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OZET

Periodonsiyum, digin temel dokular1 olan diseti, periodontal ligament (PDL), sement ve
alveolar kemikten meydana gelmektedir. Periodontal hastaliklarin tedavisinde Faz I tedavi
yontemleri ve gerekli durumlarda ileri periodontal cerrahi teknikler uygulansa da hedeflenen
rejenerasyona ne yazik ki bu tedavi yontemleriyle ulasilamamistir. Bu baglamda hiicresel
tedavi amaciyla mezenkimal kok hiicrlerden (MKH) yararlanmak son yillarda 6nemli bir
segenek olarak goriilmektedir. MKH’ler farkli kaynaklardan elde edilebildikleri ve
kokenlerine gore tedavi edici 6zellikleri degisebildigi i¢in periodontal tedavilerde hangi
MKH tipinin daha avantajli olacagina yonelik bir ¢alisma bulunmamaktadir. Bu ¢alismanin
amaci, 2 boyutlu (2B) ve 3 boyutlu (3B) in vitro kiiltiir ortamlarinda periodonsiyumdan
koken alan adipoz doku (AD), dental pulpa (DP) ve PDL koékenli MKH’lerin osteojenik
farklilasma kapasitelerinin karsilagtirilmasidir. Bu amagla 2B ve hidroksiapatit (HA)
takviyesi ile olusturulan 3B kiiltiir ortamlarinda 28 giin siire ile farklilagtirilan MKH’ler akim
sitometri, histolojik ve immiin floresan (IF) boyamalar ile gergek zamanli polimeraz zincir
reaksiyonu (PZR) yontemleri ile degerlendirlmistir. Calismanin sonucunda hem 2B hem 3B
kiiltiir ortamlarinda hiicrelerin osteojenik farklilagsma gosterdikleri belirlenmis olup tiim
analizler birlikte degerlendirildiginde en yiiksek osteojenik farklilasma potansiyelinin PDL
kokenli MKH’lere ait oldugu belirlenmistir. Ayrica 3B kiiltiir ortamlarinin 2B kiiltiir
ortamlarina gore osteojenik farklilasma i¢in daha avantajli oldugu bulgulanmistir.
Calismamizda gelistirdigimiz yiiksek oranda HA iceren 3B kiiltiir ortam1 ile en yiiksek
farklilagma potansiyeli gosteren PDL-MKH’lerin birlikte kullaniminin gelecekteki
periodonsiyum tedavilerinde etkili bir rejeneratif yaklagim olarak kullanilabilir.
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ABSTRACT

Periodontium consists of gingiva, periodontal ligament (PDL), cementum and alveolar bone,
which are the basic tissues of the tooth. Although Phase I treatment methods and advanced
periodontal surgical techniques are applied when necessary in the treatment of periodontal
diseases, unfortunately, the targeted regeneration could not be achieved with these treatment
methods. In this context, using mesenchymal stem cells (MSCs) for cellular therapy has been
seen as an important option in recent years. Since MSCs can be obtained from different
sources and their therapeutic properties may vary according to their origin, there is no study
on which MSC type would be more advantageous in periodontal treatments. The aim of this
study is to compare the osteogenic differentiation capacities of adipose tissue (AD), dental
pulp (DP) and PDL-derived MSCs originating from the periodontium in 2-dimensional (2D)
and 3-dimensional (3D) in vitro culture media. For this purpose, MSCs differentiated for 28
days in 3D culture media created with 2D and hydroxyapatite (HA) supplementation were
evaluated by flow cytometry, histological and immune fluorescent (IF) staining and real-
time polymerase chain reaction (PCR) methods. As a result of the study, it was determined
that the cells showed osteogenic differentiation in both 2D and 3D culture media, and when
all analyzes were evaluated together, it was determined that the highest osteogenic
differentiation potential belonged to PDL-derived MSCs. In addition, it has been found that
3D culture media are more advantageous for osteogenic differentiation than 2D culture
media. The combined use of the 3D culture medium containing high HA and PDL-MSCs,
which show the highest differentiation potential, can be used as an effective regenerative
approach in future periodontium treatments.
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SIMGELER VE KISALTMALAR

Bu calismada kullanilmis simgeler ve kisaltmalar, aciklamalar1 ile birlikte asagida

sunulmustur.
Kisaltmalar Aciklamalar
AD Adipoz Doku
ALP Alkalen Fosfataz
(Alkalen Phospahsate)
BMP Kemik Farklilagsma Proteini
(Bone Morphogenetic Protein)
CD Yiizey Belirteci
(Clusters of Differentiation)
DAP Dental Apikal Papilla
DMSO Dimetil Stilfoksit
DP Dental Pulpa
EKH Embriyonik Kok Hiicreler
FBS Fetal Sigir Serumu
(Fetal Bovine Serum)
GAPDH Gliseraldehit 3-fosfat dehidrojenaz
HA Hidroksiapatit
HLA Insan Lokosit Antijeni
(Human Leukocyte Antigen)
ISSCR Ulusalararas1 Kok Hiicre Arastirma Komitesi
(International Society for Stem Cell Research
KG Kontrol Grubu
KGB Kontrol Grubu Besiyeri
Ki Kemik 1ligi
MiRNA Mikro Riboniikleik Asit
MKH Mezenkimal Kok Hiicre
NK Negatif Kontrol
Notch-1 Neurogenic locus notch homolog protein
OCN Osteokalsin
(Osteocalsin)
OFG Osteojenik Farklilasma Grubu

OFGB Osteojenik Farklilasma Grubu Besiyeri
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VEBF
YDR

XVi

Aciklamalar
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(Phosphate Buffered Saline)

Periodontal Ligament
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Post Transkripsiyonel Modifikasyon
Polimeraz Zincir Reaksiyonu

Siit Disi

Ortalamanin Standart Hatas1
(Standard Error of the Mean)

Somatik Kok Hiicreler
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Triklsiyum Fosfat
(Tricalcium Phosphate)

Trombositten Zengin Plazma
Vaskiiler Endotelyal Biiyiime Faktorii

Y 6nlendirilmis Doku Rejenerasyonu



1. GIRiS

Periodonsiyum, digin temel dokular1 olan diseti, periodontal ligament (PDL), sement ve
alveolar kemikten meydana gelmektedir. Dis ve diseti kenarinda biriken biyofilmin uzun
stireli retansiyonu periodontal dokularda patolojik degisikliklere neden olur. Periodontal
hastaliklarin tedavisinde Faz I tedavi yontemleri ve gerekli durumlarda ileri periodontal
cerrahi teknikler uygulanmaktadir. Bu tedaviler sonrasindaki iyilesmelerde, genelde tam bir
rejenerasyon elde edilememekte ve periodonsiyumda azalma, kemik ve PDL gibi anatomik
yapilarda bozulmalar gercgeklesebilmektedir. Periodonsiyumda meydana gelen bu yikim
sonucunda alveolar kemikte kayip, dislerde mobilite ve dis kayiplar1 gozlenebilmektedir

(Pitaru, McCulloch ve Narayanan, 1994).

Periodontal rejenerasyon, hastalik sonucu hasara ugramis periodonsiyumun tiim
bilesenlerinin orijinal form ve fonksiyonunun yeniden yapilanmasini saglayan karmasik bir
stiregtir (Annunziata ve digerleri, 2005; Garrett, 1996). Rejeneratif periodontal tedavinin
amaci alveol kemik ve sementin rejenerasyonunu saglamak ve yeni periodontal ligament
olusumunu indiiklemektir (Carranza ve digerleri, 2002). Giiniimiize kadar periodontal
rejenerasyonu saglamak igin pek ¢ok yontem uygulanmistir. Oncelikle uygulanan Faz-1
tedavi ile oral hijyen egitimi, dis tasi1 temizligi ve kok yiizey diizeltme islemleri yapilarak
hastalik olusturacak faktorler elimine edilmektedir. Faz-1 tedaviyi takiben kimyasal
maddelerle kok yiizey dezenfeksiyonu ve hazirlanmasi, ¢esitli greft materyallerinin (otojen,
allojen, sentetik), fiziksel bariyer yontemi olarak membranlarin ve polipeptit biiyiime
faktorleri ve atagman faktorlerinin uygulanmasi gibi Faz-2 Tedavi yontemleri siralanabilir

(Garrett, 1996).

Periodonsiyumun rejenerasyonunu hedefleyen bir diger yontem greft ve membranlarin bir
arada kullanildig1 yonlendirilmis doku rejenerasyonu teknigidir. Bu teknikle periodontal
rejenerasyonu saglayacak olan hiicre popiilasyonlarma oncelik verilerek kok yiizeyinde
rejenerasyon artisi saglanabilir (Cortellini, Prato ve Tonetti, 1993). Ancak basarili sonuglar
elde edilmis olsa da sonuglarin 6ngoriilebilirlik derecesi azdir. Uygulanan greft materyalleri
veya bariyer membranlarin yerlestirilmesini takiben iyilesme periyodunda dokuda
enfeksiyon gelisebilmekte bu durum da rejenerasyonu olumsuz etkileyebilmektedir.
(Macdonald ve digerleri, 1998). Bartold ve arkadaslarinin yapmis olduklari bir ¢alismada

membran bariyerin kullanim amaci epitel dokunun gecisini engellemek olmasina ragmen



yapilan histolojik incelemelerin ¢cogunda membran ve dis ylizeyi arasinda epitel dokunun

bulundugu tespit edilmistir (Bartold ve digerleri, 2000).

Periodonsiyumun rejenerasyonunu hedefleyen bu calismalarda dokularin hastalik dncesi
duruma gelecek sekilde tam bir rejenerasyon saglanmasi hedefine ne yazik ki mevcut tedavi
yontemleriyle ulasilamamistir. Bu baglamda haras goren periodonsiyumu onarmada bir
hiicresel tedavi yontemi olarak kok hiicrelerin kullanimi 6n plana ¢ikmaktadir. Kok hiicre
tedavisi uygulamalar1 hakkindaki bilgi ve farkindaligin artmasi, periodontal rejeneratif
tedaviler i¢in de yeni bir bakis a¢is1 gelismesine katkida bulunmustur (Akita ve digerleri,

2015; Asutay ve digerleri, 2016; Can, 2008).

Kok hiicreler, uzun zaman dilimleri boyunca bdliinebilme, kendilerini yenileyebilme,
Ozellesmis hiicrelere kaynaklik ederek farklilasma ve hasar sinyallerini algilama
ozellikleriyle viicuttaki diger hiicrelerden farkli, 6zellesmemis hiicrelerdir. Viicutta, kemik
iligi digindaki en yaygin kok hiicre tipi olan mezenkimal kok hiicreler (MKH’ler) kemik
iligi, adipoz doku ve dis kaynakli dokular gibi pek ¢cok farkli dokudan izole edilebilmektedir.
Gergeklestirilen ¢alismalar, uygun in vitro ve in vivo ortam kosullarinda MKH’lerin farkl
doku ve hiicrelere farklilagsabildigini gostermekte ve ayn1 zamanda bu hiicreler, embriyonik
gelisimde ve organlarin olusmasinda ve hasarli dokularin tamir edilmesinde 6nemli rol

oynamaktadir (Petersen ve digerleri, 1999; Sun ve Karaoz, 2020).

Kok hiicreleri karakterize etmek i¢in kullanilan en yaygin yontemlerden birisi, hiicrelerin
yiizeyinde yer alan ve hiicre yapisma molekiilleri olarak rol oynayan ‘Farklilagsma Kiimeleri’
(Cluster of Differentiation / CD) olarak adlandirilan yiizey belirteglerdir. MKH, ylizey
belirtegleri CD11b, CD14, CD34, CD45 ve Insan Lokosit Antijeni (Human Leukocyte
Antigen/ HLA-DR) i¢in negatif; CD73, CD90 ve CD105 belirtegleri agisindan da pozitif
olmalart ile ayirt edilmektedir (Dominici ve digerleri, 2006). Ayn1 zamanda kok hiicreler
adipojenik, osteojenik ve kondrojenik yonde farklilasma Ozelliklerine sahiptirler. Doku
biitiinliigliniin herhangi bir durumda bozulmasi sonucunda MKH’ler o bolgelere go¢ ederek,
onarimi gerceklestirebilirler. Klinik olarak da siklikla kullanilan MKH’lerin bir diger 6nemli

avantaj1 ise immiinsupresif ve non-immiinojenik &zellikte olmalaridir (Sun ve Karaoz 2020).

MKH’lerin kemik ve dis dokusunun yenilenmesine yonelik ¢alismalarda adipoz dokular

(AD), kolay izole edilebilmeleri nedeniyle MKH kaynaklar1 arasinda 6nemli bir yere



sahiptir. Buradan elde edilen AD-MKH’ler, multipotent farklilagsma kapasiteleri sayesinde
osteosit, kondrosit ve adipositlerlere farklilasabilirler. Kolay erisilebilirlikleri, bol miktarda
olmalari, hiicre canliligim1 daha uzun siire korumalar1 AD-MKH’lerin en Onemli

avantajlaridir (Liu ve digerleri, 2014; Pei ve digerleri, 2015).

Diger bir MKH kaynagi olan ve dis pulpasindan (DP) izole edilen DP-MKH populasyonu,
ilk olarak 2000 yilinda Gronthos ve arkadaslari tarafindan izole edilmistir. Ayni ekip
tarafindan, bu hiicrelerin odontoblastik, adipojenik ve noral hiicre tiplerine farklilagsmasi
gosterilmistir (Gronthos ve digerleri, 2002). Sonraki ¢caligmalarda, benzer olarak dis pulpasi
kaynaklt MKH’lerin in-vitro kosullarda diiz kas (d’Aquino ve digerleri, 2007), kondrosit
(Takeyasu ve digerleri, 2004), ve sinir hiicrelerine (Stevens ve digerleri, 2008) farklilasma
potansiyeline sahip olduklar1 rapor edilmistir. Bu nedenlerle, dis tedavilerinde kolay elde
edilebilir bir kaynak olmalari, dis bolgesine 6zgii olmalar1 ve diger MKH’lerle benzer
Ozellikler gostermeleri nedeniyle rejeneratif tip ve doku/organ miihendisligi amagh

caligmalarda alternatif bir kaynak olusturmustur.

Periodontal Ligament (PDL) kokenli progenitor hiicreler, kendi kendilerini yenileyebilme
ve farkli hiicre tiplerine farklilasabilme o6zelligine sahip olup, periodontal doku
rejenerasyonunda Onemli fonksiyona sahiptir (Ivanovski ve digerleri, 2006). PDL-
MKH’lerin osteojenik farklilagsma 6zelligine sahip olduklar1 ve periodontal rejenerasyonu
sagladig1 belirtilmistir (Hasegawa ve digerleri, 2006). Periodonsiyumda meydana gelen
herhangi bir yaralanma ve travma durumunda dokuda yer alan kok hiicrelerin aktif hale
gelmesiyle bolgedeki hasarli dokunun tamiri saglanir. Go¢ eden hiicreler fibroblast,
osteoblast veya sementoblastlara farklilasarak PDL, kemik ve sement dokusunu olusturur

(McCulloch ve digerleri, 1987).

Kok hiicrelerin farklilasma ve rejenerasyon yetenekleri izole edildikleri dokularla oldukg¢a
iliskilidir. Bu baglamda dis pulpasi ve periodontal ligament gibi dise 6zgii dokular ile adipoz
doku kokenli mezenkimal kok hiicrelerin farkli farklilasma kapasitelerine sahip olduklar
diisiiniilmektedir. Diger yandan bu kaynaklar arasinda izolasyon kolaylig1 ve elde edilen
hiicre sayilarinda da 6nemli farkliliklar bulunmaktadir. Kok hiicreler, in vitro ortamda g¢esitli
hiicre  tiplerine  farklilastirilarak, hiicre  kiiltiiriinde  sert doku  olusumlari
degerlendirilebilmektedir. Bu degerlendirme i¢in hiicresel diizeyde testler uygulanmaktadir.

Bu testler yardimiyla hiicresel belirleyicilerin tayini yapilarak dokuda meydana gelen



farklilagma diizeyi tespit edilebilmektedir. Tim bu o6zellikler kok hiicrelerin doku
mithendisligi ve rejeneratif tip uygulamalarinda en 6nemli biyolojik aktdr olmalarini

saglamistir (Murray, Garcia-Godoy ve Hargreaves, 2007).

Doku miihendisligi hasar gormiis dokularin yenisiyle degistirilmesi i¢in biyouyumlu yap1
iskeleleri ve biiyiime faktorleri ile birlikte ayristirilmis hiicrelerden olusan yapilari
kullanarak yeni doku tiretim teknikleri gelistirmeyi hedefleyen bir bilim alanidir. Hiicre
biyolojisi, gelisimsel biyoloji ve biyomateryal bilimleri prensibine dayanir (Reddi ve
digerleri, 1998). Doku miihendisligi ¢alismalarinda hiicre kiiltiirii sistemleri, hiicreleri viicut
dis1 ortamlarda yasatmaya ve bu sayede c¢esitli hastaliklarin mekanizmalarini ve
davranislarin1 ¢é6zmeye yarayan yontemlerdir. Hiicrelerin molekiiler mekanizmalarini ve
davranislarii incelemek icin klasik yontemlerden 2B kiiltiir sistemleri kullanilmaktadir.
Hiicrelerin viicut icerisindeki gibi dogal ortamlarimi taklit etmek amaciyla 3B kiiltiir
sistemleri gelistirilmigtir. Bu sistemler hiicrelerin gelismesine ve etkilesmesine izin veren,

hiicrelerin in vivo ortamda da oldugu gibi her yone gelisebildigi yapay sistemlerdir.

Gelecekte insanlara implante edilebilir yapay doku ve organlarin olusturulmasi ve rejeneratif
tip alaninda kullanilabilmesi icin hiicrelerin 3B ortamdaki 06zelliklerinin daha iyi
arastirilmalidir (Cidonio ve digerleri, 2019). Periodontoloji ve doku miihendisligi alaninda
MKH’lerin rejeneratif kapasitelerinin degerlendirilmesi amaciyla yapilan hayvan deneyleri
ve klinik ¢aligmalar son yillarda 6n plana ¢ikmaktadir. Ancak bu alanda yapilan calisma
say1st ¢ok sinirlt olup, hangi kokenden elde edilmis MKH’lerin kemik rejenerasyonunda
daha etkili olabilecegine dair bir ¢alisma bulunmamaktadir. Arastirmamizin amaci
periodontal rejeneratif tedavide kullaniminin ilerleyen yillarda yayginlasmasi 6n goriilen
MKH’lerin adipoz doku, periodontal ligament ve dis pulpasindan koken alan farkl: tiplerinin
karekterizasyonu, farklilagma potansiyelleri ve osteo-rejeneratif kapasitelerinin 2B ve 3B
kiiltlir ortamlarinda in vitro degerlendirilmesidir. Elde edilecek sonuglar neticesinde
gelecekte periodontal tedavilerde daha dogal ve etkili hiicresel tedavi yontemlerinin

gelistirilmesi hedeflenmektedir.



2. GENEL BILGILER

2.1. Kok Hiicre Arastirmalarina Genel Bakis

Kok hiicre ¢alismalari, ilk olarak 1960’11 yillarda Ernest McCulloch ve James Till tarafindan
kan hiicrelerini tireten hematopoitik kok hiicrelerin kesfi ile baglamistir (Becker, McCulloch
ve Till, 1963).1970’1i yillara gelindiginde Friedenstein ve arkadaslar1 yaptiklari caligmalarla
kemik iligi kok hiicrelerinin birden ¢ok hiicre tipine doniisebilen multipotent 6zellige sahip

olduklarini belirtmislerdir (Friedenstein ve Gorskaja, 1976).

1981 yilinda Evans ve Matt Kauffman farelerden embriyonik kok hiicre izole etmislerdir
(Evans ve Kaufman, 1981). 2007 yilinda ise Fizyoloji veya Tipta Nobel Odiilii, "Embriyonik
kok hiicrelerin kullanimiyla farelerde belirli gen modifikasyonlarinin gelistirilmesine
yonelik prensiplerin kesifleri" adli ¢aligmayla Mario R. Capecchi, Sir Martin J. Evans ve

Oliver Smithies'e ortak olarak verilmistir (The 2007 Nobel Prize in Physiology or Medicine,
ty.).

1998 yilinda James Thomson ve ¢alisma arkadaslari insan embriyonik kok hiicrelerini elde
etmislerdir. Ancak, hiicrelerin izole edilmesi i¢in insan embriyolarinin yok edilmesinden
dolay1 etik engelleri dogurmustur (Thomson, 1998). 2012 yilina gelindiginde ise Nobel
Fizyoloji ve Tip 6diilii ikinci kez kok hiicre uygulamalariyla ilgili bir calismaya verilmistir.
Dr. Gurdon ve Dr. Yamanaka’nin yaptiklari ¢alismalar sayesinde halihazirda laboratuvar
ortaminda yetigkin bireylerden alinan deri, kas, vb. 6zellesmis hiicrelerin, farkli yontemlerle
yeniden programlanarak viicuttaki pek ¢ok dokuyu olusturabilecek 6zellige sahip pluripotent

kok hiicreye doniistiiriilebildigi gosterilmistir (Johnson ve Cohen, 2012).

Embriyonik kok hiicrelerin kesfedilmesinden sonraki donemde kok hiicre ve doku
miihendisligi alaninda yapilan multidisipliner ¢aligmalar sayesinde tip ve dis hekimliginde
rejeneratif tedavi alaninda ¢ok ¢esitli tan1 ve tedavi uygulamalar gelistirilmeye baslanmistir
(Aras ve digerleri, 2015; Iezzi ve digerleri, 2019; Kon ve digerleri, 2000; Zhai ve digerleri,
2018). Konu ile ilgili arastirmalar devam etmekte ve elde edilen sonuclarin iimit verici

oldugu gozlemlenmektedir.
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2.2. Kok Hiicre Kavram ve Ozelikleri

Kok hiicreler, uzun zaman dilimleri boyunca kendilerini yenileyebilme, 6zellesmis hiicrelere
kaynaklik edebilme, farklilasabilme yeteneklerine sahip hiicre topluluklaridir. Cok hiicreli
canlilarin dokularin aktivite ve fonksiyonlarimin tutarligini ifade eden doku homeostazisini
ve hayat boyu rejenerasyonunu saglamada onemli rol oynamaktadirlar (Sun ve Karaoz,

2020).

Son yillarda kok hiicrelerin rejeneratif tipta 6nemli bir konuma sahip olmalarinin bir diger
nedeni de koken aldiklar1 doku ve organlarin disindaki hiicrelere de farklilasabilme
yeteneklerinin (kok hiicre plastisitesi) gosterilmis olmasidir. Plastisite, ¢ok hiicreli
organizmalar1 olusturan hiicrelerin farklilasma sirasinda sitokinler, biliylime faktorleri,
hiicreler arast iletisim gibi gibi etmenlerin etkisiyle olusan olaylarin biitlinlidiir.
Ozellesmemis bir kok hiicreden, 6zellesmis bir hiicre olusma siirecine farklilasma denir.
Fonksiyonel olarak farklilasmadan, mitoz ile ¢ogalabilme 6zelligine sahip bu hiicreler
asimetrik bir sekilde boliintir. Mitoz sonucunda olusan hiicrelerden biri kok hiicre ile ayni
ozellige sahipken digeri fonksiyonel olarak farklilasacagi dokuya ait 6zellik sergiler (Kalra
ve digerleri, 2014 ) (Sekil 2.1). Bunun yani sira dokuda meydana gelen bir yaralanma sonucu
hiicrelerin vermis olduklar1 hasar sinyallerini algilama 6zellikleri de kok hiicreleri viicuttaki

diger hiicrelerden ayirmaktadir (Petersen ve digerleri, 1999).

Ve Kok Hiicre
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Sekil 2.1. Kok hiicrelerden mitoz sonucunda olusan hiicrelerden biri kok hiicre ile ayni
ozellige sahipken, digeri fonksiyonel olarak farklilasacagi dokuya ait 6zellik
sergiler (Kalra ve digerleri, 2014)



Kok hiicreler farklilasma yeteneklerine gore ve elde edildikleri kaynaklara gore

siniflandirilirlar (Sekil 2.2).

1
s

! 1 |

Totipotent

Sekil 2.2. Farklilagsma yeteneklerine (turuncu) ve elde edildikleri kaynaklara gére (mavi)
kok hiicreler (Lei, Zhang ve Du, 2021)
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2.2.1. Farkhilasma yeteneklerine gore kok hiicreler

Kok hiicrelerin  6zellesmis hiicre tiplerine farklilagma kapasiteleri ‘plastisite’ olarak

adlandirilir. K6k hiicreler plastisite seviyelerine gore bes grupta incelenir (Kolios ve
Moodley, 2012) (Sekil 2.3). Bu gruplar:

1. Totipotent kok hiicreler

2. Pluripotent kdk hiicreler

3. Multipotent kok hiicreler

4. Oligopotent kok hiicreler ve
5. Unipotent kok hiicrelerdir.
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Sekil 2.3. Farklilagsma yeteneklerine gore kok hiicreler (Kolios ve Moodley, 2012)

Totipotent kok hiicreler

Totipotent kok hiicre, embriyonik ve ekstraembriyonik (plasenta gibi) dokulardaki hiicre
tiplerine farklilagsabilen, uygun kosullarda tek basina yasayabilen bir organizmanin
tamaminin meydana gelmesi i¢in gereksinim duyulan biitiin fonksiyonlar1 tagiyan hiicre
grubudur. Dollenmis yumurta hiicresinin ilk bir iki mitoz bdliinmesi sonucunda olusan
hiicrelerdir. Bu hiicreler yumurta ve sperm hiicrelerinin flizyonundan sonra iiretilirler ve
sahip olduklar1 ozellikleri dollenmeden sonraki 4 giin boyunca siirdirirler (Kalra ve
digerleri, 2021). Totipotent kok hiicreler, etik nedenler sebebiyle insan tedavisinde

kullanilmamaktadir.

Pluripotent kok hiicreler

Pluripotent kok hiicreler, totipotent kok hiicrelerden koken alan farklilasma yetenegine sahip
hiicrelerdir. Totipotent kok hiicreler gibi tek basina tam olarak yasayabilen organizmay1

olusturamazlar (Bilic ve Belmonte, 2012). Fakat ektoderm, mezoderm ve endoderm olarak



adlandirilan germ tabakalarindan koken alan bu hiicreler, bir yetiskindeki 220°den fazla
hiicre tipini olusturabilme yetenegine sahiptir. Sinirsiz olarak kendini yenileyebilme ve
plastisite yetenekleri sebebiyle bu hiicre grubu rejeneratif tibbin 6nem verdigi konulardan

biridir (Chang ve digerleri, 2021).

Multipotent kok hiicreler

Multipotent kok hiicreler, kemik iligi, kas, goz, sinir, karaciger ve deri gibi dokularda
bulunan ve tek bir germ tabakasindan elde edildikleri doku ve organa doniisebilme
yetenegine sahip olan kok hiicre toplulugudur (Ratajczak ve digerleri, 2012). Multipotent
kok hiicreler; 6len ya da hasar goren hiicreleri yenileme oOzelligine sahip, yetiskinlerde
farklilagmis dokularda bulunan farklilasmamis kok hiicrelerdir. Boliinebilme ve kendini

yenileyebilme 6zellikleri vardir (Dzobo 2021).

Oligopotent kok hiicreler

Oligopotent kok hiicreler kendi kendini yenileyebilen ve lenfoid ve miyeloid kok hiicreler
gibi sadece birkag hiicre tipine farklilasabilen hiicre toplulugudur. Kornea epiteli (Majo ve
digerleri, 2008), hematopoitik kok hiicreler (Marone ve digerleri, 2002) bu gruba 6rnek

olarak verilebilir.

Unipotent kok hiicreler

Sadece bir hiicre tipine farklilasabilen hiicre grubudur. Eriskin somatik hiicrelerinden ayirici
ozelligi kendini sinirsiz yenileyebilme yetenegidir. Kendi kendini yenileyebilen, deri, barsak
epiteli, kemik, kan gibi birgok doku unipotent oncii hiicre igermektedir (Bahmada ve
digerleri, 2020) (Sekil 2.4).
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Sekil 2.4. Pluripotent ve Unipotent kok hiicrelerin farklilagmasi (Kolios ve Moodley, 2012)

2.2.2. Elde edildikleri kaynaklara gore kok hiicreler

Kok hiicreler, 2006 Avrupa Molekiiler Biyoloji ve Genetik Calistayinda kdkenlerine gore

iki temel kategoride siniflandirilmislardir. Bunlar:

1. Embriyonik kok hiicreler (EKH)
2. Somatik (Erigkin) kok hiicrelerdir (SKH).

Embriyonik kok hiicreler (EKH)

Anneden gelen yumurta ve babadan gelen spermin déllenmesi sonucu olusan hiicreye zigot
ad1 verilir. Zigot 36 saatte bir sayisini ikiye katlayacak sekilde boliinerek 4.gilinlin sonunda
8 hiicreli sayiya ulagan yapida her bir hiicre bir insan olusturabilecek potansiyele sahiptir.
Anne karnindaki gelisimin 5.glinlinde olusan hiicre topluluguna blastosit adi verilir.
Blastosistler tek basina birey olusturamaz ama insan viicudunda bulunan 200’den fazla hiicre
tipine doniisebilirler. Embriyonik kok hiicreler, blastosit asamasinda i¢ hiicre kitlesinden
elde edilen pluripotent kok hiicrelerdir. Hiicrelerin 6dmriinii belirleyen kromozomlarin
ucunda bulunan ve telomer olarak adlandirlan DNA zincirlerinin uzun kalmasini saglayan
enzim telomeraz olarak adlandirilir. EKH’ler yiiksek telomeraz aktivitesine sahiptirler ve
ektoderm, endoderm ve mezoderm germ yapraklaria ait doku ve organlarin hiicrelerine
doniisebilme yetenegine sahiptirler (Terada ve digerleri, 2002) (Sekil 2.5). EKH
arastirmalarindaki en 6nemli sorun, ii¢ germ katmani olusturan hiicre tiplerini iceren, cenine

0zgii dokulardan olusmus, teratomlar olarak adlandirilan timor olusturabilmeleridir (Kolios
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ve Moodley, 2012). Caligmalar, teratom olusumunun nedenlerinin kiiltiir sirasinda
EKH’lerde meydana gelen kromozomal degisikliklerden, kiiltiirde gecen siire ve pasajlama
sayisinin artmasindan kaynakli olabilecegini diisiindiirmektedir (Stewart ve digerleri, 2021).
Embriyonik kok hiicre ¢aligmalar1 etik degerlerden otiiri iilkemizde Saglik Bakanlig:

tarafindan yasaklanmustir.

