements, 5 pl dexamethasone, 250 pl ascorbic acid,
175 ul 1M B- glycerophosphate ve 42,5 ml complete mesencult
osteogenic medyum eklendi. 6 kuyucuklu plaklara ekilen hiicrelerin
her 3 gilinde iizerlerindeki eski besiyeri alinip yeni osteojenik
farklilagtirma besiyeri eklendi. Kiiltliriin 4. haftasinin sonrasinda
lameller hiicre dis1 kalsifikasyonun gosterilmesi amaciyla alizarin
kirmizisi ile boyandi.

Alizarin kirmizis1 boyamas: i¢in kuyucuklardaki besiyeri
alind1 ve kuyulara 2 ml DPBS eklenip 1 dakika kadar bekletildikten
sonra DPBS uzaklastirildi. Sonrasinda kuyulara 2 ml formalin
eklendi ve 45 dakika boyunca karanlikta oda 1sisinda bekletildi. 45
dakika sonrasinda formalin uzaklastirildi ve distile su ile 2 kez
yikandi. Distile sudan sonra 2 ml alizarin kirmizist soliisyonu
eklendi ve 45 dakika boyunca oda 1sisinda bekletildi. 45 dakika
sonrasinda boya alind1 ve distile su ile iki kez yikandi. Lamel lam
lizerine kapatilarak mikroskopta incelendi.

Adipojenik farklilagtirilmasi

Adipojenik farklilagsma i¢in, P3’deki hiicreler 6 kuyucuklu

plaklarda her kuyuda SXIO4 hiicre olacak sekilde tip I kollajen kapl
lamellere ekildi. Hiicrelerin tizerlerine 2 ml kiiltiir medyumu eklendi,
inkiibatore kaldirildi ve 2 giin arayla besiyerleri yenilendi. Yaklagik
5 gilin sonrasinda hiicreler kofluent olduklarinda kuyucuklardaki
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kiiltiir medyumu alinip adipojenik farklilastirma besiyeri eklendi ve
kiiltiire devam edildi.

50 ml’ lik adipojenik farklilastirma besiyeri igerisine 45 ml
Adipocyte Differentiation Basal Medium, 5 ml Adipogenesis
Supplement ve 25 pl Penicillin streptomycin eklendi. Adipojenik
olarak farklilagtirmaya alinan hiicrelerin her 3 giinde eski besiyerleri
alind1 ve yeni adipojenik farklilastirma besiyerleri eklendi. Kiiltiiriin
2. haftasinin sonunda adipojenik farklilasmay1 gosteren intraselliiler
yag damlaciklarinin varliginin belirlenmesi i¢in Oil red o boyamasi
gerceklestirildi.

Oil red o boyamasi i¢in kuyucuklardaki besiyeri alind1 ve
kuyulara 2 ml DPBS eklenip 1 dakika kadar bekletildikten sonra
DPBS uzaklastirildi. Kuyulara 2 ml formalin eklendi ve 45 dakika
boyunca karanlikta oda 1sisinda bekletildi. 45 dakika sonrasinda
formalin uzaklagtirildi ve distile su ile 2 kez yikandi. Sonrasinda
kuyulara 2 ml %60’ lik izopropanol eklendi ve 5 dakika boyunca
inkiibe edildi. izopropanol kuyulardan alind1 ve kuyulara 2 ml oil red
o soliisyonu eklendi. Karanlikta oda 1sisinda 45 dakika boyunca
inkiibe edildikten sonra oil red o ¢ekildi ve kuyular distile su ile 2
defa yikandi. Kuyucuklara hemotoxcyline konuldu ve 1 dakika
inkiibe edildikten sonra kuyular 2 defa distile su ile yikandi.
Kuyulardaki lameller lamlar {izerine kapatilarak mikroskopta
incelendi.

Kondrojenik farklilagtirilmasi

Kondrojenik farklilasma i¢in, P3’deki hiicreler 6 kuyucuklu

plaklarda her kuyuda SXIO4 hiicre olacak sekilde tip I kollajen kapl
lamellere ekildi. Hiicrelerin iizerlerine 2 ml kiiltiir besiyeri eklendi,
inkiibatore kaldirildi ve 2 giin arayla kuyulardaki besiyerleri
yenilendi. Yaklagik 5 giin sonrasinda hiicreler kofluent olduklarinda
kuyucuklardaki hiicre kiiltiir besiyeri alinip  kondrojenik
farklilagtirma besiyeri eklendi ve kiiltiire devam edildi.
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50 ml’ lik kondrojenik farklilastirma besiyeri igerisine 45 ml
Osteocyte/Chondrocyte Differentiation Basal Medium, 5 ml
Chondrogenesis Supplement ve 25 pl Penicillin streptomycin
eklendi. Kondrojenik olarak farklilagtirmaya alinan hiicrelerin her 3
giinde eski besiyerleri alindi ve yeni kondrojenik farklilagtirma
besiyerleri eklendi. Kiltliriin 2. haftasinin sonunda kondrojenik
farklilasmayr ~ goOsteren,  kondrositler  tarafindan  {iretilen
proteoglikanlarin varliginin belirlenmesi i¢in alcian blue boyamasi
gergeklestirildi.

Alcian blue boyamasi i¢in kuyucuklardaki besiyeri alind1 ve
kuyulara 2 ml DPBS eklenip 1 dakika kadar bekletildikten sonra
DPBS uzaklastirildi. Kuyulara 2 ml formalin eklendi ve 45 dakika
boyunca karanlikta oda 1sisinda bekletildi. 45 dakika sonrasinda
formalin uzaklastirildi ve distile su ile 2 kez yikandi. Kuyucuklara 3
ml alcian blue soliisyonu eklendi ve 45 dakika boyunca karanlikta
oda 1s1s1nda inkiibe edildi ve 45 dakika sonrasinda kuyulardaki boya
alindi. Kuyulara 1,2 ml etil alkol, 800 pl asetik asit eklendi, 15
dakika boyunca bekletildi ve 15 dakikanin sonunda kuyular 2 defa
DPBS ile yikandi. Kuyulardaki lameller lamlar iizerine kapatilarak
mikroskopta incelendi.

Kok hiicrelerin RealTime PCR ile gen ekspresyonlarina
bakilmasi

Izole edilen kok hiicrelerin Realtime PCR ile gene
ekspresyonlarma bakild:. {1k olarak RNA izolasyonu yapildi, RNA’
dan cDNA izolasyonu yapildi ve sonrasinda GADPH, ALPL,
RUNX2, NANOG, NESTIN, NOTCH, DSPP genlerinin
ekspresyonlarina RealTime ile bakildi.

Izole edilen kok hiicrelerin her birinden ilk olarak High Pure
RNA Isolation Kitinin protokoliine gére RNA izolasyonu yapildi.

1X106 hiicre alindi ve 200 pl PBS ile sulandirildi. 400 pl liziz
soliisyonu eklendi, 15 saniye vorteks yapild, filtreli tiipe aktarildi ve
toplama tiipiiniin iizerine konuldu. 8000 g de 1 dakika santrifiij
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yapildi ve toplama tlipii atilip filtreli tiip yeni toplama tiipiine
konuldu. Uzerine 90 ul DNase incubation buffer ve 10 ul DNase 1
eklendi 15 dakika beklendi. 500 pl yikama soliisyonu 1 eklendi ve
8000 g’ de 15 saniye santrifiij yapildi. Toplama tiipii bosaltild1 ve 500
ul yikama soliisyonu 2 eklenip 13000 g’ de 2 dakika santrifiij yapild.
100 pl elution soliisyonu eklendi 8000 g’ de 5 dakika santrifiij yapildi
ve toplama tiipiindeki s1v1 yeni tiipe aktarildi. izole edilen RNA’ larin
RNA konstantrasyonlari spektrofotometre ile 6l¢iildii.

Izole edilen RNA’ lardan cDNA izolasyonu yapildi. cDNA
izolasyonu Transcriptor first strand cDNA synthesis kitin
protokoliine gore yapildi. 11k olarak konsantrasyonlari dlgiilen RNA’
larin nanogram (ng) degerleri esitlendi hepsi 50 ng olacak sekilde
ayarlandi. Her hiicre i¢in tiipler alindi ve kitin igerigindeki sudan
tiiplere konuldu, tizerine kit iceriginde bulunan iki adet primerin her
ikisindende 1 pl konuldu ve {izerine izole edilen RNA’ lar konuldu
toplamda 13 pl’ lik bir s1v1 oldu. 65°C’ de 10 dk boyunca bekletildi.
10 dk’ lik bekleme siirecinde yeni tiipe 4 pl transkriptdr reverse
transcriptase reaction soliisyonudan eklendi, 2 pl deoxynucleotide
eklendi, 0,5 pl transkriptor reverse transcriptase eklendi ve 0,5 pl
Protector RNase inhibitor eklendi. 10 dakika sonrasinda hazirlanan
yeni tliplere aktarildi. 55°C’ de 30 dakika, 85°C’de 15 dakika
bekletildi.

cDNA izolasyonundan sonra RealTime ile gen
ekspresyonlarina bakildi. LightCycler 480 probes master kitindeki
protokole gore hazirlandi. Kit igerigindeki sudan 4 pl eklendi, 10 pl
LightCycler eklendi ve 1 pl RealTime ready assay konuldu iizerine
her bir genden (GADPH, ALPL, RUNX2, NANOG, NESTIN,
NOTCH, DSPP) 1 ul olacak sekilde eklendi. LightCycler 480
multiwell plate’ e eklendi ve tizerine cDNA konuldu. 2 dakika 1500
g’ de santrifiij yapildi ve plate LightCycler 480 RealTime PCR
cihazina konuldu ve 1.5 saat kadar sonra sonuglar alind1 ve analiz
yapildi.
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Hiicre Kiiltiirii

Elde edilmis kok hiicre kiiltiirleri, steril polikaprolakton doku
iskeleleri tlizerine ekilmistir. Ekim isleminden Once, hiicreler PBS
(phosphate buffer saline) ile yikanmis, alfa-MEM ile %10 fetal calf
serum icerisinde inkiibe edilmistir. Ardindan, 96’lik kuyucuklarda
bulunan 5x1.5 mm boyutlarindaki iskelelere, DPSC ve DFSC
stispansiyonlarinin ekimi yapilmistir (Sekil 6). PCL mesh doku
iskelelerinden 10 tanesi DPSC, 10 tanesi DFSC, 2 adedi DFSC
negatif kontrol, 2 adedi DPSC negatif kontrol grubu olarak,
nanomesh doku iskelelerinden 10 tanesi DPSC (nmDPSC), 10 tanesi
DFSC (nmDFSC), 2 adedi DFSC negatif kontrol, 2 adedi DPSC
negatif kontrol grubu olarak belirlenmistir. Her kuyuya 25 mikrolitre

hacminde, (2.0x 105 hiicre) gonderilmistir. Yiiksek ekim etkinligi
icin, pipetin kuyularin kenarlarina degmemesine dikkat edilmistir.
Ug saatlik %5 CO2’de ve 370 C’de inkiibasyonun ardindan, 175

mikrolitre hacminde %10 FCS ve %1 PSt iceren medyum
eklenmistir. Morfolojik yap1 mikroskopta kontrol edildikten sonra
inkiibatore alinmistir. Hiicrelerin doku iskelelerine adhezyonunun
ardindan, osteojenik farklilastirma icin hiicre-doku iskelesi
kompleksleri, 50 pg/ml askorbik asit (Sigma, ABD), 10 uM B-
gliserofosfat (Sigma, ABD) 10-8 deksametazon (Sigma, Germany)
iceren a-MEM, %15 FBS ve gentamisin (50 lg/mL) igerisinde
kiiltiire edilmistir. Kiiltiir medyumu 2 veya 3 giinliik araliklarla
yenilenmistir. Hiicreler, CO2’de ve 370 C’de inkiibasyona
birakilmig, 14. gilinde kiiltiirden alinarak hiicre-doku iskelesi
kompleksi immiinofloresan yontem ile incelenmistir.

Immiinofloresan Boyama

Immiinofloresan boyama isleminde tavsan anti-kollajen I
(1:500, ab 34710; Abcam, Cambridge, UK) kiti kullanild1. Ornekler
%0.05’1ik PFA ile +40 C’de inkiibe edildi, ardindan 2 dakika PBS
ile yikandi. 15 dakika siireyle %70 lik soguk etanol ile inkiibe
edildikten sonra, %0.1°’lik PBS Tween ile tekrar 15 dakika
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inkiibasyon yapildi. 1 saat sonra %10’luk ke¢i serumu ile bloklama
yapildi. 1:500 oraninda anti-kollajen I eklendi ve 3 defa PBS tween
ile yikandi. Sekonder antibody ile 1 saat inkiibasyon yapildiktan
sonra 3 defa PBS Tween yikama yapildi. Bir gece birakildiktan sonra
immiinofloresan  boyama protokolii tamamlandi.  Ornekler
inceleninceye kadar +40 C’de muhafaza edilmistir.

Floresan mikroskop ile ¢ekilen 20X ve 40X biiyiitmelerdeki
fotograflarda hiicre sayimi ve hiicrelerin tip I kollajen ekspresyonu
oranina gore analiz yapildi. Boyama islemi tamamlanan PCL doku
iskeleleri konfokal lazer taramali mikroskobu (CLSM, Leica,
Almanya, DETAM) ile incelenmistir.