Déllenmis yumurta

Blastocoel - X

__ g hiicre
(<) kiitlesi (ICM)
™ » o\o'ﬂ. . - -
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O~a® @
OPS © GO —> (52528232
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izole edilen pluripotent Kiltiire edilen
kok hicreler pluripotent kék hiicreler
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P ® e ONO

Hematopoetik 'NOral kok hiicreler  pgozankimal

Dokuya spesifik 5k his
kdk hiicreler S file i kok hiicreler

\ | 2

-

Sekil 2.5. Embriyonik kok hiicre modelasyonu (Kolios ve Moodley, 2012)
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Somatik (eriskin) kok hicreler (SKH)

Somatik kok hiicreler kendilerini yenileyebilen ve dokularin 6zellesmis fonksiyonuna sahip
hiicrelerine farklilasabilen, eriskin doku ve organlardaki farklilasmamuis hiicrelerdir (Bongso
ve digerleri, 2004). SKH’ler kemik iligi, plesanta membrani, amniyotik siv1, dis pulpasi gibi
viicuttaki ¢esitli doku ve organlardan izole edilebilirler. Somatik kok hiicreler, EKH’lere
oranla smirl diizeyde ¢ogalma ve farklilasma kapasitelerine sahiptirler. Ancak tedavi igin
EKH’lerde yasanilacak etik sorunlardan dolay1 somatik kok hiicreler onemli alternatif

kaynaktir (Morsczeck ve digerleri, 2007).

Uyarilmis pluripotent kok hiicreler (UPKH), somatik hiicerelerin genetik olarak yeniden
programlanmasi ile elde edilir. UPKH’ler somatik bir hiicreden tersine farklilagma yoluyla
iiretilebilen hiicrelerdir. Sinirsiz olarak ¢ogalabilme yetenekleri vardir ve viicuttaki diger
hiicre tiplerine farklilagabilirler. Hastalik ya da travma nedeniyle kaybedilen dokularin
rejeneratif tedavisinde kullanilabilecek hiicre kaynaklaridir. UPKH’ler {i¢ emriyojenik germ
tabakasina ait hiicrelere farklilagabilme yetenekleri nedeniyle cesitli terapotik ortamlarda

gelistirilir ve yeniden programlanabilir (Wertheim ve Leventhal, 2015).

Mezodermal farklilagmanin belirlenmesine yonelik yapilan kemik iligi caligmalari, kemik
iligi ve cesitli erigkin dokularda bulunan multipotent hematopoitik olmayan hiicrelerin
varligin1 ortaya koymustur. Viicutta, kemik iligi disindaki en yaygin kok hiicre tipi olan
hematopoetik MKH’ler, pek c¢ok farkli dokudan izole edilebilmekte ve bu hiicrelerle
gergeklestirilen canli dig1 (in vitro) ¢alismalarla MKH’lerin uygun ortam ve kosullarda farkli
doku ve hiicrelere farklilagabildigini gostermektedir. Ayni1 zamanda bu hiicreler, embriyonik
gelisimde ve organlarin olusmasinda ve hasarli dokularin tamir edilmesinde 6nemli rol

oynamaktadir (Murray ve digerleri, 2007; Petersen ve digerleri, 1999).

2.3. Mezenkimal Kok Hiicre

MKH’ler, embriyonun olusum siirecinde mezoderm tabakasindan koken alan kas, kikirdak,
kemik, yag dokusu gibi tiim dokulara ait hiicreleri olusturabilen pluripotent kok hiicrelerdir.
Somatik kok hiicre grubunda yer alirlar ve insan ve hayvan kaynaklarindan izole
edilebilirler. MKH’ler rejeneratif tip i¢in uygun hiicrelerdir. /n vitro kosullarda uygun

uyaranlarla osteojenik, adipojenik, kondrojenik, miyojenik farklilasma kapasitelerinin
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oldugu bilinmektedir. Friedenstein ve arkadaslari tarafindan yapilan deneysel bir calismada
bulunan MKH’ler fare kemik iligi kaynagindan elde edilmistir. Bu hiicrelerin igsi yapida
olduklar1 ve plastik yiizeylere tutunduklar1 saptanmistir (Friedenstein, Gorskaja ve Kulagina,
1976). Glintimiizde ilerleyen teknoloji ve doku miihendisligi ¢calismalari ise yag, kemik iligi,
dental pulpa, PDL gibi birgok dokuda bulunan MKH’lerin ¢esitli faktorler ile uyarilmasi
sonucu osteoblast, kondrosit, hepatosit ve noron gibi ¢ok fazla sayida hiicre tipine
farklilasabildikleri belirtilmistir (Longoni ve digerleri, 2020; Pei 2017; Yu, Han ve Kim,
2012).

Insanlardan elde edilen MKH’ler multipotent 6zelliktedir. Ektodermal (néron), endodermal
(hepatiosit) ve mezodermal (osteoblast, adiposit, kondrosit) kokenli hiicrelere farklilagma

kapasitelerine sahiptirler.

Uluslararas1 Kok Hiicre Arastirma Komitesinin (International Society for Stem Cell

Research/ ISSCR) belirledigi MKH’lerin in vitro 6zellikleri asagida belirtilmistir:

1. Hiicre kiiltiir ortaminda kiiltiir kabina yapisabilen igsi fibroblast benzeri 6zelliktedirler.

2. MKH’lerde eksprese edilen yiizey isaretleyicileri CD105, CD73, CD90, CD44 ve
eksprese edilmeyen (hematopoitik spesifik ylizey belirtegleri) CD45, CD34, CDI11b,
CD14, CD31, CD79A, HLA-DR (Insan 18kosit antijeni, DR izotipi)’dir

3. Adiposit, osteosit ve kondrositlere farklilasma kapasitesi gostermelidir (Volarevic ve
digerleri, 2017).

Viicutta inflamasyon veya doku hasar1 gelismesi durumunda, MKH’lerin yiizeyinde bulunan
kemokin reseptorleri sayesinde bu hiicreler iltihap ve hasar bolgelerine gé¢ edebilmektedir
(Marshak, 2001). MKH’ler, immiin diizenleyici 6zellige sahiptirler. Bu kok hiicreler T
lenfosit, B lenfosit ve dogal dldiirticii hiicrelerin fonksiyonlarin1 baskilamakta ve dendritik
hiicre farklilagmasini inhibe etmektedir. Salgiladiklart sitokinler ile immiinomodiilator ve
antiinflamatuar 6zellik gosterirler (Ullah, Subbarao ve Rho, 2015). 1mm1'inolojik olarak
bagimsiz hiicreler olmalari nedeniyle, bagisiklik sistemini baskilamaya gerek duymadan

akut ve kronik hastaliklarin tedavisinde kullanilabilirler (Devine ve digerleri, 2003).
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Insan kaynakli MKH’ler kemik iligi, Adipoz (yag) doku, amniyotik sivi, gdbek kordonu
yapisini olusturan ve i¢inden damarlarin gegtigi Wharton jelinden, periodonsiyum ve dental

pulpa gibi ¢esitli dokulardan izole edilebilir (Tavakoli ve digerleri, 2020) (Sekil 2.6).

, R . DENTAL ’ GOBEK
ENDOMETRIYUM DERI ’ KEMIK ILIGI | | KAS | ‘ SOPA H ADIPOZ DOKU H KORDONU ’
‘ \
]
i

\
TNy ‘
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 ROBIAST SINIR HUCREST ADIPOSIT

Sekil 2.6. Insan kaynakli MKH’ler kemik iligi, adipoz doku, amniyotik s1v1, gdbek kordonu,
Wharton jeli, periodonsiyum ve dental pulpa gibi ¢esitli dokulardan izole
edilebilir (Tavakoli ve digerleri, 2020)

Gilinliniimiizde MKH’ler pek ¢ok farkli dokudan elde edilebilmektedir. Bu kaynaklarin

baslicalart;

1. Kemik iligi kaynakli Mezenkimal Kok Hiicreler (KI-MKH)

2. Adipoz doku kaynakli Mezenkimal Kok Hiicreler (AD—-MKH)

3. Dental dokulardan elde edilen Mezenkimal Kok Hiicreler (D-MKH)

3.1. Dental Apikal Papilla Kékenli Mezenkimal Kok Hiicreler (DAP-MKH)

3.2. Eksfoliye Siit Diglerinden izole edilen Mezenkimal Kok Hiicreler (SD-MKH)
3.3. Dental Folikiil kaynakli Mezenkimal Kok Hiicreler (DF-MKH)

3.4. Dental Pulpa kaynaklt Mezenkimal Kok Hiicreler (DP-MKH)

3.5. Periodontal Ligament kaynakli Mezenkimal K6k Hiicreler (PDL-MKH)
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2.3.1. Kemik iligi kaynakl mezenkimal kék hiicreler (Ki-MKH)

Freidenstain ve arkadaslar tarafindan kemik iliginde yer alan, kendi kendini yenileyebilen
stromal hiicrelerin bir alt popiilasyonu olarak tespit edilmistir. Genel olarak kullanim
amaglar1 kemik yikimina neden olan osteoklastik aktiviteyi diizenlemektir. Ki -MKH’lerin
en iyi bilinen farklilagma 6zelligi in vivo ortama transplante edildiginde kemik ve kemikle
iliskili hematopoitik ilik olusturmasidir (Krebsbach ve digerleri, 1997). Travma ya da
osteonekroz sonucu olusan kemik defektlerine uygulandiginda osteogenezi artirdigi ¢esitli
aragtirmalarda belirtilmistir (Kon ve digerleri, 2000; Oshima ve digerleri, 2005; Peterson ve
digerleri, 2005). Ki -MKH’ler sistemik transplantasyondan sonra énemli bir antiinflamatuar
etki gosterirler. Kemik defektlerinin tedavisinde sitoterapide ve doku miihendisliginde
kullanilirlar (Friedenstein ve digerleri, 1976; Guo ve digerleri, 2018). Ayrica kemik iligi
kaynakli MKH’lerin klinikte kanser hastalarinda kemoterapi sonras1 hematopoitik sistemin
yeniden dilizenlenmesi amaciyla kullanilmakta olup, bagisiklik sistemi hastaliklarinin

tedavisine yonelik arastirmalar devam etmektedir.
2.3.2. Adipoz doku kaynakli mezenkimal kok hiicreler (AD-MKH)

AD-MKH’ler, bag dokusunda bulunan, mezoderm kaynakl: erigkin kok hiicrelerdir. Zuk ve
arkadaslar1 tarafindan 2001 yilinda morfolojik ve fenotipik bakimdan alternatif kok hiicre
kaynagi olarak bulunmustur (Zuk ve digerleri, 2001). Somatik kok hiicreler arasinda, hiicre
tedavisi ve doku miihendisligi ¢alismalarinda elde edililebilirlik bakimindan en avantajli
olan hiicreler olarak goriilmektedir. AD-MKH’ler osteosit, kondrosit ve adiposit olmak

iizere farkli dokulara farklilasabilirler (Zheng ve digerleri, 2018).

KI-MKH’lerle kiyaslandiginda, AD-MKH’ler liposuction yéntemiyle elde edildiginden,
izolasyon yontemi kemik iligi aspirasyonuna gore daha az invazivdir. Bir diger avantaji ise
lokal anestezi altinda az miktarda adipoz doku elde edilmesine ragmen ¢ok sayida kok hiicre
izolasyonu yapilabiliyor olmasidir. Liposaksin yontemi ile 100-200 ml adipoz doku
alinmasi, uygun sayida kok hiicre izolasyonu i¢in yeterlidir (Bajek ve digerleri, 2017). Esit
miktarda alinan adipoz doku ve kemik iligi dokusundan elde edilen kok hiicreler
kiyaslandiginda, adipoz dokudan kemik iligine kiyasla 500 kat fazla kok hiicre elde
edilebildigi bildirilmistir (Mizuno, 2013). Liposaksin islemi ile alinan adipoz dokunun

kollajenaz ile sindirimi sonrast olgun adipositler uzaklastirilir. Geride biiyiime
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faktorlerinden zengin, lenfosit, makrofaj ve MKH’lerin bulundugu bir siv1 kalir. Bu siviya
Stromal Vaskiiler Fraksiyon (SVF) adi verilir (Peinado ve digerleri, 2012). Baer ve digerleri
(2013) SVF &rneginin 1 gramindan, 0.5-2.0 X 10° hiicresi izole edildigini ve bunlarm %1-
10’unu kok hiicreler olusturdugunu bildirmislerdir. Daha 6nce 1999 yilinda yayinlanan bir
calismada ise bu oranin sadece % 0.001 — 0.01 araliginda oldugu bildirilmistir (Pittenger,
1999).

AD-MKH’leri KI-MKH’lerden ayiran bir diger dzellikleri ise daha ge¢ yaslanmalar1 ve daha
yiiksek cogalma kapasitesine sahip olmalaridir. KI-MKH’lerin farklilasma kapasiteleri,
sayilar1 ve maksimum yasam siireleri yas ilerledik¢e azalmasina ragmen (Mazini ve
digerleri, 2019), AD-MKH’lerde yas arttikca cogalma hiz1 azalsa da farklilagma kapasiteleri
degismedigi yapilan ¢aligmalarla gdsterilmistir (Shi ve digerleri, 2005).

AD-MKH’ler, direkt olarak 6zellesmis hiicre tiplerine farklilagmalarinin yan1 sira bir diger
Ozellikleri de cesitli hiicre tiplerinin olgunlasmasi ve farklilasmasi sirasinda indirek

rejeneratif etki gostermeleridir (Gimble, Bunnell ve Guilak, 2012).
2.3.3. Dental dokulardan elde edilen mezenkimal kok hiicreler (D-MKH)

Embriyonik gelisimde dis germleri ektodermal yapi sayesinde meydana gelirken; dental
papilla ve dental folikiil noral krest hiicrelerinin 6zellesmesiyle meydana gelmektedir.
Dolayistyla dental dokular ektoderm kokenli noral krest hiicrelerini de yapisinda barindiran
mezenkimal bilesenler bulundurmaktadir (Morsczeck ve digerleri, 2007). Dislerde bulunan
MKH’ler, kaynaklandiklar1 dokuya gore adlandirilirlar (Sekil 2.7).
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DP-MKH SD-MKH

Sekil 2.7. Dental dokulardan elde edilen MKH. Dental apikal papilla kokenli MKH (DAP-
MKH), eksfoliye siit dislerinden izole edilen MKH (SD-MKH), dental folikiil
kaynaklt MKH (DF-MKH), dental pulpa kaynaklit MKH (DP-MKH), periodontal
ligament kokenli MKH (PDL-MKH) (Srijaya ve digerleri, 2016)

Dental apikal papilla kokenli kok hiicreler (DAP-MKH)

Dental apikal papilla kokenli kok hiicreler (DAP-MKH), dental dokularin erken gelisim
evresinde gomiilii dislerde ve kesici dislerin kok uclarindan izole edilen bu kok hiicre
gruplar1 primer odontoblastlara kaynaklik ederler. DAP-MKH’ler Stro-1, CD 24, ve CD 29
gibi hiicre ylizey antijenlerini eksprese edebilme yeteneklerine sahiptirler. Dental pulpa
kaynakli kok hiicrelere kiyasla daha fazla dentin olusturabilme 6zelligi gosterirler (Atalayin,
Ergiicii ve Tezel, 2012).

Eksfolive sut dislerinden izole edilen mezenkimal kok hiicreler (SD-MKH)

Eksfoliye siit disi pulpasindan elde edilen kok hiicreler, yetiskinlerin dental pulpasindan elde
edilen kok hiicrelerle karsilastirildiginda daha yiiksek proliferatif aktiviteye sahiptirler. Bu
Ozelliklerinden otiirii daha yiiksek seviyede odontojenik ve osteojenik farklilasma
gosterirler. Elde edilmesi ve kiiltiiri nispeten daha kolay olan SD-MKH’ler, rejeneratif
ozelliklerini, kriyotrepi ile dondurulduktan iki y1l sonrasina kadar korurlar. (Ma ve digerleri,
2012).

Dental folikiil kaynakli mezenkimal kok hiicreler (DF- MKH)

Dis germi etrafinda bulunan, dental folikiil kok hiicreleri genellikle gelismekte olan 20 yas
dislerinden kaynak alan ektomezenkimal kokenli kok hiicre gruplaridir. Notch-1

(Neurogenic locus notch homolog protein), CD34 MKH monoklonal antikoru olan Stro-1



18

ve CD133 gibi ylizey antijenlerine sahip olan bu kok hiicreler yiiksek plastisiteye sahiptirler.
Sementoblastlara ve osteoblastlara diferansiye olabilirler (Yiicel ve Giiltekin, 2015).

Dental pulpa kaynakli mezenkimal kok hiicreler (DP-MKH)

Dis pulpasi, ektodermal kokenli noral krest hiicrelerini de kapsayan mezenkimal bilesenler
icermektedir (Huwig ve Graf-Hausner, 2007). Dis pulpasinin perivaskiiler bolgesinde yer
alan dental pulpa kaynakli MKH’ler (DP-MKH) 2000’li yillarda Gronthos ve arkadaslari

tarafindan 3. molar dislerden izole edilmistir (Gronthos ve digerleri, 2002).

Dental pulpa kaynakli kok hiicreler, morfolojik olarak incelendiginde fibroblast benzeri yap1
gostermektedir (Mochizuki ve Nakahara, 2018). Yetiskin dental pulpasinda c¢esitli
progenitdr hiicre popiilasyonu bulunmaktadir ve hiicreler yiiksek plastisiteye sahip

multipotent 6zelliktedirler (Gronthos ve digerleri, 2000).

DP-MKH’ler odontojenik, osteojenik, kondrojenik, adipojenik, vaskiiler ve norojenik
hiicrelere farklilasabilme yetenegine sahiptirler (Mitsiadis, 2015). Bu hiicre grubu, kemik
iligi kaynakli kok hiicrelerin gen ekspresyonlart benzerlik goéstermekle birlikte DP-
MKH’lerinin proliferasyon yetenekleri ve hiicre dongiisii ile ilgili genleri sentezlemeleri

onlar1 kemik iligi kaynakli kok hiicrelerden daha iistiin kilar (Kunimatsu ve digerleri, 2018).

DP-MKH’lerin tedavide kullanilmasinin avantajlari ise;

e Kolay elde edilebilmeleri,

e Etik bir sorun yagsanmamasi,

e Yasam siirelerinin uzun olmasi,

e Farklilasma yeteneklerinin yiiksek olmasi,

e Kiiltiir ortaminda kolay ¢ogaltilabilmesi ve

e FElde edilen kok hiicre ekstraksiyonlariin yiiksek verimli olmasi olarak siralanabilir

(Todorovi¢ ve digerleri, 2008).

DP-MKH’ler, antiinflamatuar ve immiinosupresif ozelliktedirler. T ve B lenfositlerinin
proliferasyonunu baskilayarak bagisiklik cevabinin olugsmasimi saglar (d’Aquino ve
digerleri, 2007).
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Yaslanma ile birlikte dental pulpa kok hiicrelerinin boyutunda artis gozlenirken,
proliferasyon ve osteojenik diferansiyon yeteneklerinde azalma gozlemlendigi literatiirde

yapilan ¢alismalarla belirtilmistir (Feng ve digerleri, 2013; Yi ve digerleri, 2017).

Periodontal ligament kaynakli mezenkimal kok hiicreler (PDL-MKH)

PDL-MKH, ilk defa 2004 yilinda tanimlanmistir (Seo ve digerleri, 2004). PDL-MKH,
cekilmis dislerin kok yiizeylerinden elde edilen hiicrelerdir. Bu hiicreler, periodontal doku
rejencrasyonunda yer alan baslica kok hiicre tiplerindendir, ¢iinkii sadece in vivo olarak
sement ve periodontal ligament benzeri dokular1 yenilemekle kalmaz (Seo ve digerleri,
2004), ayn1 zamanda morfoloji ve yap1 bakimindan da diger kok hiicre tiplerine oranla

periodonsiyumda daha iyi organizasyon gosterirler.

PDL-MKH’lerin rejeneratif kapasitesi ile ilgili yapilan arastirmalarda rejeneratif
kapasitesinin kemik iligi ve pulpa kaynakli kok hiicrelerden fazla oldugu belirtilmistir

(Abedian ve digerleri, 2020; Eleuterio ve digerleri, 2013; Trubiani ve digerleri, 2019).

Ayrica, arastirmacilar PDL-MKH’lerin mekanik direnglere daha dayanikli hiicreler
oldugunu, bu sonucun periodonsiyumun siirekli olarak okluzal ve c¢igneme kuvvetlerine

maruz kalmasi ile iliskili oldugunu ileri stirmektedirler (Liu ve digerleri, 2017).

PDL-MKH’ler multipotent yapidadirlar ve ektoderm, endoderm ve mezenkimal kaynakli
cesitli hiicrelere farklilagabilme yetenekleri vardir. Uygun kiiltiir ortaminda yapilan
calismalarda PDL-MKH’lerin; osteoblast (Seo ve digerleri, 2004), adiposit, kondrosit (Xu
ve digerleri, 2009), noral hiicrelere (Kadar ve digerleri, 2009) ve kardiyak miyositlere

(Pelaez ve digerleri, 2017) farklilasabildikleri arastirmacilar tarafindan kanitlanmistir.

Mezenkimal kaynakli diger kok hiicrelerde oldugu gibi PDL-MKH’lerin de immiin mediator
ozelligi vardir. Periodontitis gibi prevelansi yliksek goriilen ve kemik yikimi ile sonuglanan
hastalikta PDL-MKH’lerin osteoklastik aktiviteyi baskiladiklar1 (Andrukhov ve digerleri,
2017; Shi ve digerleri, 2009) ve proinflamatuar mediatorler salgiladiklar1 bildirilmistir (Na
Ayuthaya, 2016). Yalniz inflame periodontal dokudan elde edilen kok hiicrelerin osteojenik
farklilagma kapasiteleri azalmistir (Tang, 2016).
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Son yillarda MKH’ler ile ilgili yapilan arastirmalar, bu hiicre gruplarinin rejeneratif hiicre
yenilenmesi, doku onarimi ve yara iyilesmesine katkida bulunduklarini ve tip alanindaki
tedavi ve arastirmalar igin giivenli bir kaynak olusturduklarini ortaya koymaktadir (Fang ve

digerleri, 2012; Lee ve digerleri, 2019; Oryan ve digerleri, 2017).

Kok hiicre uygulamalar1 ve tedavileri hakkindaki bilgi ve farkindaligin gelismesine etki eden
en 6nemli faktorler ise gelisen teknolojinin de katkisiyla doku miihendisligi alanindaki

calismalara verilen 6nemin artmasidir.

2.4. Mezenkimal Kok Hiicrelerde CD Yiizey Belirtecleri

Genellikle hiicre zarmin dis kisminda bulunan bu yapilar, immiin floresan (IF) boyamalar ve
akim sitometri analizleriyle gosterilebilir. Yapilan analizlerle, hiicrelerin i¢cinde bulunduklari
popiilasyonda yiizde kag pozitif veya negatif isaretlenmis hiicre bulundugu tespit edilerek
poptilasyonun saflik derecesi belirlenir. Bu yontemlerle kok hiicrelerin karakterizasyonu
yapilabilecegi gibi farklilasma deneyleri sonuglarinin degerlendirilmeleri de yapilabilir.
MKH’ler i¢in, uluslararasi standartlara gore, CD105, CD90, CD73, CD271, Nestin ve
vimentin gibi belirteglerin bulunmasi; CD34, CD45, CD117, CD133 ve HLA-DR gibi
belirteglerin ise bulunmamasi gerekmektedir (Karadéz ve digerleri, 2010; Lei ve digerleri,

2021).

Kok hiicre tedavisinde stabilitenin saglanmasi her zaman klinik tedavinin en 6nemli noktasi
olmustur (Lei ve digerleri, 2014; Pei ve digerleri, 2015). Rejeneratif tipta en temel problem
hiicre popiilasyonunun kalitesinin ve etkinliginin nasil kontrol edilecegidir. Bu, kok hiicre
tedavilerinin giivenliginin sadece hiicre popiilasyonu heterojenitesiyle garanti edilebilecegi
anlamina gelir. Bununla birlikte, insan disinden izole edilen kok hiicre alt gruplar bile
proliferasyon ve diferansiyasyon gibi hiicre 6zellikleri agisindan 6nemli farklara sahiptir. Bu
sebeple dental kok hiicrelerin nasil tanimlanacagi ve karakterize edilecegi, temel aragtirmalar

icin 6nemli bir noktadir (Sekil 2.8).

CD34, CD45 ve CDI117 hematopoeitik hiicrelerin yiizey belirtegleridir. CD34'iin kisa ve
stirekli reprodiiksiyon kapasitesiyle ve hiicre kolonilerinin formasyonuyla baglantili oldugu

bulunmustur. Hematopoeitik faktorlere yanit olarak g¢ogalabilirler (Osawa ve digerleri,
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1996). Bunun yani1 sira CD45 yiizey belirtecinin proliferasyon ve miyojenik kapasitede rol

oynadigi belirtilmistir (Taoudi ve digerleri, 2008).

CD90 ve CD271 mezenkimal progenitor hiicrelerde pozitiftir ancak deri fibroblastlarinda
negatiftir (Jones ve digerleri, 2006). Bu yiizey belirtegleri pozitif olan hiicreler uzun siireli
proliferasyon ve ¢coklu gelisimsel gecmis diferansiyasyon potansiyeline sahiptir. Dolayisiyla
bu belirteglere sahip kok hiicreler yeni osteojenik rejenerasyonu indiikleyebilir ve kemik

defektlerinin tedavilerinde kullanilabilirler (Yasui ve digerleri, 2016).

CD105, iskelet-kas kokenli kok hiicrelerin potansiyel belirteglerinden biridir. CD105 ayrica
kemik iliginin ve kirmizi kan hiicrelerinin iiretimini artirabilir ve spesifik hematopoitik

dizilerin geligimini regiile edebilir (Kato ve digerleri, 2018).

CD146, bir hiicre adezyon molekiiliidiir. CD146 ylizey belirteci pozitif olan MKH'ler kemik
olusturma egilimindedir ve kemik olusturma kabiliyeti hipokside azaltilarak diizenlenir
(Tormin ve digerleri, 2011). CD146 sistemik skleroz, kolorektal kanser ve meme kanseri
gibi hastaliklarin tanisinda ve osteosarkomun immiinoterapdtik tedavisinde hedef olarak

siklikla kullanilan bir belirte¢diir (Ito ve digerleri, 2017).
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Sekil 2.8. Dental kok hiicrelerinin kaynaklarini ve yiizey belirteglerini gdsteren sematik
cizimler (Lei, Zhang ve Du, 2021)



22

2.5. Mezenkimal Kok Hiicrelerin Farklilasma Ozellikleri

Rejenertatif tip alaninda yapilan ¢alismalarda in vivo uygulamalarin éncesinde, hiicrelerin in
vitro ortamlarda osteoblastlara, kondroblastlara ya da sinir hiicreleri gibi ¢esitli hiicre
hatlarina farklilasmalar1 degerlendirilir. Bu farklilasma islemleri, hiicrelerin kiiltiir ortamina
eklenen bazi mekanik yonlendiriciler aracilifiyla olabilecegi gibi ¢esitli bilesiklerin ve

kii¢iik molekiillerin eklenmesi ya da gen aktarimi gibi yontemlerle gerceklestirilmektedir.

Giliniimiizde genel olarak MKH’ler, laboratuvar kosullarinda uygun bir takim ¢oziinebilen
faktorlerle 2-4 hafta boyunca kiiltiiriin ardindan osteojenik, kondrojenik ve adipojenik
farklilagmaya basarili bir sekilde yonlendirilebilmektedir (Atashi, Modarressi ve Pepper
2015; Vidoni ve digerleri, 2019).

2.5.1. MKH’lerin osteojenik farkhilasma o6zellikleri

MKH’ler in vitro kiiltir ortaminda uygun mikrogevresel kosullar saglandiginda farkli
dokulara farklilagabilirler. Osteojenik farklilasma amaciyla gelistirilen kiiltlir ortami; -
gliserofosfat (Coelho, Trigo Cabral ve Fernandes, 2000), askorbik asit (Shevchenko ve
digerleri, 1996) ve deksametazon (Hong ve digerleri, 2009) kimyasallar1 icermekte ve
ortalama 21-28 giin boyunca kiiltiire edilen hiicrelerde osteojenik farklilagmalar

gozlemlenmektedir (Vidoni ve digerleri, 2019).

Kok hiicrelerin farklilasma sirasinda hiicrelerde proliferasyon, matriks olusumu ve
mineralizasyon olusumu asamalar1 gézlemlenmektedir. Osteojenik farklilasma siirecinin
ozellikle son asamalarinda osteojenik gen ekspresyonu ve osteopontin, kemik siyoloprotein
gibi proteinlerin sentezlenmesi ve kemik dokusuna 6zgii hidroksi-1-apatitin birikmesiyle

ekstraseliiler matriks kemik doku bilesenleri agisindan zenginlesmeye baslar.

Aragtirmacilar, dis kokenli MKH’lerin yiiksek cogalma ve farklilasma kapasitelerine sahip
olduklarini bildirilmekle birlikte bu hiicrelerin odontablastlara farklilasarak dentin pulpa
kompleksini de olusturabildiklerini bildirmislerdir (Gronthos ve digerleri, 2002; Ivanovski

ve digerleri, 2006; Seo ve digerleri, 2004).

Pluripotent kok hiicreler de insanda herhangi bir hiicre tipindeki popiilasyonlarin {iretilmesi

icin onemli bir potansiyele sahiptir (Koehler ve digerleri, 2013). Tang ve digerleri (2014),
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yapmus olduklar1 bir ¢aligmada kemik iliginde bulunan CD34 pozitif yiizey belirtecine sahip
hiicrelerden elde edilmis, indiiklenmis pluripotent hiicrelerden elde ettikleri MKH’leri
kullanarak osteojenik farklilagsma elde ettiklerini bildirmislerdir. Ayn1 sekilde elde edilmis
MKH’ler kullanilarak yapilan bagka bir hayvan calismasinda aragtirmacilar periodontal
doku rejenerasyonunu incelemigler ve basarili sonuglar elde ettiklerini bildirmislerdir
(Hynes ve digerleri, 2013). Fareler {izerinde yapilan bir pilot ¢aligmada, periodontititis
hastalik modeli olusturulan deney hayvanlarina intravenoz olarak sistemik ve topikal olmak
tizere iki farkl sekilde indiiklenmis pluripotent MKH’LER uygulanmistir. Calismanin
sonucunda inflamasyonun azaldigi ve alveolar yikimin inhibe edildigi bildirilmistir (Yang

ve digerleri, 2014).

Duan ve arkadaglari, mine matriks ve tiirevleriyle yapmis olduklar1 bir ¢alismada PDL-
MKH’lerin, sement, periodontal ligament ve alveolar kemige farklilasabildigini
bildirmislerdir (Duan ve digerleri, 2011). PDL-MKH’lerin farklilasma o6zelliklerini
incelemek i¢in yapilan bagka bir calismada bu hiicrelerin osteojenik farklilagma
yeteneklerine sahip olduklar1 ve sement-periost kompleksinin rejenerasyonuna katki

saglayabilecegi bildirilmistir (Tang ve digerleri, 2016).

Osteojenik farklilasmanin degerlendirildigi in vivo calismalarda proliferasyon, matriks
olusumu ve minerilizasyon olarak adlandirilan {i¢ temel asama bulunmaktadir. Proliferasyon
asamasinda hiicre sayisinda artis meydana gelmekte iken matriks olusumu asamasinda ise
kemik dokunun en 6nemli elemanlarindan olan ALP ve Kollajen I sentezi baslamaktadir.
Mineralizasyon asamasinda ise ALP aktivitesi diiserken osteokalsin protein sentezi

gozlemlenmektedir (Akguner, 2021).