Her bir 6rnek i¢in doku iskelelerinden yediser konfokal
mikroskop kesiti ve 20X ve 40X biiylitmelerde immiinfloresan
mikroskop fotografi alindi1 ve ImageJ (National Institutes of Health,
Bethesda, MD) yazilimi1 kullanilarak hiicre sayimi yapildi.
Hiicrelerin tip I kollajen ekspresyonu, konfokal mikroskop
kesitlerdeki boyanma oranina gére ImagelJ (National Institutes of
Health, Bethesda, MD) kullanilarak degerlendirildi ve analizi
yapildi.

[statistiksel analiz

Elde edilen veriler GraphPad Prism 5 programi (GraphPad
Software, Inc., CA, USA) kullanilarak analiz edildi. ikiden fazla
grup verilerinin bir arada karsilastirilmast ANOVA testi (tek yonli
varyans analizi) ile yapildi. Iki grup arasindaki karsilastirma igin
unpaired Student t testi kullanildu.

P-degeri 0.05°den kiiclik degerler anlamli olarak kabul edildi.

Bulgular

DPSC izolasyonu
Tam gomiilii yirmi yas disi pulpasindan kok hiicre izolasyonu

yapildiktan sonra, hiicreler T-25 cm2’ lik flasklara ekildi ve

morfolojik 6zellikler invert mikroskop ile incelendi. Birinci kiiltiirde
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hiicrelerin hizla prolifere olarak kolonizasyon gosterdikleri izlendi
(Resim 6.1.A). Hiicre kolonileri yaklasik %70 yogunluk

gosterdikten sonra birinci pasajlama yapildi ve hiicreler T-75 cmz’

lik flasklara aktarildi. Pasajlama isleminden sonra hiicrelerin
yaklasik 9 giin igerisinde flask yiizeyini kapladigi goriildii ve bir
sonraki pasajlama yapildi (Resim 1).

Resim 1. DPSC hiicrelerinin morfolojik goriintiisii. A) Ilk kiiltiir
(PO, 3. giin), B) Birinci pasaj (P1), (C-D) sonraki kiiltiirlerinin (C:
P2 D: P3) invert mikroskop goriintiilerinde, hiicrelerin igsi
morfolojiye sahip olduklari izlenmektedir. (X10).

DFSC Izolasyonu
Folikiill dokusundan, kok hiicrelerin izole edilmesinin

ardindan T-25 cm2’ lik flasklara ekim yapildi ve hiicrelerin

morfolojik 6zellikleri invert mikroskop ile incelendi. Birinci
kiiltiirde hiicrelerin hizla prolifere olup flask yiizeyini kapladiklar
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izlendi (Resim 2.A). Hiicreler yaklasik %70 yogunluk gosterdikten

sonra birinci pasaja alinarak T-75 cmz’ lik flasklara aktarildu.
Pasajlama isleminden sonra hiicrelerin 5-6 giin igerisinde flask
ylizeyini kapladig1 goriildii ve bir sonraki pasajlama yapildi (Resim
2).

Resim 2. DFSC hiicrelerinin morfolojik goriintiisii. A) Ilk kiiltiir
(PO, 3. giin), B) Birinci pasaj (P1), (C-D) sonraki kiiltiirlerinin (C:
P2 D: P3) invert mikroskop goriintiilerinde, hiicrelerin igsi
morfolojiye sahip olduklart izlenmektedir. (AX20, B- C-DX10 ).

DPSC Karakterizasyonu

DPSC'lerin akim sitometri analizi

DPSC hiicrelerinin ii¢lincli pasaja alinmasindan yaklasik 9
giin sonra hiicrelerin konfliient oldugu izlendi ve karakterizasyon
analizleri yapildi. Hiicrelerin akim sitometrik analizleri sonucunda
hematopoetik kok hiicre belirteci olan CD45, CD34, CD25, CD28
ve CDI14 isaretlerini ylizeylerinde ifade etmedikleri izlendi. Ayn
zamanda bu hiicrelerin kok hiicre belirteci olan CD73, CD90,
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CD105, CD146 ve CD29’ u yiizeylerinde ifade ettikleri goriildii.
CD45 (%1,59), CD14 (%6,93), CD34 (%7,58), CD25 (%11,36) ve
CD28 (%25,35) i¢in negatif ekspresyon; CD105 (%99,78), CD146
(%99,90), CD90 (%94,99), CD73 (%99,26) ve CD29 (%99,98) icin
pozitif ekspresyon izlendi.

DPSC'lerin osteojenik, adipojenik ve kondrojenik ydnde
farklilagtirilmasi

Osteojenik farklilastirma i¢in indiiklenen DPSC hiicrelerinin
osteoblast benzeri hiicrelere diferansiyasyonu gézlendi. Osteojenik
farklilagtirma medyumu ile kiiltiire edilen DPSC hiicreleri kiiltiiriin
4. haftasinda alizarin kirmizist ile boyandi ve mineralize nodiiler
yapilar izlendi (Resim 3.A).

Adipojenik  diferansiyasyon i¢in hiicreler adipojenik
medyum igerisinde 2 hafta siire ile kiiltiire edildi ve DPSC
hiicrelerinin adiposit benzeri hiicrelere farklilastiklar1 izlendi.
Kiiltiiriin ikinci haftasinda Oil red O ile yapilan boyama sonrasinda
kirmizi renkte hiicre i¢i yag damlaciklart goriildii (Resim 3.B).

Kondrojenik diferansiyasyon i¢cin DPSC hiicreleri 2 hafta
kondrojenik medyum ile kiiltiire edildi ve hiicrelerin kondrosit
benzeri hiicrelere farklilastiklar1 goriildii. Kiltliriin 2. haftasinda
alcian blue ile boyanan hiicrelerde kondrositler tarafindan {iretilen
proteoglikanlarin mavi renkte boyandigi izlendi (Resim 3.C).
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Resim 3. DPSC hiicrelerinin osteojenik, adipojenik ve kondrojenik
farklilagma ozellikleri. A) Osteojenik farklilastirma medyumu ile
kiiltiire edilen ve alizarin kirmizisi ile boyanan DPSC hiicrelerinde
parlak kirmizi renkte nodiiller izlenmektedir. B) Adipojenik
farklilagtirma medyumu ile kiiltiire edilen ve Oil red o ile boyanan
DPSC hiicrelerinde kirmizi renkte yag damlaciklar izlendi. C)
Kondrojenik farklilastirma medyumu ile kiiltiire edilen ve Alcian
blue ile boyanan DPSC hiicrelerinde mavi renkli proteoglikanlar
izlendi.
DFSC’lerin Karakterizasyonu
DFSC'lerin akim sitometri analizi
DFSC hiicreleri {igiincli pasaja alindiktan yaklasik 5 giin
sonrasinda hiicrelerin konfliient oldugu izlendi ve karakterizasyon
analizleri yapildi. Hiicrelerin akim sitometrik analizleri sonucunda
hematopoetik kok hiicre belirteci olan CD45, CD34, CD25, CD28
ve CD14 isaretlerini yiizeylerinde ifade etmedikleri izlendi. Aym
zamanda bu hiicrelerin kok hiicre belirteci olan CD73, CD90,
CD105, CD146 ve CD29’ u yiizeylerinde ifade ettikleri goriildii.
DFSC hiicrelerinin immunofenotipik 6zelliklerinin akim sitometri
sonuglari. CD45 (%0,0), CD14 (%0,01), CD34 (%11,72), CD25
(%0,27) ve CD28 (%]1,14) igin negatif ekspresyon, CDI105
(%80,58), CD146 (%97,43), CD90 (%97,78), CD73 (%98,54) ve
CD29 (%96,50) pozitif ekspresyon izlendi.
DFSC'lerin osteojenik, adipojenik ve kondrojenik yonde
farklilastirilmasi
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Osteojenik  diferansiyasyon i¢in indiiklenen DFSC
hiicrelerinin osteoblast benzeri hiicrelere farklilastiklari izlendi.
Osteojenik farklilagtirma besiyerine alinan DFSC hiicreleri kiiltiiriin
4. haftasinda alizarin kirmizisi ile boyandi ve mineralize nodiiller
goriildii (Resim 4.A).

Adipojenik diferansiyasyon i¢in  hiicreler adipojenik
besiyerinde 2 hafta siire ile kiiltiire edildi ve DFSC hiicrelerinin
adiposit benzeri hiicrelere farklilastiklart izlendi. Kiiltiiriin ikinci
haftasinda Oil red O ile yapilan boyama sonrasinda kirmizi renkte
hiicre i¢i yag damlaciklar1 goriildii (Resim 4.B).

Kondrojenik diferansiyasyon i¢in DFSC hiicreleri 2 hafta
kondrojenik medyum ile kiiltiire edildi ve kondrosit benzeri
hiicrelere farklilastiklar1 gortildi. Kiiltiiriin 2. haftasinda alcian blue
ile boyanan hiicrelerde kondrositler tarafindan {iretilen
proteoglikanlarin mavi renkte boyandig1 goriildii (Resim 4.C).

Resim 4. DFSC hiicrelerinin osteojenik, adipojenik ve kondrojenik

farklilagma ozellikleri. DFSC hiicrelerinin osteojenik, adipojenik ve
kondrojenik farklilasma ozellikleri. A) Osteojenik farklilastirma
medyumu ile kiiltiire edilen ve alizarin kirmizist ile boyanan DFSC
hiicrelerinde parlak kirmizi renkte nodiiller izlenmektedir. B)
Adipojenik farklilastirma medyumu ile kiiltiire edilen ve Oil red o
ile boyanan DFSC hiicrelerinde kirmizi renkte yag damlaciklar
izlendi. C) Kondrojenik farklilastirma medyumu ile kiiltiire edilen
ve Alcian blue ile boyanan DFSC hiicrelerinde mavi renkli
proteoglikanlar izlendi.
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Hiicre Sayis1 ve Hiicrelerin Doku Iskelesine Adhezyonu

Kiiltiir stiresinin sonunda doku iskelelerinin higbirinde
deformasyon veya sekil bozuklugu gozlenmedi. Doku iskelelerinde
kiiltiire edilen hiicreler 14 giinliik siirenin sonunda faz kontrast 151k
mikroskobu, konfokal ve floresan mikroskoplar ile incelendi. Hiicre
ekiminin hemen ardindan hiicrelerin yuvarlak geometriye yakin bir
morfoloji gosterdigi, kiiltiiriin ilerleyen giinlerinde hiicre yayiliminin
basladig1 ve iskeleye tutunan hiicrelerin ig benzeri morfoloji
kazandig1 izlendi.

DAPI  (4',6-diamidino-2-phenylindole)  ile  nukleus
boyamalar1 yapilan MSC’ler doku iskeleleri tizerine ekilerek
tutunmalar1 ve cogalmalar saglandi. Ornekler floresan mikroskop
ile incelenerek hiicre sayimlar1 yapildi.

Ortalama hiicre sayisi, PCL doku iskelelerinde 30.8 hiicre/

0.0915 mm? (DPSC),

61.6 hiicre/ 0.0915 mm? (DFSC),
Nanomesh PCL doku iskelelerinin ortalama hiicre sayist,

55.2 hiicre/ 0.0915 mm? (DPSC),

82.6 hiicre/ 0.0915 mm? (DFSC),

olarak belirlendi (Resim 5).

Yapilan analizde, DFSC ekimi yapilan nanomesh doku
iskelelerinde, hiicre sayisinin iki 6l¢iim icin de anlamli derecede
yiiksek oldugu belirlendi (p<.001). Bununla beraber, DAPI boyama
ile yapilan incelemede, hiicre organizasyonu ve doku kopriileri
olusma oraninin DFSC ekilen doku iskelesi gruplarinda DPSC
gruplarina gore, nmPCL gruplarinda PCL gruplarina gore daha
yliksek oldugu izlendi.
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Resim 5. nmDFSC grubunda hiicre sayisi diger gruplara gore
belirgin derecede yiiksek izlenmigtir.

Tip I Kollajen Formasyonu Orani

Tip I kollajen olusumunun incelenmesi i¢in, Orneklere
immiinfloresan teknikle boyama yapilmis, ve doku iskelesindeki
dagilim paterni ile ylizdesi incelenmistir. Konfokal mikroskop ile
alinan kesitsel goriintiiler bilgisayar ortamina aktarimistir. Bu
amagla her Ornekten rastgele alinan 7 kesit kantitatif olarak
incelenmis ve ortalamalar1 esas alinmastir.

Doku iskelelerinde ortalama kollajen formasyon oranlari,
DPSC grubunda %2,79
DFSC grubunda %3,93

nmDPSC grubunda %12,7

nmDFSC grubunda %17,9 olarak belirlendi.
nmDFSC grubunda ortalama kollajen formasyonu orani, diger
gruplara gore anlamli derecede yiiksek bulunumustur. (p<0,001)

DPSC grubu
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Floresan mikroskop ile yapilan incelemede, hiicrelerin iskele
yiizeyine yayillim ve proliferasyon oranmnin disiik oldugu
gbzlenmistir. Hiicre dis1 matriks bilesenlerinin ve doku kdpriilerinin
olusumu doku iskelesinde bolgesel, heterojen bir patternde
izlenmistir. Konfokal mikroskop ile yapilan incelemelerde, tip I
kollajenin homojen bir dagilim gostermedigi ve tiim doku iskelesine
yayilmadigr goriilmiistiir (Resim 6).

Resim 6. DPSC grubunun DAPI ve tip I kollajen boyama
gortintiileri.

DFSC grubu

Kiiltiir siiresinin sonunda, dental folikiil kaynakli kok
hiicrelerin ekildigi PCL doku iskelelerindeki hiicre organizasyonu,
yogun ve uniform olarak izlenmistir. Hiicrelerin ¢ok katmanli doku
benzeri organizasyonlar olusturma egilimleri, dental pulpa kaynakli
hiicrelere gore belirgin sekilde artmis olarak izlenmistir (Resim 7).
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Resim 7. DFSC grubunun DAPI ve tip I kollajen boyama
gortintiileri.

nmDPSC grubu

Tabaninda elektro-egrilmis bir nano bazal membran bulunan
doku iskelelerine (nmPCL) ekilen DPSC’lerin organizasyonu, nano-
ag bazal membran bulundurmayan doku iskelelerinde gozlenene
kiyasla daha yogun ve uniform olarak izlenmistir. Hiicre
kopriilerinin, bu tip doku iskelelerinde taban bdlgesine kadar bir
organizasyon egilimi gosterdigi de izlenmistir (Resim 8).

Resim 8. nmDPSC grubunun DAPI ve tip I kollajen boyama
goriintiileri.
nmDFSC grubu
DFSC ekimi yapilan nanomesh 6zellikli doku iskelelerinde,
tim gruplara gore yiiksek hiicre yogunlugu ve doku kopriileri
olusumu gozlenmistir. Yiizey ile taban arasindaki tiim katmanlarda
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olusan fibriller arasi hiicre toplulugu baglantilar1 yogun olarak
izlenmisgtir. Kiiltlir periyodunun sonunda yogun bir hiicre — matriks
kiitlesinin i¢cinde yer alan c¢ok katli hiicre organizasyonlar
goriilmistiir (Resim 9).

Resim 9. nmDFSC grubunun DAPI ve tip I kollajen boyama
gortintiileri.

Analizler sonucu, PCL ve nmPCL doku iskeleleri
karsilastirildiginda, nmPCL  iskeleler iizerinde osteojenik
farklilagmanin daha etkili ve DFSC lerin tip I kollajen matriks
sentezinin anlamli sekilde yiiksek oldugu bulunmustur. Bu sonuglar
gdz Oniline alindiginda, nmPCL doku iskelelerinin osteojenik
farklilasmay1 ve hiicre proliferasyon oranini indiikledigi sonucuna
varilmistir.

Tartisma Ve Sonuc¢

Doku miihendisligi, doku ve organ hasari sonucu ortaya
cikan fonksiyon kayiplarinin giderilmesi ve dokularin yeniden
yapilandirilmasin1 hedefleyen bir aragtirma alanidir. Bu hedefe
ulagmak amaciyla, farkli disiplinlerden elde edilen bilgiler 15181nda
hiicresel bilesenler, dogal veya yapay malzemeler ve gerekli
biyolojik sinyaller bir arada degerlendirilmektedir. Doku
miihendisligi uygulamalari, geleneksel tedavi yontemlerine kiyasla

yenilik¢i alternatifler sunmaktadir. Mevcut rekonstriiksiyon
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uygulamalarinda sentetik malzemeler veya sinirli miktarda otojen
doku kullanilabilmektedir. Ancak, otojen greft alimi islemleri, donor
bolgede kanama, sinir hasari, kozmetik sorunlar, agri, enfeksiyon ve
fonksiyon kaybi gibi istenmeyen durum riskleri
barindirmaktadir(Shanti et al., 2007). Doku miihendisligi
stratejilerinde ise, hastadan izole edilen hiicre topluluklari,
laboratuvar kosullarinda ve hasar gérmiis dokuya uygun sekilde
hazirlanmis yap1 iskeleleri {izerinde kontrolli bir bigimde
cogaltilmakta ve bu olusturulan yapinin hasarli alana
implantasyonuyla doku rejenerasyonu amaglanmaktadir.
Gilintimiizde, ¢ok sayida doku ve organ sistemine yoOnelik
doku miihendisligi aragtirmalari aktif olarak siirdiiriilmektedir.
Literatiirde, cesitli tip disiplinlerine ait in vitro ve preklinik
caligmalarin yani sira, olumlu sonuglar alinmis klinik ¢alismalar da
mevcuttur. Zhou ve meslektaslar1 (2014), elektro-egirme yontemiyle
iretilmis  kitosan/polikaprolakton  karistmi  doku  iskeleleri
kullanarak,  kiicik capli  damar  greftleri  gelistirmeye
odaklanmiglardir. Kopek periferik kanindan elde edilen ve
laboratuvar ortaminda ¢ogaltilan endotel hiicrelerini, bu melez doku
iskelesi tizerinde kiiltire almislardir. Ardindan bu olusturduklar
yapilari, alti kopek donoriin karotid arterine yerlestirmislerdir.
Implantasyondan ii¢ ay sonra, hiicre ekilmis alti greftin besinin
patent kaldig1 gozlemlenirken, hiicre ekilmeden yerlestirilen alti
greftten yalnizca birinin patent kaldig: tespit edilmistir. Ug aylik
ornekler lizerinde yapilan immiinboyama ve floresan mikroskopi
incelemeleri, endotel tabakasinin yenilendigini, kollajen ve elastin
olusumunu ortaya koymustur. Ayrica, orneklerin biyomekanik test
sonuglari, bu greftlerin alicinin kendi damarlarina benzer islevsel
ozelliklere sahip oldugunu gostermistir(M. Zhou et al., 2014).
Miyazaki ve Maruyama, si¢anda infertilite modeli ¢alistiklar1
arastirmalarinda, hiicreden arindirilmis sican  uterusu ile
caligmislardir. Bu aseliiler matriksi perfiize olabilir bir doku iskelesi
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olarak kullanarak, yetiskin ve neonatal sigan uterus hiicreleri, ve
sican kaynaklt mezenkimal kok hiicrelerin ekiminin ardindan, 10
giin siireyle biyoreaktdrde aortik perflizyon ile kiiltiire etmislerdir.
Kiiltiirden alinan kompleksin parsiyel olarak eksize edilmis sican
uterusuna transplantasyonunun ardindan, konak uterus dokularinin
rejenerasyonu ve hamileligin gergeklestigi rapor
edilmistir(Miyazaki & Maruyama, 2014).

Doku miihendisligi calismalarinda, hiicreden arindirilmis
doku matriksleri, karaciger dokusu, kalp dokusu, akciger dokusu,
iiretral dokular ve meniskiis gibi pek cok dokunun rejenerasyonunda
kullanilmis, basaril in vitro ve preklinik sonuglar elde edilmistir(De
Kemp, De Graaf, Fledderus, Bosch, & De Kort, 2015; Moran,
Busilacchi, Lee, Athanasiou, & Verdonk, 2015; Suki, 2014; Q. Zhou,
Li, & Li, 2015; Zia et al., 2016).

Maksillofasiyal doku miihendisligi, doku miihendisliginin
bir alt dali olarak, biyoloji, miihendislik ve rejeneratif tip
prensiplerini entegre ederek, deformitelerin, cesitli hastaliklarin
veya travmalarin neden oldugu doku kayiplarinin onarimimi veya
yeniden insasini, islevsel greftlerin {iretilmesini ve nihayetinde
normal doku islevinin hastaya kazandirilmasini
hedeflemektedir(Mao et al., 2006; Nakashima & Reddi, 2003).
Maksillofasiyal bolge rekonstriiksiyonunda ele alinan hiicre temelli
doku miihendisligi uygulamalarinda mezenkimal kok hiicreler, kolay
ulagilabilir olmalari, kapsamli kendini yenileme ve c¢ogalma
kapasiteleri, maksillofasiyal bolgedeki cesitli hiicre tiplerine
farklilasabilme becerileri ve diisiik bagisiklik uyarict potansiyelleri
nedeniyle 1ideal hiicre kaynaklar1 konumundadir. Kemik
defektlerinin rekonstriiksiyonunda ¢alisilan kok hiicre tipleri iginde
mezenkimal kok hiicrelerin, 6zellikle kemik 1ligi kaynakli hiicrelerin
osteoblastik aktivitesi ve kemik formasyonuna katkisi literatiirde
rapor edilmistir(Kwan et al., 2008; Panetta et al., 2009). Bununla
beraber, en 6nemli avantajlar1 olan kok hiicre eldesinde donér saha
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morbiditesinin ekartasyonu ve potansiyel osteojenik etkileri
nedeniyle dental pulpa ve folikiil kaynakli mezenkimal kok
hiicrelerin kemik iyilesmesi iizerine etkileri son yillarda arastirma
konusu olmus ve basarili sonuclar elde edilmistir(C. Morsczeck et
al., 2005; Pisciotta et al., 2012).

DPSC ve DFSC’lerin in vivo uygulamalarini arastiran
caligmalarin ¢ogu, hayvan modelinde yapilmistir. Klinik ¢caligmalar
literatiirde nadirdir. D’ Aquino ve arkadaslari, klinik calismalarinda,
gdmiili iglincii molar diglerden elde ettikleri DPSC’leri kollajen
doku iskelelerine ekmis ve kompleksi vertikal defekt olusturulmus
yirmi yas ¢cekim bolgesine yerlestirmislerdir. Kontrol grubu olarak
sadece biyomateryal yerlestirilmis olan kontralateral defekt alani
kullanilmistir. Ug ay sonra yapilan histolojik ve radyolojik
incelemelerde, kontrol grubunun anlamli derecede diisiik bir
rejenerasyon oranina sahip oldugu belirlenmistir(D’ Aquino et al.,
2009).

Giuliani ve arkadagslari, hasta grubunu ii¢ yi1l sonra
degerlendirdikleri calismalarinda, kemik rejenerasyonu ve vaskiiler
yapilarin olusumunu holotomografik yontemle analiz etmislerdir.
MSC ile greftlenen bdlgenin, kontrol tarafina gore yiiksek oranda
kompakt kemik ile iyilesmis oldugu, yiiksek bir matriks
yogunluguna sahip oldugu, ve rekonstrilksiyon amaciyla
kullanilabilecek bir yapida oldugu sonucuna varmislardir(Giuliani et
al., 2013).

Kemik dokusu ile ilgili doku miihendisligi ¢aligmalarinda,
kemik dokusunun kalitatif ve kantitatif yonden basaril
organizasyonunu saglamak i¢in hiicreler ve sentezlenen hiicre dist
matriksin yap1 iskeleleri ile desteklenmesi gerekmektedir. Ayni
zamanda bu materyaller, doku biiyliimesinin sekline de rehberlik
edebilmektedir. Yap: iskelesi olarak kullanilacak materyalin en
onemli gorevi, kiiltiire edilmis hiicrelere ya da transplante edilecek
hiicrelere gecici olarak destek gorevi gorerek, ayni zamanda uygun
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biyolojik yonelimi olusturacak bir ortam saglayarak dokunun
islevini yerine getirmesine yardim etmektir(Batorsky et al., 2005;
Nakashima & Reddi, 2003; X. Yang et al., 2010).

In vitro ortamda kiiltiire edilmis bir doku iskelesinin defekt
bolgesine implantasyonundan sonra, canlilik ve basarili fiizyon ilk
48 saatteki anjiyogenesis faaliyetine baglhidir. Neo-anjiyogenesisi
hedefleyen pek ¢cok doku miithendisligi uygulamasi literatiirde rapor
edilmistir. Bu amagcla, kemik dokusu ve vaskiiler dokularin aym
doku iskelesinde kiiltiire edilmesi, ylizeyine anjiyojenik faktorler
yiiklenmis biyobozunur doku iskelesi yapilari, endotelyal hiicrelerin
es zamanh kiiltiire edilmesi, ve implantasyon esnasinda iskelelere
entegre etmek iizere vaskiiler yapilarin ayri1 bir ortamda kiiltiire
edilmesi gibi wuygulamalar yapilmistir(Chue et al., 2004;
Khademhosseini, Langer, Borenstein, & Vacanti, 2006; Richardson
et al., 2001; Shin et al., 2004).

Literatiirde rapor edilmis kemik doku miihendisligi
caligmalarinda, doku iskelelerinin genel olarak in vitro
farklilasmanin dordiincii haftasindan sonra, ekstraseliiler matriks
formasyonunun mineralizasyon gosterdigi asamada implante
edildigi bildirilmistir. Bununla beraber, calismamizda hiicre dist
matriks yogunlugunun ve mineralizasyonunun artmasinin, alict
bolgedeki iskeleye oksijen ve besin diflizyonunu, dolayistyla diizenli
kemik dokusu ve vaskiiler yapilarin olusumunu engelleyebilecegi
goriistine varilmistir. Caligmada ayrica, kapiller penetrasyona
elveriglilik acisindan gozenekli ag yapisindaki doku iskeleleri
se¢ilmistir. Calismamizda, hem DPSC hem de DFSC'lerin her iki
iskele tipinde de canliligini korudugu ve proliferasyon gosterdigi
gozlemlenmistir. Ancak, DFSC'lerin her iki iskele tipinde de
DPSC'lere kiyasla istatistiksel olarak anlamli derecede daha yiiksek
hiicre sayisina ulagmasi, DFSC'lerin dogustan gelen daha yiiksek
proliferatif kapasitesi ile aciklanabilir. Bu bulgu, Gronthos ve ark.
(2000) ile Todorovi¢ ve ark. (2008)'in, DPSC'lerin kemik iligi

-74--



mezenkimal kok hiicrelerine (BM-MSC) kiyasla daha yiiksek
proliferasyon hizina sahip oldugunu belirten dnceki caligmalarini
destekler niteliktedir. Bizim ¢aligmamiz, bu istiinligiin DFSC'ler
icin de gecerli oldugunu ve hatta DPSC'lerden daha belirgin
olabilecegini gostermistir(Gronthos et al., 2000; Todorovic et al.,
2008).