Yapilan calismalarda DP-MKH’lerin multipotent oldugu ve osteojenik olarak
farklilagabildigi gosterilmistir (Aydin ve Sahin, 2019; d’Aquino ve digerleri, 2007; Toth ve
digerleri, 2020).

Osteojenik farklilasma, Alirazin histokimyasal boyamayla histolojik olarak kanitlanirken,
gergek zamanli-qPZR ile RUNX2, OLC, ALP gibi osteojenik genlerin ekspresyonuyla
transgenetik olarak da kanitlanmistir (Lee ve digerleri, 2019). 2021 yilinda yapilan bir
calismada DP-MKH’lerin diger dental doku kaynakli MKH’lere kiyasla daha yiiksek
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kalsiyum depozit ettigini ve osteojenik farklilagmalar1 arasinda istatistiksel olarak DP-

MKH’lerin lehinde fark oldugunu gdstermistir (Son ve digerleri, 2021).

PDL-MKH’lerin sementoblastlara, odontoblastlara, osteoblastlara ve adiposit hiicrelerine
farklilasabilecegi birgok ¢alismada gosterilmistir (Cong ve digerleri, 2020; Habibovic ve
digerleri, 2006; Kotova ve digerleri, 2021; Moritani ve digerleri, 2018; Zheng ve digerleri,
2018).

Osteojenik farklilagsmanin in vitro ortamda {i¢ boyutlu hiicre kiiltiirlerinde gergeklestirmesi
in vivo ortama adaptasyonu kolaylastirirken, bu durum klinik olarak uygulanabilirligi

arttirmaktadir (Kirsch ve digerleri, 2021; Moritani ve digerleri, 2018).

2.6. Doku Miihendisligi

Doku miihendisligi; malzeme bilimleri, fizik, kimya ve yasam bilimlerinin prensiplerini
kapsayan ¢ok disiplinli bir bilimdir. Calisma alani, hiicre dig1 yapilar iireterek, insan
viicudunda zarar goérmiis veya fonksiyon bozuklugu bulunan organlarin tamiri ve
rejenerasyonu saglayarak ve bu amag¢ dogrultusunda yeni yontem ve teknikler gelistirmektir
(Vacanti ve digerleri, 2006). Doku miihendisligi ile ilgili uygulamalarin gelistirilmesindeki
temel amag; herhangi bir hastalik ya da kaza sonucu fonksiyonunu kaybeden doku ya da
organlarin iyilestirilmesi i¢in hastadan ya da baska bir vericiden alinan hiicrelerin

biyouyumlu doku iskeleleri lizerinde gelistirilerek rejenerasyonun saglanmasidir.

MKH popiilasyonlari; sinir, kemik, kikirdak ve kas dokularinin bazi hastalik ve defektlerinin
hiicre temelli tedavisi i¢in benzersiz potansiyele sahiptir (Seo ve Na, 2011). Yapilan
caligmalar MKH’lerin doku rejenerasyonu i¢in doku miihendisligindeki klinik potansiyelini

ve onemini gostermektedir (van Hout ve digerleri, 2011; Russo ve digerleri, 2021).

Kemik dokusu miihendisligi, dondr bolgeye zarar vermeden daha az zaman ve maliyetle
alveolar defektlerin onarilmasini saglamaktadir (van Hout ve digerleri, 2011). Abukawa ve
arkadaslar1 tarafindan kopek ve domuzlarda yapilan bir ¢alismada, olusturulan alveol kemik
defektlerinde, MKH uygulamasinin kemik rejenerasyonunu arttirdigi belirlenmistir
(Abukawa ve digerleri, 2004). Bir baska arastirma grubunun 2004 yilinda dis ¢ekim

soketinde otojen kemik greftleri ve MKH/TZP (Trombositten Zengin Plazma) rejeneratif
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etkinliklerini kiyaslamak icin kopeklerde yaptiklari ¢aligmada, her iki grubun da benzer
sekilde rejenerasyon sagladigi bildirilmistir (Yamada ve digerleri, 2004).

Dental kaynakli kok hiicreler, gelecekte rejeneratif tibba katki saglayabilecek hiicrelerdir.
Dental pulpa enfeksiyonu, periodontal hastalik ve bu hastaliga bagli kemik kayiplarinin
tamir ve rejenerasyonunda kullanilabilirler. Hidroksiapatit-trikalsiyum fosfat ve
demineralize dentin matriksi gibi biyomateryallerin kullanimi canli organizmada ve deney
ortamlarinda osteojenik farklilagsma etkinligini artirabilmektedir (Boccellino ve digerleri,
2019). Dental kaynakl1 kok hiicreler olusturulan spesifik bir ortamda osteojenik, adipojenik
ve noral farklilasma gosterebilmektedirler (Moshy ve digerleri, 2020).

Kok hiicrelerin, in vitro ortamda ¢esitli hiicre tiplerine farklilastirilarak, hiicre kiiltiiriinde
sert doku olusumlar1 degerlendirmeleri i¢in hiicresel diizeyde testler uygulanmaktadir. Bu
testler yardimiyla hiicresel belirleyicilerin tayini yapilarak dokuda meydana gelen
farklilasma diizeyi tespit edilebilmektedir. Iki boyutlu (2B) tek tabakali (monolayer) hiicre
kiiltiirti, in vitro arastirmalar igin standart yaklasimdir. Dr. Harrison tarafindan ilk olarak
1907 yilinda kurbaga embriyolarindan eksplante edilen sinir liflerinin kdkenlerini aragtirmak
icin gelistirilmistir (Breslin ve O’Driscoll, 2013). Bu geleneksel yontemde, diiz bir yiizeye
sahip hiicre kiiltiirii kaplarina hiicrelerin yapigmasi, yer degistirmesi ve yayilmasi saglanarak
yapilmasi planlanan g¢alismalar analiz edilmistir (Mabry, Payne ve Anseth, 2016). Bu
caligmalarda hiicrelerin hareketleri x-y diizlemi ile sinirlidir. Her ne kadar 2B hiicre kiiltiiri
tekniginin uygulamasmin kolay ve maliyetinin diigsiik olmas1 avantaj gibi goriilse de bu
yontemle olusturulan kiiltiir ortamlarin in vivo ortami tam olarak taklit edemeyecegi
belirtilmistir (Baker ve Chen, 2012). 2B ortamda kiiltiirlenmis hiicrelerin, ayn1 mikrogevrede
bulunan hiicrelerle iki boyutlu temasa yol agan tek tabakalarda biiylimesi sirasinda biiyiime
faktorlerini ve homojen besinleri ¢evreden alirken anormal hiicre yayilmasi ve gergekgi
olmayan hiicre reseptorii dagilimina neden oldugu sdylenmektedir (Rubashkin, Ou ve
Weaver, 2014).

Ayrica 2B Kkiiltiir ortaminda yapilan deneylerde hiicreler dokularin dogal yapisini taklit
edemedikleri i¢in; degerlendirilmek istenen hiicre cogalmasi, farklilasmasi, gen ve protein
ekspresyonu, uyarana yanit, ilag metabolizmasina kars1 etkilesim veya hiicre canliligina
yonelik ¢alismalarda hiicre-hiicre ve hiicre-matriks etkilesimini temsil edemedikleri i¢in elde

edilen sonuglarin yaniltict olabilecegi ifade edilmektedir (Magin, Alge ve Anseth, 2016;
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Zorba Yildiz ve digerleri, 2022). 2B kiiltiir ortamlarinda yapilan deneylerde hiicrelerin in
vivo  Ozelliklerini  uzun siire devam ettirememeleri de dezavantaj olarak

degerlendirilmektedir (Weigelt, Ghajar ve Bissell, 2014).

Bu simirlamalar1 ve 2B kiiltiiriin dezavantajlarin1 gidermek i¢in, 3B kiiltiir yontemleri
gelistirilmistir. 3B kiiltiir ortami, hiicrelerin matris iginde veya lizerinde morfolojik olarak
viicuttaki dogal ortamlarina benzer bir mikrogevredir. Hiicreler bu sayede hiicre-hiicre,
hiicre-ckstraselliiler matriks etkilesimini in-vivo ortamdaki gibi taklit edebilirler (Schroeder
ve digerleri, 2021) (Sekil 2.9).

3B Kiiltiir
Ortami

Sekil 2.9. 2B ve 3B Kiiltiirii sematik diyagrami (Chaicharoenaudomrung, Kunhorm ve
Noisa, 2019). 2B kiiltiir otaminda hiicreler kiiltiir kabinin tabaninda tek tabaka
halindedir (A). 3B kiiltiir ortaminda hiicreler jel yapinin iizerinde veya iginde
bulunurlar (B)

3B Kkiiltiir ortaminda olusturulan mikro cevrelere hiicrelerin daha iyi adapte oldugu ve
hiicrelerin davraniglarinin, hiicre morfolojilerinin, farklilasma derecelerinin, polaritelerinin,
proliferasyon hizlari ve gen ekspresyon seviyelerinin in vivo kosullarda daha iyi
degerlendirildigi bildirilmistir (Reig-Vano ve digerleri, 2021). Bunun yani sira 3B
ortamlarin, yapilan deneylerde hiicrelerin in vivo benzeri gen veya protein ekspresyon
seviyelerinin korunmasini sagladig: ifade edilmistir (Weigelt ve digerleri, 2014). 3B kiiltiir
ortami hazirlanarak yapilan deneylerde mikro ¢evresel faktorler uygun bir sekilde
hazirlanirsa kok hiicrelerde; cogalma, matriks iiretimi ve farklilagsma goriildiigii bildirilmistir

(Duval ve digerleri, 2017).

3B hiicre kiiltiirii ortamlar1 kok hiicre ¢aligmalarinda, rejeneratif tip veya hiicre bazli ilag

testlerinde, kanser arastirmalarinda, gen ve protein ekspresyon ¢aligmalarinda yaygin olarak
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kullanilmaktadir (Sapet ve digerleri, 2013). Hiicreler karmasik biyokimyasal ve mekanik
ipuclart yoluyla ECM ile etkilesime girip, biyolojik dokularin 6zgiilliigiinti koruyan bir 3B
ag kurmaktadir. 3B matrisler hiicrelerin baglanmas1 ve biiyiimesi i¢in mekanik platformlar

olarak ¢alismaktadir (Griffith ve Swartz, 2006).

Osteojenik farklilagsma amaciyla yapilan caligmalarda aljinat, jelatin HA icerikli 3B kiiltiir
ortamlarinin osteoblast farklilagmasinin pozitif yonde etkilendigi arastirmacilar tarafindan

bildirilmistir (Farrell ve digerleri, 2007; Polat, 2020).

Dental dokular i¢in de doku miihendisliginin ilerlemesi iimit vericidir. Disler ve oral dokular
insanlarin giinliik fonksiyonlarinda énemli rol oynar. Hidroksiapatit-trikalsiyum fosfat ve
demineralize dentin matriksi gibi biyomateryallerin kullanimi canli organizmada ve deney

ortamlarinda osteojenik diferansiyasyonun etkinligini artirabilir (M Boccellino ve digerleri,

2019).

DP-MKH’ler rejeneratif tipta; dentin rejenerasyonu, retinal dejenerasyon tedavisi, spinal
kord yaralanmalari, parkinson hastaligi, alzheimer hastaligi, serebral iskemi, miyokard
enfarktiisii, muskular distrofi, diyabet ve immiin hastaliklar gibi ¢esitli klinik alanlarda
kullanilmaya baslanmistir (Bahmada ve digerleri, 2020). Yiiksek proliferasyon 6zelliklerine
sahip CD34 pozitif ve CD4 negatif yiizet belirteglerine sahip DP-MKH'ler, osteoblastlara
diferansiye olabilirler. Immiin yetmezlige sahip sicanlara DP-MKH transplantasyonu
sonrasinda katmanli kemik dokusu olusturabilen in vitro aktif otolog fibr6z kemik dokusu

tiretebildikleri belirtilmistir (Laino ve digerleri, 2005).

SD-MKH’ler, dental rejenerasyon, kemik rejenerasyonu, zorlu pediatrik cerrahi hastaliklar,
karaciger yetmezligi, ndral rejenerasyon ve terapotik uygulamalarin revaskiilarizasyonu gibi
klinik uygulamalar i¢in potansiyel bir hiicre kaynagidir (Ercal, Pekozer ve Kose, 2018).
CD105 yiizey belirteci pozitif olan SD-MKH alt populasyonlarinin in vitro osteojenik
potansiyeli yiiksektir (Ishiy ve digerleri, 2018).

Periodontal rejeneratif tedavide hiicrelerin, 3B kiiltiir ortamlariyla olugturulan mikrogevreve
daha 1iyi adapte oldugu ve hiicrelerin davraniglarinin, morfolojilerinin, farklilagsma

derecelerinin, polaritelerinin, proliferasyon hizlar1 ve gen ekspresyon seviyelerinin in vivo
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kosullarda daha iyi degerlendirildigi bildirilmistir (Reig-Vano, 2021; Weigelt ve digerleri,
2014).

Periodonsiyum kokenli kok hiicrelerin osteojenik farklilagsma seviyelerinin degerlendirildigi
bir calismada, 3B kiiltliir ortamlarinin osteoblast farklilagsmasini pozitif yonde etkiledigi
bildirilmistir (Farrell ve digerleri, 2007). Elango ve arkadaglari PDL-MKH’lerin osteojenik
farklilagmaya etkikisini 2B ve 3B kiiltiir ortamlarinda degerlendirmislerdir. 3B kiiltiir
ortaminda bulunan hiicrelerin osteokalsin ekspresyon seviyelerinin, 2B Kkiiltiir ortaminda
bulunan hiicrelerden anlamli seviyede yiiksek oldugunu ve bu bulgunun periodontal
rejeneratif tedavi igin umut verici bir yaklagim oldugunu bildirmislerdir (Elango ve digerleri,
2020).

Yapilan bir bagka calismada, periodonsiyum koékenli MKH’lerin osteojenik farklilagma
kapasitelerine olan etkisi histokimyasal analizler ve gen ekspresyon seviyelerinin tespiti ile
degerlendirilmistir. Calismanin sonucunda 3B kiiltiir ortamlarinin osteojenik farklilagmada

biiyiik bir role sahip olduklari bildirilmistir (Eswaramoorthy ve digerleri, 2021).

Periodontal rejeneratif tedaviye yonelik son yillarda yapilan g¢alismalarda, 3B kiiltiir
ortamlarina eklenen ilaclar, biiyiime faktorleri ve nano sistemlerin kok hiicrelerin rejeneratif
etkisini daha efektif hale geldigi bildirilmistir. Olusturulan 3B kiiltiir ortamlarinin
periodonsiyum kokenli kok hiicrelerin osteojenik farklilasma potansiyelini artirmasinin yani
sira immiinomodiilator etki gostermeleri de bu ortamlarin avantajlar1 arasinda

degerlendirilmektedir (D’ Avanzo ve digerleri, 2021; Zeng, Ning ve Huang, 2021).

Doku miihendisligi alaninda MKH’lerin osteojenik farklilagmasina yonelik hayvan

caligmalar1 da mevcuttur.

2013 yilinda AD-MKH’lerin osteojenik farklilagma kapasitelerinin degerlendirmek
amaciyla yapilan hayvan ¢alismasinda kopeklere cerrahi olarak smif-111 furka defektleri
olusturulmustur. Calismada kontrol grubuna TZP, deney grubuna ise AD-MKH ve TZP
uygulanmstir. Arastirmacilar, AD-MKH ile tedavi edilen grupta 8 hafta sonunda alvelolar
kemik, sement ve PDL benzeri yapilarin olustugunu, kontrol gruplarinda ise bu olusumlarin

gbzlemlenmedigini bildirmislerdir (Tobita ve digerleri, 2013).
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Periodontal  rejeneratif  tedavide = AD-MKH’lerin  osteojenik  farklilasmasinin
degerlendirildigi bir baska hayvan ¢aligmasinda, ratlarin alveolar kemiklerinde fenestrasyon
defekleri olusturulmustur. Yapr iskelesi olarak poliglikolid-polilaktid (PLGA) kullanilarak
olusturulan calismada 5 hafta sonunda AD-MKH’ler kullanilarak olusturulan grupta yeni
sement ve kemik formasyonu gozlemlendigi arastirmacilar tarafindan bildirilmistir (Akita

ve digerleri, 2016).

Asutay ve arkadaslari tarafindan DP-MKH’lerin ve HA ve Trikalsiyum Fosfat (Tricalcium-
phosphate/ TCP) igerikli yap1 iskelelerinin osteojenik farklilasmaya etkinliginin
degerlendirildigi bir ¢calismada ratlar lizerinde kraniyal defekt olusturulmustur. Calisma 8

hafta olarak planlanmis olup, deney gruplari sirasiyla;

e DP-MKH, HA, TCP
e HA+TCP
e Sadece defekt sekilde belirlenmistir.

Arastirmacilar ¢alismanin sonucunda DP-MKH igerikli deney grubunda kemik mineral
yogunlugu ve kalsifikasyon oraninin diger gruplara gore daha yiiksek seviyede anlamli

olduklarini bildirmislerdir (Asutay ve digerleri, 2015).

Mrozik ve arkadaglarimin, periodontal rejenerasyonda PDL-MKH’lerin etkinliginin
histolojik olarak degerlendirildigi bir ¢alismada koyunlar iizerinde periodontal defekt
modelleri olusturulmustur. Calismada kontrol gruplarma aljinat ve jelatin igerikli yapi
iskelesi, deney grubuna ise PDL-MKH, aljinat ve jelatin igerikli yap1 iskelesi uygulanmustir.
Uygulamadan dort hafta sonra ilgili bolgelerde yapilan histolojik analizlerde deney
grubunun uygulandigi bolgede, yeni olusan alveolar kemik bdolgesinin ylizey alaninin
kontrol grubuna gore yiiksek oldugu ve daha fazla miktarda sement olustugu bildirilmistir

(Mrozik ve digerleri, 2013).

PDL-MKH ve Kkalsiyum fosfat igerikli yapi iskelelerinin periodontal rejenerasyonda
etkinliginin aragtirildigi  bir c¢alismada kopeklerde periodontal defekt modelleri
olusturulmus, elde edilen bulgular 4,8 ve 12. haftalarda bilgisayarli tomografi, IF analizler
ve 151k mikroskobu ile degerlendirilmistir. Arastirmacilar yapilan analizler sonucunda PDL-

MKH’lerde sitokeratin proteinlerinin negatif, vimentin ve STRO-1 proteinlerinin pozitif
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1s1ma verdigini ve kalsiyum fosfat icerikli yap1 iskelelerinin osteojenik farklilagsmaya katk1

sagladigini bildirmislerdir (Shi ve digerleri, 2018).

PDL-MKH ve kollajen igerikli yap1 iskelelerinin periodontal iyilesmeye olan etkisinin
degerlendirildigi bir calismada kopeklerin bilateral maksiller premolarlar ve birinci molarlar
dislerinde cerrahi olarak dehisens defektler olusturulmus ve 8 hafta sonrasinda periodontal
iyilesme histolojik olarak degerlendirilmistir. Arastirmacilar ¢alismanin sonucunda, PDL-
MKH’lerin sement ve yeni kemik olusumu dahil olmak iizere periodontal rejenerasyonu

artirdigini bildirmislerdir (Yoo ve digerleri, 2019).

2.7. MKH’lerin Farkhllagsma Seviyelerinin Belirlenmesinde Kullamilan Analizler

Kok hiicrelerin 2B ve 3B ortamlarda kiiltiire edildiginde gdstermis olduklar: farklilagma
kapasitelerinin degerlendirilmesi amaciyla uygulanan yontemler ile ilgili bilgiler asagida

verilmistir.

2.7.1. Akim sitometri analizleri

MKH’ler koken aldiklar1 dokudan bagimsiz olarak hiicre kiiltiirii kaplarinda ylizeye
yapisabilme ve cogalabilme oOzelligine sahiptirler. Fibroblastlara benzer bir morfoloji
gosteren bu hiicreler ayn1 zamanda c¢ok yonlii farklilasma yetenegine sahiptirler. Hiicre
yiizeyinde bulunan bazi belirtegler kok hiicrelere 6zgii karakteristik niteliktedirler (Seo ve

digerleri, 2004).

Akim sitometri analizleriyle hiicre yiizeyinde bulunan spesifik ylizey antijenleri tespit
edilerek hiicrelerin karakterize edilmesi ve tanimlanmasi saglanir. Farklilagsma deneylerinde
elde edilen sonuclar degerlendirilirken MKH’lerin yiizeyinde bulunan spesifik antijenlerdeki
degisim oran1 dikkate alinmaktadir (Gronthos ve digerleri, 2000). Arastirmacilar
caligmalarinda kullandiklar1 hiicre hatlarinin, kok hiicre oldugunu karakterize etmek ve
farklilasma  seviyelerini  degerlendirmek amaciyla akim sitometri analizlerini

kullanmaktadirlar (Kaya ve digerleri, 2021; Sun ve Karaoz, 2020).

Stispansiyon halindeki hiicre ve partikiillerin gerekli monoklonal antikorlar yardimi ile
hiicrelerin fenotipik ve karakteristik 6zelliklerini kantitatif olarak degerlendirmek amaciyla

yapilan bu yontem, hiicre tiplerinin belirlenmesi i¢in pozitif, negatif ve kontrol tiipleri
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kullanilarak hiicre yilizeyinde karakteristik olarak taginmasi gereken yiizey belirteclerinin
saptanma yiizdesinin belirlenmesiyle gerceklestirilir (Ormerod ve Novo, 2008; Ucaryilmaz

ve Artag, 2013).

Hiicrelerin MKH olarak tanimlanabilmesi i¢in, hiicrelerde %95 ya da daha fazla oranda
CD90, CD105 ve CD73 antijeninin pozitif olmasit gerekirken; hematopoitik ve endotelyal
hiicre gruplarindan ayirt etmek icin CD45/34/11b/19/HLA-DR yiizey antijenlerinin

toplaminin %2 oranin1 gegmemesi gerekir (Lei, Zhang ve Du, 2021).
2.7.2. Alizarin red histolojik boyamasi

Alizarin red boyalari, kalsifiye kemik varliginda kirmizi-turuncu renkli boyamalar vermekte
olup ve bu boyanan alanlar kalsifiye kemik nodiilleri ve kemiklesmenin gostergesi oldugu
kabul edilmistir (Berbéri ve digerleri, 2017; Fan ve digerleri, 2020; Mahmoud ve digerleri,
2020; Puchtler ve digerleri, 1969).

MKH’lerin, osteojenik farklilasma Oncesinde yapilan analizlerde hiicre dist kalsiyum
birikimine sahip olmadigi ve alizarin red boyanmasmin gozlemlenmedigi yapilan
caligmalarla bildirilmistir. Mikrogevrenin osteojenik farklilasmaya uygun olarak
degistirilmesi sonucu yapilan alizarin red boyamalarinda osteoblastlara doniisen hiicrelerde
kalsiyum birikmesi goriilmektedir (Jaiswal ve digerleri, 1997; Puchtler, Meloan, ve Terry,
1969; Takeyasu ve digerleri, 2004).

2.7.3. immiin floresan boyama

Immiinfloresan boyama (IF), antijenlerin hiicre igindeki lokasyonunu florosan etiketi ile
belirlemek i¢in kullanilan bir yontemdir (Kaya ve Tulun, 2021). Bu amagla boyama 6ncesi
hiicrelerin fikse edilmesi gerekmektedir. Fiksasyon sonrasi, hiicreler yikanarak fiksatif
uzaklastirilir. Deterjan i¢eren soliisyonlar ile hiicreler muamele edilerek hiicre membraninin
gecirgenligi ve bloklama soliiyonlar1 ile boyama spesikfilgi arttirilabilir. Bu islem, sigir

serum alblimini igeren bir soliisyon ile hiicreleri muamele ederek gerceklestirilir.

Isaretlemede 6ncelikle ortama, hedef antijene baglanacak primer (birincil) antikor eklenir.
Primer antikor ile antijenin baglanmasindan sonra ortama, primer antikor ile uyumlu olan,

bir ucunda floresan isima veren sekonder (ikincil) antikor eklenir. Primer antikor
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yakalanmak istenen antijene baglanirken, sekonder antikor primer antikora baglanir ve

floresan etiketi ile antijenin varligini ve yerini tespit etmemizi saglar.

Birden fazla primer kullanilarak es zamanli olarak birden fazla antijen immiinolokalize
edilebilir (Donaldson, 2015). Bu gibi durumlarda sckonder antikorlarin ¢apraz
baglanmamasina dikkat edilmelidir. Bir diger dikkat edilmesi gereken nokta ise sekonder
antikorlara bagl florofor olarak adlandirilan 1s1malarin farkli renklerde olmasidir. Sekonder
antikor, primer antikor disinda bagka bir yere baglanabiliyor ise yanlis 1s51ma aliabilir. Bu
yilizden deneye kontrol olarak, primer antikoru olmayan, yalnizca sekonder antikor eklenmis

ornek de dahil edilmelidir (Schieker ve digerleri, 2004).

MKH’leri osteojenik farklilagma kapasitelerinin degerlendirildigi ¢aligmalarda tercih edilen
primer antikorlara 6rnek olarak ALP, Osteokalsin, Osteopontin, COL-1, RUNX, vimentin

verilebilir.

DAPI (4',6-diamidino-2-fenilin-dol), floresan boyama ile DNA’y1 dolayisiyla hiicrelerin
cekirdegini mavi renge boyayan bir boyadir. DAPI boyamasi histokimyasal ve biyokimyasal
caligmalarda DNA’da meydana gelen degisimleri tespit etmek amaciyla kullanilan boyama
teknigidir (Kapuscinski 2009). Hiicrelerde 151tk mikroskobu altinda kaydedilen DAPI
boyanmasinin mekanizmasi arastirildiginda, DAPI’nin hiicrenin DNA’sinda bulunan A-T
niikleik asit kompleksi bakimindan zengin bolgelere baglandiginda, floresan etkisinin 20 kat
artti@1 ve biitiin hiicre ¢ekirdeklerini boyadigi bildirilmistir (Larsen ve digerleri, 2012). DAPI
floresan boyast 1s183a hassas oldugu icin boyama islemleri karanlik ortamda

geceklestirilmistir.

MKH’ler, kendini yenileyebilen ve farkli hiicre tiirlerine doniisebilen multipotent
hiicrelerdir. Norepitelyal kok hiicrelerde bulunan Nestin, gelisimin erken evrelerinde
tanimlanan bir ara filament olarak adlandirilan hiicre isketi eleman1 olmakla birlikte kemik
gelisimine katkida bulunan hematopoitik kok hiicrelerin karakterizasyonunda kullanilan

spesifik bir belirtegtir (Xie ve digerleri, 2015).

Osteojenik farklilasma pek ¢ok farkli protein ve transkripsiyon faktoriine sahiptir. ALP,
Osteokalsin, Osteopontin, COL-1, RUNX gibi gen proteinleri en ¢ok bilinen osteojenik
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farklilagma belirtegleridir (Martin ve digerleri, 2017). Kemigin organik bilesenlerinde COL-
1, Osteokalsin, Osteonektin, ALP bulunmaktadir.

Osteopontin, hiicre dis1 yapisal bir proteindir ve kemigin organik bilesenidir. COL-1 Proteini
ise kemigin organik kisminda ve dentinin yapisinda bulunmaktadir (McKee, Addison ve
Kaartinen, 2006).

Vimentin, mezodermal kdkenli hiicrelerde bulunan, organellerin yerini sabitlemeye yarayan
ve hiicreye esneklik veren lifli yapida bir ara filamenttir. Embriyonik ve mezenkimal

hiicreler ile kaslarda yaygin olarak bulunur (Rubashkin ve digerleri, 2014).

2.7.4. Gercek zamanh PZR (real-time PCR) analizleri

1980°lerde Kary Mullis tarafindan gelistirilen PZR analizi, DNA ya da mRNA’ya ait
orneklerin ¢ogaltilmasina yonelik moniterize edilebilen floresan isaretli prob ve boyalarin
kullanildig1 bir yontemdir. Ger¢ek zamanli olarak adlandirilmasinin nedeni ise floresanin
olusan DNA ile dogru orantili bir artig gostermesidir (Kb ve digerleri, 1987). Eser miktardaki
spesifik niikleik asit dizilimini tespit edip dl¢ebildiginden, biyolojik arastirmalarda saglam
ve yaygin bir kanit olarak kullanilan bu yontem ile gen ekspresyonunda meydana gelen
degisiklikler hizli ve dogru bir sekilde degerlendirilmektedir. Gergek zamanli PZR analizi
yapilacak olan 6rneklerde belirli bir hedef diziyi yiikseltir. Ardindan floresan teknolojisini

kullanarak amplifikasyon siirecini baslatir.

Amplifikasyon, floresan sinyalinin bir esik seviyesine ne kadar hizli ulastig1, orijinal hedef
dizinin miktar1 ile iligkilidir ve boylece incelemeyi miimkiin kilar. Amplifikasyon grafikleri
PZR reaksiyonunun seyri boyunca meydana gelen 1sima miktarinin dongii sayisina gore
grafiginin ¢izilerek reaksiyon sirasinda iirlin birikimini temsil etmekte olup, pik yaptig
nokta reaksiyon igindeki DNA’nin diizenli olarak logaritmik faza gectigi ilk andir (Palmer
ve digerleri, 2004).

Analizlerde DNA’nin hedef bolgede oldugunu bulunup bulunmadigini belirlemek amaciyla
erime egrisi (melting curve) degerlendirilir. Bu degerlendirme iki iplikli yapiya sahip olan
DNA’nin sicakligint kademeli olarak artirarak SYBR-Green gibi floresan sinyallerin

sicakliga bagl olarak degisimini gosteren bir grafiktir (Sahiner ve digerleri, 2020).
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“Kinetik PZR”, “Homojen PZR” ve “Kantitatif Gergek Zamanli PZR” gibi ¢esitli adlarla da
isimlendirilen yontem ile hiicrelerin gen eskpresyon seviyelerinin analizleri dogru ve hassas

bir sekilde yapilmis olur (Kesarwani ve digerleri, 2018).

Gergcek zamanli PZR metodu DNA’nin ¢ogaltimini ve iiriinlerini tek bir tiipte belirlemeyi
miimkiin kilar. Ayni cihaz igerisinde hem ¢ogaltma isleminin hem de ¢ogaltilan {iriinleri
saptama isleminin yapilabilmesi, bu yontemi c¢ok pratik bir yontem haline getirmistir.
Yontemin avantajlar1 arasinda duyarliliginin yiiksek olmasi, tekrarlanabilirliginin fazla

olmas1 ve kontaminasyon riskinin diisiik seviyede olmasi sayilabilir (Schmittgen ve Livak
2008).

2.8. Osteojenik Farklilasma Analizlerinde Degerlendirilen Genler

Gergek Zamanli PZR analizlerinde genlerin ekspresyon seviyelerindeki artis ya da azalisla
elde edilen farklilasma degerlendirilir. Calismamizda ger¢cek zamanli PZR analizlerinde
degerlendirmeler icin GAPDH (Gliseraldehit 3-fosfat dehidrojenaz), ALP (Alkalen
Fosfataz), BMP-2 (Bone Morphagenetic Protein/Kemik Farklilasma Proteini) ve RUNX

genleri kullanilmistir.

2.8.1. GAPDH

Gardiyan gen (Housekeeping gen) cesitleri, genellikle temel hiicresel fonksiyonun
stirdiiriilmesi icin gerekli olan ve bir organizmanin hemen hemen tiim hiicrelerinde ayni
oranda eksprese edilen temel genler olarak kabul edilir. Hiicrelerin nicel gen ekspresyon
seviyelerinin degerlendirilmek istendigi arastirmalarda housekeeping genlerinden olan
GAPDH geninin kullanim amaci, dokularda ve hiicrelerde ekspresyon seviyesinin sabit
olmasidir. GAPDH, yeni dogan ve yetiskin kalp hiicreleri i¢in diger kontrol genlerine kiyasla
en tutarl sekilde eksprese edilen gen olmakla birlikte mRNA ekspresyonunun kapsamli bir
analizini saglar ve analiz edilen diger genlerin ekspresyon diizeyleri de se¢ilen housekeeping

gene gore otomatik olarak hesaplanir (Barber ve digerleri, 2005).

2.8.2. ALP

ALP, ekstraselliler plazma membranina bagl glikoproteinlerdir. Niikleotidler ve

proteinlerden fosfat gruplarinin koparilmasmi saglar. Farklilagmamis pluripotent kok
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hiicrelerin hiicre membraninda yiiksek miktarda bulunmaktadir. inorganik fosfat salmnimu ile
optimum pH'da ¢esitli monofosfat esterlerini hidrolize eder (Yu ve digerleri, 2015). Ayrica
hiicre stoplazmasinda kalsiyumun, kalsiyum fosfat olarak ¢okmesinde rol oynayarak,
kalsifikasyonda gorev alir. Osteoblast aktivitesinde rol alan 6nemli bir enzimdir (Florencio-
Silva ve digerleri, 2015).

2.8.3. BMP-2

MKH’lerin osteojenik farklilagmasinda ve aymi zamanda kemik olusumunun
diizenlenmesinde BMP’ler 6nemli rol oynar (Hong Huang ve digerleri, 2018). Ayrica
sitokin-sitokin reseptor etkilesiminde ve biiyiime faktorii TGF-p sinyal ileti yolunda da rol
alir. BMP2’nin yapilan bir caligmada osteogenezi indiikledigi gosterilmistir. Kemik
dejenerasyonunu tedavi etmek i¢in yapilan kok hiicrelerle yapilan bir calismada BMP2’nin
osteogenezi ve in vivo yeni kemik olusumunu indiikledigi gosterilmistir (Kim ve digerleri,
2019). BMP2 klinikte uygulanmak i¢in onaylanmistir. Fakat hala altta yatan mekanizmalari

tam olarak anlagilamamistir (Hong Huang ve digerleri, 2018).
2.8.4. RUNX2

DNA baglayici etki alanna sahip olan RUNX ailesi RUNX1, RUNX2 ve RUNX3'ten olusur.
RUNX2, gelismis DNA baglanma kabiliyeti ve protein stabilitesi kazanir. RUNX2'nin P1
ve P2 olarak adlandirilan iki promotorii vardir. P1'den gelen transkript tip II RUNX2'yi
kodlar ve P2'den gelen tip | RUNX2'yi kodlar. RUNX2 osteoblastlarda ve kondrositlerde
eksprese edilir. MKH’lerin osteoblastlara farklilasmasi icin RUNX2 geninin regulasyonu
kilit rol oynamaktadir. Bunun i¢in eksozomlari uyarmasinin yani sira, 21-23 niikleotit
uzunlugunda tek iplikli RNA molekiilii olan mikroRNA (miRNA)’larin diizenlenmesi ile de

hiicrelerin farklilagmasi {izerine ¢alismalar siirmektedir (Almalki ve Agrawal, 2016).

Dis Hekimliginde kok hiicre uygulamalari heniiz periodontal rejeneratif tedavide rutin olarak
kullanima girmemistir. Bu konu hakkinda yapilan klinik, hayvan ve in vitro ¢aligmalar olsa
da yeterli seviyede degildir. Periodontal rejeneratif tedaviye yonelik yapilan in vitro
caligmalarda 2B hiicre kiiltiiri standart bir yaklasimdir. Hiicreler bu ortamlarda kiiltiire
edildiginde, davramis ve morfolojilerinde 3B dogal ortamlara kiyasla simirlamalar

bulunmaktadir. Calismamizda AD, DP ve PDL kokenli MKH’ler 2B ve 3B ortamlarda
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kiiltiire edilerek, hiicrelerin morfolojileri, kok hiicre ve osteojenik farklilagma 6zellikleri
yapilan histolojik boyamalar, IF boyamalar, akim sitometri analizleri ve ger¢ek zamanli PZR
analizleri tlizerinden degerlendirilerek, kantitatif sonuglar elde edilmesi amaglanmistir. Bu
amacla planladigimiz ¢alismamizda onceki caligmalarin sonuglarina yeni veriler dahil

ederek, gelecek galismalar i¢in basamak olusturmay1 hedeflemekteyiz.
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3. GEREC VE YONTEM

Bu ¢alismanin deneysel kisimlar1 Istinye Universitesi, T1ip Fakiiltesi, Kok Hiicre ve Doku
Miihendisligi (ISUKOK) ile 3B Tasarim ve Prototipleme (ISU3D) Arastirma ve Uygulama

merkezlerinde yer alan laboratuvarlarda gergeklestirilmistir.

Tez calismasi, YOK 100/2000 Kok Hiicre Doktora Programi kapsaminda ve Gazi
Universitesi Bilimsel Arastirma Projeleri Koordinasyon Birimi tarafindan TDK-2021-6977

numarali proje kodu ile desteklenmistir.

Periodonsiyum kokenli mezenkimal kok hiicrelerin kemik farklilasma kapasitelerinin 2 ve 3
boyutlu kiiltiir ortaminda degerlendirilmesi baglikli tez calismasinda kullanilan geregler ve

uygulanan yontem asagida belirtilmistir.
3.1. Gerecler

Aragtirma kapsaminda kullanilan kimyasal/ mekanik malzemeler, hiicre hatlar1 ve primerler

asagida belirtilmistir.

3.1.1. Sarf malzemeler

25,75,175 em? ’lik kiiltiir kaplar1, Corning

- 6, 24 ve 48 kuyulu kiiltiir kaplari, Corning

- 5,10, 25 ml hacimlerinde serolojik pipetler, Isolab

- 5 ml ve 10 ml hacimlerinde enjektorler, Set inject

- 10-100-1000 pl*lik pipet uglari, Isolab

- Steril tek kullanimlik filtreler (0,2 mikron ¢apinda), Corning
- Steril santrifiij tiipleri (15-50 ml), Nest

- Mikrosantrifiij tiipleri (0,2- 1 — 1,5-2 ml ependorf), Eppendorf
- Thoma lami, Bright

- Line, Hausser Scientific Horsham, PA, USA

- Mikroskop lami, Nest

- 2ml - 4mlKriyoviyal, Corning

- Diyaliz membran, Sigma&Aldrich, Inc., Almanya

- Petri kutusu 60x15 mm ve 80x15 mm, Isolab
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3.1.2. Kullanmilan cihazlar

Fourier Transforn Infrared Spektroskopisi (FTIR), Jasco FT/IR-4600

Proton Niikleer Manyetik Rezonans Spektroskopisi (1H NMR), Varian UNITY INOVA
Indiiktif Eslesmis Plazma ve Kiitle Spektrometresi (ICP-MS), Agilent 7800
X-Ismi Difraktometresi (XRD) cihazi, PANanalytical X'Pert Pro MPD

Zeta Potansiyeli ve Partikiil Boyutu Ol¢iim Cihazi, NanoZS Malvern Instrument
Liyofilizator, Telstar Lyo Quest

Mekaniksel Test Cihazi, TA. XT Plus

Hidrotermal Reaktor, Kent Kimya

Mikroplaka Okuyucu, Spektrostar Nano-Floresans Mikroskobu, Zeiss Axio

pH Metre, Ohaus - Hassas Terazi, SHIMADZU AUW?220D

Santrifiij, Hitachi, Japonya-Etiiv, Niive FN055

Hiicre Kiiltiirii Inkiibatorii (CO2inkiibatérii), Panasonic

Steril Kabin, Telstar- Otoklav, Nive, OT120M

Inverted Mikroskop, Nikon, Japonya

UV Light, Omnicure S2000, Excelitas Technologies, ABD

Mikrotom Cihazi, Leica

Spektroflorometre, Jasco, FP 8300

Manyetik karistirici, Jeiotech - Buzdolabi, Panasonic

Mikropipet, Rainin

BIO RAD Real-Time PCR System, CFX96 TOUCH, 4376600

Isik Mikroskobu, Nikon Eclipse TS2

Step One Plus RT-PCR System, Applied Biosystems

Nanodrop, Thermo Scientific™ NanoDrop™ 2000/2000c Spectrophotometers, ND-
2000

Santrifiij, Neofuge 13R-Refrigerated Centrifuge-Heal Force Bio

3.1.3. Kullanilan kitler

Gergcek zamanli PZR Master Mix, Thermo Scientific™ Maxima SYBR Green/ROX
gPCR Master Mix (2X), K0221
cDNA Kiti, High-Capacity cDNA Reverse Transcription Kit, 4368814
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3.1.4. Kimyasal malzemeler

- 9%0,05 Tripsin-Etilen Diamin Tetraasetik Asit (Tripsin-EDTA), Gibco, ABD

- 4',6-Diamidino -2-fenilindol dihidrokloriir (DAPI), Sigma

- Alizarin Red S, Sigma, Almanya

- Alizarin, Sigma&Aldrich, USA

- Alkaline Phosphatase(H-300), sc 30203, Lot #K1109, Santa Cruz Biotechnology

- Alkol, Tekkim Kimya, Tiirkiye

- Anti- Collagen, #PA1-26204, Lot #MJ4723355D, Thermo

- Baseink™, HDBioink, Tiirkiye

- BMP-2 (N-14), sc6895, Lot #G1310, Santa Cruz Biotechnology

- BMP-4 (N-16), sc-6896, Lot #K1610, Santa Cruz Biotechnology

- Boneink™, HDBioink, Tiirkiye

- CaCl,

- COL-1, sc-59772, Santa Cruz Biotechnology

- Dexamethasone, Sigma, Almanya

- Dimetilsiilfoksit (DMSO), Sigma, Almanya

- DMEM F12, BI, Israil

- Fetal sigir serumu (Fetal Bovine Serum/ FBS), Gibco, ABD

- Fibronectin (EP5), sc8422, Lot #F1808, Santa Cruz Biotechnology

- Fosfat tuz tamponu (Phosphate Buffered Salin/ PBS), Gibco, ABD

- Gaot anti-mouse, IgM-FITC, SC2082, Lot #F0509, Santa Cruz Biotechnology

- Goat anti-mouse, IgG-TR, sc2781, Lot #C3109, Santa Cruz Biotechnology

- Goat anti-rabbit, IgG-FITC, SC2012, Lot #J1514, Santa Cruz Biotechnology

- Goat anti-rabbit, IgG-FITC, sc2780, Lot #C1015, Santa Cruz Biotechnology

- High Glucose DMEM, BI, Israil

- Kloroform, Sigma, Almanya

- L- Ascorbic Acid Phosphate Magnesium Salt n- Hydrate, Sigma

- L-glutamin, Gibco, USA

- Nestin (5C93), sc71665, Lot #H1707, Santa Cruz Biotechnology

- Nikleaz Free, Ultra Distile Su, Biochrom AGUItra Pure Water, Sterile, Suitable for
HPLC, L0015-BC

- OPN (AKm2A1), sc-21742, Lot #H2709, Santa Cruz Biotechnology

- Paraformaldehit (PFA) Sigma&Aldrich, Inc., Almanya
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- Penisilin-Streptomisin Soliisyonu, Gibco, ABD

- Primerler, (Sentegen, Ankara)

- Sodyum hidroksit (NaOH), Sigma, Almanya

- Trizol Reagent, Sigma, Almanya
- Vimentin (C-20), sc7557, Lot #£2909, Santa Cruz Biotechnology
- Water Thermo Scientific™ Water, Nuclease-free, Molecular Biology Grade, Ultrapure,

7732-18-5

- B- Glycerophosphate Disodium Salt Pentahydrate, Sigma

3.1.5. Kullanilan primer gen dizileri

Calismada kullanilan primerler dizileri Dr. Hakan DARICI tarafindan tasarlanmis olup

Sentegen (Ankara) firmasi tarafindan sentezlenmistir. Kullanilan primerlere ait baz dizileri

Cizelge 3.1°de belirtilmistir.

Cizelge 3.1. 50 nmol hacminde OPC grade primerler

PRIMER ADI PRIMER DIZiSI UZU?\IAI:% U
ALP forward primer CTATCCTGGCTCCGTGCTCC 20
ALP reverse primer GCACCCCAAGACCTGCTTTA 20
BMP2 forward primer ACTCGAAATTCCCCGTGACC 20
BMP2 reverse primer CCACTTCCACCACGAATCCA 20
GAPDH forward primer CAAATTCCATGGCACCGTCA 20
GAPDH reverse primer GACTCCACGACGTACTCAGC 20
RUNX forward primer TGAGCATCACCAACCCACAG 20
RUNX reverse primer GCACTGTGGGTACGAAGGAA 20

3.1.6. Hiicre hatlan

Calismamizda daha Onceden izole edilen, c¢ogaltilip karakterize edildikten sonra

dondurularak saklanmis insan kok hiicre hatlari kullanilmistir. Kullanilan hiicreler Istinye

Universitesi Rektorii Prof. Dr. Erdal KARAOZ tarafindan hediye edilmistir. Calisma i¢in

hiicre kaynagi olacak {i¢ farkli bolge secilmistir.
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Buna gore ¢aligsmada kullanilacak hiicreler su sekilde isimlendirilmistir:

1. Adipoz Doku-Mezenkimal Kok Hiicreler (AD-MKH)
2. Dental Pulpa-Mezenkimal Kok Hiicreler (DP-MKH)
3. Periodontal Ligament-Mezenkimal Kok Hiicreler (PDL-MKH)

Calismada kullanilan hiicrelerin karakterizasyonlari ve detayli analizleri daha 6nce Prof. Dr.
Erdal KARAOZ ve ekibi tarafindan yapilmis olan bu hiicreler ile yapilan deneylerden
olusturulan yayinlar ve hiicre hatlarina ait akim sitometri analiz sonuglar1 (sekil 3.1 ve

cizelge 3.2) asagida belirtilmistir.

1. Adipoz Doku-Mezenkimal K6k Hiicreler (AD-MKH):
e Comparison of different sources of mesenchymal stem cells: Palatal versus
lipoasirated adipose tissue (Hakki ve digerleri, 2017).
2. Dental Pulpa-Mezenkimal Kok Hiicreler (DP-MKH):
e Isolation and in vitro characterisation of dental pulp stem cells from natal teeth
(Karaoz ve digerleri, 2017).
3. Periodontal Ligament-Mezenkimal Kok Hiicreler (PDL-MKH):
e Comparison of Mesenchymal Stem Cells Isolated From Pulp and Periodontal
Ligament (Hakki ve digerleri, 2015).
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Sekil 3.1. Calismada kullanilan MKHH’lere ait akim sitometri analiz sonuglari

Cizelge 3.2. Calismada kullanilan MKHH’lere ait akim sitometri analiz sonuglari

CD90 CD73 Anti HLA-DR
AD-MKH 99,91 99,85 2,12
DP-MKH 99,20 99,76 0,21
PDL-MKH 94,74 92,19 2,76
3.2. Yontem

Calismamiza ilk once AD-MKH, DP-MKH ve PDL-MKH’lerin 6. pasaja (P6) kadar

cogaltilmasiyla baglanmistir. Her hiicre tipi igin, her deney tekrarinda bir kiiltiir kab1 olacak

sekilde iclerinde en az 8.10° hiicre bulunan 3 adet T75 kiiltiir kabi ile deneylere baglanmuistir.
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Her hiicre tipinde 10,6.10° hiicre 2B deneylerde, 14.10° hiicre ise 3B deneylerde
kullanilmistir. Deneylerin hemen oOncesinde 2B ve 3B Kkiiltiir ortamlar1 olusturularak
deneylere baslanmis ve Ornekler 28 giin siireyle kiiltiire edilmistir. Hiicrelerin deney
baslangicindaki halleri ile deney sonundaki osteojenik farklilagsmalarin1 karsilastirabilmek
icin, deneyin baslangicinin ertesi giiniinnde (1. Giin) ve deneyin sonunda (28. Giin) hiicreler

ilgili analizlere alinmistir (Sekil 3.2).
Her asamada uygulanan islemler 6zetle su sekildedir:

3.2.1. Hiicrelerin Deneye Hazirlanmasi
3.2.2. 2B ve 3B Kiiltiir ve Osteojenik Farklilagma Agamast
- Kiiltiir Ortalamlarinin Hazirlanmasi
- Deneylerde Kullanilan Besiyerlerinin Hazirlanmasi
- 3B Kiiltiir Ortamu I¢in Hidrojellerin Hazirlanmasi
- Hicrelerin 2B ve 3B Ortamlarda Ostrojenik Farklilagmas1
3.2.3. Karakterizasyon Islemleri
- Histolojik Boyamalar (Alizarin Red Boyamast)
- Immiin Floresan (IF) Boyama
- Akim Sitometri Analizi

- Gergek Zamanli PZR Analizi ve Istatistiksel Degerlendirmeler
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CALISMA PLANI

Deney oncesi B  -Hiicrelerin Cogaltilmasi
-2B ve 3B Kiiltlir Ortamlarinin Hazirlanmasi
* Besiyeri Hazirlanmas
* Kontrol Grubu Besiyeri (KGB)
* Osteojenik Farklilasma Grubu Besiyeri (OFGB)
* Hidrojellerin Hazirlanmasi( 3B kiiltiir ortamlarinda
kullanilmistir.)

*+ Baseink™
*+ Boneink™

Deney Baglangici -
v Basiang 1.Gun— - Akim Sitometrik Analizler
- Immiin Floresan (IF) Boyamalar
Deney sonu 28. Gin—

- Histolojik boyamalar

- Akim sitometrik analizler

- Immiinfloresan (IF) boyamalar

- Gergek zamanh PZR analizi ve Istatistiksel Degerlendirmeler

Sekil 3.2. Caligsma plan1

3.2.1. Hiicrelerin deneye hazirlanmasi

Calismamizin bu agamasinda uygulanan protokoller asagida belirtildigi gibidir.

Besiveri hazirlanmasi

Calismamizin bu asamasinda hazirlanan besiyeri dondurulmus hiicrelerin ¢dziinmesi ve

pasajlama islemlerinde kullanilmistir. Hazirlanan besiyeri igceriginde %10 oraninda FBS
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(Fetal Bovine Serum) (S.American- origin B104-127-1A), 100 U/mL Penisilin, 0.1 mg/mL
Streptomisin (Gibco, USA) igeren DMEM-F12 (1:1) (Thermo Fisher — 31330038)

bulunmaktadir.

Hiicrelerin ¢oziulmesi

1. Stoktaki igleirnde 1 veya 2.10° dondurulmus hiicre bulunan kriovialler, 37 °C’lik su
banyosuna konarak hizla 1sitilmistir.

2. Santrifiij tiipiine alinan vial icerigine besiyeri eklenerek 1500 RPM’de 5 dakika
santrifiijlenmistir.

3. Hiicreler Thoma lami ile sayilip hiicrelerin ne kadar seyreltilmesi gerektigine ve ekim
konsantrasyonuna karar verildikten sonra belirlenen miktarda hiicre, yeni kiiltiir kabina
aktarilmistir. Bu asamada hiicreler T25’e ekilecekse 6.10°, T75’e ekilecekse 6.10° hiicre
kiltiir kabina ekilmistir.

4. Kiiltiir kab1 nazikge sallanarak hiicrelerin esit sekilde dagilmasi saglanmistir. Ardindan
inkiibatore kaldirilan hiicreler %90 konfluensiye ulasana kadar kiiltiire edilmis,

gerektiginde besiyeri degistirilmistir.

Calismamizda pasaj numaralar1 sirastyla P3, P2 ve P2 olan AD-MKH’ler, PDL-MKH ve DP
MKH’ler T175 kiiltiir kaplarinda %90 yogunlukta olacak sekilde pasaj 6’ya gelene
cogaltilmistir. Pasajlama islemi asagida belirtilen protokole uygun olarak yapilmistir (Sun
ve Karaoz, 2020).

Hiicrelerin pasajlanmasi

1. Inkiibatorden alinan hiicrelerin {izerinden besiyeri ¢ekilmistir.

2. Hiicreler fosfat tamponlu tuz ¢ozeltisi (Phosphate Buffer Salin/ PBS) ile yikadiktan sonra
PBS atilmistir.

3. Kiiltiir kabina hiicrelerin ylizeyini kaplayacak miktarda %0,25 tripsin eklendikten sonra
37°C’de 5dk inkiibatérde bekletilmistir.

4. Yiizeyden ayrildig1 mikroskopla kontrol edilen hiicrelerin {izerine tripsin miktar1 kadar
KGB eklenmistir. Hiicreler, tripsin ve yeni besiyeri ile yaklasik 2-3 dakika inkiibatorde

bekledikten sonra hiicreleri de igeren karigim pipetle toplanmaistir.



46

5. Elde edilen karisim santrifiij tiipiine alinarak ve 1500 RPM’de 5 dakika santrifiij
yapilmustir.
Hiicreler Thoma lam ile sayildiktan sonra, yeni kiiltiir kabina 6nceden 1sitilmis taze
KGB ile aktarilmistir. Cogaltma asamasida T75 kiiltiir kaplar1 igin 2.10%, T175 kiiltiir
kabu i¢in 6.10° hiicre olacak sekilde ekim yapilmistir.

6. Kiiltiir kabi1 nazik¢e sallanip hiicrelerin esit sekilde dagilmasi saglanarak %35
karbondioksitli ve 37°C’deki inkiibatore kaldirilmis, ¢agaltma siiresince gerektiginde

besiyeri degistirilerek %80-90 konfluensiye ulagana kadar kiiltiire devam edilmistir.

Bu islemler sonucunda hiicrelerin bir kismi 2B ve 3B kiiltiir ortamlarindaki analizler i¢in
saymmi yapilarak hiicre kiiltiirii kaplarina yilizey alanlariyla orantili olacak sekilde
paylastirilmis olup bir kismi da deneylerin tekrarlandig1 durumlarda ayni pasaj numarasinda

tekrar kullanilabilmesi agisindan dondurulmustur.

Hiicrelerin sayimi

Sayim i¢in 1.5 ml santrifuyj tlipliniin i¢ine mikropipet ile 10 pl hiicre ve 10 pl trypan mavisi
eklenmistir. Elde edilen karistmdan 10 pl alinarak mikroskopta hemasitometri iizerinde bes
alanda hiicre sayim yapilmis ve bulunan say1 sulandirma katsayisi ile ¢arpilarak 1 ml

besiyerindeki hiicre sayis1 hesaplanmistir.

3.2.2. 2B ve 3B Kkiiltiir ve osteojenik farklilasma asamasi

Kiiltiir ortamlarinin hazirlanmasi

Deneylerde kullanilan besiyerlerinin hazirlanmasi

Kontrol grubunda besiyeri (KGB)

Hiicrelerin deneylere hazirlanmasi asamasinda kullanilan, igeriginde %10 oraninda FBS (S.
American- origin BI04-127-1A), 100 U/mL Penisilin, 0.1 mg/mL Streptomisin (Gibco,
USA) igeren DMEM-F12 (1:1) (Thermo Fisher — 31330038) besiyeri, hiicrelerin osteojenik
farklilagmalarini degerlendirmek amaciyla kullanilmis olup kontrol grubu besiyeri (KGB)

olarak adlandirilmistir.
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Osteojenik farklilasma grubu besiyeri (OFGB)

Osteojenik farklilasma i¢in %10 oraninda FBS (S.American- origin B104-127-1A), 100
U/mL Penisilin, 0.1 mg/mL Streptomisin (Gibco, USA) kullanilmakla birlikte KGB’den
farkli olarak 10 M Deksametazon, ve 10mM B- Gliserofosfat, iceriginde 4,5g/I D- Glucose
ve 4 mM L-Glutamine olan 500 ml High Glucose DMEM (Sartorius), (BI, Israel) ile
coziinerek hazirlanmistir (Lee ve digerleri, 2013). Deksametazon uygulama sirasinda taze

olarak hazirlanmistir.

3B kiltiir ortami icin hidrojellerin hazirlanmasi

Calismamizda 3B ¢alisma gruplarinda kontrol amagli olarak %5 oraninda aljinat ve jelatin
iceren Baseink™ ile osteojenik farklilagmayi tetiklemesini bekledigimiz aljinat ve jelatine
hidroksiapatit eklentili hidrojel Boneink™ kullanilmistir. Osteojenik farklilagsma gruplart,
olusturulacak mikrogevrenin alveolar kemigi taklit edecek bir formda olmasi i¢in (Frohbergh
ve digerleri, 2012; Gallagher, 1954) hacimsel olarak %65 kiitlesel olarak ise %15 oraninda
hidroksiapatit (HA) iceren, HD Bioink firmasi tarafindan ¢alisma i¢in modifiye edilmis
aljinat ve jelatin igerikli hidrojel (Boneink™) iiriinii kullanilarak olusturulmustur.
Hazirlanan 20ml’lik Boneink™ karisiminin hacimsel olarak 13 ml’si HA’l1 ¢ozelti iken 7
ml’si aljinat ve jelatin igermektedir. Ozkiitlesi (d) 0,3 g/ml olan HA nin firmadan talep edilen
karigim i¢indeki agirligi 3,9 g olarak belirlenmis olup karigimda ¢éziinen diger maddelerden

toplam kat1 agirlig1 560 mg olarak belirlenmistir (Resim 3.1).

Resim 3.1. 3B kiiltur ortamlarinda kullanilan Boneink™ ve Baseink™

Baseink™ ve Boneink™ hazirlanma asamalar1 asagida belirtilmistir (Resim 3.2).
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Firmadan alinan hidrojeller, 20 ml KGB igerisinde cam baget yardimiyla homojen bir
kivama gelene kadar ¢ozdiiriilmiistiir.

Cozilinen karisim sicak su banyosunda 37°C’de 15 dk bekletilmistir.

Homojenitesi kontrol edilen karigim 121°C’de sivi prosediirlere uygun sekilde
otoklavlanmustir.

Otoklavlanan jeller sogumadan hiicre ekimi yapilacak olan hiicre kiiltlirii kaplarina
kuyucuklarin yiizeylerini kaplayacak sekilde steril pipet yardimiyla yavas bir sekilde
aktarilmistir. Bu asamada jellerin sicak bir sekilde uygulanmasinin nedeni daha homojen
bir yayilim saglanmak istenmesidir.

Hazirlanan homojen karisim 37°C’de %5 CO2 atmosfer basinci altinda 10 dk inkiibe
edilmistir.

Capraz baglayici olarak 50 mM CacCl: ¢6zeltisi hazirlanmis ve kuyucuklara eklenmistir.
10-15 dakikalik inkiibasyon siiresinin ardindan CaClz ¢dzeltisi pipet yardimiyla

uzaklastirilmastir.

mooOw>

Cam baget yardimiyla karistirilmasi

Sicak su banyosunda 1sitilmasi

Hidrojellerin otoklavlanmasi

Hidrojellerin kiiltiir kaplarma aktarilmasi (Boneink™)
Hidrojellerin kiiltiir kaplarma aktarilmasi (Baseink™)

Resim 3.2. Hidrojellerin hazirlanma agsamalari
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Hiicrelerin 2B ve 3B ortamlarda osteojenik farklilasmasi

Calismamizda T175 hiicre kiiltlirii kaplarinda %80-90 yogunlukta ekilmis olan, 2B
deneylerde her bir hiicre hatt1 i¢in 10,6.10¢, 3B deneylerde her bir hiicre hatt1 i¢in 14.10°
sayida, pasaj numaralar1 P6 olan AD-MKH, DP-MKH ve PDL-MKH’leri kullanilmistir.

2B kiiltiir farklilasmasi

Osteojenik farklilasmalarini degerlendirebilmek amaciyla 28 giin boyunca kiiltiire edilecek
caligma gruplarini olusturan her bir hiicre hatti ayri ayr1 akim sitometri testleri icin T25 hiicre
kiiltiirii kaplarina, gergek zamanli PZR analizleri i¢in 6 kuyucuklu hiicre kiiltiirii kaplarina,
IF boyamalar i¢cin 48’er kuyucuklu kiiltiir kaplarina ve histolojik boyamalar i¢in 12’ser

kuyucuklu kiiltiir kaplarina ekilmistir. Deneyler ii¢ tekrarli olarak gerceklestirilmistir.

Iki boyutlu ¢alisma gruplari olusturulurken,

e Akim sitom analizleri i¢in 3,6.109,
e [F boyamalar igin 1.10¢,
e Histolojik boyamalar i¢in 1,5.10° ve

e Gergek zamanli PZR analizleri i¢in 4,5.10° sayida hiicre kullanilmistir.

Hiicreler deney kuyucuklarina ekilirken KGB ile ekilmistir. Calisma planimizda 1. giin
olarak adlandirilan bu islemde amacimiz MKH’lerin hiicre kiiltiirii kaplarinda yiizeye
tutunmasin1 saglamaktir. Yaklasik 24 saat 37°C’de inkiibe edilen hiicrelerin ylizeye
tutunmast mikroskopla kontrol edildikten sonra hiicre kiiltlirii kaplarindaki besiyerleri
OFGB besiyerleri ile degistirilerek 28 giin siirecek olan osteojenik farklilasma deneyleri

baslatilmistir.

Deneyler sirasinda 28 giin boyunca her 3 giinde bir besiyeri degistirilerek, 37°C’de %5 CO-
atmosfer basinci altinda inkiibe edilmistir. Hiicrelerin kiiltiir donemi i¢inde morfolojik
yapilarinda meydana gelen degisimleri takip etmek ve yapilacak olan analizlerden 6nce elde
edilecek bulgularin 6n yorumlamasinin yapilabilmesi istenmis, bu amagla 6 kuyucuklu hiicre
kiiltiirii kaplarinda bulunan her bir hiicre hattinin mikroskopla 3, 7, 14, 21 ve 28. giinlerde

goriintiileri 151k mikroskobu altinda kaydedilmistir. Kontrollii olarak takip edilen 2B
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osteojenik farklilasma gruplarinda deneyler 28. giliniin sonunda tamamlanmis olup

karekterizasyon asamasina gecilmistir.

3B kaltir farklilasmasi

Hiicreler 28 giin sonunda histolojik boyamalar, gercek zamanli PZR analizleri ve IF
boyamalar i¢in degerlendirilmek {izere asagida belirtilen sekilde hazirlanan jellerin iizerine

ekilmistir.