Baska bir dikkat ¢ekici bulgu da, nanomesh yapiya sahip
iskelelerdeki hiicre sayisinin, standart PCL iskelelere gore her iki
hiicre tipinde de belirgin sekilde artmis olmasidir. Bu durum,
elektroegirme teknigi ile olusturulan nanomesh yapidaki bazal
membranin, dogal hiicre dis1 matrikse benzer topografik 6zellikleri
sayesinde hiicre adhezyonu ve yayilimi1 i¢in daha elverisli bir ortam
sagladiginin bir gostergesidir. Nano yapilarin, hiicre reseptorleri igin
daha fazla baglanma bdlgesi sunarak ve hiicre iskeleti
reorganizasyonunu tesvik ederek hiicresel davranist olumlu yonde
etkiledigi literatlirde yaygin olarak kabul gérmektedir. Sonug olarak,
nmPCL ylizeylerde gozlemlenen daha yogun ve uniform hiicre
organizasyonu, bu biyomimetik yaklasimin basarisini destekler
niteliktedir. Caligmamizin bulgularindan biri, Tip [ kollajen
sentezinde gozlemlenen ve hem hiicre tipine hem de iskele yapisina
bagh olarak degiskenlik gosteren belirgin farklardir. Tip I kollajen,
kemik matriksinin ana organik bileseni olup, osteojenik
farklilagmanin ve ileri diizeyde doku olgunlasmasinin giivenilir bir
gostergesidir. DFSC'lerin, standart PCL iskelelerde dahi DPSC'lere
kiyasla daha yiiksek kollajen formasyonu gdstermesi, bu hiicrelerin
dogal osteojenik egilimleriyle uyumludur. Dental folikiiliin
embriyolojik olarak alveolar kemik, sementum ve periodontal
ligamentin gelisiminden sorumlu olmasi, DFSC'lerin bu dokularin
yeniden yapilandirilmasinda daha programli ve etkin bir sekilde
calistigini diisiindiirmektedir(Kémoun et al., 2007; C. Morsczeck et
al., 2005). DFSC'lerde gozlemlenen c¢ok katmanli, doku benzeri
yogun organizasyonlar ve daha fazla doku kdopriisii olusumu, bu
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hiicrelerin ii¢ boyutlu bir yapt insa etmedeki embriyolojik
kapasitesinin bir yansimasidir.

nmDFSC grubunda gézlemlenen yiiksek kollajen formasyon
orani, hiicre tipi ile iskele yapisi arasindaki sinerjik etkiyi
vurgulamaktadir. Nanomesh yapi, sadece mekanik bir destek
olmanin &tesinde, hiicreler i¢in biyomekanik ve biyokimyasal
sinyaller saglayan dinamik bir mikrogevre sunar. Bu yapi,
muhtemelen adhezyonu giliclendirerek ve mekanotransdiiksiyon
sinyallerini aktararak, hiicreleri daha yogun bir matriks sentezine ve
organize bir doku morfolojisi olusturmaya tesvik etmektedir. Borden
ve ark. (2004) ve Rezai-rad ve ark. (2015) gibi arastirmacilarin da
benzer sekilde, nano yapili iskelelerin osteojenik farklilasmay1
artirdigin1  bildirdikleri goéz Oniine alindiginda, bulgularimiz bu
literatiiri dental kok hiicreler 6zelinde desteklemektedir(Borden et
al., 2004; Rezai-Rad et al., 2015).

Hiicre-doku iskelesi komplekslerini hiicre dagilimi ve
penetrasyonunun en yiiksek oldugu ikinci haftada implante etmenin
bir diger avantajinin da, in vitro osteoblastlarin vaskiiler endoteliyal
factor (VEGF) ekspresyonlarint gosterdikleri zaman arali§im
kullanmak olabilecegi rapor edilmistir(Tokuda, Kato, Oiso, &
Kozawa, 2003). Doku iskelesinin birbirine baglantili poréz yapida
olmasi, dolayisiyla genis bir yilizey alanina sahip olmasinin yapinin
i¢c kisimlaria dogru doku biiylimesini arttirdig1 gosterilmistir(Liang
et al., 2024; S. Yang, Leong, Du, & Chua, 2001).

Scaglione ve arkadaglari, raporlarinda doku iskelesinin
kimyasal kompozisyonu, total porozitesi, ve tamamen baglantili i¢
por yapisinin énemine deginmis ve “agik- yapili” yeni bir doku
iskelesi mimarisi Onermislerdir. Bu amagla tasarladiklar1 ags1
yapidaki, hidroksiapatit kiireler ile birlestirilmis polimer liflerden
olusan, kalsiyum fosfat kapli doku iskelesi yapisini, in vitro in vivo
deneylerde doku olusumu ve vaskiiler infiltrasyon agisindan basaril
bulmuslardir(Scaglione, Ilengo, Fato, & Quarto, 2009).
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Polikaprolakton (PCL), kemik doku miihendisligindeki
etkinligi son yillarda gosterilmis olan sentetik, biyouyumlu ve
biyolojik olarak absorbe olabilen bir materyaldir. PCL, kemik
rejenereasyonunu ilgilendiren doku miihendisligi ¢aligmalarinda
osteojenik farklilasmaya uygun kimyasal ve fiziksel ozelliklere
sahip bir materyal olarak bildirilmistir(Ebrahimi, Irani,
Ardeshirylajimi, & Seyedjafari, 2022; Liang et al., 2024; Ozdemir,
Familiari, Huri, Firat, & Huri, 2023; Ramirez-Ruiz et al., 2025;
Raoufinia et al., 2025).

Polikaprolakton, ii¢ boyutlu tiretim teknolojileriyle ¢oziicii
kimyasal materyallerin etkisine maruz kalmadan {iretilebilen bir
materyaldir. Porter ve arkadaslari, bu teknikle PCL nano aglar
iiretmis ve sigan kaynakli kemik iligi kok hiicreleri ile kiiltiire ederek
kisa donem biyo uyumluluk ve uzun donem biyoaktivite
degerlendirmelerini  yapmislardir. Kisa donemde, nano ag
yilizeylerde kontrol grubuna gore artmis hiicre adhezyonu ve
canliligt; birinci, ikinci ve lgilincli haftada artmis kemik doku
biyokimyasal belirtegleri tespit etmislerdir. Ug boyutlu, ¢dziicii
kimyasal kullanilmadan iiretilmis PCL nano ag yapidaki iskelelerin,
MSC’lerin biyolojik performansina katki sagladigimi ve kemik
dokusu rejenerasyonu i¢in basarili bir doku iskelesi formu oldugunu
belirtmislerdir(Porter, Henson, & Popat, 2009).

Binulal ve arkadaslari, insan kaynakli mezenkimal kok
hiicrelerinin tutunma ve yayilma potansiyellerini, nanofibr6z ve
mikrofibroz elektro-egrilmis polikaprolakton iskeleler {izerinde
degerlendirmistir. Caligmanin sonucunda hiicrelerin nano fiberler
iizerinde tutunma, yayilma ve proliferasyon 6zelliklerinin daha iyi
oldugu gozlenmistir. Nanofibroz PCL yapilar iizerindeki hiicrelerin
osteoblastik farklilasma profilinin mikrofibroz ytlizeydeki hiicrelere
gore daha iyi oldugu gozlenmistir(Binulal et al., 2010).

Makro pordz yapi, iskelenin i¢ kisimlarina doku infiltrasyonu
ve neovaskiilarizasyon acisindan O6nem tasimakla beraber,
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mikropordziteler hiicre tutunmasi, proliferasyonu ve farklilagmasi
iizerinde etkilidir(Dellinger, Cesarano, & Jamison, 2007; Liang et
al., 2024). Bu bilgilere dayanarak, ¢calismamizda ¢ok katmanli ag
yapisina sahip, tiim bosluklart birbiriyle baglantili doku iskeleleri
sec¢ilmistir.

Mezenkimal kok hiicreler, literatiirde ¢ogunlukla kemik iligi
aspiratlarindan izole edilmistir. Bu prosediiriin genellikle genel
anestezi gerektirmesi, invazif ve agrili bir islem olmasi ve elde edilen
aspiratlardaki kok hiicre fraksiyonunun diisiik olmasi, kemik iligine
alternatif kaynaklarin arastirilmasinin  yayginlasmasina sebep
olmustur.

Calismamizda, ¢ekim endikasyonu bulunan ve tibbi atik
olarak uzaklastirilacak olan gomiilii yirmi yas disi kaynakli dental
pulpa ve folikiil kok hiicreleri kullanilmistir. Gomiilii yirmi yas
dislerinin germleri, 6 yas civarinda gelismeye baslamakta ve
olgunlagma sathasina ¢ok uzun siire ulagsmayarak farklilagsmamis
yapilarimi korumaktadirlar. Bu durumda, embriyolojik gelisim
acisindan bulundugu satha ve elde edilebilen doku miktarinin
fazlalig1 nedeniyle gomiilii yirmi yas disleri, ideal birer mezenkimal
kok hiicre kaynagi olarak degerlendirilebilir.

Yirmi yas disi folikiil dokusu kaynakli mezenkimal kok
hiicreler, Morsczeck ve arkadaslar1 tarafindan izole edilmis ve
tanimlanmuistir. Arastirmacilar, 4 ve 5 haftalik kiiltiirlerde farklilasma
potansiyelini degerlendirmek amaciyla 6 ve 17. pasajdaki hiicre
hatlarim1 kullanmigtir. 6. pasajdaki hiicrelerin indiiksiyonundan 5
hafta sonra, doku kiiltiirii flaskina adhezyon gdsteren transparan bir
membran  yapist  goriilmistiir. Pasaj 17°deki  hiicrelerin
indiiksiyonundan 4 hafta sonra ise, kompakt kalsifiye nodiiller
izlenmigtir. Kiltiirlerdeki kalsifikasyon Von Kossa boyasi ile
degerlendirildiginde, kompakt nodiiler yapilarda membrandz
yapilara gore daha yogun olarak izlenmistir. Alsiyan mavisi ile
yapilan bag dokusu boyamasinda ise, altinci pasajdaki kiiltiirlerde
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cok az veya negatif, nodiiler kalsifiye yapilarin goriildiigii 17.
pasajda ise pozitif sonu¢ verdigi belirtilmistir(C. Morsczeck et al.,
2005).

Park ve arkadaslari, insan deri, kemik iligi ve dental folikiil
kaynakli kok hiicrelerin osteojenik potansiyelini karsilastirdiklar
calismalarinda, hiicreleri demineralize kemik matriksi {lizerinde
kiiltiire etmislerdir. Kiiltiir siiresinin sonunda, kompleksler atimik
farelere subkutan olarak implante edilmistir. Dort haftalik siirenin
sonunda, tiim gruplarda osteokalsin ekspresyonu ve radyoopasite
gosteren kemik dokusu formasyonu izlenmistir. Bununla beraber, en
yliksek osteokalsin ekspresyonunun dental folikiil kaynakli kok
hiicre grubunda gozlendigi belirtilmis, ve dental folikiiliin kemik
rejenerasyonunda  kuvvetli  bir  otolog  kaynak  olarak
degerlendirilebilecegi sonucuna varilmistir(Park et al., 2012).

Insan kaynakli DPSC’lerin osteojenik potansiyelinin PCL
iskeleler Tlzerinde degerlendirildigi bir ¢alisma, Jensen ve
arkadaslar1 tarafindan rapor edilmistir. Uzerinde DPSC Kkiiltiire
edilen ii¢ doku iskelesi modeli karsilagtirilmis, osteojenik
diferansiyasyon 1, 7, 14 ve 21. giinlerde degerlendirilmistir. Yiizeyi
nano-yap1 olusturularak ve hyaluronik asit/TCP ile fonksiyonalize
edilen iskelelerde, osteoblatik aktivite ve kalsiyum depozisyonu 21.
giinde kontrol grubuna gore artmis olarak izlenmistir. Bununla
beraber, hyaluronik asit/TCP grubu hiicre ¢ogalmasi, migrasyonu ve
osteojenik diferansiyasyon bakimindan diger gruplara gore daha
basarili sonuglar vermistir. Calismanin sonucunda, fonksiyonalize
edilmis PCL iskeleler iizerinde DPSC kiiltiirasyonunun, in vivo
caligsmalarda kullanilabilecek bir doku miihendisligi kompleksi
oldugu sonucuna varilmistir(Jensen et al., 2015).

DPSC ve DFSC’lerin direkt karsilastirilmasinin yapildigi
caligmalar literatiirde nadirdir. Shoi ve arkadaslari, siipernumerer
kesici  dislerden elde ettikleri DPSC ve DFSC’lerin
karakterizasyonunu yaptiklar1 ¢aligmada, hiicre proliferasyonu,
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koloni olusturma kapasiteleri, gen ekspresyonlari, hiicre ylizey
belirtecleri ve farklilagsma kapasitelerini degerlendirmislerdir. Elde
edilebilen folikiil dokusunun miktarinin fazlaligi nedeniyle daha
elverigli bir kaynak olduguna deginmislerdir. Hiicrelerin
proliferasyon orani ve koloni olusturma kapasiteleri, DFSC’lerde
DPSC’lere oranla belirgin derecede yiiksek bulunmustur. Uygun
kiiltir ortaminda, hiicre hatlarinin osteojenik farklilagmasi
gosterilmisti.  DPSC  ve DFSC’lerin  benzer kok hiicre
karakteristiklerine sahip olmakla beraber, DFSC’lerin daha kolay
erisim ve daha yiiksek proliferasyon orani sebebiyle rejeneratif
uygulamalarda daha elverisli bir kok hiicre kaynagi oldugunu
belirtmislerdir(Shoi, Aoki, Ohya, Takagi, & Shimokawa, n.d.).