3B calisma gruplar1 olusturulurken;

e [F boyamalar igin 2.10° (KGB ve OFGB ile kiiltiire edilen her bir ¢alisma grubu igin
1.10°)

e Histolojik boyamalarda i¢in 3.10° (Baseink ve Boneink ile kiiltiire edilen her bir ¢calisma
gruplari igin 1,5.10°)

e  Gergek zamanli PZR analizleri i¢in 4,5.10° sayida hiicre kullanilmistir.

Hiicreler, hazirlanan jeller iizerine KGB ile ekilmistir. Calisma gruplarinda bulunan
MKH’lerin jellere tutunmasi i¢in 24 saat 37°C’de inkiibe edildikten sonra mikroskopta
kontrol edilerek tutundugu gézlemlenmis ve kontrol besiyerleri ¢ekilerek OFGB eklenmistir.
Sonrasinda 28 giin boyunca siirecek olan kiiltiir periyodunda ¢alisma gruplar1 her 3 giinde

bir besiyeri degistirilerek 37°C’de %5 CO2 atmosfer basinci altinda inkiibe edilmistir.

Olusturulan ¢aligma gruplari ile Kontrollii olarak takip edilen deneyler 28. giiniin sonunda

tamamlanmig olup karekterizasyon asamasina gegilmistir.

3.2.3. Karakterizasyon islemleri

Histolojik boyamalar

Iki boyutlu deneylerde OFGB ve KGB ile kiiltiire edilen galigma gruplarinda 28. giiniin
sonunda hiicre dis1 kalsifikasyonun (primer kemik nodiillerinin) 151k mikroskobu altinda

histokimyasal olarak incelenmesi amaciyla alizarin red ile boyanmustir.
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Histolojik boyama analizleri i¢in Cizelge 3.3’te belirtilen 2B ve 3B ¢alisma gruplarinin
tamaminda oncelikle hiicrelerin ekilmis oldugu kuyucuklardaki besiyerleri ¢ekilerek, her bir
kuyucuk 3’er defa 5dk olmak iizere PBS soliisyonla yikanmistir. Sonrasinda tiim gruplar

%4°liikk Paraformaldehit (PFA) ile fikse edilerek boya hazirlama asamasina gecilmistir.

Cizelge 3.3. Histolojik boyamalarda degerlendirilen ¢alisma gruplari

Kiiltiir Ortami1 Besiyeri Hidrojel AD-MKH DP-MKH PDL-MKH
2B KGB YOK
OFGB YOK
Baseink™
3B KGB Boneink™
OFGB Boneink™

Histolojik boya hazirlanirken

1. 2 gr alizarin red (Sigma, USA) 100 ml distile suda manyetik karistirici yardimiyla
homojen bir sekilde ¢ozdiiriildii (Resim 3.3.a).

2. Coziinen karistmin pH degeri degeri HCl ve NaOH kullanilarak 4,5 olacak sekilde
sabitlenmistir.

3. Olusturulan karisim kagit filtreden gecirilerek daha homojen bir hale getirilmistir (Resim
3.3.b).

4. Hazirlanan karisim calisma gruplarina uygulanmadan 6nce fikse etmek i¢in kullanilan
PFA cekilerek her kuyucuk 3’er kere 5 dk olmak iizere PBS ile yikanmistir. Yikama
islemlerinden sonra kuyucuklara yiizeyi kaplayacak sekilde hazirlamis oldugumuz
alizarin red boyalar eklenmis ve karanlik ortamda 1 saat 30 dk inkiibe edilmistir.
Inkiibasyon siiresi sonunda ¢aligma gruplar1 Nikon Eclipse TS2 marka 151k mikroskobu

ile degerlendirilmistir (Resim 3.3.c).
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Resim 3.3. a. Alizarin red boyasi, Sigma; b. Kagit filtre kullanilarak homojenize edilmesi;
c. Goriintiilerin alindig1 Nikon Eclipse TS2 marka 151k mikroskobu

Immun floresan boyamalar

Osteojenik farklilagmanin degerlendirilmesi amaciyla yapilan IF analizlerde 2B kiiltiir
ortaminda kontrol gruplari, farklilasma calismalar1 baslangicinda KGB ile kiiltiire edilmis
AD-MKH, DP-MKH ve PDL-MKH hatlari ile olusturulmus ve bu gruplarda DAPI ve nestin
1simalar1 degerlendirilmistir. 2B ve 3B ¢alisma gruplarinda IF boyamalar i¢in olusturulan
calisma gruplart Cizelge 3.4’te belirtildigi gibi uygulanmis olup boyamalar ikili boyama

yontemiyle licer kez tekrarlanarak yapilmistir.

IF boyamada hiicre varligini kontrol etmek amaciyla DAPI boyast kullanilmis olup,
boyamalarda primer antikorlarla uyumlu, yesil 151ma veren Floresein izotiyosiyanat (FITC)

ve kirmizi 1s1ma veren (Texas Red) sekonder antikorlar se¢ilmistir.

IF boyama analizleri asagida belirtilen siralamayla yapilmistir (Karadz ve digerleri, 2010).

1. Kiiltiir kabinda %50-60 yogunlukta inkiibe edilmis olan hiicrelerin besiyerleri ¢ekilerek
her kuyucuk 2 kez 200 pl fosfat tampon soliisyonu (Phosphate Buffered Saline/PBS) ile
yikanmistir.

2. 200 ul %]1,6 paraformaldehit (PFA) kuyucuklara eklenerek oda sicakliginda 15 dakika
inkiibe edilmistir.

3. PFA kuyucuklardan ¢ekilerek 3 kez 200 pl PBS ile yikanmis ve her yikama islemi
sirasinda kiiltiir lami ¢alkalayicida 5 dakika boyunca PBS calkalanmustir.
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. 200 pl 0,125M glisin ve 200 pl %0,1 Triton-X-100 kuyucuklara sirayla eklenerek her biri
oda sicakliginda 5’er dakika calkalayici lizerinde inkiibe edilmistir.

. 200 pl %0,5 Triton-X-100 kuyucuklara eklenerek ¢alkalayicida 15 dakika inkiibe edilmis
ve son olarak 200 pl %0,1 Triton-X-100 kuyucuklara eklenerek calkalayicida 5 dakika
boyunca ¢alkalayarak yikanmistir. Bu islem her hiicre hatti icin 3’er kez tekrar edilmistir.
. 200 pl %5 bloklama soliisyonu kuyucuklara eklenmis ve calkalayicida 1 saat boyunca
bloklama islemi yapilmistir. Sonrasinda kullanilacak primer antikorlardan bloklama
solisyonu ile 1:200 diliisyon hazirlanmis olup hazirlanan diliisyonlardan kuyucuklara
100 pl eklenerek gece boyu 4°C’de inkiibe edilmistir.

. Ertesi giin soliisyon kuyucuklardan g¢ekilerek ve kuyucuklara 200 pul PBS eklenmistir.
Sonrasinda calkalayicida 10 dakika boyunca yikanmis ve bu islem her hiicre hatt1 i¢in 3
kez gergeklestirilmistir.

. 200 pl PBS eklenerek kiiltiir lam1 5 dakika boyunca g¢alkalanmis ve 1:200 oraninda
seyreltilmig bloklama soliisyonu ile sekonder antikor her kuyucuga bu diliisyondan 100
ul eklenerek oda sicakliginda 45 dakika calkalayici lizerinde inkiibe edilmistir.

. Sekonder antikor igerikli soliisyon aspire edildikten sonra kuyucuklara 200 pl PBS
eklenerek ¢alkalayicida 15 dakika boyunca ¢alkalanarak yikanip her kuyucuk kiiciik birer
damla kapatma soliisyonu damlatilmig ve uzun bir lamel yardimiyla lam kapatilmistir.

Sonrasinda ornekler floresan mikroskopta incelenmistir.
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Cizelge 3.4. Osteojenik farklilasma deneylerinin degerlendirilmesi i¢in olusturulan IF

calisma gruplari

Kiltir
Ortami

Besiyeri

Hidrojel

Antikor

Primer

Sekonder

AD-MKH

DP-MKH

PDL-MKH

2B

3B

OFGB

KGB

OFGB

Boneink™

Boneink™

COL-1

Nestin

ALP

Fibronektin

BMP-2

Vimentin

BMP-4

Osteopontin

R
M
R
M
G
M
G
M

Negatif Kontrol

ALP

R/M/G

Vimentin

COL-1

Osteopontin

Nestin

BMP-2

R
M
R
M
M
G

ALP

Neiatif Kontrol | R/IM/G

Vimentin

COL-1

Osteopontin

Nestin

BMP-2

R
M
R
M
M
G

Negatif Kontrol

R/M/G

Negatif kontrol gruplarinda da ayn1 protokol yontemleri uygulanmis olsa da primerler yerine

PBS kullanilmistir. DAPI ¢ekirdek boyasi tiim gruplara uygulanistir (R: Rabbit, M: Mouse,
G: Goat)
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Alkum sitotmetri analizleri

Osteojenik farklilasma ortaminda inkiibe edilen MKH’lerin immunofenotipik 6zelliklerinin
belirlenmesi i¢in akim sitometrik analizleri uygulanmistir. Bu yontemle hiicrelerin MKH
ylizey reseptorlerini tasiyip tagimadiklart analiz edilerek hiicrelerin CD90, CD105, CD73
gibi MKH belirtecleri bakimindan pozitif ve CD45, CD34, CD11b, CD19 ve HLA-DR gibi
hematopoetik belirtecler bakimindan negatif olduklari belirlenmistir. Analizlerde, belirlenen
hiicre yiizey belirteglerine 6zgii, floresan isaretli monoklonal antikorlar kullanilmis ve
analizler BD firmasina ait FACS Calibur cihazinda gerceklestirilmis ve yiizde degerler

tizerinden degerlendirme yapilmistir (Sun ve Karaoz, 2020).

Analizlerde kontrol grubu olarak, ¢alisma baslangicinda (1. giin)AD-MKH, DP-MKH ve
PDL-MKH hatlarina ait akim sitometri analizinden elde edilen veriler kullanilmistir. Bu
datalar ayn1 zamanda hiicrelerin kok hiicre karakterizasyonunu da saglamaktadir. 3B
kiiltiirlerdeki jel yapisinin, akim sitometri cihazinin kapiller sistemi ile uyumsuz olmasindan
dolayr bu analizler sadece 2B c¢alisma gruplarinda uygulanmis, 3B gruplarda

uygulanamamustir.

Analizler uygulanirken izlenen islem basamaklari asagida belirtilmistir (Sun ve Karaoz,
2020).

1. Sayica yaklasik 1x10° olan MKH’ler pelet seklinde alinarak iizerine yaklasik 300 ul PBS
soliisyonu ilave edilmistir.

2. Pozitif, negatif ve kontrol olmak iizere ii¢ sitometri tiipii hazirlanmigtir (Resim 3.4).

3. Her sitometri tiipiine yaklagik 100 ul PBS olacak sekilde hiicreler paylastirilmistir.

4. Hicrelere,
- Pozitif tiipe; Pozitif kokteyl antikorlar1 (CD90, CD105, CD73)
- Negatif tiipe; Negatif kokteyl antikorlari (CD45, CD34, CD11b, CD19, HLA-DR)
- Kontrol tiipiine; pozitif ve negatif kontrol antikorlarindan 20 pl koyulmustur.

5. Hassas bir sekilde karistirilip, birkag saniye vorteks cihazinda santrifiij edildikten sonra
30 dakika oda 1si1sinda ve karanlikta inkiibe edilmistir.

6. Sonrasinda her tiipe 2 ml PBS soliisyonu eklenerek 1500 rpm’de 5 dakika santrifiij

edilmistir.
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7. Tiplerdeki siipernatant kismi dokiildiikten sonra pelet iizerine her tiipe okutma yapmak

icin PBS soliisyonu eklenerek analizler yapilmistir.

Kondol Adipet /Mers

\
i

Moy otif Adipat Merx

Pot Mevee.

P et
Roatre P

Megatiy PN Merue

Kondrod PDL. Merct

Roactiy ADL Merve
Yorbrof DP Merse

7

Aevetirl RO e
e

~

¢
S
~
¥

™~

&
4

Resim 3.4. Akim sitometri analizlerinin degerlendirilmesi i¢in hazirlanan tiipler

Gercek zamanli PZR analizi ve istatistiksel degerlendirmeler:

28 giin boyunca 37°C’de %5 CO: atmosfer basinci altinda inkiibe edilen 2B ve 3B hiicre

hatlarinin ger¢ek zamanli PZR analizleri i¢in manuel yontem uygulanmistir. Bu yontem

uygulanirken asagidaki islem basamaklar: takip edilmistir. Pozitif kontrol grubu olarak 2B

deneylerde 28 giin boyunca KGB ile kiiltiire edilen hiicre hatlar1 kullanilmistir.

Analizler i¢in olusturulan gruplar Cizelge 3.5’te belirtilmistir.

Cizelge 3.5. Gergek zamanli PZR analizi i¢in olusturulan ¢aligma gruplari

gr‘g;rl Besiyeri Hidrojel | AD-MKH | DP-MKH | PDL-MKH
KGB
2B (+ Kontrol ) YOK
OFGB YOK
KGB Boneink™
3B
OFGB Boneink™
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Manuel RNA izolasyonu

10.

6 kuyucuklu hiicre kiiltiiri kaplarinda yaklasik agirligi 25mg olan her bir kuyucugun
icindeki besi yeri ¢ekilerek 1ml trizol eklenmistir.

3B osteojenik farklilasma deneylerinde diger gruplardan farkli olarak jelleri hiicrelerden
uzaklastirmak i¢in, trizolle jellerin par¢alanmasindan sonra 70 um biiyiikliigiinde porlara
sahip hiicre siizgeci (Cell Stainer) kullanilmistir. Bu islemin amaci jel kalintilarim
uzaklastirmaktir (Resim 3.5.a).

Igerisine trizol koyulan kuyucuklara pipetaj yapilarak 2 ml hacmindeki santifiij tiiplerine
aktarilmigtir (Resim 3.5.b).

1-2 dk elle hizlica ¢alkalanarak 5 dk oda sicakliginda bekletilmistir.

Daha sonra 0,5 ml kloroform ekleyerek calkalama islemi yaptigimiz tiipler 4 °C, 12000
rpm’de, 2dk santrifiij edilmistir.

2B calisma gruplarinda satrifiij edilen tiiplerde asagidan yukariya dogru sirasiyla protein,
DNA ve RNA olmak {izere 3 faz gézlenmistir (Resim 3.5.c). Boneink™ kullanilarak
olusturulan 3B galisma gruplarinda ise 4. bir tabaka olarak en alt katmanda HA birikimi
gozlenmistir (Resim 3.5.d).

Ust katmam olusturan RNA kismu dikkatli bir sekilde mikropipetlerle alinarak daha
onceden otoklavlanmis olan RNAaz/DNAaz icermeyen ependorf tiiplerine nakledilmis
ve 1:1 oraninda isopropanol eklenmistir.

Oda sicakliginda 10 dk bekletip 4 °C, 12000 rpm’de, 2dk santrifiij edilmistir.

Santrifiij edilen tiiplerin siipernatant kisimlar1 dokiilerek her bir tiiper %96 derisiminde
etanol eklenmistir.

DNA/RNA icermeyen suda (DNA/RNA free Water) yikama yapilarak RNA

konsantrasyonlar1 6l¢iimlerine gegilmistir.



Resim 3.5. a. 3B calisma gruplarinda jelleri uzaklastirmak icin kullanilan hiicre siizgeci, b.
Santrifiij edilen ¢aligma gruplari, c. 2B ¢aligma gruplarinda santrifiij sonrasi
gbzlemlenen tabakalar, d. 3B ¢alisma gruplarinda santrifiij sonras1 gézlemlenen
tabakalar

RNA konsantrasyon dlciimii

Izole edilen RNA’larin saflig1 ve konsantrasyonlart Thermo Fisher marka Nanodrop cihazi
ile dl¢iilmiistiir (Resim 3.6). Ol¢iim icin DNA/RNA igcermeyen suda ¢oziinen RNA peletleri
2’ser pl alinarak cihazda 6l¢iim yapilmis olup sonuglar Cizelde 4.4’°te verilmistir. Sonrasinda
elde edilen konsantrasyonlar ile tamamlayict DNA (Completed DNA/ cDNA) sentezi i¢in
gerekli hesaplamalar yapilmistir. Olgiimlerde A260/A280 degeri izole edilen RNA’larin
safliklarini ifade etmektedir. RNA icin yaklasik 1.8-2.0 orani yiiksek saflik olarak kabul
edilmektedir.
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Resim 3.6. Nanodrop, Thermofisher

cDNA Sentezi

Izole edilen RNA’larin ng/ul cinsinden miktarlar1 &lgiilmiis ve bu degerlere gore tiim
gruplarda ve MKH hiicre hatlarinda ¢cDNA sentezinde kullanilacak diger malzemeler

oranlanmustir.

Cihazda olgiilen degerler ng/ul cinsinden oldugu i¢in reaksiyon 20 ng’dan kurulmus ve
gerekli hesaplamalar yapilmigtir. Her bir 6rnek i¢in hesaplama asagida belirtilen formiile

uygun olarak yapilmistir;

Hesaplama
1ul (cihazda 6l¢iilen deger) ng
X 1000ng

X= 1000/ (cihazda olgiilen deger) pl

cDNA standart reaksivon (1 Ornek icin)

10X RT Buffer e e 2ul
25X dNTP Mix (100 MM)-----mnnnnnnnnmmeev S ~--- 0.8 pl
10X RT Random Primers --------------------- e 2ul
MultiScribe™ Reverse Transcriptase et e e 1l

Nuclease-free H20-- e 4,2 ul
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Reaksiyon, ¢alismamizda kullanilan her bir 6rnek icin yukarida belirtilen birim deger
sayistyla garpilip. 1.5 mL lik ependorf tiiplerinde hazirlanmistir. Ornek basina mix karisimi
totalde 10 ul oldugundan her bir 6rnegin RNA’s1 eklenip total hacim 20 pl’den ¢ikarilarak

eklenecek su miktar1 hesaplanmistir.

Kullanilan kite ait ¢galisma protokoliindeki kurallara uygun olarak 4 asamada gerceklesecek
olan ¢aligmada sicaklik ve siire bilgileri Cizelge 3.6’da belirtilen sekilde cihaza girilmistir.
Stok primerler, High-Capacity cDNA Reverse Transcription Kit’e ait protokole uygun
olarak 10 uM’ olacak sekilde diliie edilmistir.

Cizelge 3.6. High-Capacity cDNA Reverse Transcription Kit’e ait sicaklik ve siire bilgileri

Settings Step 1 Step 2 Step 3 Step 4
Temp. 25°C 37°C 85°C 4°C
Time 5 minutes 120 minutes 10 minutes o0
Gercek zamanli PZR

Elde edilen cDNA’lar kullanilarak gercek zamanli PZR analizi yapilabilmesi igin
SensiFAST SYBR Hi-ROX Kit (Bioline) kiti kullanilmigtir. Kitin 6nermis oldugu protokole
uygun olarak analiz edilecek karigimlar, PZR tiiplerinde kuyucuk basma 20 pl hacminde
olacak sekilde hazirlanmistir (Cizelge 3.7). Orneklerin analize hazirlanmasi sirasinda
gergeklestirilen tiim islemler ¢alisma sicakligini koruyabilmek amaciyla buz iizerinde

yapilmistir.

Cizelge 3.7. SensiFAST SYBR Hi-ROX Kit (Bioline) hazirlanma protokolii

2x SensiFAST SYBR Hi-ROX Mix 10 pl

10 pl forward 0,8 pn

10 pl reverse primer 0,8 ul

cDNA 8,4 ul ‘ye kadar

H20 20 ul ‘ye tamamlayacak miktarda

Toplam 20 pl
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Hazirlanan 6rnekler karigtirilma amaciyla kisa bir siire santrifiij edilerek Applied Biosystems
BIO-RAD Real-Time PCR System cihazina yerlestirilmistir (Resim 3.7). Asagida belirtilen
asamalarla analizler yapilmistir (Cizelge 3.8). Analizlerde GAPDH, ALP, RUNX-2 ve

BMP-2 genlerinin ekspresyon seviyeleri hesaplanmistir.

Cizelge 3.8. BIO-RAD Real-Time PCR System cihazinda analiz agamalari

Sicaklik(°C) Siire(saniye) Dongli Asama
95°C 300
95°C 15 Déned A
on amast

60°C 30 x 40 U
72°C 30
60°C 15

+0,5°C artis ile | Melt Curve Asamasi
95°C 15

Resim 3.7. BIO-RAD Real-Time PCR System cihazi

Istatistiksel degerlendirmeler

Ct degeri, Orneklerin dongli esigini (Ct) ifade eder. Ct degeri PZR cihaz1 tarafindan
reaksiyondan sonra verilir. Basitce, PZR {irlinii tarafindan iiretilen floresansin arka plan

goriintiistinden ayirt edilebildigi dongii numarasidir. A sembolii deltay1 ifade eder. Delta, iki


https://toptipbio.com/ct-value-qpcr/
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sayt arasindaki farki tanimlamak i¢in kullanilan matematiksel bir terimdir

(Karamustafaoglu, 2017).

ACt degerlerinin hesaplanmasi

ACt, belirli bir ornek icin ilgilendiginiz hedef gen ile ve kontrol geni arasindaki Ct
degerlerindeki farktir. Bu, ilgilenilen geni, deneyinden etkilenmeyen bir gene gore

normallestirmek i¢in yapilir (Dincer ve digerleri, 2014).

ACt = Ct (hedef gen) — Ct (kontrol geni)

AACt degerlerinin hesaplanmasi

AACt hesaplamasi gruplar arasindaki ACt farklarini hesaplamak i¢in kullanilir.
AACt = ACt (uygulama yapilmis grup) — ACt (kontrol grubu)

2 44Ct degerlerinin hesaplanmasi

2 AACt yontemi olarak da bilinen delta-delta Ct (AACt) yontemi, gergek zamanli polimeraz

zincir reaksiyonu gergeklestirirken numunelerin nispi kat gen ekspresyonunu hesaplamak
i¢in kullanilan bir formiildiir. 2~ #2¢' degeri hesaplanirken AACt degerinin 2 iissiine

yerlestirilmesi ile hesaplanir.

Normallik testi

Ornek Gruplar1 olusturulup ilk olarak ¢alisma gruplarina Shapiro-Wilk normallik testi
yapilmistir. Shapiro-Wilk testi, rastgele bir 6rnegin normal dagilimdan gelip gelmedigini
anlamanin bir yoludur. Test sonucunda bir W degeri iiretilir; kiiciik W degeri gruplarin
normal dagilmadigimi gosterir. W degeri asagidaki formiille hesaplanmistir (Dincerve
digerleri, 2014).

. (227:1 fl-i-l’v:n)-
" B — N T
1T — T)

L

(3.1)
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ANOVA testi

Normallik analizi sonrasinda hipotezler ¢ergevesinde gruplar arasindaki farkliliklarin analizi
icin Welch ve Brown-Forsythe Varyans Analizi (ANOVA) testi yapilmistir. Varyans analizi
(ANOVA), bir veri setinde gézlemlenen toplu degiskenligi sistematik faktorler ve rastgele
faktorler olarak iki boliime ayiran ve istatistikte kullanilan bir analiz araci olarak

kullanilmistir (Cuevas, Febrero ve Fraiman 2004).

Sistematik faktorlerin, verilen veri seti iizerinde istatistiksel bir etkisi varken, rastgele
faktorlerin yoktur. Bu nedenle bir veri kiimesinde bagimsiz degiskenlerin bagimli degisken

tizerindeki etkisini belirlemek icin ANOVA testini kullanilir (Kim, 2014).

Analizlerde Welch ve Brown-Forsythe ANOVA kullanilarak bir Gauss dagilimindan
orneklendigi varsayilan, ancak gruplarin esit varyanslara sahip oldugu varsayilmadan fi¢
veya daha fazla eslestirilmemis 6l¢iim seti karsilastirilmistir. Analiz sonucunda tiretilen P

AT 33

degeri 0,05’ten kiiciik olan karsilastirmalar bir “*”, 0,01°den kii¢lik olan karsilagtirmalar

“*% (,001°den kiiciik olan karsilagtirmalar “***” ile isaretlenmistir.

Ki kare Testi

Ki-kare testi parametrik olmayan testlerdir. Iki nitel degisken arasinda bir iliskinin varlig
ortaya konmak istendiginde ki-kare bagimsizlik testi uygulanir. Ki-kare bagimsizlik testi;
2x2 ya dar x c tipindeki ¢apraz ¢izelgelerde gozlenen frekanslarin (Gij), marjinal olasiliklar

yaklagimina gore hesaplanan teorik frekanslara (Tij) benzerligini test etmeyi amaglar (Dogan

ve digerleri, 2010).

Grafiklerin hazirlanmasi

Grafikler olusturulurken kontrol gruplarma gére hesaplanan 2° 22 degerlerinin ortalamalar
kullanilmistir. Hata ¢ubuklari i¢in ortalamanin standart hatasi (standard error of the mean/

SEM) kullanilmastir.






65

4. BULGULAR

4.1. 2B deneylerde Kiiltiir Siiresi Boyunca Kaydedilen Isik Mikroskop Goriintiileri

Iki boyutlu ¢alisma gruplar1 6 kuyucuklu hiicre kiiltiirii kaplarina ekilmis olup uygulanan
besiyerine gore gruplar OFG ve KG olarak adlandirilmistir. Olusturulan gruplar 28 giin
boyunca kiiltlire edilmistir. Kiiltiir siiresince ¢alisma gruplarinin 3, 7, 14, 21 ve 28.giinlerde

151k mikroskobu altinda 100X biiyiitme ile kaydedilmistir.
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Adipoz Doku MKH’lere ait 2B deneylerde 151k mikroskonu altinda ¢ekilen goriintiiler Resim
4.1’°de degerlendirilmistir.

]
OSTEOQJENIK FARKLILASMA BESIYERI : KONTROL GRUBU BESIYERI
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Resim 4.1. AD-MKH’lerin 2B deneylerde 28 giinliik kiiltiir siiresi boyunca kaydedilen 151k
mikroskop goriintiileri (100X).
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Elde edilen goriintiiler incelendiginde;

3. giin kaydedilen goriintiilerde, ¢alisma gruplarinda bulunan hiicrelerin kiiltiir kabinin

tabanina tutundugu ve 7.glinden itibaren taban yiizeyini kaplamistir.

- 7. ginde KGB ve OFGB ile kiiltiire edilen hiicrelerde, MKH’lere 6zgii 1gsi yapilarda
fark edilir bir degisiklik gézlemlenmemistir.

- 14. glinde her iki grupta da hiicrerlerin ortama adepte olduklar1 ve sayica ¢ogaldiklar
gozlemlenmistir.

- 21. giinde elde edilen goriintiilerde hiicrelerin tabakalar halinde yigilmalar yaptig1 tespit
edilmistir.

- 28. glinde OFGB ve KGB ile kiiltiire edilen gruplarda hiicrelerin morfolojik yapilarinda

belirgin degisikliklerin olmadigi, her iki grupta da kok hiicrelere 6zgii olan igsi yapinin

degismedigi bulgulanmistir.
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Dental Pulpa kokenli MKH’lere ait 2B deneylerde 151tk mikroskonu altinda c¢ekilen

gorlintiiler Resim 4.2°de degerlendirilmistir.

OSTEQIENIE FARKLILASMA BESIYERI HONTROL GRURBLY BESIYERI
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Resim 4.2. DP-MKH’lerin 2B kiiltiir ortaminda 28 giinliik kiiltiir siiresi boyunca kaydedilen
mikroskop goriintiileri (100X).
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DP-MKH’lere ait elde edilen mikroskobik goriintiiler degerlendirildiginde;

- 3.ve7. giinde elde edilen goriintiiler AD-MKH’lerle benzer olarak bulgulanmustir.

- 14, giinde elde edilen gorseller degerlendirildiginde ise OFGB ile Kkiiltiire edilen
hiicrelerin boylarinda kisalmalarla birlikte morfolojik yapilarinda degisiklik basladigi
gozlemlenmistir. Bu farklilik KGB ile kiiltiire edilen gruplarda gozlemlenmemistir.

- 21. giinde kaydedilen goriintiilerde hiicrelerin morfolojik yapilar1 14.giin ile benzer
olmakla birlikte hiicrelerin sayica ¢ogaldiklar1 ve st liste tabakalar olusturduklar
gozlemlenmistir.

- 28. giine ait gorseller degerlendirildiginde KGB ile kiiltiire edilen hiicrelerin
morfolojilerinde fark edilir bir degisiklik olmadig1 goézlemlenmistir. Bunun yani sira
OFGB ile kiiltiire edilen DP-MKH’lerde morfolojik degisiklik devam ederek daha kare
seklinde yapilar gosterdigi tespit edilmistir.
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PDL-MKH’lere ait mikroskobik goriintiiler Resim 4.3’te degerlendirilmistir.

OSTEOIJENIK FARKLILASMA BESIYER KONTROL GRUBU BESIVERI
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Resim 4.3. PDL-MKH’lerin 2B kiiltiir ortaminda 28 giinlikk kiiltiir siiresi boyunca
kaydedilen mikroskop goriintiileri (100X).
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PDL-MKH’lere ait mikroskobik goriintiiler incelendiginde elde edilen bulgular asagida

belirtilmistir;

3. giinde hiicreler kiiltiir kabi yiizeyine tutunmuslardir.

7. giinlin sonunda OFGB ile kiiltiire edilen grupta kok hiicreler 6zgii igsi yapinin
degismeye basladig1 gdzlemlenmistir.

14. ginde KGB ile kiiltiire edilen hiicrelerin morfolojik yapilarinda degisiklik
gozlemlenmezken OFGB ile kiiltiire edilen hiicrelerde igsi morfolojik yapilarin degistigi
gozlemlenmistir.

21. glinde KGB ile kiiltiire edilen hiicrelerin morfolojik yapilarinin OFGB ile kiiltiire
edilen hiicrelere benzer sekilde degistigi gozlemlenmistir.

28. giinde, KGB ile kiiltiire edilen hiicrelerde morfolojik degisikliklerin devam ettigi,
OFGB ile Kkiiltiire edilen hiicrelerde ise igsi morfolojinin tamamen kayboldugu
belirlenmistir. Calisma gruplarinda bulunan hiicreler 28 giin boyunca ayni kiiltiir kabinda
kiiltiire edildiklerinden, sayica artmalar1 sonucu hiicreler {iist {iste tabakalar

olusturmaktadir.
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Her ii¢ hiicre hattina ait mikroskobik goriintiiler Resim 4.4.’te incelenerek asagidaki bulgular

elde edilmistir:

AD-MKH b3 | AD-MKH D28

SN

PDL-MKH D14

Resim 4.4. 2B kiiltiir ortaminda 28 giin kiiltiire edilen ¢alisma gruplarina ait kaydedilen 151k
mikroskop goriintiileri (100X).
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- Calisma gruplarinda bulunan hiicrelerin 3. giin mikroskobik goriintiilerinde, MKH’lere
0zgii uzun igsi yapilar gdzlemlenmistir.