Jo ve arkadaslar1 calismalarinda, mandibular kemik iligi, ve
dental kaynakli kok hiicreleri karsilastirmis ve optimum kiiltiir
kosullarim1  saglamak amaciyla ¢ farkli kiiltir medyumu
kullanmislardir. Cogalma kapasitesi pasaj 3’teki hiicre kolonileriyle
yapilmis, ve folikiil dokusunun proliferasyon oran1 bakimindan diger
kok hiicre gruplarina gore tistiin oldugu gézlenmistir. Folikiil dokusu
kaynakli mezenkimal kok hiicrelerin, koloni olusturan hiicre
populasyonu sayisinin diger gruplarin iki kat1 oldugu raporlanmistir.
Hiicre kolonileri farklilagtirma medyumunda 21 giin boyunca inkiibe
edildikten sonra, boyama islemi yapilmistir. Mandibular kemik iligi
ve periodontal ligament kaynakli kok hiicrelerin ALP aktiviteleri ve
Alizarin kirmizisi ile boyanma miktarlar1 diger gruplara gore yliksek
bulunmustur. DPSC grubu DFSC grubundan daha yiiksek ALP
aktivitesi gostermesine ragmen, kalsiyum miktarinin DFSC
grubunda daha yiiksek oldugu izlenmistir(Jo et al., 2007).

Lindroos ve arkadaglari, insan periodontal ligament, dental
pulpa, folikiil kaynakli mezenkimal kok hiicreler ve bukkal
mukozadan izole edilmis fibroblastlarin karakterizasyon ¢aligmalari
yapmuslardir. Bukkal mukoza fibroblastlar1 i¢in dort ve alti, diger
kok hiicre gruplar icin iki ve besinci pasajlar arasindaki hiicreler
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kullanilmistir. Koloniler, 14 giin boyunca farklilasma medyumunda
inkiibe edilmistir. Kiiltiir siiresinin sonunda, pulpa, folikiil ve
periodontal ligament kaynakli kok hiicrelerin yliksek ALP aktivitesi
ve osteojenik  farklilagma  gosterdigi, bukkal mukoza
fibroblastlarinin ise osteojenik farklilasmaya ugramadigr ve ALP
aktivitesinin ihmal edilebilecek diizeyde diisiik oldugu gézlenmistir.
Calismada ayrica, pulpa ve periodontal ligament kok hiicrelerinin
benzer morfolojiye sahip oldugu, folikiil kaynakli kok hiicrelerin ise
daha kiiciik boyutlara sahip oldugu bildirilmistir(Lindroos et al.,
2008). Calismamizin bulgulari, Lindroos ve arkadaslarinin rapor
ettigi bulgular1 destekler niteliktedir.

14 gilnliik kiiltiir periyodunda, hiicrelerin baslangicta
yuvarlak morfolojiye sahip oldugu, ilerleyen giinlerde igsi yapiya
dogru farklilagarak multi katmanli organizasyonlar olusturduklari,
ve fibriller boyunca yayilmis olduklar1 gozlenmistir. MSC’lerin
ylizey topografisine gore morfolojilerini degistirdikleri, literatiirde
rapor edilmis bir bilgidir(Baker, Nathan, Gee, & Mauck, 2010;
Vaquette et al., 2010). Bu siireg, hiicrenin mikrogevresi ile ilgili
hiicre-hiicre, hiicre-hiicreler aras1 matriks, ve hiicre- biyomateryal
etkilesimleriyle meydana gelen sinyalizasyon mekanizmalar ile
ger¢eklesmektedir(Potier et al., 2007). Bu etkinin, elektro egrilmis
poly-I-lactide, polilaktik asit (PLA)/demineralize kemik materyali,
ve fibrin jeller ile gozlenmedigi rapor edilmistir(Martins et al.,
2010). Osteojenik diferansiyasyonun, oOriilmiis fibril komponenti
bulunan yapilarda daha etkili oldugu literatiirde yaygin olarak
bildirilmistir(D. Kim et al., 2024; Martins et al., 2010; Sowmya,
Hemavathi, & Panda, 2021; Xue et al., 2017).

Calismamizda nmDFSC grubunda en ytiksek hiicre sayis1 ve
kollajen formasyon orani1 gézlenmistir. Doku iskelesinin tabanindaki
elektro-egrilmis nanomesh bazal membran yapisinin, hiicre
yayilimi, tutunmasi ve ¢ogalmasi {izerine olumlu etkileri oldugu
goriilmiistiir. DPSC ve DFSC gruplart arasinda goriilen morfolojik

--81--



farklar ile hiicre sayis1 ve kollajen formasyonu arasindaki farklarin,
hiicre hatlarinin spesifik diferansiyasyon potansiyelinin yani sira,
asenkron farklilasmasinin da sonucu olabilecegi diigiiniilm{istir.

Tiim bu bilgilere dayanarak, hiicrelerin mikrogevre kosullari
ile etkilesiminin kritik oldugu, kullanilan kiiltiir, doku iskelesi ve
hiicre tipinin farkli sonuglara yol agtig1 sonucuna varilabilir.
Calismamizda ayni kiiltiir kosullarinda ayni siire ile kiiltiire edilen
iki hiicre grubunun, ve iki doku iskelesi grubunun karsilastirilmasi
ile elde edilmis ¢iktilarin objektif bir degerlendirme sagladig
distnilmektedir.

Sonug olarak,

-DPSC ve DFSC’ler, rejeneratif tedavi ¢aligmalari igin elde
edilmesi olduk¢a kolay, ve kriyoprezervasyonu miimkiin
kaynaklardir.

-Gomiili yirmi yas disi kaynakli dental pulpa ve folikiil
dokusundan elde edilen kok hiicre hatlari, kemik iligi kaynakl
kolonilere gore daha yiiksek proliferatif etkinlik gostermektedir.

-DPSC ve DFSC’ler, osteojenik farklilasma potansiyeline
sahiptir. Caligmamizda DFSC’lerin daha ytiksek proliferasyon ve tip
I kollajen formasyon oranina sahip oldugu goriildii.

-Kemik doku miihendisligi uygulamalarinda, nmPCL
yapilarin defektli dokularin yeniden yapilandirilmas: igin etkin
olarak kullanimi1 miimkiindiir.

Nanomesh PCL iskele materyalleri ve hiicre kaynagi olarak
dental folikiil kaynakli mezenkimal kok hiicreler ile kemik doku
miihendisliginde basarili uygulamalar yapilabilecegi
ongoriilmektedir. Kok hiicre-doku iskelesi komplekslerinin in vitro
ortamda gosterdigi 6zelliklerin, in vivo kemik iyilesmesi paternlerini
arastiran caligmalar ile korelasyonunun saglanmasi gerekmektedir.
Bu sonuglara dayanarak, calismanin devaminin, ortotopik kritik
boyuttaki deneysel defektlerde gergeklestirilmesi gerektigi goriisline
varilmistir.
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Bilgilendirme

Bu yazm, Elif M. Ozcan'mn M. Kamil Goker'n tez
danismanlhigit ve Tunc Akkog¢'un es danismanliginda yiiriitiilen,
388594 kayit numarali '"Mezenkimal Kok Hiicre Tiirlerinin Kemik
Rejenerasyonuna Olan Etkisinin Deneysel Modelde Incelenmesi'
baslikli doktora tezinden tiiretilmistir.

--83--



REFERANSLAR

Agrawal, C. M., & Ray, R. B. (2001). Biodegradable
polymeric scaffolds for musculoskeletal tissue engineering. Journal
of Biomedical Materials Research, 55(2), 141-150.

Arinzeh, T. L., Peter, S. J., Archambault, M. P., van den Bos,
C., Gordon, S., Kraus, K., ... Kadiyala, S. (2003). Allogeneic
mesenchymal stem cells regenerate bone in a critical-sized canine
segmental defect. The Journal of Bone and Joint Surgery. American
Volume, 85-A4(10), 1927-1935. Retrieved from
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/14563800

Baker, B. M., Nathan, A. S., Gee, A. O., & Mauck, R. L.
(2010). The influence of an aligned nanofibrous topography on
human mesenchymal stem cell fibrochondrogenesis. Biomaterials,
31(24), 6190-6200.
https://doi.org/10.1016/J.BIOMATERIALS.2010.04.036

Barry, F. P., & Murphy, J. M. (2004). Mesenchymal stem
cells: Clinical applications and biological characterization.
International Journal of Biochemistry and Cell Biology, 36(4), 568—
584. https://doi.org/10.1016/j.biocel.2003.11.001

Bartholomew, A., Sturgeon, C., Siatskas, M., Ferrer, K.,
Mclntosh, K., Patil, S., ... Hoffman, R. (2002). Mesenchymal stem
cells suppress lymphocyte proliferation in vitro and prolong skin
graft survival in vivo. Experimental Hematology, 30(1), 42-48.
https://doi.org/10.1016/S0301-472X(01)00769-X

Batorsky, A., Liao, J.,, Lund, A. W., Plopper, G. E., &
Stegemann, J. P. (2005). Encapsulation of adult human mesenchymal
stem cells within  collagen-agarose =~ microenvironments.
Biotechnology and  Bioengineering, 92(4), 492-500.
https://doi.org/10.1002/bit.20614

Binulal, N. S., Deepthy, M., Selvamurugan, N., Shalumon,
K. T., Suja, S., Mony, U., ... Nair, S. V. (2010). Role of nanofibrous
poly(caprolactone) scaffolds in human mesenchymal stem cell

--84--



attachment and spreading for in vitro bone tissue engineering--
response to osteogenic regulators. Tissue Engineering. Part A, 16(2),
393-404. https://doi.org/10.1089/ten.TEA.2009.0242

Borden, M., Attawia, M., Khan, Y., EI-Amin, S. F., &
Laurencin, C. T. (2004). Tissue-engineered bone formation in vivo
using a novel sintered polymeric microsphere matrix. The Journal of
Bone and Joint Surgery. British Volume, 86(8), 1200-1208.
https://doi.org/10.1302/0301-620X.86B8.14267

Burg, K. J. L., Porter, S., & Kellam, J. F. (2000). Biomaterial
developments for bone tissue engineering. Biomaterials, 21(23),
2347-2359. https://doi.org/10.1016/S0142-9612(00)00102-2

Christopherson, G. T., Song, H., & Mao, H. Q. (2009). The
influence of fiber diameter of electrospun substrates on neural stem
cell differentiation and proliferation. Biomaterials, 30(4), 556-564.
https://doi.org/10.1016/J. BIOMATERIALS.2008.10.004

Chue, W. L., Campbell, G. R., Caplice, N., Muhammed, A.,
Berry, C. L., Thomas, A. C., ... Campbell, J. H. (2004). Dog
peritoneal and pleural cavities as bioreactors to grow autologous
vascular grafts. Journal of Vascular Surgery, 39(4), 859-867.
https://doi.org/10.1016/j.jvs.2003.03.003

Damme, A., Driessche, T., Collen, D., & Chuah, M. (2002).
Bone marrow stromal cells as targets for gene therapy. Current Gene
Therapy, 2(2), 195-209.
https://doi.org/10.2174/1566523024605645

D’Aquino, R., De Rosa, A., Lanza, V., Tirino, V., Laino, L.,
Graziano, A., ... Papaccio, G. (2009). Human mandible bone defect
repair by the grafting of dental pulp stem/progenitor cells and
collagen sponge biocomplexes. European Cells & Materials, 18, 75—
83. https://doi.org/10.22203/ECM.VO018A07

d’Aquino, R., Graziano, A., Sampaolesi, M., Laino, G.,
Pirozzi, G., De Rosa, A., & Papaccio, G. (2007). Human postnatal
dental pulp cells co-differentiate into osteoblasts and

--85--



endotheliocytes: a pivotal synergy leading to adult bone tissue
formation. Cell Death and Differentiation, 14(6), 1162—1171.
https://doi.org/10.1038/SJ.CDD.4402121

D’Aquino, R., Papaccio, G., Laino, G., & Graziano, A.
(2008). Dental pulp stem cells: a promising tool for bone
regeneration. Stem Cell Reviews, 4(1), 21-26.
https://doi.org/10.1007/S12015-008-9013-5

Dawson, E., Mapili, G., Erickson, K., Taqvi, S., & Roy, K.
(2008). Biomaterials for stem cell differentiation. Advanced Drug
Delivery Reviews, 60(2), 215-228.
https://doi.org/10.1016/J.ADDR.2007.08.037

De Kemp, V., De Graaf, P., Fledderus, J. O., Bosch, J. L. H.
R., & De Kort, L. M. O. (2015). Tissue engineering for human
urethral reconstruction: systematic review of recent literature. PloS
One, 10(2). https://doi.org/10.1371/JOURNAL.PONE.0118653

Dellinger, J. G., Cesarano, J., & Jamison, R. D. (2007).
Robotic deposition of model hydroxyapatite scaffolds with multiple
architectures and multiscale porosity for bone tissue engineering.
Journal of Biomedical Materials Research. Part A, 8§2(2), 383-394.
https://doi.org/10.1002/JBM.A.31072