- 7. gline ait mikroskobik goriintiilerde, her li¢ hiicre hattinda da hiicrelerin kiiltiir
kaplarinda taban yiizeyini kapladigi goriilse de AD-MKH’’lerin 6zellikle KGB ile kiiltiire
edilen grupta sayica daha fazla ¢cogaldiklari belirlenmistir.

- 14. giinde kaydedilen mikroskobik goriintiiler karsilagtirildiginda AD-MKH’lere ait
gorintiilerde hiicre sayisi, diger hiicre hatlarina daha fazla oldugu goézlemlenmistir.
OFGB ile kiiltiire edilen ¢alisma gruplarinin morfolojik degisimleri incelendiginde ise
AD-MKH’lerde, kok hiicrelere 6zgii morfolojik uzun igsi yapida bir degisiklik
gozlenmezken; DP-MKH’lerde bu igsi yapinin bir miktar degistigi, PDL-MKH ise bu
degisimin daha belirgin oldugu gozlemlenmistir.

- 21. glin sonunda kaydedilen goriintiiler degerlendirildiginde hiicre sayisinin 14. giine
oranla artig sergiledigi ve bu artis sonucunda hiicrelerin tabakalar halinde yigilmalarinin
daha belirgin oldugu gozlemlenmistir.

- 28. giinde morfolojik yapilarda meydana gelen en belirgin degsiklik OFGB ile kiiltiire
edilen PDL-MKH’lerde gézlemlenmistir.

4.2. Histolojik Boyamalar

Alizarin red boyamalar1 151k mikroskobu altinda 100X biiylitme yapilarak
degerlendirilmistir. Gorsellerdeki kirmizi alanlar alizarin red boyasi ile boyanan hiicreleri
ifade etmekte olup (Resim 4.5), osteojenik farklilasmaya ait degerlendirmeler boyanan
ylizey alanlart ve boyanma yogunluklar1 {iizerinden yapilmistir (Cizelge 4.1).
Degerlendirmede —/+ degerler asagidaki skalaya gore, Ozer ve arkadaslar ile Murata ve
arkadaslarmin ¢alismalarina dayanilarak olusturulmustur (Murata ve digerleri, 2020; Ozer

ve digerleri, 2012).

Boyanma yogunlugu Skorlama
%0 -
%1-20 +
%21-40 ++
%41-60 +++
%61-80 ++++

%81-100 +++++
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2B KGB

PDL-MKH

DP-MKH

AD-MKH

2B OFGB

3B KGB/ Baseink™

3B KGB/ Boneink™

3B OFGB/ Boneink™

. .3.._“

’ b \ .h . ..,.

Resim 4.5. Calisma gruplarinda alizarin red boyamalarina ait 151k mikroskop goriintiileri

(100X).
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Cizelge 4.1. Calisma gruplarinin alizarin red boyama yogunluklari. (-) ile ifade edilen

gruplarda boyanma gozlemlenmezken (+) ile ifade edilen gruplarda boyanma
gozlenmis olup boyanma yogunluklar1 (osteojenik farklilasma) (+)
sembollerinin sayisi ile ifade edilmistir

Kiiltiir Ortami1 Besiyeri Hidrojel AD-MKH DP-MKH PDL-MKH
KGB
YOK - - +
2B (+Kontrol)
OFGB YOK + ++ +++
BaSEinkTM - + 4+
KGB
3B Boneink™ ++ +++ FH+
OFGB Boneink™ +++ 4+ e+t
Buna gore;

- 2B calisma gruplarinda;

o KGB

kilture edilen PDL-MKH hatlarinda

alizarin

gbzlemlenirken, AD-MKH ve DP-MKH’ de gézlemlenmemistir.

red boyanmasi

OFGB ile kiiltiire edilen tiim ¢aligsma gruplarinda osteojenik farklilagsmanin belirteci
olan alizarin red boyanmasi gézlemlenmis olmakla birlikte, bu yogunluk en fazla
PDL-MKH’lerde daha sonra sirasiyla DP-MKH ve AD-MKH’lerde

gdzlemlenmistir.

3B ¢alisma gruplarinda;
o KGB ve Baseink™ ile kultire edilen ortamlarda AD-MKH’lerde alizarin red

boyanmasi gozlenmezken, DP-MKH ve PDL-MKH’lerde ise gézlemlenmistir.
KGB ve HA igerikli Boneink ile kiiltiire edilen ¢alisma gruplarinda ise tiim hiicre
hatlarinda alizarin red boyanmasi gozlemlenmis olup boyanma yogunlugu en fazla
olan hiicre hatt1 PDL-MKH’lerdir.

OFG ve Boneink™ ile olusturulan ¢alisma gruplarinda ise gdzlemlenen alizarin red
boyanma miktari, tim hiicre hatlarinda diger ¢alisma gruplarina oranla en yiiksek

yogunlukta gézlemlenmistir.
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- Genel olarak 3B kiiltlir ortamlarinda ¢alisma gruplarinda bulunan hiicre hatlarina ait
alizarin red boyama miktar1 2B kiiltiir ortamlarina kiyasla daha yiliksek seviyede
bulgulanmaistir.

- Boneink™ ile olusturulan 3B kiiltiir ortamlarinda OFGB kullanilmasa da alizarin red
boyanmasi oldugu gézlemlenmistir.

- Tim ¢alisma gruplarinda en yiiksek boyanma PDL-MKH’lerde gdzlemlenmistir.

4.3. immiin Floresan Boyamalar

Cogaltilan hiicrelerin karakterizasyonlart i¢in MKH antijenlerine 06zgli antikorlar
kullanilarak belirtilen protokole uygun olarak hiicre yiizeyi, sitoplazmik ya da niikleer
bolgelerin floresan isaretlenmesi ve floresan mikroskopta goriintiileri alt basliklarda elde

edilen gorsellerde belirtilmistir.

2B kontrol gruplarina uygulanan DAPI boyasi hiicre ¢ekirdeklerini boyayarak mavi 1s1ma
verirken, nestin hiicre ¢eperlerini boyayarak yesil 1simalarin goriinmesini saglamistir. AD-
MKH, DP-MKH ve PDL-MKH hattinda mavi ve yesil renkli 1simalar gézlemlenmistir
(Resim 4.6). Mavi renkli 1s1malarin varligi hiicrelerin canliligini gosterirken, elde edilen
yesil renkli 1s1malar ¢aligmamizin baslangicinda kullanilan hiicrelerin MKH 6zelligine sahip

oldugunu destekler niteliktedir.

AD-MKH DP-MKH PDL-MKH

DAPI

DAPI + Nestin

Resim 4.6. IF Analizlerine 2B Kontrol grubuna ait mikroskobik gértintiiler (100X biiyiitme)
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IF boyamalarda 28 giin boyunca OFGB ile kiiltiireedilen 2B ve 3B calisma gruplarini
degerlendirmek amaciyla ikili 1s1ma yontemi uygulanmigtir. Boyama yapilan her kuyucukta
kirmizi1 ve yesil renkli elde edilen 1simalar farkli bir antikorlar1 temsil etmektedir. Mavi

renkli elde edilen 1s1malar ise hiicre ¢ekirdegini géstermektedir.

2B calisma gruplarinda 1s1k mikroskobu altinda 200X biiyilitme ile kaydedilen gorseller
Resim 4.7°de verilmis olup gorsellerde renkleri temsil eden primer antikorlar ve 1simalara

iliskin degerlendirmeler ise Cizelge 4.2°de belirtilmistir.
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OPN + BMP-4 ALP + Fibro BMP-2 - Vimentin COL-1 = Nestin

HIN-AV

HYIN-dd

HYIN-T1dd

Resim 4.7. 2B deneylerde OFGB ile kiiltiire edilen hiicre hatlarinin IF boyamalarinin 1s1k
mikroskobu altindaki goriintiileri (200X)
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Cizelge 4.2. 2B calisma gruplarinda IF analizlerde kullanilan primer antikorlar ve ¢aligma
gruplarda 1s1ma miktarlarinin degerlendirilmesi. (Olusturulan gizelgede (-) ile
ifade edilen gruplarda boyanma gozlemlenmezken (+) ile ifade edilen gruplarda
boyanma gozlemlenmis olup boyanma yogunluklar1 (osteojenik farklilagma)
(+) sembollerinin sayisi ile ifade edilmistir)

Besiyeri | Hidrojel _ Antikor AD-MKH | DP-MKH |PDL-MKH
Primer Isima
L COL-1 Yesil |+ + +
+ + +
+ + +
2
+ +
m
& 2 X + +++
O 3 - -
Vimentin Yesil |[+++ ++ +
4
Osteopontin | Yesil |+ ++ +++
5 |Neg. Kontrol - - - -

Floresan mikroskopta elde edilen goriintiiler degerlendirildiginde;

- OFGB ile kiiltire edilen 2B calisma gruplarinda uygulanan primer antikorlarin

tamaminin 1g1ma verdigi bulgulanmstir.

- COL-1 ve Fibronektin antikorlarina ait isimalar tiim ¢aligma gruplarinda esit seviyededir.
- Nestin Primer antikoruna ait 1simalar AD-MKH ve DP-MKH’lerde PDL-MKH’lere

kiyasla daha yiiksek seviyede gozlemlenmistir.

- ALP primer antikoru, AD-MKH ve DP-MKH?2lerde esit seviyede 1sima verirken bu

1s1ma miktarinin PDL-MKKH’lerde daha diisiik seviyede oldugu bulgulanmaistir.

- BMP-2 ve Osteopontin en yliksek 1s1ma miktarint PDL-MKH’lerde vermistir.

- BMP-4 ve vimentin antikorlarinin verdigi 1s1ma miktarlar1 ¢oktan aza dogru sirasiyla

AD-MKH, DP-MKH ve PDL-MKH ¢aligma gruplarinda gzlemlenmistir.

- Negatif kontrol gruplarinda 1s1ma gézlenmemistir.

3B deneylerde 2B deneylerden farkli olarak hiicrelerin bir araya gelerek sferoid yapilar

olusturdugu gozlemlenmistir. Isik mikroskobunda ¢alisma gruplarina ait 100X biiyiitme ile

kaydedilen gorseller Resim 4.8’de belirtilmistir. Cizelge 4.3’te bu 1simalar1 temsil eden

primer antikorlar ve ¢alisma gruplarinin 1s1ma miktarlart degerlendirilmistir.
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’ KONTROL GRUBU BESIYERI ‘ OSTEOJENIK FARKLILASMA BESIYERI |

PDL-MKH DP-MKH AD-MKH PDL-MKH DP-MKH AD-MKH

TOYLNOM

NILNIWIA / dTV

NdO / T-100

ZdNg / NI1S3N

Resim 4.8. 3B deneylerde Boneink™ kiiltiir ortaminda KGB ve OFGB ile kiiltiire edilen
calisma gruplarina ait IF boyamalarin mikroskobik goriintiileri(100X)
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Cizelge 4.3. 3B calisma gruplarinda IF analizlerde kullanilan primer antikorlar ve ¢aligma
gruplarinin 1stma miktarlarinin degerlendirilmesi. (Olusturulan gizelgede (-) ile
ifade edilen gruplarda boyanma gozlemlenmezken (+) ile ifade edilen gruplarda
boyanma gozlemlenmis olup boyanma (osteojenik farklilasma) yogunluklari
(+) sembollerinin sayist ile ifade edilmistir)

Antikor
Besiyeri | Hidrojel AD-MKH | DP-MKH | PDL-MKH
Primer Isima
++ + +
++ + +
Z - + ++
. kY,
e
) = - + +
¥ S
o
o0 - + ++
_ - + ++
g :
= 4 | Negatif Kontrol -
o
=
o~ - + ++
m
on
- + ++
= - + ++
4] kY,
Q = + + + +
O 5
m ++ + +
+ ++ ++ +
4 | Negatif Kontrol -

Elde edilen goriintiiler degerlendirildiginde;

- KGB ile kiiltiire edilen ¢alisma gruplarinda AD-MKH’lere ait hiicreler sadece ALP ve
vimentin antikorunda 1s1ma vermis olup bu seviye, DP-MKH ve PDL-MKH’lerinin
vermis olduklari 1is1ma miktarindan daha yiiksektir.

- KGB ile kiiltiire edilen DP-MKH ve PDL-MKH’ler uygulanan tiim antikorlarda 1sima
vermis olmakla birlikte Osteopontin, Nestin ve BMP-2 antikorlarina ait 1istmalar PDL-

MKH’lerde daha yiiksek seviyede gozlemlenmistir.
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- OFGB ile kiiltiire edilen galisma gruplarinda AD-MKH’ler COL-1, Nestin ve BMP-2
primer antikorlart 1g1ma verirken, DP-MKH ve PDL-MKH’ler uygulanan tiim primer
antikorlarda 1s1ma vermislerdir. Bunun yani sira PDL-MKH ¢alisma grubunda bulunan
hiicrelerin verdigi 1stma miktari DP-MKH’lerden daha yiiksek seviyede oldugu
bulgulanmastir.

- PDL-MKH’lerde OFGB ile kiiltiire edilen ¢alisma grubunun verdigi is1ma miktari, KGB

ile kiiltiire edilen ¢calisma grubundan daha yiiksek seviyede oldugu bulgulanmistir.

3B deneylerde Baseink™ hidrojeli ile ¢alisma grubu olusturulmadigi i¢in bu calisma

grubuna ait goriintiiler kaydedilemistir.

4.4. Akim sitometri Analizlerinde Elde Edilen Bulgular

Farklilagsma caligmalarin baglangicinda kontrol gruplarinda yer alan AD-MKH, DP-MKH ve
PDL-MKH’lere ait spesifik yiizey antijen miktarlarinin belirlendigi akim sitometri
analizlerinde, elde edilen Ol¢timler yiizde degeriyle birlikte sirasiyla Sekil 4.1, Sekil 4.2 ve
Sekil 4.3’te verilmistir
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Sekil 4.1. Calisma baglangicinda AD-MKH’lere ait akim sitometri analiz sonuglar
(CD90: %99.34, CD105: %85.4, CD73: % 99.99, CD45/34/11b/HLA-DR:
%0.03)
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Sekil 4.2. Calisma baslangicinda DP-MKH’lere ait akim sitometri analiz sonuglari
(CD90: %91.66, CD105: %38.39, CD73: % 99.99, CD45/34/11b/HLA-DR:

%0.06)
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Sekil 4.3. Calisma baslangicinda PDL-MKH’lere ait akim sitometri analiz sonuglari
(CD90: %93,11, CD105: %90,71, CD73: %99.98, CDA45/34/11b/HLA-DR:

960.01)

2B ¢alisma gruplarinda 28. giiniin sonunda KGB ve OFGB yeri ile kiiltiire edilen hiicrelerde

akim sitometri analizlerinin yapilmasinin nedeni ¢alisma gruplarini olusturan hiicre
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hatlarinda MKH’lere 6zgii ylizey belirteclerinin miktarindaki degisimi yiizdesel olarak ifade
etmektir. Calisma sonunda AD-MKH, DP-MKH ve PDL-MKH’lere ait akim sitometri
analiz sonuglar1 sirasiyla Sekil 4.4(a,b), Sekil 4.5(a,b) ve Sekil 4.6(a,b)’de verilmistir.
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Sekil 4.4. AD-MKH’lerde 2B ¢alisma gruplarinda a) KGB ile kiiltiire edilen hiicrelerin akim
sitometri analizlerinde bulgulanan yiizey belirtegleri % degerleri (CD90: %91.22,
CD105: %94.87, CD73: %99.64, CD45/34/11b/HLA-DR: %0.05), b) OFGB ile
kiiltiire edilen hiicrelerin akim sitometri analizlerinde bulgulanan ylizey
belirtegleri % degerleri (CD90: %66.74, CD105: %0.92, CD73: %%96.65,
CDA45/34/11b/HLA-DR: %0.01)
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Sekil 4.5. DP-MKH’lerde 2B ¢alisma gruplarinda a) KGB ile kiiltiire edilen hiicrelerin akim
sitometri analizlerinde bulgulanan yiizey belirtecleri % degerleri (CD90: %95.3,
CD105: %97.98, CD73: %99.5, CD45/34/11b/HLA-DR: %0.03), b) OFGB ile
kiiltiire edilen hiicrelerin akim sitometri analizlerinde bulgulanan yiizey
belirtegleri % degerleri (CD90: %31.08, CD105: %2.77, CD73: %89.43,
CD45/34/11b/HLA-DR: %0)
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POL Kontrol03 09.21.001

KGB

(a)

POL Ostea/03.00.21.001

OFGB

(b)

Sekil 4.6. PDL-MKH’lerde 2B ¢alisma gruplarinda a) KGB ile kiiltiire edilen hiicrelerin
akim sitometri analizlerinde bulgulanan yiizey belirtegleri % degerleri (CD90:
%19.22, CD105: %7.79, CD73: %97.04, CD45/34/11b/HLA-DR: %0.04), b)
OFGB ile kiiltiire edilen hiicrelerin akim sitometri analizlerinde bulgulanan yiizey
belirtecleri % degerleri (CD90: %7.79, CD105: %0.71, CD73: 9%97.04,
CDA45/34/11b/HLA-DR: %0.04)

AD-MKH, DP-MKH ve PDL-MKH’lere ait CD90, CD105, CD73 ve CD45/34/11b/HLA-
DR yiizey belirteclerinin % degerlerinin bir biitiin olarak incelenmesi icin sekil 4.7
olusturulmustur. CD90 (Sekil 4.8), CD105 (Sekil 4.9) ve CD73(Sekil 4.10) yiizey
belirteglerinde meydana gelen % degisimi ki kare testi ile istatistiksel olarak

degerlendirilmistir.
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Sekil 4.7. Akim sitometri analizinde elde edilen veriler
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Sekil 4.8. OFGB ile kiiltire edilen AD-MKH, DP-MKH ve PDL-MKH’lerin CD90
ekspresyon seviyelerinin ¢alisma baslangicinda elde edilen ekspresyon
seviyelerine gore istatistiksel olarak karsilastirilmasi

Calisma bagslangicinda olusturulan gruplarla ve akim sitometri analizinde CD90 yiizey
belirtecine ait elde edilen veriler, ¢calisma baslangicinda ve 28 giin kiiltiir sonunda OFGB ile
kiiltiire edilen calisma gruplarinin karsilastirilmasini gostermektedir. Bu karsilagtirma
sonucunda en ¢ok ekspresyon gosteren PDL-MKH’dir. Ekspresyon miktar1 baslangig
diizeyinden itibaren gozlemler sonucunda 28 giiniin sonuna kadar tiim hiicre tutulumun
azaldigin gozlemektedir. Bu gézlem sonucunda yukaridaki fark grafigi olusmaktadir. Bu
gruplarin karsilattirilmasina gére PDL-MKH hiicrelerinde tutulumun daha fazla oldugu

gorilmiistiir ve bu gozlem istatistiksel olarak anlamli bulunmustur(p<0,05).
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Sekil 4.9. OFGB ile kiiltiire edilen AD-MKH, DP-MKH ve PDL-MKH’lerin CD105
ekspresyon seviyelerinin calisma baslangicinda elde edilen ekspresyon
seviyelerine gore istatistiksel olarak karsilastirilmasi
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Calisma baslangicinda olusturulan gruplarla ve akim sitometri analizinde CD105 ylizey
belirtecine ait elde edilen veriler, ¢calisma baslangicinda ve 28 giin kiiltiir sonunda OFGB ile
kiiltiire edilen calisma gruplarinin karsilastirilmasini gostermektedir. Bu karsilagtirma
sonucunda en ¢ok ekspresyon gosteren PDL-MKH’dir. Ekspresyon miktar1 baslangic
diizeyinden itibaren gozlemler sonucunda 28 giiniin sonuna kadar tiim hiicre tutulumun
azaldigin1 gozlemektedir. Bu gézlem sonucunda yukaridaki fark grafigi olusmaktadir. Bu
gruplarin karsilattirilmasina gére PDL-MKH hiicrelerinde tutulumun daha fazla oldugu

gorillmiistlir ve bu gozlem istatistiksel olarak anlamli bulunmustur(p<0,05).
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Sekil 4.10. OFGB ile kiiltiire edilen AD-MKH, DP-MKH ve PDL-MKH’lerin CD73
ekspresyon seviyelerinin calisma baslangicinda elde edilen ekspresyon
seviyelerine gore istatistiksel olarak karsilastirilmasi

Calisma baslangicinda olusturulan gruplarla ve akim sitometri analizinde CD73 ylizey
belirtecine ait elde edilen veriler, ¢alisma baslangicinda ve 28 giin kiiltiir sonunda OFGB ile
kiiltiire edilen calisma gruplarinin karsilastirilmasini gostermektedir. Bu karsilagtirma
sonucunda en ¢ok ekspresyon gosteren DP-MKH’dir. Ekspresyon miktar1 baslangig
diizeyinden itibaren gozlemler sonucunda 28 giiniin sonuna kadar tiim hiicre tutulumun
azaldigimi gozlemektedir. Bu gozlem sonucunda yukaridaki fark grafigi olugsmaktadir. Bu
gruplarin karsilattirilmasima gore DP-MKH hiicrelerinde tutulumun daha fazla oldugu

goriilmiistiir ve bu gozlem istatistiksel olarak anlamli bulunmustur(p<0,05).

4.5. Osteojenik Farklilasma Gruplarinda Ger¢ek Zamanh PZR Analizinde Elde Edilen
Bulgular

Gergek zamanli PZR analizinde ¢alisma gruplarina ait elde edilen RNA konsantrasyon ve

saflik degerleri cizelge 4.4’°te belirtilmistir.
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Cizelge 4.4. izole edilen RNA konsantrasyonlar1 ve saflik degerleri

Kiltir | pogveri | Hidrojel AD-MKH DP-MKH PDL-MKH
Ortami
ng/ul | A260/A280 | ng/ul | A260/A280 | ng/ul | A260/A280

KGB

(+Kontrol | YOK |1130| 161 348 1,84 186 1,78
2B Grubu)

OFGB YOK |3460| 191 [2806| 178 |96L1| 202

KGB | Boneink™ | 457 1,59 66,7 152 |4940| 134
3B

OFGB | Boneink™ | 22,3 1,53 81,2 170 |1812] 179

Analizlerde GAPDH, ALP, BMP-2 ve RUNX genlerine ait erime egrisi ve amplifikasyon
egrilerine ait grafikler sirastyla Sekil 4.11°de verilmistir. Grafiklerde elde edilen her bir ¢izgi

calisma gruplarini ifade etmektedir.
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Sekil 4.11. GAPDH, ALP, BMP-2 ve RUNX genlerine ait amplifikasyon egrileri

Elde edilen grafiklerde ¢alisma gruplarini olusturan hiicrelere ait DNA’lar GAPDH, BMP-

2 ve RUNX genlerinde 20.dongiiden itibaren logaritmik artis fazina gegerken, ALP geninde

bu gecisin 30. dongiiden sonra basladig1 gozlemlenmistir.
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4.6. istatistiksel Analizler

[statistiksel analizlerde 2B ve 3B ¢alisma gruplarinda 28 giin boyunca kiiltiire edilen AD-
MKH, DP-MKH ve PDL-MKH’lerin gen ekspresyon seviyeleri karsilastirilmistir.
Karsilagtirmalar osteojenik farklilagsmay1 gosteren ALP, BMP-2 ve RUNX genlerinin
ekspresyon seviyelerinin degerlendirilmesiyle yapilmis olup kontrol grubu olarak 2B
deneylerde KGB ile 28 giin kiiltiire edilen ¢alisma grubu baz alinmistir. ANOVA yontemiyle
degerlendirilmis olan karsilastirmalarda anlamli fark bulunan sonuglar, anlamlilik

derecesine gore ‘*’, “**’ ve “***’ gembolleri ile isaretlenmistir.

Istatistiksel degerlendirmeler yapilirken calisma gruplar1 gen ekspresyon seviyelerinin grup

ici ve grup bazli analizleri degerlendirilmistir.

4.6.1. Mezenkimal kok hiicrelerin gen ekspresyon seviyelerinin ¢alisma gruplarina
gore istatistiksel olarak degerlendirilmesi

Istatistiksel analizlerle ¢alisma gruplarinin olusturan AD-MKH, DP-MKH ve PDL-MKH
hatlarinin ALP, BMP-2 ve RUNX gen ekspresyon seviyelerinin istatistiksel bulgular1 kat
arti grafikleri ile belirtilmistir.

AD-MKH’lere ait gen ekspresyon seviyelerine ait kat artis grafigi sekil 4.12°de belirtilmis
olup elde edilen bulgular agsagida belirtilmistir.
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Sekil 4.12. AD-MKH’lere ait gen ekspresyon seviyelerine ait istatistiksel kat artig grafikleri
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e Kontrol grubuna ait hiicrelerin ALP gen ekspresyon seviyeleri, 2B osteojenik farklilagma
gruplarina kiyasla yiiksek diizeyde anlaml fark (p<0,01) bulunmustur.
e BMP-2 gen eksresyon seviyeleri karsilastirildiginda;
o 3B calisma gruplarinda OFGB ile Kkiiltiire edilen hiicrelerin gen ekspresyon
seviyeleri;
= 3B calisma grubunda KGB ile kiiltiire edilen hiicrelere oranla anlamli diizeyde
yuksek fark (p<0,01) bulunmustur.

= 2B’calisma grubunda OFGB ile kiiltiire edilenlere oranla ¢ok yiiksek diizeyde
istatistiksel olarak anlamli fark (p<0,001) bulunmustur.

= Kontrol grubu ile karsilagtirlldiginda ¢ok yiiksek diizeyde istatistiksel olarak
anlaml fark (p<0,001) bulunmustur.

o 3B galisma grubunda KGB ile kiiltiire edilen hiicrelerin BMP-2 gen ekspresyon
seviyeleri;
= Kontrol grubu ve 2B OFGB ile kiiltiire edilen hiicrelerin gen ekspresyon

seviyeleri ile karsilagtirildiginda anlamli fark (p<0,05) bulunmustur.

o Kontrol grubunda bulunan hiicrelerin BMP-2 gen ekspresyon seviyeleri, 2B OFGB
ile kiiltiire edilenlere oranla yiiksek diizeyde anlamli fark oldugu bulgulanmistir.

e RUNX gen ekspresyon seviyeleri istatistiksel olarak karsilastirildiginda ise

o 3B calisma grubunda OFGB ile kiiltiire edilen AD-MKH’lerin RUNX gen
ekspresyon seviyeleri;
= 2B OFGB ile kiiltiire edilenlerle karsilagtirildiginda istatistiksel olarak anlamli

fark (p<0,05) bulunmustur.
= Kontrol grubunda bulunan hiicrelerin gen ekspresyon seviyeleri ile
kiyaslandiginda istatistiksel olarak anlamli fark (p<0,05) bulunmustur.

o 3B calisma grubunda KGB ile kiiltiire edilen hiicrelerin RUNX ekspresyon
seviyeleri, Kontrol grubu ve 2B KGB ile Kkiiltiire edilen ¢aligma gruplar ile
kiyaslandiginda istatistiksel olarak anlamli farklilik (p<0,05) gézlemlenmistir.

o Kontrol grubunda bulunan AD-MKH’lerin RUNXgen ekspresyon seviyeleri ile 2B
OFGB ile kiiltiire edilen ¢aligma gruplar ile karsilastirildiginda yiiksek diizeyde

anlamli fark bulunmustur.

DP-MKH’lere ait gen ekspresyon seviyelerine ait kat artis grafigi sekil 4.13’de belirtilmis
olup elde edilen bulgular asagida belirtilmistir.
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Sekil 4.13. DP-MKH’lere ait gen ekspresyon seviyelerine ait istatistiksel kat artig grafikleri

ALP gen ekspresyon seviyeleri karsilastirildiginda Kontrol grubu ve 2B OFGB ile
kiiltiire edilen calisma gruplar1 arasinda ¢ok yiiksek diizeyde anlamli fark (p<0,001)

bulunmustur.

BMP2 gen ekspresyon seviyeleri karsilastirildiginda;

o 3B c¢alisma gruplarinda OFGB ile kiiltiire edilen hiicrelerin gen ekspresyon

seviyeleri;

e 3B KGB ile kiiltiire edilen hiicrelerle karsilastirildiginda anlaml fark (p<0,05)

bulunmustur.

e 2B OFGB ile kiiltiire edilenlerle karsilagtirildiginda yiiksek diizeyde anlamli fark
(p<0,01) bulunmustur.
Kontrol grubu ile karsilastirildiginda, yiiksek diizeyde anlamli fark (p<0,01)

bulunmustur.

o 3B KGB ile kiiltiire edilen hiicrelerin gen ekspresyon seviyeleri ve 2B OFGB grubu
karsilastirildiginda anlamli fark (p<0,05) bulunmustur.
o Kontrol grubu ile 2B OFGB ile kiiltiire edilen ¢alisma grubu karsilastirildiginda ise

cok yiiksek seviyede istatistiksel olarak anlamli fark (p<0,001) bulunmustur.

RUNX gen ekspresyon seviyeleri karsilastirildiginda gruplar arasinda anlaml farklilik

bulunamamastir.
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PDL-MKH’lere ait gen ekspresyon seviyelerine ait kat artig grafigi sekil 4.14’°te belirtilmis
olup elde edilen bulgular agsagida belirtilmistir.
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Sekil 4.14. PDL-MKH’lere ait gen ekspresyon seviyelerine ait istatistiksel kat artig
grafikleri

e ALP gen eksresyon seviyeleri karsilagtirildiginda;

o Kontrol grubunda bulunan MKH’lerin ALP gen eksresyon seyileri 2B OFGB ile
kiiltiire edilen grubunda yer olan hiicrelere kiyasla ¢ok yliksek seviyede anlamli
(p<0,001) bulunmustur.

o OFGB ile kiiltiire edilen 2B ve 3B ¢alisma gruplar1 arasinda yapilan karsilastirmada,
3B calisma gruplar ¢ok yiiksek seviyede anlamli (p<0,001) bulgu vermistir.

e BMP-2 gen ekspresyon seviyeleri karsilastirildiginda;

o 3B OF grubunda bulunan hiicrelerin gen ekspresyon seviyeleri;

= 3B ve 2B KGB ile kiiltiire edilen gruba oranla degerinde anlamli fark (p<0,05)
bulunmustur.

= 2B OFGB ile kiiltiire edilen ¢alisma grubuna oranla yiiksek anlamli fark (p<0,01)
bulunmustur.

o 3B calisma grubunda KGB ile kiiltiire edilen hiicrelerin gen ekspresyon seviyeleri;
= 2B KGB ve OFGB ile kiiltire edilen c¢alisma gruplariyla grubuyla

karsilastirildiginda ¢ok yiiksek seviyede anlamli fark (p<0,001) bulunmustur.
e RUNX gen ekspresyon seviyeleri karsilastirildiginda;
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o OFGB ile kiiltiire edilen 3B ¢alisma gruplarinin RUNX gen ekspresyon seviyeleri
ayn1 besiyeri ile kiiltliire edilen 2B ¢alisma gruplarindan anlamli yiiksek (p<0,05)
bulunmustur.

o Kontrol grubunda bulunan hiicrelerin gen ekspresyon seviyeleri ise 2B OFGB ile
kiiltire edilen caligma grubundan yiiksek diizeyde anlamli fark (p<0,01)

bulunmustur.

4.6.2. Calisma gruplarinda mezenkimal kok hiicrelerin gen ekspresyon seviyelerinin
istatistiksel olarak degerlendirilmesi

2B calisma gruplarinda OFGB ile kiiltlire edilen MKH’lerin ALP, BMP-2 ve RUNX gen
ekspresyonuna ait bulgulardaki anlamlilik seviyeleri Sekil 4.15°te gosterilmis olup asagida

belirtilen bulgular elde edilmistir.
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Sekil 4.15. 2B calisma gruplarinda OFGB ile kiiltiire edilen MKH’lerin gen ekspresyon
seviyelerine ait istatistiksel kat artig grafikleri.

Buna gore;

e ALP gen ekspresyonunda gruplar arasinda anlamli farklilik bulunmamustir.

e AD-MKH’lere ait hiicrelere BMP-2 gen ekspresyonu DP-MKH ve PDL-MKH’lere gore
istatistiksel olarak anlamli farklilik (p<0,05) gostermistir.

e RUNX gen ekspresyonu karsilastirildiginda AD-MKH ve PDL-MKH hiicre hatlari
arasinda istatistiksel olarak c¢ok yiliksek diizeyde anlamli farklilik (p<0,001)

bulunmustur.
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3B calisma gruplarinda Boneink™ ve KGB ile kiiltiire edilen MKH’lerin ALP, BMP-2 ve
RUNX gen ekspresyonuna ait bulgulardaki anlamlilik seviyeleri Sekil 4.16°da gosterilmis
olup asagida belirtilen bulgular elde edilmistir.
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Sekil 4.16. 3B calisma gruplarinda Boneink™ ve KGB ile kiiltiire edilen MKH’lerin gen
ekspresyon seviyelerine ait istatistiksel kat artis grafikleri.

e ALP gen ekspresyonunda gruplar arasinda anlamli farklilik bulunmamustir.
e Hiicre hatlarinin BMP-2 gen ekspresyon seviyeleri degerlendirildiginde;
o AD-MKH’lerin gen ekspreyon seviyesi,
= DP-MKH’ler ile karsilastirildiginda yiiksek diizeyde anlamli fark (p<0,01)
bulunmustur.
= PDL-MKH’ler ile kiyaslandiginda istatistiksel olarak anlamli fark (p<0,05)
bulunmustur.
o PDL-MKH’lerin BMP-2 gen ekspresyon seviyeleri ile DP-MKH’lerin gen
ekspresyon seviyeleri arasinda istatistiksel olarak anlamli fark (p<0,05) vardir.
e RUNX gen ekspresyonunda AD-MKH ve PDL-MKH gruplar1 arasinda istatistiksel

olarak anlaml fark (p<0,05) gozlemlenmistir.

3B ¢alisma gruplarinda Boneink™ ve OFGB ile olusturulan kiiltiir ortamlarinda AD-MKH,
DP-MKH ve PDL-MKH’lerin ALP, BMP-2 ve RUNX gen ekspresyonuna ait bulgulardaki
anlamlilik seviyeleri Sekil 4.17°de gosterilmis olup asagida belirtilen bulgular elde

edilmistir.
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Sekil 4.17. 3B galigma gruplarinda Boneink™ ve OFGB ile kiiltiire edilen MKH’lerin gen
ekspresyon seviyelerine ait istatistiksel kat artis grafikleri.

e ALP gen ekspresyon seviyelerinde PDL-MKH ve DP-MKH hiicre hatlar1 arasinda
yiiksek diizeyde anlamli fark (p<0,01) vardir.
e Hiicre hatlaria ait BMP-2 gen ekspresyon seviyeleri karsilagtirildiginda;
o AD-MKH’lerin gen ekspresyon seviyeleri, DP-MKH ve PDL-MKH’ler ile
karsilastirildiginda ¢ok yiiksek seviyede anlamli fark (p<<0,001) bulunmustur.
o DP-MKH’ler ile PDL-MKH’lerin gen ekspresyon seviyeleri arasinda anlamli fark
(p<0,5) bulunmustur.
e 3B calisma gruplarinda OFGB ile kiiltiire edilen hiicrelerin RUNX gen ekspresyon
seviyeleri incelendiginde AD-MKH’lerin gen ekspresyon seviyeleri, PDL-MKH’leri ile
karsilagtirildiginda yiiksek seviyede anlamli fark (p<0,01) bulunmustur.
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5. TARTISMA

Periodontal tedavinin temel hedefi olan periodontal rejenerasyonu saglamak amactyla
zaman igerisinde pek cok tedavi ydtemi gelistirilmis olup bu yonde ¢alismalar devam
etmektedir. Bu yontemlerin her biri, kendilerine 6zgii avantaj ve dezavantajlara sahip
olmakla birlikte hedeflenen rejeneratif tedavi i¢in optimal sonug heniiz elde edilememistir
(Seo ve digerleri, 2004). Bu alanda yapilan g¢alismalar ¢ogunlukla konvansiyonel 2B
ortamlarda gerceklestirilmistir. Ancak oOzellikle son yillarda, kok hiicre ve doku
mihendisligi alaninda yapilan c¢alismalar, hiicrelerin 3B kiiltiir ortaminda Kkiiltiire
edildiklerinde, cevrelerine daha 1iyi adapte oldugu, morfolojilerinin, farklilagma
derecelerinin, polaritelerinin, proliferasyon hizlari ve gen ekspresyon seviyelerinin de in vivo
kosullara benzer sekilde daha saglikli sonuglar verdigini gostermistir (Bahmada ve digerleri,
2020; Boccellino ve digerleri, 2019; Lei ve digerleri, 2021; Zorba Yildiz ve digerleri, 2022).
Konu ile ilgili yapilan bir ¢alismada 3B kiiltiir ortamlarinda hiicre davraniglarinin in vivo
kosullara daha ¢ok benzerlik gdsterdigi ve bu ortamda hiicrelerin gen ve protein ekspresyon
seviyelerinin in vivo ortamda elde edilen bulgularla daha uyumlu oldugunu bildirilmistir
(Zuppinger, 2019). Periodonsiyum kokenli kok hiicrelerin osteojenik farklilasma
seviyelerinin degerlendirildigi baska bir caligmada ise, 3B kiiltlir ortamlarinin osteoblast

farklilasmasini pozitif yonde etkiledigi bildirilmistir (Farrell ve digerleri, 2007).

Periodontoloji ile kok hiicre ve doku miihendisliginin kesistigi bir ¢alismada doku
iskelelerine yiiklenmis AD-MKH’lerin etkinliginin degerlendirilmistir. Calismada,
hemimaksillektomi olmus bir hastanin rectus abdominalis kasina, AD-MKH igerikli B-TCP
ierikli yapi iskelesi yerlestirmistir. ilgili bdlgeden 6 ay sonra alinan biyopsinin histolojik
incelemelerinde kemik morfolojisine uygun mineralize trabekiiler yapilarin yani sira
osteositlerin  varligi gozlemlenmistir. Sonrasinda, alinan kemik grefti hastanin
maksillasindaki defektli bolgeleye yerlestirilmis ve ilgili bolgeye implant tedavisi
uygulanmistir. Arastirmacilar yerlestirilen implatta primer stabilitenin saglandigini

bildirmislerdir (Mesimaki ve digerleri, 2009).

DP-MKH’lerin osteojenik farklilagmaya etkinliginin arastirildigi baska bir klinik ¢alismada,
molar disler ¢ekildikten sonra ¢ekim soketlerine DP-MKH igerikli kollajen yapi iskeleleri
kompak kemik olusturmak hedefiyle yerlestirilmis ve {i¢ y1l siireyle takip edilmistir. Takip

stiresi sonunda ilgili bolgelerden biyopsi drnekleri alinarak yapilan histolojik analizlerde,
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rejenere kemik yapisi, lameller ile ¢evrili Havers kanal yapist ve osteosit icerek alanlar

gozlemlendigi arastirmacilar tarafindan bildirilmistir (Giuliani ve digerleri, 2013).

Yapilan bir diger klinik calismada da DP-MKH’lerin periodontal rejenerasyonda
etkinliginin degerlendirilmistir. Bu amagla periodontitis hastalarinin kemik i¢i defektlerine
DP-MKH tastyan, mikro boyuttaki kollajen yapi iskeleleri yerlestirilmis ve hastalar 1 yil
stireyle takip edilmistir. Aragtirmacilar ¢alismanin sonucunda periodontal cep derinliginde
onemli ol¢lide azalma, klinik atagman kazaniminda ise artis elde ettiklerini bildirmislerdir

(Ferrarotti ve digerleri, 2018).

2017 yilinda yapilan DP-MKH’lerin osteojenik farklilasmaya etkinliginin degerlendirildigi
bir diger klinik ¢calismada, deney grubunda bulunan ¢ekim soketlerine kollajen igerikli yap1
iskelesi kullanilarak DP-MKH’ler nakledilmistir. Kontrol grubunda ise sadece kollojen
icerikli yapi iskelesi kullanilmustir. Islemden altmis giin sonra ilgili bolgelerden alan
yapilar histolojik olarak analiz edildiginde, DP-MKH bulunan deney grubunda Havers
sistemine sahip diferansiye kemik yapilari gozlemlenirken, kontrol grubunda bu dokularin

eser miktarda olustugu bildirilmistir (Monti ve digerleri, 2017).

Diger calistigimiz hiicre tipi olan PDL-MKH’lerle yapilmis bir klinik ¢alismada da
yonlendirilmis periodontal doku rejenerasyonu (YDR) arastirilmistir. Calismada PDL-
MKH’ler ksenojenik greft materyali olan Bio-oss® ile kombine edilerek uygulanmistir.
Calismada karsilastirma gruplart PDL-MKH/ Bio-oss®/ YDR ve Bio-oss®/ YDR olarak
olugturulmustur. Arastirmacilar her iki deney grubunda da baslangica gore alveolar kemik
yiiksekliginde anlamli bir artig bulgulanmis olsalar da deney gruplar1 arasinda istatistiksel

olarak anlamli bir fark bulunamadigini bildirmislerdir (Chen ve digerleri, 2018).

Literatiirde yer alan periodontal rejeneratif tedavide kok hiicre uygulamarina yonelik yapilan
yapilan klinik ¢aligmalar az sayidadir. Bu galigmalara yon vermek i¢in yapilan in vitro
caligmalarda 6zellikle 3B doku miihendisligi alaninda farkli materyaller denense de altin bir
standart olusturulamistir. Ayrica yapilan calismalar genellikle AD-MKH ve DP-MKH
hatlar1 kullanilarak iki farkli hiicre grubu karsilastirilmistir. Literatiir degerlendirildiginde
PDL-MKH’lerin de yer aldig1 ve diger hiicre hatlariyla ayn1 anda periodontal rejeneratif
tedavilerin degerlendirildigi ¢aligmalara rastalamamistir. Calismamiz literatiirdeki bu eksigi

kapatmak ve gelecekteki calismalar i¢in bir basamak olusturulmasi amaciyla planlanmustir.
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Bu amagla ¢alismamizda periodontal rejeneratif tedavide periodonsiyumdan kdken alan AD-
MKH, DP-MKH ve PDL-MKH’lerin olusturulan 2B ve 3B kiiltiir ortamlarinda osteojenik
farklilasmada etkinlikleri, alizarin red boyamalari, akim sitometri analizleri, IF boyamalar
ve gercek zamanli PZR analizleri ile degerlendirilerek literatiire katki saglamasi

hedeflenmistir.

Calismamiz 2. ve 3. pasajlardaki MKH hatlarinin ¢6ziinmesi ve ¢ogaltilmasiyla baglamistir.
MKH’lerin farklilagsma deneylerinde yliksek sayidaki pasaj numaralar1 dnerilmemekte olup,
pasaj sayis1 20 ve tlizerine ¢iktik¢a hiicrelerin in vivo 6zelliklerinde ¢evresel strese bagh
bozulmalar g6zlendigi, hiicrelerin kiiltiir kab1 tabanina tutunma oraninda ve koloni olusma
kabiliyetlerinde azalma oldugu bildirilmistir (Liu ve digerleri, 2020). Ovali ve arkadaslar1
tarafindan yapilan bir ¢alismada pasaj numaras1 P3-P6 arasinda olan MKH’lerin en hizl
cogalma ve farklilagsma yeteneklerine sahip oldugu bulgulanmis ve bu yilizden ¢aligmalarin
bu pasaj numaralarinda yapilmasi tavsiye edilmistir (Ovali ve KTU-Ati Teknoloji,
Laboratuarda Kok Hiicre). Bu bilgiler 1s1ginda ¢alisma gruplarini olusturan hiicreler P6’ya

ulastiklarinda deneylere baslanilmistir.

Son yillarda MKH’lerin osteojenik farklilasmasina yonelik pek c¢ok c¢alisma olmasina
ragmen ideal bir kiiltlir ortami se¢imi konusunda hala fikir birligine varilamamistir.
MKH’lerin fizyolojik o6zellikleri, olusturulan kiiltiir ortamina gore sekillenmekte olup
(Corradetti ve digerleri, 2015), bu ortamlarinin olusturulmasinda yaygin olarak kullanilan
besiyerleri DMEM/F12 ile yiiksek veya diisiik glikoz igerikli DMEM g¢esitleridir (Hagmann
ve digerleri, 2013).

DMEM F12, yiiksek glikoz igerikli DMEM ve diisiik glikoz icerikli DMEM besiyerleri ile
olusturulmus kiiltiir ortamlarinin osteojenik farklilagmaya etkisinin degerlendirildigi bir
caligmada, 6. kiiltlir glinlinde kaydedilen mikroskobik goriintiilerde hiicrelerin daginik igsi
yapilar sergilemis olmalarina ragmen 21. giinde kaydedilen goriintiilerde diisiik glikoz ve
yliksek glikoz icerikli besiyerleri ile kiiltiire edilen hiicrelerin daha diizenli kare esklinde
morfoloji sergilendikleri bildirilmistir (Cong ve digerleri, 2020). Sebastien ve
arkadaslarinin, ytliksek glikoz icerikli DMEM, DMEM/F12 ve diisiik glikoz i¢cerikli DMEM
ile kiiltiirlenen 3. pasajdaki MKH’erinin fizyolojik 6zelliklerini karsilastirdigi bir calismada,
MKH’lerin ¢ogalma seviyeleri arasinda anlamli bir fark olmadii, osteojenik farklilagma

kapasitelerinin ise yliksekten diisige dogru sirasiyla yiiksek glikoz igerikli DMEM,
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DMEM/F12 ve diisiik glikoz igerikli DMEM kullanilarak olusturulan kiiltlir ortamlarinda
bulguladindig bildirilmistir (Hagmann ve digerleri, 2013). Konu ile ilgili yapilan bagka bir
caligmada, farkli glikoz konsantrasyonu igeren kiiltiir ortamlarinda MKH’lerin fizyolojik
ozellikleri incelenmis ve 10 mmol/L glikoz igeren ortamin MKH ¢ogalmasini destekledigini,
yiiksek konsantrasyonda glikozun (>30 mmol/L) ise MKH c¢ogalmasin1 engelledigini
bildirilmistir (Hai ve digerleri, 2017). Calismalar, belirli bir aralikta yiiksek glikoz
konsantrasyonuna sahip kiiltiir ortaminin, MKH'lerin ¢ogalma kabiliyetini etkili bir sekilde

gelistirebilecegini gostermistir (Hagmann ve digerleri, 2013; Hai ve digerleri, 2017).

Calismamizda kiltlir ortamlart olusturulurken, yiiksek glikoz icerikli DMEM, J-
gliserofosfat, askorbik asit ve deksametazon gibi ¢esitli kimyasal ve biliylime faktorleri ile
olusturulan OFGB kullanilmistir. Arastirmacilar ¢zeltiye eklenen B-gliserofosfatin, kiiltiir
ortaminda kalsiyum fosfat birikiminde etkili oldugunu ve yapisinda bulunan inorganik
fosfatin, osteopontin, BMP-2 gibi bir¢ok gen ekspresyonunu diizenlemek igin sinyal ileti
yolunda rol aldigini bildirmislerdir (Bonewald ve digerleri, 2003; Cong ve digerleri, 2020;
Tada ve digerleri, 2011). Ayrica c¢ozeltiye eklenen askorbik asitin Tip 1 kollajen
salgilanmasini artirarak osteojenik farklilasmay1 kolaylastirdigi, deksametazonun ise hiicre
dis1 matris proteinleri ile etkilesime girerek hiicrelerde kalsiyum fosfat birikimini uyarmada
ve RUNX geni aktivitesinde de rol oynadigi konu ile ilgili benzer ¢alismalarda bildirilmistir
(Coelho ve digerleri, 2000; Gaur ve digerleri, 2005; Hong ve digerleri, 2009; Khojasteh ve
digerleri, 2019; Shevchenko ve digerleri, 1996; Si ve digerleri, 2020).

2B osteojenik farklilasma c¢alismalarinda AD-MKH, DP-MKH ve PDL-MKH’lerin
morfolojik degisimlerinde OFGB etkinliginin belirlenmesi amaciyla, ¢galisma gruplarinin 3,
7, 14, 21, 28. kiltiir giinlere ait mikroskobik goriintiileri degerlendirildiginde, KGB ve
OFGB ile kiiltiire edilen ¢alisma gruplarinin 3.giine ait goriintiilerinde gézlemlenen igsi
yapilar, MKH’lerin morfolojik &zellikleriyle uyumlu olmakla birlikte (Sun ve Karaoz 2020),
elde edilen bu goriintiiler osteojenik farklilasmanin heniiz baglamamis oldugu seklinde
yorumlanmigtir. Calismamizda AD-MKH’lerde her iki besiyeri ile kiiltiire edilen ¢alisma
gruplarinda, 3. giin ile 28. giin arasinda kaydedilen gorsellerdeki farkliligin nedeninin, hiicre
sayisindaki artisga bagli olarak meydana gelen yigilmalar kaynakli olabilecegi
distintilmiistiir. DP-MKH’lere ait mikroskobik goriintiilerde KGB ile kiiltiire edilen ¢calisma
gruplarinda 28. giine ait gorseller degerlendirildiginde hiicrelerde igsi yap1 gozlenirken;

OFGB ile kiiltiire edilen hiicrelerin morfolojik yapilarinin 14. giinden itibaren degismeye
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basladig1 ve bu degisimin 28. giiniin sonunda kare sekline daha belirgin yapilara doniistiigii
tespit edilmis ve DP-MKH’lerin OFGB ile kiiltiire edildiginde osteojenik farklilasmaya
ugradig1 6n sonucuna varilmistir. PDL-MKH ye ait goriintiiler degerlendirildiginde ise KGB
kiiltiire edilen bazi hiicrelerde de morfolojik yapinin bir miktar degistigi ve bu degisimin
OFGB ile kiiltlire edilen PDL hiicrelerine ait goriintiilerle uyumlu oldugu gézlemlenmistir.
Osteojenik farklilagsma c¢aligmalarinda kaydedilen bu gozlem, 2B calisma gruplarinda PDL-
MKH’lerin mikrogevre degisimi olmadan da osteojenik farklilasma yetenegine sahip

olabilecekleri yorumunu yapmamizi saglamaistir.

Calisma gruplarmin 28. giine ait mikroskobik goriintiileri karsilastirildiginda morfolojik
farklilagsmanin en ¢ok OFGB ile kiiltiire edilen PDL-MKH’lerde oldugu bulgulanmis olup
bu bulgu PDL-MKH’lerin diger hiicre hatlarina gore osteojenik farklilasma seviyesinin daha
fazla olabilecegi olarak yorumlanmistir. Histolojik boyama analizlerinin sonuglar

degerlendirildiginde bu elde edilen bulgular, yorumlarimizi destekler nitelikte olmustur.

3B c¢alisma gruplarinda kiiltiir ortamlar1 hidrojeller kullanilarak olusturulmustur.
Hidrojellerin, hiicre proliferasyonunu ve farklilagsmasini yonlendirmek i¢in uyarlanabilen
aljinat, jelatin, kitosan, fibrin, matrijel gibi polimerler igeren yapilar olduklar1 (Freeman ve
digerleri, 2017) ve iceriklerine eklenen ¢esitli biyokimyasallar ve biyoaktif molekiiller ile
osteojenik farklilasmaya pozitif katki sagladigi arastirmacilar tarafindan bildirilmistir
(Cheng ve digerleri, 2019; Koch ve digerleri, 2020; Labowska ve digerleri, 2021).
Arastirmalarda 3B kiiltlir ortamlarini olusturmak i¢in genellikle suda ¢oziinmeyen ve ¢apraz
bagli polimer yapilar olusturan aljinat ve jelatin igerikli hidrojeller tercih edilmistir (Aroguz
ve digerleri, 2014; Cidonio ve digerleri, 2019; Eswaramoorthy ve digerleri, 2021; Jian ve
digerleri, 2018). Arastirmacilar hidrojelin yapisindaki jelatinin, hiicrelerin farklilagmasini ve
cogalmasini destekleme potansiyeline sahip bir materyal olmasinin yani sira kolay islenebilir
bir malzeme olmasindan dolay1, 3B kiiltiir ortamlarinin olusturulmasinda bir avantaj olarak
degerlendirmislerdir (Chaicharoenaudomrung ve digerleri, 2019; Cidonio ve digerleri, 2019;
Echave ve digerleri, 2019). Yapilan bir arastirmada hidrojelin yapisindaki aljinatin ortamda
bulunan kalsiyum varliginda yumusak jellesme gostererek hidrojellere dayaniklilik sagladigi
ve aljinat kullanilarak olusturulan kiiltiir ortamlarinda endotel hiicrelerinin canlilik
degerlerinin %83’{in {izerinde oldugunu bildirilmistir (Dolati ve digerleri, 2014). Konu ile
ilgili yapilan giincel bir arastirmada ise aljinat ve jelatin icerikli hidrojellerin kok hiicrelerde

osteojenik farklilagmaya etkisi histokimyasal analizler ve gen ekspresyon seviyelerinin



104

tespiti ile degerlendirilmis ve bu hidrojellerin osteojenik farklilasmada biiyiik bir role sahip
olduklarini ifade edilmistir (Eswaramoorthy ve digerleri, 2021). Bu bilgiler 1s18inda
caligmamizda toplamda 20 ml hacminde, c¢oziicii olarak DMEM/F12 kullanilarak
hazirlanmis aljinat ve jelatin igerikli Baseink™ ve kemik dokuya 0zgii igerige (HA
eklentisine) sahip Boneink™ olarak adlanrilan iki farkli ticari hidrojel kullanilmistir. HA,
yiiksek biyouyumluluga sahip osteoindiiktif bir materyal olmasindan dolay1 gerek rejeneratif
tedavilerde gerekse ortopedi ve implantoloji cerrahilerinde siklikla tercih edilen bir
materyaldir (Godino Izquierdo, 2020; Habibovic ve digerleri, 2006; Yoshikawa ve Myoui
2005; Zarate-Cordova ve digerleri, 2020). Farelerle yapilan bir ¢alismada HA’nin ALP ve
osteokalsin eksepresyonunu regiile ettigi bildirilmistir (Shu ve digerleri, 2003). HA nin kok
hiicrelerde osteoindiiktif etkisinin degerlendirildigi bir baska ¢aligmada ise yapilan deneyler
sonucunda hiicrelerin eksprese ettigi BMP, ALP, COL-1 ve osteokalsin gibi ¢esitli osteo-
spesifik genlerin ekspresyon seviyerinde artis oldugu bildirilmistir (Lin, Chow ve Leng,
2009).

Alveolar kemigin 2/3’liikk kismini inorganik maddeler olustururken 1/3’liik kismini organik
maddeler olusturmakta olup, inorganik komponentlerinin de yaklasik %65°ini HA kristalleri
olusturmaktadir (Frohbergh ve digerleri, 2012; Gallagher, 1954; Phelps ve digerleri, 2010;
Ressler ve digerleri, 2018). Osteojenik farklilasma calismalarinda kullandigimiz Boneink™
de, alveolar kemige benzer olmasi i¢in, toplam karisimin hacimsel olarak %65°1 HA igerikli
olacak sekilde modifiye edilerek hazirlanmistir. Calismamiza 6zgiinliik katan en 6nemli
nokta da aslinda alveolar kemikteki HA oranini referans alarak belirlemis oldugumuz HA
oranidir. Kollajen igerikli ¢oziiciilerde farkli HA oranlarinin, MKH’lerin osteojenik
farklilasma etkinliklerinin degerlendirildigi 2018 yilinda yayinlanan bir ¢alismada;
arastirmacilar ideal HA/Kollajen oraninin 3:1 oldugunu bildirmislerdir (Cheng ve digerleri,
2018). Konu ile ilgili bir bagka ¢alismada ise farkli oranlarda hazirlanan HA/Jelatin
karigimlariin  osteojenik farklilasma etkinlikleri degerlendirilmistir. Arastimacilar
degerlendirilecek oranlar sirasiyla 7:3, 5:5 ve 3:7 olarak belirlenmis olup, 7:3 oranindaki
deney gruplarinda gozlenen MKH’lerin osteojenik farklilasmasi, ALP aktivitesi, kalsiyum
birikimi ve osteojenik gen ekspresyonu seviyelerinin diger deney gruplarina oranla daha
tistiin oldugunu bildirilmislerdir (Lian, Zhang ve Meng, 2018). Jackson ve digerleri (2018)
MKH’lerde osteojenik farklilasmanin degerlendirilmesi amaciyla yapmis olduklar1 bir
caligmada, 100/0, 90/10, 80/20, 60/40 oranlarinda poliiiretan (PU) ve nano-hidroksiapatit (n-

HA) kompozitleri kullanilarak yapi iskeleleri tasarlamis olup, 80/20 oraninda hazirlanan
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kompozit yapinin hiicrelerin tutunmasi, cogalmasi ve osteojenik farklilagmasi i¢in optimal

ortam olusturdugunu bildirmislerdir.

Calismamizda periodonsiyum kokenli MKH’lerin osteojenik  farklilagsmalarinin
degerlendirilmesi amaciyla 28 giin siireyle kiiltiire edilen ¢alisma gruplarina, temel histolojik
analiz yontemlerinden birisi olarak kabul edilen, alizarin red boyasi uygulanmistir.
Hiicrelerde kalsiyum igeren bolgelerin alizarin red boyasi ile temasa girmesi sonucu elde
edilen kirmizi renkli alanlar osteojenik farklilagsmanin bir belirteci olarak kabul edilmektedir
ve ¢alismamiz sonucunda elde edilen histolojik goriintiilerdeki kirmizi renkli alanlar bu
literatiir verileri ile uyumludur (Li ve digerleri, 2014; Nantavisai ve digerleri, 2020; Noda ve
digerleri, 2019; Thanasrisuebwong ve digerleri, 2020; Zhao ve Liu 2014). Calismamizda
Boneink™ ile olusturulan kiiltiir ortamlarinda gézlemlenen alizarin red boyanmalarinin,
Baseink™ ile olusturulan kiiltiir ortamlarina kiyasla daha yiiksek seviyede olmasi, HA
icerikli hidrojellerin osteojenik farklilasmaya katkis1 olarak degerlendirilmistir. Ki-
MKH’lerde osteojenik farklilasmanin degerlendirildigi bir ¢calismada, calisma gruplart 28
giin kiiltiire edilemis ve 7, 14, 21 ve 28. giinlerde calisma gruplarina alizarin red boyasi
uygulanmis, arastirmacilar 14. giinden itibaren ¢alisma gruplarinin alizarin red ile pozitif
olarak boyandigini, 21. ve 28. giinlerde ise bu boyanmanin daha belirgin oldugunu
bildirmislerdir (Wang ve digerleri, 2015). Konu ile ilgili benzer bagka bir ¢alismada, kollojen
igerikli 3B kiiltiir ortaminda MKH’lerin osteojenik farklilagmalar: alizarin red boyamasi ile
degerlendirilmis, aragtirmacilar 28. gilinlin sonunda kontrol gruplarinda minimal
boyanmalarin gézlemlendigini, osteojenik farklilagma gruplarinda ise yogun ve daha biiytik
boyanma alanlarinin gézlemlendigini bildirmislerdir (Donzelli ve digerleri, 2007). AD-
MKH’lerin osteojenik farklilagsmasinin degerlendirildigi bir baska ¢alismada ise, farklilasma
besiyeri ile kiiltiire edilen ¢alisma gruplarinda 14. giiniin sonunda alizarin red boyanmasinin
gbzlemlendigi bildirilmistir (Li ve digerleri, 2009). Kollojen ve HA igerikli 3B kiiltiir
ortaminda MKH’lerin osteojenik farklilagsmalarinin 8 hafta boyunca takip edildigi bir baska
caligmada ise alizarin red boyanmalarinin 2. haftadan itibaren goriilmeye basladigi ve 8.

haftaya kadar boyanan boélgelerin arttig1 bildirilmistir (Calabrese ve digerleri, 2016).

Calismamizda KGB ile hazirlanan 2B kiiltiir ortamlarinda yapmis oldugumuz histolojik
analizlere ait mikroskobik goriintilerde, AD-MKH ve DP-MKH’lerde alizarin red
boyanmasinin olmamasi ve hiicrelerin kok hiicrelere 6zgii igsi morfolojide gézlemlenmesi,

bu hiicrelerde osteojenik farklilasma olmadig1 seklinde yorumlanmistir. Buna karsin KGB
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ile kiiltire edilen PDL-MKH’lerde go6zlemlenen boyanma, hiicrelerin kendi kendine
osteojenik farklilasmaya ugrayabildiginin bir bulgusu olarak yorumlanmis olup, 1s1k
mikroskobu altinda kaydedilen gorsellerde hiicre morfolojilerindeki igsi yapinin degismesi
bu yorumumuzu destekler nitelikte olmustur. Ayrica OFGB ile kiiltiire edilen 2B c¢alisma
gruplarinda gozlemlenen alizarin red boyanmasi, OFGB’nin osteojenik farklilagsmaya olan
olumlu etkisi olarak degerlendirilmis, diger ¢alisma gruplarina oranla daha yogun boyanan

PDL-MKH’lerde osteojenik farklilasmanin daha ytiiksek seviyede oldugu diisiintilmiistiir.

Histolojik boyama analizlerinde, HA icermeyen 3B Kkiiltiir ortamlarinin osteojenik
farklilagmaya etkisinin degerlendirilmek amaciyla, diger analizlerdeki ¢alisma gruplarina ek
olarak KGB ve Baseink™ ile kiiltiire edilen ¢alisma grubu olusturulmustur. Arastirmacilar
ayni amagla yaptiklar1 farklilasma calismalarinda, 3B kiiltiir ortaminda elde edilen
sonuglarin 2B ortamlara kiyasla daha avantajli oldugunu bildirmislerdir (Reig-Vano ve
digerleri, 2021; Weigelt, Ghajar ve Bissell, 2014). Calismamizda KGB ve Baseink™ ile
hazirlanan 3B kiiltiir ortaminda hiicre morfolojilerinin, 2B ¢alisma gruplarinda KGB ve
OFGB ile hazirlanan kiiltiir ortamlarina kiyasla daha fazla degisime ugramasi, 3B kiiltiir

ortaminin osteojenik farklilagmaya katki sagladigi yorumumuzu desteklemektedir.