Devine, S. M., Peter, S., Martin, B. J., Barry, F., & McIntosh,
K. R. (2001). Mesenchymal stem cells: stealth and suppression.
Cancer Journal (Sudbury, Mass.), 7 Suppl 2, S76-82. Retrieved from
https://research.universityofgalway.ie/en/publications/mesenchymal
-stem-cells-stealth-and-suppression-5/

Dhariwala, B., Hunt, E., & Boland, T. (2004). Rapid

prototyping of tissue-engineering constructs, using
photopolymerizable hydrogels and stereolithography. Tissue
Engineering, 10(9-10), 1316-1322.

https://doi.org/10.1089/TEN.2004.10.1316
Discher, D. E., Janmey, P., & Wang, Y. L. (2005). Tissue cells
feel and respond to the stiffness of their substrate. Science (New York,

--86--



N.Y), 310(5751), 1139-1143.
https://doi.org/10.1126/SCIENCE.1116995

Docheva, D., Popov, C., Mutschler, W., & Schieker, M.
(2007). Human mesenchymal stem cells in contact with their
environment: surface characteristics and the integrin system. Journal
of Cellular and Molecular  Medicine, 11(1), 21-38.
https://doi.org/10.1111/J.1582-4934.2007.00001.X

Dominici, M., Le Blanc, K., Mueller, 1., Slaper-Cortenbach,
I., Marini, F. C., Krause, D. S., ... Horwitz, E. M. (2006). Minimal
criteria for defining multipotent mesenchymal stromal cells. The
International Society for Cellular Therapy position statement.
Cytotherapy, 8(4), 315-317.
https://doi.org/10.1080/14653240600855905

Ebrahimi, Z., Irani, S., Ardeshirylajimi, A., & Seyedjafari, E.
(2022). Enhanced osteogenic differentiation of stem cells by 3D
printed PCL scaffolds coated with collagen and hydroxyapatite.
Scientific Reports 2022 12:1, 12(1), 12359-.
https://doi.org/10.1038/s41598-022-15602-y

Endres, M., Hutmacher, D. W., Salgado, A. J., Kaps, C.,
Ringe, J., Reis, R. L., ... Schantz, J. T. (2003). Osteogenic induction
of human bone marrow-derived mesenchymal progenitor cells in
novel synthetic polymer-hydrogel matrices. Tissue Engineering,
9(4), 689-702. https://doi.org/10.1089/107632703768247386

Engler, A. J., Sen, S., Sweeney, H. L., & Discher, D. E.
(2006). Matrix Elasticity Directs Stem Cell Lineage Specification.
Cell, 126(4), 677-689. https://doi.org/10.1016/j.cell.2006.06.044

Felthaus, O., Ernst, W., Driemel, O., Reichert, T. E., Schmalz,
G., & Morsczeck, C. (2010). TGF-B stimulates glial-like
differentiation in murine dental follicle precursor cells (mDFPCs).
Neuroscience Letters, 471(3), 179-184.
https://doi.org/10.1016/j.neulet.2010.01.037

--87--



Felthaus, O., Gosau, M., & Morsczeck, C. (2014). ZBTB16
induces osteogenic differentiation marker genes in dental follicle
cells independent from RUNX2. Journal of Periodontology, 85(5).
https://doi.org/10.1902/JOP.2013.130445

Fortier, L. A. (2005). Stem cells: classifications,
controversies, and clinical applications. Veterinary Surgery: VS,
34(5), 415-423. https://doi.org/10.1111/J.1532-950X.2005.00063.X

Fox, J. M., Chamberlain, G., Ashton, B. A., & Middleton, J.
(2007). Recent advances into the understanding of mesenchymal
stem cell trafficking. British Journal of Haematology, 137(6), 491—
502. https://doi.org/10.1111/J.1365-2141.2007.06610.X

Gelse, K., Poschl, E., & Aigner, T. (2003). Collagens -
Structure, function, and biosynthesis. Advanced Drug Delivery
Reviews, 55(12), 1531-1546.
https://doi.org/10.1016/j.addr.2003.08.002

Giuliani, A., Manescu, A., Langer, M., Rustichelli, F.,
Desiderio, V., Paino, F., ... Papaccio, G. (2013). Three years after
transplants in human mandibles, histological and in-line
holotomography revealed that stem cells regenerated a compact
rather than a spongy bone: biological and clinical implications. Stem
Cells Translational Medicine, 2(4), 316-324.
https://doi.org/10.5966/SCTM.2012-0136

Goel, A., Sangwan, S. S., Siwach, R. C., & Ali, A. M. (2005).
Percutaneous bone marrow grafting for the treatment of tibial non-
union. Injury, 36(1), 203-206.
https://doi.org/10.1016/j.injury.2004.01.009

Gronthos, S., Mankani, M., Brahim, J., Robey, P. G., & Shi,
S. (2000). Postnatal human dental pulp stem cells (DPSCs) in vitro
and in vivo. Proceedings of the National Academy of Sciences of the
United  States of  America, 97(25), 13625-13630.
https://doi.org/10.1073/PNAS.240309797

--88--



Gross, R. A., & Kalra, B. (2002). Biodegradable polymers for
the environment. Science (New York, N.Y), 297(5582), 803—-807.
https://doi.org/10.1126/SCIENCE.297.5582.803

Guarino, V., Causa, F., Taddei, P., di Foggia, M., Ciapetti, G.,
Martini, D., ... Ambrosio, L. (2008). Polylactic acid fibre-reinforced
polycaprolactone scaffolds for bone tissue engineering.
Biomaterials, 29(27), 3662-3670.
https://doi.org/10.1016/j.biomaterials.2008.05.024

Handa, K., Saito, M., Tsunoda, A., Yamauchi, M., Hattori, S.,
Sato, S., ... Narayanan, A. S. (2002). Progenitor cells from dental
follicle are able to form cementum matrix in vivo. Connective Tissue
Research, 43(2-3), 406—408.
https://doi.org/10.1080/03008200290001023

Hattori, H., Sato, M., Masuoka, K., Ishihara, M., Kikuchi, T.,
Matsui, T., ... Ishihara, M. (2004). Osteogenic potential of human
adipose tissue-derived stromal cells as an alternative stem cell
source. Cells, Tissues, Organs, 178(1), 2-12.
https://doi.org/10.1159/00008 1088

Hayashi, O., Katsube, Y., Hirose, M., Ohgushi, H., & Ito, H.
(2008). Comparison of osteogenic ability of rat mesenchymal stem
cells from bone marrow, periosteum, and adipose tissue. Calcified
Tissue International, 82(3), 238-247.
https://doi.org/10.1007/s00223-008-9112-y

Hollister, S. J. (2005). Porous scaffold design for tissue
engineering. Nature Materials, 4(7), 518-524.
https://doi.org/10.1038/NMAT1421

Honda, M. J., Imaizumi, M., Suzuki, H., Ohshima, S.,
Tsuchiya, S., & Satomura, K. (2011). Stem cells isolated from human
dental follicles have osteogenic potential. Oral Surgery, Oral
Medicine, Oral Pathology, Oral Radiology, and Endodontics,
111(6), 700-708. https://doi.org/10.1016/J. TRIPLEO.2010.08.004

--89--



Hou, Y., Wang, W., & Bartolo, P. (2022). Investigation of
polycaprolactone for bone tissue engineering scaffolds: In vitro
degradation and biological studies. Materials & Design, 216,
110582. https://doi.org/10.1016/J.MATDES.2022.110582

Hutmacher, D. W. (2000). Scaffolds in tissue engineering
bone and cartilage. Biomaterials, 21(24), 2529-2543.
https://doi.org/10.1016/S0142-9612(00)00121-6

Hutmacher, D. W., Sittinger, M., & Risbud, M. V. (2004).
Scaffold-based tissue engineering: Rationale for computer-aided
design and solid free-form fabrication systems. Trends in
Biotechnology, 22(7), 354-362.
https://doi.org/10.1016/j.tibtech.2004.05.005

Itkovits, J. L., & Burdick, J. A. (2007). Review:
photopolymerizable and degradable biomaterials for tissue
engineering applications. Tissue Engineering, 13(10), 2369-2385.
https://doi.org/10.1089/TEN.2007.0093

Jaquet, K., Krause, K. T., Denschel, J., Faessler, P., Nauerz,
M., Geidel, S., ... Kuck, K. H. (2005). Reduction of myocardial scar
size after implantation of mesenchymal stem cells in rats: what is the
mechanism? Stem Cells and Development, 14(3), 299-3009.
https://doi.org/10.1089/SCD.2005.14.299

Jensen, J., Kraft, D. C. E., Lysdahl, H., Foldager, C. B., Chen,
M., Kristiansen, A. A., ... Biinger, C. E. (2015). Functionalization of
polycaprolactone scaffolds with hyaluronic acid and B-TCP
facilitates migration and osteogenic differentiation of human dental
pulp stem cells in vitro. Tissue Engineering. Part A, 21(3—4), 729—
739. https://doi.org/10.1089/ten. TEA.2014.0177

Jo,Y. Y., Lee, H. J., Kook, S.Y., Choung, H. W., Park, J. Y.,
Chung, J. H., ... Choung, P. H. (2007). Isolation and characterization
of postnatal stem cells from human dental tissues. Tissue
Engineering, 13(4), 767-773.
https://doi.org/10.1089/TEN.2006.0192

--90--



Kémoun, P., Laurencin-Dalicieux, S., Rue, J., Farges, J. C.,
Gennero, I., Conte-Auriol, F., ... Salles, J. P. (2007). Human dental
follicle cells acquire cementoblast features under stimulation by
BMP-2/-7 and enamel matrix derivatives (EMD) in vitro. Cell and
Tissue Research, 329(2), 283-294. https://doi.org/10.1007/S00441-
007-0397-3

Khademhosseini, A., Langer, R., Borenstein, J., & Vacanti, J.
P. (2006). Microscale technologies for tissue engineering and
biology. Proceedings of the National Academy of Sciences of the
United States of  America, 103(8), 2480-2487.
https://doi.org/10.1073/PNAS.0507681102

Kim, D., Choi, H., Lee, M. J., Cho, W. ]., Lee, G. W, Seo, Y.
K., ... Lee, S. H. (2024). Oxygen plasma-modified polycaprolactone
nanofiber membrane activates the biological function in cell
adhesion, proliferation, and migration through the phosphorylation
of FAK and ERK1/2, enhancing bone regeneration. Chemical
Engineering Journal, 499, 156003.
https://doi.org/10.1016/J.CEJ.2024.156003

Kim, G. H. (2008). Electrospun PCL nanofibers with
anisotropic mechanical properties as a biomedical scaffold.
Biomedical  Materials  (Bristol,  England), 3(2), 25010.
https://doi.org/10.1088/1748-6041/3/2/025010

Klingelhoffer, C., Reck, A., Ettl, T., & Morsczeck, C. (2016).
The parathyroid hormone-related protein is secreted during the
osteogenic differentiation of human dental follicle cells and inhibits
the alkaline phosphatase activity and the expression of DLX3. 7issue
and Cell, 48(4), 334-339. https://doi.org/10.1016/j.tice.2016.05.007

Kon, E., Muraglia, A., Corsi, A., Bianco, P., Marcacci, M.,
Martin, 1., ... Quarto, R. (2023). Autologous bone marrow stromal
cells loaded onto porous hydroxyapatite ceramic accelerate bone
repair in critical-size defects of sheep long bones. JOURNAL OF

-91--



BIOMEDICAL MATERIALS RESEARCH, 49, 328-337. Retrieved
from https://unige.iris.cineca.it’/handle/11567/286544

Kwan, M. D., Slater, B. J., Wan, D. C., & Longaker, M. T.
(2008). Cell-based therapies for skeletal regenerative medicine.
Human Molecular Genetics, 17(R1), R93-8.
https://doi.org/10.1093/hmg/ddn071

Kweon, H. Y., Yoo, M. K., Park, I. K., Kim, T. H., Lee, H. C.,
Lee, H. S., ... Cho, C. S. (2003). A novel degradable
polycaprolactone networks for tissue engineering. Biomaterials,
24(5), 801-808. https://doi.org/10.1016/S0142-9612(02)00370-8

Laino, G., Carinci, F., Graziano, A., D’Aquino, R., Lanza, V.,
De Rosa, A., ... Papaccio, G. (2006). In vitro bone production using
stem cells derived from human dental pulp. The Journal of
Craniofacial ~ Surgery, 17(3), 511-515. Retrieved from
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/16770190

Laino, G., D’Aquino, R., Graziano, A., Lanza, V., Carinci, F.,
Naro, F., ... Papaccio, G. (2005). A new population of human adult
dental pulp stem cells: a useful source of living autologous fibrous
bone tissue (LAB). Journal of Bone and Mineral Research : The
Official Journal of the American Society for Bone and Mineral
Research, 20(8), 1394—-1402. https://doi.org/10.1359/JBMR.050325

Lee, S. H., & Shin, H. (2007). Matrices and scaffolds for
delivery of bioactive molecules in bone and cartilage tissue
engineering. Advanced Drug Delivery Reviews, 59(4-5), 339-359.
https://doi.org/10.1016/j.addr.2007.03.016

Liang, H. Y., Lee, W. K., Hsu, J. T., Shih, J. Y., Ma, T. L., Vo,
T. T. T, ... Lee, I. T. (2024). Polycaprolactone in Bone Tissue
Engineering: A Comprehensive Review of Innovations in Scaffold
Fabrication and Surface Modifications. Journal of Functional
Biomaterials, 15(9), 243. https://doi.org/10.3390/JFB15090243

-92--



Lim, S. H., & Mao, H. Q. (2009). Electrospun scaffolds for
stem cell engineering. Advanced Drug Delivery Reviews, 61(12),
1084-1096. https://doi.org/10.1016/J.ADDR.2009.07.011

Lima, R. L. de, Holanda Afonso, R. C. de, Neto, V. M.,
Bolognese, A. M., dos Santos, M. F. H., & Souza, M. M. G. de.
(2017). Human dental follicle cells express embryonic,
mesenchymal and neural stem cells markers. Archives of Oral
Biology, 73, 121-128.
https://doi.org/10.1016/j.archoralbio.2016.10.003

Lindroos, B., Mienpii, K., Ylikomi, T., Oja, H., Suuronen,
R., & Miettinen, S. (2008). Characterisation of human dental stem
cells and buccal mucosa fibroblasts. Biochemical and Biophysical
Research Communications, 368(2), 329-335.
https://doi.org/10.1016/J.BBRC.2008.01.081

Liu, C., Xia, Z., & Czernuszka, J. T. (2007). Design and
development of three-dimensional scaffolds for tissue engineering.
Chemical Engineering Research and Design, 85(7 A), 1051-1064.
https://doi.org/10.1205/CHERD06196

Liu Tsang, V., & Bhatia, S. N. (2004). Three-dimensional
tissue fabrication. Advanced Drug Delivery Reviews, 56(11), 1635—
1647. https://doi.org/10.1016/j.addr.2004.05.001

Lucaciu, O., Soritau, O., Gheban, D., Ciuca, D. R., Virtic, O.,
Vulpoi, A., ... Crisan, B. (2015). Dental follicle stem cells in bone
regeneration on titanium implants. BMC Biotechnology, 15(1), 114.
https://doi.org/10.1186/S12896-015-0229-6

Malafaya, P. B., Pedro, A. J., Peterbauer, A., Gabriel, C.,
Redl, H., & Reis, R. L. (2005). Chitosan particles agglomerated
scaffolds for cartilage and osteochondral tissue engineering
approaches with adipose tissue derived stem cells. Journal of
Materials Science. Materials in Medicine, 16(12), 1077-1085.
https://doi.org/10.1007/S10856-005-4709-4

-93--



Mao, J. J., Giannobile, W. V., Helms, J. A., Hollister, S. J.,
Krebsbach, P. H., Longaker, M. T., & Shi, S. (2006). Craniofacial
tissue engineering by stem cells. Journal of Dental Research, 85(11),
966-979. https://doi.org/10.1177/154405910608501101

Martins, A., Duarte, A. R. C., Faria, S., Marques, A. P., Reis,
R. L., & Neves, N. M. (2010). Osteogenic induction of hBMSCs by
electrospun scaffolds with dexamethasone release functionality.
Biomaterials, 31(22), 5875-5885.
https://doi.org/10.1016/j.biomaterials.2010.04.010

Matsubara, T., Suardita, K., Ishii, M., Sugiyama, M.,
Igarashi, A., Oda, R., ... Kato, Y. (2005). Alveolar bone marrow as a
cell source for regenerative medicine: differences between alveolar
and iliac bone marrow stromal cells. Journal of Bone and Mineral
Research : The Official Journal of the American Society for Bone
and Mineral Research, 2003), 399-4009.
https://doi.org/10.1359/JBMR.041117

Meisel, R., Zibert, A., Laryea, M., Goébel, U., Ddubener, W.,
& Dilloo, D. (2004). Human bone marrow stromal cells inhibit
allogeneic T-cell responses by indoleamine 2,3-dioxygenase-
mediated tryptophan degradation. Blood, 103(12), 4619-4621.
https://doi.org/10.1182/BLOOD-2003-11-3909

Miyazaki, K., & Maruyama, T. (2014). Partial regeneration
and reconstruction of the rat uterus through recellularization of a
decellularized uterine matrix. Biomaterials, 35(31), 8791-8800.
https://doi.org/10.1016/J. BIOMATERIALS.2014.06.052

Moran, C. J., Busilacchi, A., Lee, C. A., Athanasiou, K. A.,
& Verdonk, P. C. (2015). Biological augmentation and tissue
engineering approaches in meniscus surgery. Arthroscopy - Journal
of Arthroscopic and Related Surgery, 31(5), 944-955.
https://doi.org/10.1016/j.arthro.2014.11.044

Mori, G., Ballini, A., Carbone, C., Oranger, A., Brunetti, G.,
Di Benedetto, A., ... Grassi, F. R. (2012). Osteogenic differentiation

--94--



of dental follicle stem cells. International Journal of Medical
Sciences, 9(6), 480-487. https://doi.org/10.7150/ijms.4583

Morsczeck, C. (2006). Gene expression of runx2, Osterix, c-
fos, DLX-3, DLX-5, and MSX-2 in dental follicle cells during
osteogenic differentiation in vitro. Calcified Tissue International,
78(2), 98—102. https://doi.org/10.1007/S00223-005-0146-0

Morsczeck, C., Moehl, C., Gotz, W., Heredia, A., Schiffer, T.
E., Eckstein, N., ... Hoffmann, K. H. (2005). In vitro differentiation
of human dental follicle cells with dexamethasone and insulin. Cell
Biology International, 29(7), 567-575.
https://doi.org/10.1016/J.CELLBI.2005.03.020

Morsczeck, C., Reck, A., & Beck, H. C. (2017). The
hedgehog-signaling pathway is repressed during the osteogenic
differentiation of dental follicle cells. Molecular and Cellular
Biochemistry, 428(1-2), 79-86. https://doi.org/10.1007/S11010-
016-2918-4

Morsczeck, Christian, & Reichert, T. E. (2017). The
dexamethasone induced osteogenic differentiation of dental follicle
cells. Histology and Histopathology, 32(12), 1223-1229.
https://doi.org/10.14670/HH-11-907

Morsczeck, Christian, Schmalz, G., Reichert, T. E., Vollner,
F., Galler, K., & Driemel, O. (2008). Somatic stem cells for
regenerative dentistry. Clinical Oral Investigations, 12(2), 113—118.
https://doi.org/10.1007/S00784-007-0170-8

Muschler, G. F., Matsukura, Y., Nitto, H., Boehm, C. A.,
Valdevit, A. D., Kambic, H. E., ... Powell, K. A. (2005). Selective
retention of bone marrow-derived cells to enhance spinal fusion.
Clinical Orthopaedics and Related Research, 432(432), 242-251.
https://doi.org/10.1097/01.BLO.0000149812.32857.8B

Nakashima, M. (2005). Bone morphogenetic proteins in
dentin regeneration for potential use in endodontic therapy. Cytokine

--95--



and Growth Factor Reviews, 16(3 SPEC. ISS.), 369-376.
https://doi.org/10.1016/j.cytogfr.2005.02.011

Nakashima, M., & Reddi, A. H. (2003). The application of
bone morphogenetic proteins to dental tissue engineering. Nature
Biotechnology, 21(9), 1025—1032. https://doi.org/10.1038/nbt864

Nauta, A. J., Kruisselbrink, A. B., Lurvink, E., Willemze, R.,
& Fibbe, W. E. (2006). Mesenchymal stem cells inhibit generation
and function of both CD34+-derived and monocyte-derived
dendritic cells. Journal of Immunology (Baltimore, Md. : 1950),
177(4), 2080-2087.
https://doi.org/10.4049/JIMMUNOL.177.4.2080

Ndreu, A., Nikkola, L., Ylikauppilar, H., Ashammakhi, N., &
Hasirci, V. (2008). Electrospun biodegradable nanofibrous mats for
tissue engineering. Nanomedicine (London, England), 3(1), 45-60.
https://doi.org/10.2217/17435889.3.1.45

Nerurkar, N. L., Elliott, D. M., & Mauck, R. L. (2007).
Mechanics of oriented electrospun nanofibrous scaffolds for annulus
fibrosus tissue engineering. Journal of Orthopaedic Research :
Official Publication of the Orthopaedic Research Society, 25(8),
1018-1028. https://doi.org/10.1002/JOR.20384

Niemeyer, P., Szalay, K., Luginbiihl, R., Siidkamp, N. P., &
Kasten, P. (2010). Transplantation of human mesenchymal stem cells
in a non-autogenous setting for bone regeneration in a rabbit critical-
size defect model. Acta Biomaterialia, 6(3), 900-908.
https://doi.org/10.1016/j.actbio.2009.09.007

Nisbet, D. R., Forsythe, J. S., Shen, W., Finkelstein, D. 1., &
Horne, M. K. (2009). Review paper: a review of the cellular response
on electrospun nanofibers for tissue engineering. Journal of
Biomaterials Applications, 24(1), 7-29.
https://doi.org/10.1177/0885328208099086

Ozdemir, E., Familiari, F., Huri, P. Y., Firat, A., & Huri, G.
(2023). Use of 3D-printed polycaprolactone + hyaluronic acid-based

--96--



scaffold in orthopedic practice: Report of two cases. Journal of 3D
Printing in Medicine, 7(1), 3—4. https://doi.org/10.2217/3DP-2022-
0020;PAGE:STRING:ARTICLE/CHAPTER

Pachence JM, & Kohn J. (2000). Biodegradable polymers. In
Lanza RP Langer R Vacanti J (Ed.), Principles of Tissue Engineering
(2nd ed., pp. 251-262). California: Academic Press.

Panetta, N. J., Gupta, D. M., Quarto, N., & Longaker, M. T.
(2009). Mesenchymal cells for skeletal tissue engineering.
Panminerva  Medica, 51(1), 25-41. Retrieved from
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/19352307

Park, B. W, Kang, E. J., Byun, J. H., Son, M. G., Kim, H. J.,
Hah, Y. S., ... Rho, G. J. (2012). In vitro and in vivo osteogenesis of
human mesenchymal stem cells derived from skin, bone marrow and
dental follicle tissues. Differentiation, 83(5), 249-259.
https://doi.org/10.1016/5.diff.2012.02.008

Pisciotta, A., Riccio, M., Carnevale, G., Beretti, F., Gibellini,
L., Maraldi, T., ... De Pol, A. (2012). Human serum promotes
osteogenic differentiation of human dental pulp stem cells in vitro
and in vivo. PloS One, 7(11), e50542.
https://doi.org/10.1371/journal.pone.0050542

Planka, L., Gal, P., Kecova, H., Klima, J., Hlucilova, J.,
Filova, E., ... Necas, A. (2008). Allogeneic and autogenous
transplantations of MSCs in treatment of the physeal bone bridge in
rabbits. BMC  Biotechnology 2008  &8:1, 8(1), 1-9.
https://doi.org/10.1186/1472-6750-8-70

Porada, C. D., & Almeida-Porada, G. (2010). Mesenchymal
stem cells as therapeutics and vehicles for gene and drug delivery.
Advanced Drug  Delivery  Reviews, 62(12), 1156-1166.
https://doi.org/10.1016/j.addr.2010.08.010

Porter, J. R., Henson, A., & Popat, K. C. (2009).
Biodegradable poly(epsilon-caprolactone) nanowires for bone tissue

-97--



engineering  applications.  Biomaterials,  30(5),  780-788.
https://doi.org/10.1016/j.biomaterials.2008.10.022

Potier, E., Ferreira, E., Andriamanalijaona, R., Pujol, J.-P.,
Oudina, K., Logeart-Avramoglou, D., & Petite, H. (2007). Hypoxia
affects mesenchymal stromal cell osteogenic differentiation and
angiogenic  factor expression. Bone, 40(4), 1078-1087.
https://doi.org/10.1016/j.bone.2006.11.024

Ramirez-Ruiz, F., Nufiez-Tapia, 1., Pina-Barba, M. C.,
Alvarez-Pérez, M. A., Guarino, V., & Serrano-Bello, J. (2025).
Polycaprolactone for Hard Tissue Regeneration: Scaffold Design
and In Vivo Implications. Bioengineering (Basel, Switzerland),
12(1). https://doi.org/10.3390/BIOENGINEERING12010046

Rao, M. S. (2004). Stem sense: a proposal for the
classification of stem cells. Stem Cells and Development, 13(5),
452-455. https://doi.org/10.1089/SCD.2004.13.452

Rao, S. S., & Winter, J. O. (2009). Adhesion molecule-
modified biomaterials for neural tissue engineering. Frontiers in
Neuroengineering, 2(JUN).
https://doi.org/10.3389/NEURO.16.006.2009

Raoufinia, R., Hashemi, S., Arabi, K., Naghipoor, K., Fakoor,
F., & Saburi, E. (2025). Poly e-Caprolactone Scaffolds:
Advancements in Bone Regeneration and Grafting. OBM
Transplantation 2025, Vol. 9, 245, 9(2), 1-8.
https://doi.org/10.21926/OBM. TRANSPLANT.2502245

Rezai Rad, M., Liu, D., He, H., Brooks, H., Xiao, M., Wise,
G.E., & Yao, S. (2015). The role of dentin matrix protein 1 (DMP1)
in regulation of osteogenic differentiation of rat dental follicle stem
cells (DFSCs). Archives of Oral Biology, 60(4), 546-556.
https://doi.org/10.1016/j.archoralbio.2014.12.013

Rezai-Rad, M., Bova, J. F., Orooji, M., Pepping, J., Qureshi,
A., Del Piero, F., ... Yao, S. (2015). Evaluation of bone regeneration
potential of dental follicle stem cells for treatment of craniofacial

--98--



defects. Cytotherapy, 17(11), 1572-1581.
https://doi.org/10.1016/j.jcyt.2015.07.013

Rezwan, K., Chen, Q. Z., Blaker, J. J., & Boccaccini, A. R.
(2006). Biodegradable and bioactive porous polymer/inorganic
composite scaffolds for bone tissue engineering. Biomaterials,
27(18), 3413-3431.
https://doi.org/10.1016/J. BIOMATERIALS.2006.01.039

Richardson, T. P., Peters, M. C., Ennett, A. B., & Mooney, D.
J. (2001). Polymeric system for dual growth factor delivery. Nature
Biotechnology, 19(11), 1029-1034.
https://doi.org/10.1038/NBT1101-1029

Rimondini, L., & Mele, S. (2009). Stem cell technologies for
tissue regeneration in dentistry. Minerva Stomatologica, 58(10),
483-500. Retrieved from
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/19893474

Sachlos, E., Czernuszka, J. T., Gogolewski, S., & Dalby, M.
(2003). Making tissue engineering scaffolds work. Review: the
application of solid freeform fabrication technology to the
production of tissue engineering scaffolds. European Cells &
Materials, 5, 29—-40. https://doi.org/10.22203/ECM.V005A03

Salgado, A. J., Sousa, R. A., Fraga, J. S., Pego, J. M., Silva,
B. A., Malva, J. O., ... Sousa, N. (2009). Effects of Starch/
Polycaprolactone-based Blends for Spinal Cord Injury Regeneration
in Neurons/Glial Cells Viability and Proliferation. Journal of
Bioactive and  Compatible  Polymers, 24(3), 235-248.
https://doi.org/10.1177/0883911509104081;ISSUE:ISSUE:DOI

Scaglione, S., Ilengo, C., Fato, M., & Quarto, R. (2009).
Hydroxyapatite-coated polycaprolacton wide mesh as a model of
open structure for bone regeneration. Tissue Engineering. Part A,
15(1), 155-163. https://doi.org/10.1089/ten.tea.2007.0410

Schmidt, C. E., & Leach, J. B. (2003). Neural tissue
engineering: strategies for repair and regeneration. Annual Review of

--99_-



Biomedical Engineering, 3, 293-347.
https://doi.org/10.1146/ANNUREV.BIOENG.5.011303.120731

Shanti, R. M., Li, W. J., Nesti, L. J., Wang, X., & Tuan, R. S.
(2007). Adult mesenchymal stem cells: biological properties,
characteristics, and applications in maxillofacial surgery. Journal of
Oral and Maxillofacial Surgery : Olfficial Journal of the American
Association of Oral and Maxillofacial Surgeons, 65(8), 1640—1647.
https://doi.org/10.1016/J.JOMS.2007.04.008

Shin, M., Matsuda, K., Ishii, O., Terai, H., Kaazempur-
Mofrad, M., Borenstein, J., ... Vacanti, J. P. (2004). Endothelialized
networks with a vascular geometry in microfabricated poly(dimethyl
siloxane). Biomedical Microdevices, 6(4), 269-278.
https://doi.org/10.1023/B:BMMD.0000048559.29932.27/METRIC
S

Shoi, K., Aoki, K., Ohya, K., Takagi, Y., & Shimokawa, H.
(n.d.). Characterization of pulp and follicle stem cells from impacted
supernumerary maxillary incisors. Pediatric Dentistry, 36(3), 79—
84. Retrieved from http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/24960375

Sinha, V. R., Bansal, K., Kaushik, R., Kumria, R., & Trehan,
A. (2004). Poly-g-caprolactone microspheres and nanospheres: An
overview. International Journal of Pharmaceutics, 278(1), 1-23.
https://doi.org/10.1016/j.ijpharm.2004.01.044

Sowmya, B., Hemavathi, A. B., & Panda, P. K. (2021). Poly
(e-caprolactone)-based electrospun nano-featured substrate for
tissue engineering applications: a review. Progress in Biomaterials,
10(2), 91-117. https://doi.org/10.1007/S40204-021-00157-4

Spitkovsky, D., & Hescheler, J. (2008). Adult mesenchymal
stromal stem cells for therapeutic applications. Minimally Invasive
Therapy & Allied Technologies : MITAT : Official Journal of the
Society  for Minimally Invasive Therapy, 17(2), 79-90.
https://doi.org/10.1080/13645700801969758

~-100--



Stappenbeck, T. S., & Miyoshi, H. (2009). The role of
stromal stem cells in tissue regeneration and wound repair. Science
(New York, N.Y), 324(5935), 1666—1669.
https://doi.org/10.1126/SCIENCE.1172687

Suki, B. (2014). Assessing the functional mechanical
properties of bioengineered organs with emphasis on the lung.
Journal  of  Cellular  Physiology, 229(9), 1134-1140.
https://doi.org/10.1002/JCP.24600

Takahashi, K., Ogura, N., Aonuma, H., Ito, K., Ishigami, D.,
Kamino, Y., & Kondoh, T. (2013). Bone morphogenetic protein 6
stimulates mineralization in human dental follicle cells without
dexamethasone. Archives of Oral Biology, 58(6), 690—698.
https://doi.org/10.1016/J. ARCHORALBIO.2012.10.018

Takahashi, Y., Yamamoto, M., & Tabata, Y. (2005).
Osteogenic differentiation of mesenchymal stem cells in
biodegradable sponges composed of gelatin and beta-tricalcium
phosphate. Biomaterials, 26(17), 3587-3596.
https://doi.org/10.1016/J.BIOMATERIALS.2004.09.046

Tang, Z. G., Black, R. A., Curran, J. M., Hunt, J. A., Rhodes,
N. P, & Williams, D. F. (2004). Surface properties and
biocompatibility of solvent-cast poly[e-caprolactone] films.
Biomaterials, 25(19), 4741-4748.
https://doi.org/10.1016/J. BIOMATERIALS.2003.12.003

Todorovic, V., Markovic, D., Milosevic-Jovcic, N., Petakov,
M., Balint, B., Colic, M., ... Nikolic, N. (2008). Dental pulp stem
cells: Potential significance in regenerative medicine. Stomatoloski
Glasnik Srbije, 55(3), 170-179.
https://doi.org/10.2298/SGS0803170T

Tokuda, H., Kato, K., Oiso, Y., & Kozawa, O. (2003).
Contrasting effects of triiodothyronine on heat shock protein 27
induction and vascular endothelial growth factor synthesis
stimulated by TGF-B in osteoblasts. Molecular and Cellular

-101--



Endocrinology, 201(1-2), 33-38. https://doi.org/10.1016/S0303-
7207(03)00004-2

Vaquette, C., Kahn, C., Frochot, C., Nouvel, C., Six, J. L., De
Isla, N., ... Wang, X. (2010). Aligned poly(L-lactic-co-e-
caprolactone) electrospun microfibers and knitted structure: a novel
composite scaffold for ligament tissue engineering. Journal of
Biomedical Materials Research. Part A, 94(4), 1270-1282.
https://doi.org/10.1002/JBM.A.32801

Viale-Bouroncle, S., Felthaus, O., Schmalz, G., Brockhoff,
G., Reichert, T. E., & Morsczeck, C. (2012). The transcription factor
DLX3 regulates the osteogenic differentiation of human dental
follicle precursor cells. Stem Cells and Development, 21(11), 1936—
1947. https://doi.org/10.1089/SCD.2011.0422

Viale-Bouroncle, S., Gosau, M., & Morsczeck, C. (2014).
NOTCHI signaling regulates the BMP2/DLX-3 directed osteogenic
differentiation of dental follicle cells. Biochemical and Biophysical
Research Communications, 443(2), 500-504.
https://doi.org/10.1016/J. BBRC.2013.11.120

Wan, Y., Feng, G., Shen, F. H., Laurencin, C. T., & Li, X.
(2008). Biphasic scaffold for annulus fibrosus tissue regeneration.
Biomaterials, 29(6), 643-652.
https://doi.org/10.1016/j.biomaterials.2007.10.031

Wei, X., Ling, J., Wu, L., Liu, L., & Xiao, Y. (2007).
Expression of mineralization markers in dental pulp cells. Journal of
Endodontics, 33(6), 703-708.
https://doi.org/10.1016/J.JOEN.2007.02.009

Wu, X., Hu, L., L1, Y., L1, Y., Wang, F., Ma, P,, ... Wang, S.
(2018). SCAPs Regulate Differentiation of DFSCs During Tooth
Root Development in Swine. International Journal of Medical
Sciences, 15(4), 291. https://doi.org/10.7150/1JMS.22495

Xi, L., Guoqing, C., & Weidong, T. (2017). [Effect of
hypoxia on the biological characteristics of human dental follicle

--102--



cells]. Hua Xi Kou Qiang Yi Xue Za Zhi = Huaxi Kougiang Yixue
Zazhi = West China Journal of Stomatology, 35(3), 245-252.
https://doi.org/10.7518/HXKQ.2017.03.004

Xie, J., Willerth, S. M., Li, X., Macewan, M. R., Rader, A.,
Sakiyama-Elbert, S. E., & Xia, Y. (2009). The differentiation of
embryonic stem cells seeded on electrospun nanofibers into neural
lineages. Biomaterials, 3003), 354-362.
https://doi.org/10.1016/j.biomaterials.2008.09.046

Xu, F., Shi, J., Yu, B., Ni, W.,, Wu, X., & Gu, Z. (2010).
Chemokines mediate mesenchymal stem cell migration toward
gliomas in vitro. Oncology Reports, 23(6), 1561-1567.
https://doi.org/10.3892/OR 00000796

Xue, R., Qian, Y., Li, L., Yao, G., Yang, L., & Sun, Y. (2017).
Polycaprolactone nanofiber scaffold enhances the osteogenic
differentiation potency of various human tissue-derived
mesenchymal stem cells. Stem Cell Research & Therapy 2017 8:1,
8(1), 148-. https://doi.org/10.1186/S13287-017-0588-0

Yang, S., Leong, K. F., Du, Z., & Chua, C. K. (2001). The
design of scaffolds for use in tissue engineering. Part I. Traditional
factors. Tissue Engineering, 7(6), 679-689.
https://doi.org/10.1089/107632701753337645

Yang, X., Yang, F., Walboomers, X. F., Bian, Z., Fan, M., &
Jansen, J. A. (2010). The performance of dental pulp stem cells on
nanofibrous PCL/gelatin/nHA scaffolds. Journal of Biomedical
Materials Research. Part A, 93(1), 247-257.
https://doi.org/10.1002/JBM.A.32535

Yao, S., He, H., Gutierrez, D. L., Rad, M. R., Liu, D., L1, C.,
... Wise, G. E. (2013). Expression of bone morphogenetic protein-6
in dental follicle stem cells and its effect on osteogenic
differentiation.  Cells, Tissues, Organs, 198(6), 438-447.
https://doi.org/10.1159/000360275

~-103--



Yeong, W. Y., Chua, C. K., Leong, K. F., & Chandrasekaran,
M. (2004). Rapid prototyping in tissue engineering: challenges and
potential.  Trends in  Biotechnology, 22(12), 643—652.
https://doi.org/10.1016/J. TIBTECH.2004.10.004

Zhang, W., Walboomers, X. F., Shi, S., Fan, M., & Jansen, J.
A. (2006). Multilineage differentiation potential of stem cells
derived from human dental pulp after cryopreservation. Tissue
Engineering, 12(10), 2813-2823.
https://doi.org/10.1089/TEN.2006.12.2813

Zhao, M., Xiao, G., Berry, J. E., Franceschi, R. T., Reddi, A.,
& Somerman, M. J. (2002). Bone morphogenetic protein 2 induces
dental follicle cells to differentiate toward a cementoblast/osteoblast
phenotype. Journal of Bone and Mineral Research : The Olfficial
Journal of the American Society for Bone and Mineral Research,
17(8), 1441-1451. https://doi.org/10.1359/JBMR.2002.17.8.1441

Zhou, M., Qiao, W., Liu, Z., Shang, T., Qiao, T., Mao, C., &
Liu, C. (2014). Development and in vivo evaluation of small-
diameter vascular grafts engineered by outgrowth endothelial cells
and electrospun  chitosan/poly(e-caprolactone)  nanofibrous
scaffolds.  T7issue Engineering. Part A, 20(1-2), 79-91.
https://doi.org/10.1089/TEN.TEA.2013.0020

Zhou, Q., Li, L., & Li, J. (2015). Stem cells with
decellularized liver scaffolds in liver regeneration and their potential
clinical applications. Liver International : Official Journal of the
International Association for the Study of the Liver, 35(3), 687—694.
https://doi.org/10.1111/LIV.12581

Zia, S., Mozafari, M., Natasha, G., Tan, A., Cui, Z., &
Seifalian, A. M. (2016). Hearts beating through decellularized
scaffolds: whole-organ engineering for cardiac regeneration and
transplantation. Critical Reviews in Biotechnology, 36(4), 705-715.
https://doi.org/10.3109/07388551.2015.1007495

--104--



Zuk, P. A., Zhu, M., Ashjian, P., De Ugarte, D. A., Huang, J.
L., Mizuno, H., ... Hedrick, M. H. (2002). Human adipose tissue is a
source of multipotent stem cells. Molecular Biology of the Cell,
13(12), 4279-4295. https://doi.org/10.1091/MBC.E02-02-0105

~-105--



MAKSILLOFASIYAL
DOKU MUHENDISLIGI

YAKLASIMLARI:

KEMIK REJENERASYONUNDA
DENTAL FOLIKUL VE PULPA KOK
HUCRELERININ POLIKAPROLAKTON
ISKELELERDEKI PERFORMANSI