KGB ve Boneink™ ile hazirlanan 3B ortamlarda kiiltiire edilen ¢aligma gruplarmin alizarin
red boyanmalar1 karsilastirildiginda, her hiicre hattinda boyanma oldugu goézlemlenmis
olmasi, arastirmacilarin da belirttigi dogrultuda HA nin osteojenik farklilagmay1 indiikledigi
(Bernardo ve digerleri, 2022; De Luca ve digerleri, 2020; Rahmani-Moghadam ve digerleri,
2021) ve bunun neticesinde HA kullanilarak hazirlanan hidrojellerin osteojenik
farklilasmada etkili oldugu yorumumuza katki saglamistir. Calismamizda elde edilen
bulgularda AD-MKH’lere ait ¢caligma gruplar1 kendi iglerinde degerlendirildiginde, KGB ile
kiiltiire edilen 2B ve Baseink™ kullanilarak olusturulmus 3B ¢alisma gruplarinda alizarin
boyanmas1 gozlenmezken, KGB ve Boneink™ ile kiiltiire edilen c¢alisma gruplarinda

gozlemlenmis olmasi bu yorumumuzu destekler niteliktedir.

Boneink™ ve KGB ile hazirlanan 3B kiiltiir ortaminda, ¢alisma gruplarindaki boyanmalar
karsilastirildiginda, boyanma yogunlugu en fazla PDL-MKH’lerde gozlemlenmis olmasi,
hazirlanan kiiltiir ortaminda en fazla osteojenik farklilagma gosteren hiicre hattinin PDL-
MKH oldugu olarak yorumlanmistir. Ayrica Boneink™ kullanilarak olusturulan kiiltiir

ortamlarinda, PDL-MKH’lerin KGB ve OFGB ile kiiltiire edilen ¢alisma gruplarinin alizarin
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red boyanmasi kiyaslandiginda ise OFGB Kkiiltiire edilen ¢alisma gruplarinda boyanma
miktarinin fazla olmasi ise OFGB’nin hiicrelerin osteojenik farklilagma kapasitesini artirmis

olabilecegi yorumumuzu desteklemeketedir.

Histolojik boyama analizlerinde DP-MKH’ler ve AD-MKH’lerin osteojenik farklilagsma
kapasitelerinin karsilastirilmistir. Arastirmacilar benzer amagla yaptiklari karsilastirmalarda
DP-MKH’lerin osteojenik ortama daha iyi adapte olduklarini ve daha fazla osteojenik
farklilagsma gosterdiklerini bildirmislerdir (Hossein-Khannazer ve digerleri, 2019; Jin ve
digerleri, 2019; Tsutsui 2020; Zhang ve digerleri, 2018). Calismamizda AD-MKH ve DP-
MKH’ler i¢in elde edilen histolojik bulgularin, arastirmacilarin bulgulartyla uyumlu oldgu

gorilmiustir.

OFGB ve Boneink™ ile kiiltiire edilen 3B c¢alisma gruplar1 arasinda alizarin red
boyanmasinin diger ¢alisma gruplarina oranla daha fazla oldugu; en fazla boyanmanin ise
PDL-MKH hiicre hattinda oldugu gézlemlenmistir. Arastirmacilar AD-MKH, DP-MKH ve
PDL-MKH nin osteojenik farklilasma kapasitelerine yonelik yaptiklari calismalarda alizarin
red boyama bulgularin1 degerlendirdiklerinde DP-MKH’lerin daha fazla boyanma
gosterdiklerini bildirmis olsalar da (Abedian ve digerleri, 2020; Venkataiah ve digerleri,
2019), yapmis oldugumuz calismada en yiiksek boyanma miktarit PDL-MKH hatlarinda
oldugu goézlemlenmistir. Bu sonuglar1 elde etmemizdeki temel faktoriin hazirlanan
hidrojellerdeki HA oraninin %65 olmasi ile iligkilendirilmis, PDL’nin aslinda iki farkli sert
doku olan dig ve alveoler kemik ile olan komsulugu oldugundan dolay: (Somerman ve
digerleri, 1990), alveolar kemigi taklit eden kiiltiir ortaminda, PDL-MKH’lerin osteojenik

farklilagsma kapasitesinin daha yiiksek oldugu diistiniilmiistiir.

MKH’lerde osteojenik farklilagma spesifik antikorlarin 151k mikroskobu altinda verdigi
florasan 1s1malarla da degerlendirilmektedir. Osteoblastik hiicrelerin, osteopontin, nestin,
ALP ve Tip-1 kollojen gibi spesifik belirtegleri eksprese ettigi bilinmektedir (lezzi ve
digerleri, 2019; McKee ve digerleri, 2006). MKH’lerde yapilan bir ¢alismada osteojenik
farklilagsma Oncesi ve sonrasinda osteonektin, BMP-2 ve BMP-4 antikorlarina ait 1simalar
incelenmis olup, osteonektin ve BMP-2 antikorlarina ait elde edilen pozitif i1gimlar
osteojenik farklilasma olarak degerlendirilmistir (Sun ve Karaoz, 2020). Ki-MKH ve DP-
MKH’lerin osteojenik ve norojenik farklilagsmalarinin karsilastirildigi baska bir ¢alismada,

BMP-2 primer antikoruna ait 1s1mlarin KI-MKH’lerde daha yiiksek seviyede oldugu bunun
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yani sira DP-MKH’lerin nérojenik farklilasmaya daha yatkin oldugu bildirilmistir (Riekstina
ve digerleri, 2009).

Calisma planimizin osteojenik farklilagsma agsamasinin baslagicinda ve sonunda, 2B kiiltiirde
ve 3B ortamda jel igerisinde ve iizerindeki sferoidleri goriintiilleme amaciyla ¢ekirdekteki
DNA’y1 boyayan DAPI ile isaretleme yapilarak elde edilen floresan isimalar 11k
mikroskobunda gozlenmistir (Kapuscinski, 2009; Larsen ve digerleri, 2012; Mohan,
Yathindra ve Yathindra, 2012). 2B ¢alisma gruplarinda 28. giiniin sonundaki kaydedilen
gorintiiler degerlendirildiginde KGB ile kiiltiire edilen ¢alisma gruplarinda AD-MKH’lerde
diger gruplara kiyasla sayica daha ¢ok hiicrede DAPI 1s1masi1 vermesi, hiicrelerin, diger
gruplarina kiyasla sayica daha fazla ¢ogalmis olduklart seklinde yorumlanmistir. Kok
hiicreler kendini yenileme 6zellikleri ile bilindiginden (Kalra ve digerleri, 2014; Sun ve
Karaoz, 2020), sayica artis, AD-MKH’lerin kok hiicre 6zelliklerini diger gruplara gére daha
cok korudugu, baska bir deyisle, diger gruplarin daha ¢ok farklilastigi seklinde

yorumlanabilir.

Calismamizda osteojenik farklilasma asamasina ge¢meden Once nestin antikoruna ait
1s1malar1 degerlendirmeki amacimiz, her ne kadar nestin proteini kemik gelisimine katkida
bulunsa da, MKH karakterizasyonunda arastirmacilarin siklikla degerlendirdikleri bir
paremetre olmasidir (Iezzi ve digerleri, 2019; Kara6z ve digerleri, 2010; Xie ve digerleri,
2015). Osteojenik farklilasma deneyleri 6ncesinde tiim g¢alisma gruplarinda hemen hemen
esit seviyede kaydedilen 1simalar, hiicrelerin MKH karakterizasyonu gosterdiginin bir
belirteci olarak degerlendirilmistir. Calisjmamizin final karakterizasyon asamasinda yapilan
IF analizlerde, OFGB ile kiiltiire edilen 2B c¢alisma gruplarinda hiicrelerin nestin 1s1masi
karsilagtirlldiginda AD-MKH’lerde go6zlemlenen 1s1ma miktarn PDL-MKH’lerde
gozlemlenen miktardan daha fazla olmast AD-MKH’lerin gdstermis olduklart MKH
ozelliginin, PDL-MKH’lerden daha yiiksek seviyede oldugu ya da bir baska sekilde ifade
etmek gerekirse PDL-MKH’lerin AD-MKH’lere oranla daha fazla osteojenik farklilasma
gostermeleri olarak yorumlanmistir. Osteojenik farklilagsmanin en yiiksek seviyede olmasi
beklenen OFGB ve Boneink™ ile kiiltiire edilen 3B ¢alisma gruplar1 da dahil olmak iizere
tim c¢aligma gruplarinda nestin primerine ait 1gimalar gozlemlenmis olmasi ise kok
hiicrelerde mitoz bdliinme sonucunda olusan hiicrelerden birinin kok hiicre ile ayni 6zellige
sahipken, digerinin fonksiyonel olarak farklilasacagi dokuya ait 6zellik sergilemesinden

kaynakli olabilecegi ile agiklanmistir (Kalra ve digerleri, 2014). Ayrica AD-MKH c¢alisma
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grubunda elde edilen daha fazla 1stmanin, bu ¢alisma grubunu olusturan hiicrelerin diger

gruplara oranla daha az farklilasmis olduklar seklinde yorumlanmastir.

2B ¢alisma gruplarinda KGB ile kiiltiire edilen hiicrelerin osteojenik farklilasma gosterip
gostermediklerini kontrol etmek amaciyla, ALP, COL-1, fibronektin BMP-2, BMP4,
osteopontin ve vimentin antikorlarina ait 1simalar degerlendirilmistir. Torres ve
arkadaglarinin MKH’lerin osteojenik farklilasmalar1 degerlendirdikleri bir c¢alismada,
MKH’lerin farklilasma sonrasi osteojenik belirteg olan COL-1 ve ALP yiizey antijenlerini
immiinohistokimyasal analizlerle gozlemlediklerini belirtmislerdir (Faia-Torres ve digerleri,
2015). Calismamizda 2B kiiltiir ortaminda KGB ile kiiltiire edilen hiicre hatlarinda, belirtilen
antikorlara ait belirgin floresan 1s1ma kaydedilmemis olmasi, bu c¢alisma gruplarinda

osteojenik farklilagmain olmadig seklinde yorumlanmaistir.

Farklilasma caligsmalarinda, hiicre iskeletinde ara filaman olan vimentinin IF boyamalarda
istma vermesi, hiicrelerin MKH o6zelligini devam ettirdiginin bir gostergesi olarak
bildirilmistir (Rubashkin ve digerleri, 2014; Schroeder ve digerleri, 2021). Calismamizda
OFGB ile kiiltiire edilen 2B ¢alisma gruplarinda ve Boneink™ ve KGB ile kiiltiire edilen 3B
calisgma gruplarinda, vimentin antikorunun yapmis oldugu 1s1ma  miktarlar
degerlendirildiginde AD-MKH’lerin hiicre periferlerinde gozlemlenen bu 1simalar,
osteojenik farklilagsmaya diger ¢alisma gruplarina oranla daha az ugramis olduklari seklinde
degerlendirilmistir. Boneink™ ve OFGB ile kiiltiire edilen calisma gruplarinda ise AD-
MKH’lerin vimentin antikoruna ait 1s1ma vermemis olmasi, bu ¢alisma grubunda osteojenik
farklilagsmanin gerceklesmis oldugu seklinde yorumlanmistir. Ayrica vimentin primerine ait
1stmalar DP-MKH’lerde goriilmesine ragmen PDL-MKH’lerde bu 1s1ma miktarinin diger
hiicre hatlarindan daha diisiik seviyede olmasi, PDL-MKH’lerin osteojenik farklilagma
kapasitelerinin diger hiicre hatlarindan daha yiiksek olabilecegi yorumumuzu destekler

niteliktedir.

KGB ve Boneink™ ile olusturulan 3B kiiltiir ortamlarinda, ALP primerine ait 1gimalarin da
vimentin primerine benzer sekilde oldugu bulgulanmis ve bu bulgumuzu desteler nitelikteki
sonuclar, ger¢ek zamanli PZR analizlerinde 3B ¢alisma gruplarini olusturan hiicreler
arasinda ALP gen ekspresyon seviyelerinin karsilastirildigr istatistiksel analizlerde de
desteklenmistir. Yapilan her iki analizde de benzer bulgularin elde edilmis olmasi

calismamizda tutarli sonuglar elde edildiginin bir gostergesi olarak degerlendirilmistir.
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Calisma gruplarinda degerlendirilen bir diger antikor ise BMP-4’tiir. Arastirmacilar bu
antikorun adipoz dokuda adiposit farklilagmasini desteklen bir 6zellige sahip oldugunu
bildirmislerdir (Blazquez-Medela, Jumabay ve Bostrom, 2019). IF analizlerde elde ettigimiz
bulgularda BMP-4 antikoruna ait 1s1malar degerlendirildiginde en yiiksek 1s1ma miktarinin
AD-MKH’lerde bulgulanmis olmasi; bunun yani sira BMP-2 antikoruna ait i1gimalar
degerlendirildiginde ise en az isitmanin AD-MKH c¢alisma grubunda elde edilmesi, AD-
MKH’lerin diger ¢alisma gruplarina oranla osteojenik farklilagsmaya daha az ugradiklariin
bir gostergesi olarak yorumlanmistir. AD-MKH’lerde gozlemlenen yiiksek 1simanin bir
diger nedeninin, hiicrelerin kiimeleserek sferoid yapilar meydana getirmesi sonucu, ayni

alandaki ¢ok fazla sayida hiicrenin 1g1ma vermesinden kaynakli olabilecegi diistinlilmiistiir.

OFGB ve Boneink™ ile olusturulan kiiltiir ortamlarinda, kemigin organik bileseninin
yapisinda bulunan COL-1, OPN ve BMP-2 proteinlerine ait (McKee ve digerleri, 2006)
isimalar degerlendirildiginde PDL-MKH c¢alisma gruplarinda OPN ve BMP-2 primer
antikorlarma ait spesifik 1s1ma alanlarin sadece hiicre iginde degil, hiicre periferinde de
gbzlemlenmis olmasi ve 1s1ma miktarlarinin diger calisma gruplarina oranla daha fazla
olmasi, PDL-MKH’lerin daha fazla osteojenik farklilasma gdstermis olduklar1 seklinde

yorumlanmugtir.

IF analizlerinde 2B caligma gruplarinda elde edilen bulgular, deneyler sirasinda 151k
mikroskobu altinda kaydedilen gorintiler ve alizarin red boyamasinda elde edilen
mikroskobik goriintiilerle uyumlu sonuglar vermistir. 3B ¢alisma gruplarinda HA igerikli
hidrojel kullanilarak olusturulan mikrogevrelerde KGB ve OFGB besiyerleri uygulanmis
olup, gruplar arasindaki farklilik kullanilan besiyerlerinin  farkli  olmasindan
kaynaklanmaktadir. Calisma planinin bu sekilde olusturulmasindaki amag temelde iki farkl
alt bagligin degerlendirilmek istenmesidir. Bunlardan birincisi osteojenik farklilasmada HA
icerikli hidrojellerle olusturulan kiiltiir ortaminda, OFGB ile kiiltiire edilen hiicrelerdeki
osteojenik farklilasma kapasitelerinin KGB yeri ile kiiltiire edilen hiicrelerle karsilagtiriimak
istenmesidir. Bir diger alt baglik ise olusturulan kiiltiir ortamlarindan hiicrelerin osteojenik
farklilagma kapasitelerinin karsilastirilmak istenmesidir. Bu degerlendirmenin sonucunda
HA’nin olusturulan kiiltiir ortamlarinda osteojenik farklilasma’da etkili bir kiiltiir elemamn
oldugu ve PDL-MKH’lerin osteojenik farklilagsma kapasitesinin diger hiicre tiirlerinden daha
iistiin olabilecegi sonucuna varilmistir. Ayrica KGB ve Boneink™ ile olusturulan kiiltiir

ortamlarinda PDL-MKH’lerde spesifik boyanma miktarinin diger hiicre hatlarindan daha
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yiiksek seviyede bulgulanmis olmasi, PDL-MKH’lerin KGB ile kiiltiire edilen Boneink™
iceren kiiltiir ortamlarinda daha iyi osteojenik farklilagsma potansiyeline sahip olduklar

olarak yorumlanmuistir.

3B kiiltiir ortamlarinda elde edilen BMP-2, osteopontin, COL-1 antikoruna ait isimalarin 2B
kiiltiir ortamina gore daha belirgin ve yliksek seviyede olmasi, farklilasma caligsmalarinin
degerlendirilmesinde 3B kiiltiir ortaminin avantaji olarak degerlendirilmistir (Chan ve
digerleri, 2021; Zeng ve digerleri, 2021). IF analizlerde elde edilen bu sonuglar osteojenik
farklilasmanin incelenmesi i¢in ¢alisma kapsaminda yapilan diger analizlerin bulgular1 ile

uyumludur.

Calismamizda mezenkimal kok hiicrelerin tanimlanabilmesi ve osteojenik farklilagmalarinin
degerlendirilmesi amaciyla uygulanan bir diger analiz yOntemi ise akim sitometri
analizleridir. Arastirmacilar farklilasma c¢alismalarinda, calistiklar1 hiicrelerin MKH
oldugunu dogrulamak ve calisma sonucunda hiicrelerde meydana gelen farklilagmalari
degerlendirmek amaciyla bu yontemi uyguladiklarini bildirmislerdir (Baer ve digerleri,

2013; Iwasaki ve digerleri, 2019; Yasui ve digerleri, 2016).

Yapilan bir ¢alismada CD9, CD10, CD13, CD29, CD44, CD49d, CD59, CD106, CD146,
CD166 gibi ylizey belirteglerinin pozitifliginin periodonsiyum kokenli kok hiicrelerin
karakterizasyonu i¢in kullanilabilecegi belirtilmistir (Seo ve digerleri, 2015). Konu ile ilgili
baska bir ¢aligmada CD90, CD105, STRO-1 ve Scleraxis ylizey belirte¢lerinin PDL-MKH
karakterizasyonunda degerlendirilebilecegi belirtilmistir (Shi ve digerleri, 2005). Dis eti ve
PDL kokenli MKH kaynaklarimin  osteojenik ve kondrojenik farklilagmalarinin
degerlendirildigi bir calismada akim sitometri analizleri ile yapildan degerlendirmelerde bu
hiicrelerin, CD105, CD146, CD90, CD29 ve CD73 MKH yiizey belirteglerini eksprese
ettikleri belirtilmistir (Yu ve digerleri, 2015). Osteojenik farklilasma ¢alismalarina
baglamadan 6nce yapmis oldugumuz akim sitometri analizleri, hiicrelerin kok hiicre
karakterini gostermek amaciyla yapilmis olup elde edilen veriler, ¢calismamizda kullanlan
hiicrelerin MKH karakteri gosterdigini dogrulamaktadir. Ayrica bu veriler, 2B kiiltiir
ortamlarinda yapilan ¢alismalarinin sonunda elde edilen verilerle karsilastirilarak osteojenik

farklilagma da degerlendirilmistir.
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Osteojenik farklilasma asamasinda, KGB ile kiiltiire edilen 2B c¢alisma grubunu
olusturmadaki amacimiz, kok hiicrelerin spontan farklilasma yoniindeki egilimlerinin
degerlendirilerek 28 giinliik kiiltiir stireleri boyunca gerceklesen osteojenik farklilagsma orani
icin bir taban olusturmaktir. Ayn1 yontemin uygulandigi benzer bir ¢calismada farkli pasaj
numaralarina sahip MKH’lerin ylizey belirte¢ ekspresyonlari degerlendirilmis, CD73, CD90
ve CDI105 ekspresyonu agisindan pozitif; CD45, CD34, CD19 ve HLA-DR molekiil
ekspresyonu agisindan negatif bulgular elde edildigi bildirilmistir. Arastirmadaki bu veriler,
kok hiicrelerin pasaj numarasi ilerlemesine ragmen karakteristik 6zelliklerini korumaya
devam ettirdigi seklinde yorumlanmistir (Cigek ve digerleri, 2017). Konu ile yapilan bir
baska calismada farkli kaynaklardan tiiretilen MKH’larin kendini yenileme osteojenik
farklilasma kapasiteleri degerlendirilmistir. Calismanin sonucunda SD-MKH’lerin PDL-
MKH ve AD-MKH’lere oranla daya yiiksek seviyede seviyede mRNA ekspresyonu
gostermesine ragmen tiim hiicrelerin eksprese ettikleri yiizey belirtegleri karsilastirildiginda
benzer ekspresyon seviyeleri bulgulandigi bildirilmistir (Trivanovi¢ ve digerleri, 2015).
Calismamizda AD-MKH ve DP-MKH gruplarinin ¢alisma baslangicinda degerlendirilen
CD90 ve CD105 degerlerinin %95 seviyesinin altinda bulgulanmasi dondurulup ¢éziinme
islemleri sonrasi hiicrelerin ortama adepte olamasindan kaynakli olabilecegi diisiiniilm{istir.
Bu hiicre hatlarinin 28 giin KGB ile kiiltiire edilmesinden sonraki CD90 ve CD105
degerlerinin, Uluslararas1 Kok Hiicre Arastirma Komitesinin belirttigi referans araliginda
pozitif seviyede kalmasi, bu hiicrelerin 2B ortamda MKH 6zelliklerini devam ettirmekte
oldugu gostermektedir. Ayrica, AD-MKH ve DP-MKH’lerde KGB ile kiiltiire edilen
caligma gruplarinda 28 giin sonunda yapilan analizlerde pozitif ylizey belirteclerinin
yaklasik %95 seviyelerinde olmasi, bu hiicrelerde spontan gerceklesen osteojenik
farklilagmanin minimal diizeyde oldugu seklinde yorumlanmigstir. Buna karsin PDL-MKH
grubunda CD90 belirtecinde diisiis goriilmesi, bu hiicrelerin spontan olarak osteojenik
farklilasmaya basladig1 seklinde yorumlanmistir. Bu sonuglar, 151k mikroskobu ile ¢ekilen
fotograflar ve histolojik analizlerde alizarin red boyamasi ile elde edilen gortintiiler ile de

uyumlu sekilde osteojenik farklilasmaya isaret etmektedir.

Arastirmacilar, farkli kiiltiir ortamlarinda MKH’lerin yiizey belirteclerinde oransal olarak
meydana gelen pozitif yiizey belirteglerindeki (CD90, CD73, CD105, CD44) azalisi
osteojenik farklilasma olarak degerlendirmislerdir (Bonab ve digerleri, 2006; Cicek ve
digerleri, 2017; Riekstina ve digerleri, 2009). Calismamizda OFGB ile hazirlanan c¢alisma
grubuna ait veriler degerlendirildiginde; CD73 ylizey belirteci her ii¢ hiicre hatt1 i¢in de
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pozitif seviyede 6l¢iilmiisken CD90 ve CD105 degerleri pozitif olarak degerlendirilen %95
seviyesinin altinda 6l¢iilmiistiir. Bu 6l¢lim aragtirmacilarin bildirdikleri sonuglarla uyumlu
olup, OFGB ile Kkiiltire edilen MKH’lerin farklilagtiginin bir gostergesi olarak
degerlendirilmistir(Hakki ve digerleri, 2017; Mrozik ve digerleri, 2013; Zhang ve digerleri,
2018). Ayrica karsilastirilan hiicre hatlar1 arasinda CD90 ve CD105 yiizey belirteg
miktarlarindaki en biiyiik azalma ise PDL-MKH’lere ait ¢alisma gruplarinda gozlenmistir.
Yiizey belirteglerindeki azalma miktarina bakilarak yapilan siralamayr PDL-MKH’den
sonra DP-MKH takip etmekte olup, belirlenen en kiigiik azalma orant AD- MKH’lerde
gozlemlenmistir. Bu gozlem sonucunda ise OFGB ile kiiltiire edilen MKH’lerdeki
osteojenik farklilasmalar degerlendirildiginde AD-MKH’lere kiyasla DP-MKH ve PDL-
MKH’lerde daha fazla osteojenik farklilasma oldugu seklinde yorumlanmis olup, PDL-
MKH’lerin bu ii¢ hiicre grubu arasinda osteojenik farklilagma kapasitesinin en yiiksek

oldugu sonucuna varilmistir.

Calismamizda 2B ve 3B kiiltiir ortamlarinda olusturulan ¢alisma gruplarinin ve ¢alisma
gruplarini olusturan her bir hiicre hattinin, osteojenik farklilasmaya 0zgii gen/protein
ekspresyon seviyelerinin degerlendirmesi amaciyla, ger¢ek zamanli PZR analizi yapilmas,

elde edilen sonuglar istatistiksel olarak degerlendirilerek literatiir ile karsilastirilmis%otir.

Aragstirmacilar 3B kiiltiir ortaminda kullanilan hidrojellerin, ekstraselliiler matriks benzeri
bir ortami taklit edebilen yapilar olmasindan dolayi, MKH’lerin osteojenik farklilagsmasina
yonelik yapilan PZR analizlerinde 3B kiiltiir ortaminda elde edilen sonuglarin daha nitelikli
oldugu ve klinik uygulanabilirligi artirdigini bildirilmiglerdir (Cal6 ve Khutoryanskiy, 2015;
Kirsch ve digerleri, 2021; Moritani ve digerleri, 2018). Osteoporoz tedavisi i¢in yapilan bir
arastirmada osteojenik farklilagsma i¢in olusturulan valproik asit igerikli kiiltiir ortamlarinin,
MKH’lerin osteopontin, RUNX ve BMP-2 gen ekspresyin seviyelerini artirdigi gercek

zamanli PZR analizi sonuglart ile bildirilmistir (Cho ve digerleri, 2005).

Calismamizda kullanilan hiicre hatlarinin ALP, BMP ve RUNX gen ekspresyon seviyeleri
literatiir ile karsilastirildiginda arastirmacilarin  bildirmis oldugu bulgular1 destekler

niteliktedir (Cho ve digerleri, 2005; Kirsch ve digerleri, 2021; Moritani ve digerleri, 2018).

DP-MKH ve Ki-MKH’lerin osteojenik farklilagma kapasitelerinin karsilastirilmas1 amaciyla

yapilmis bir ¢alismada kiiltiir ortamlar1 Bio-oss materyali kullanilarak olusturulmus ve
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gercek zamanli PZR yontemi ile RUNX2, ALP ve osteokalsin gibi osteojenik genlerin
ekspresyon seviyeleri degerlendirilmistir. Calismanin sonucunda DP-MKH’lerin RUNX ve
osteokalsin genlerini Ki-MKH’lere gore daha yiiksek diizeylerde eksprese ettigi
bildirilmistir (Lee ve digerleri, 2019). Yapilan baska bir ¢alismada periodontitis hastalik
modelinde PDL-MKH’lerin osteojenik farklilagsmasinin degerlendirilmis, RUNX2 ile
istatistiksel bir korelasyon bulunurken, ALP ve osteokalsin ile bulunamadig: bildirilmistir
(Xu ve digerleri, 2019). MKH’lerin osteojenik farklilasmasina yonelik Meshram ve
arkadaslarinin yapmis oldugu c¢alismada, bukkal yag dokusundan elde edilen AD-
MKH’lerin ALP eksprese ettiklerini ve osteojenik farklilasma seviyelerinin anlamli
oldugunu bildirilmistir (Meshram ve digerleri, 2019). Genova ve arkadaslarinin yapmis
olduklar bir bagka calismada ise, AD-MKH’ler ile DP-MKH’lerin osteojenik farklilagsma
kapasitelerini karsilastirmak amaciyla ger¢ek zamanli PZR yontemi ile RUNX2, COL-1 ve
ALP gen ekspresyon seviyeleri degerlendirilmistir. Bu ¢alisma sonucunda her iki grupta bu
osteojenik genleri yiiksek seviyelerde eksprese ederken, AD-MKH’lerin COL-1 ve ALP
genlerini, DP-MKH’lere oranla daha fazla eksprese ettigini bildirmislerdir (Genova ve
digerleri, 2021).

Calismamizda yapilmis olan akim sitometri, histolojik boyama ve IF boyama analiz
yontemlerine ait bulgularda AD-MKH’lerin osteojenik farklilasma kapasitelerinin DP-MKH
ve PDL-MKH’lere oranla daha diisiik seviyede olduklar1 gozlemlenmis olmasina ragmen
gercek zamanli PZR analizinde AD-MKH’lerin BMP-2 ve RUNX genlerini daha yiiksek
seviyede eksprese ettikleri belirlenmistir. Bu bulgular1 yorumlamak i¢in yapilan literatiir
arastirmalarinda 2 temel baglik 6n plana ¢ikmistir. Bunlardan birincisi post transkripsiyonel
modifikasyon (PTM) iken digeri mikroRNA’larin (MiRNA) osteojenik farklilasmadaki
etkilerinden kaynakli olabilecegi diistinlilmiistiir. HA icerikli kiiltiir ortamlarinda MKH’lerin
osteoblastlara farklilasmasina yonelik yapilan ¢alismalarda, spesifik gen ekspresyonlarinin
kiiltiir ortamindaki osteoblastlarin canliliklarinin bir belirteci olsa da bu osteoindiiktif
aktivitenin gostergesi olmadigi ifade edilmis ve osteojenik farklilasma degerlendirilirken
hiicrelerin gen ekspresyon miktarlarindan ziyade, eksprese edilen genlerin osteojenik olarak
anlamli proteinlere doniisiip donlismediklerinin degerlendirilmesi gerektigi bildirilmistir.
Bu amagla proteinlerin biyo-sentezlendikten hemen sonra genellikle enzimatik
modifikasyonu degerlendirmek amaciyla PTM incelenmesi gerektigini bildirmisleridir (Lin
ve digerleri, 2009; Chou ve digerleri, 2020). Stein ve arkadaslarinin MKH’lerin osteojenik
farklilagmasinda RUNX ekspresyon seviyelerini degerlendirdikleri bir calismada,
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MKH’lerin osteoblast onciisii hiicrelerin olusumu ve olgunlasmamis osteblastlarin olusum
asamasina kadar olan periyotta RUNX ekspresyon seviyelerinin yiiksek diizeyde
olduklarini; olgun osteoblastlarin ve osteositlerin olusum periyodunda ise RUNX
ckspresyon seviyelerinin  distiiginii  bildirmislerdir (Stein  ve digerleri, 2004).
Calismamizda, RUNX ekspresyonu DP-MKH ve PDL-MKH’lerde AD-MKH’ye gore daha
diisitk bulunmustur. Bu durum Stein ve arkadaslar1 tarafindan belirtildigi sekilde, ilk iki
grubun farklilasmanin 6nciil asamalarin1 tamamlayip olgun kemik hiicreleri olustururken,
AD-MKH grubunun osteojenik farklilasmaya daha geg baslayip, ¢alismanin sonlandirildigi
28. giinde RUNX’in yiiksek diizeyde cksprese edildigi erken osteojenik farklilagsma

doneminde olabilecegi seklinde yorumlanmustir.

Gruplar arasindaki gen ekspresyon farkliliklarini agiklayacak bir diger neden de
mRNA’larin proteine doniistiiriilmesinde rol alan bir kontrol mekanizmasi olan
mMiRNA’lardir. Kiigiik RNA dizileri olan miRNA’lar MKH’lerin kendini yenilemesi ve
farklilagmasinda da biiyiik 6neme sahiptirler (Cai ve digerleri, 2009). Farklilasma
deneylerinde miRNA’larin gorevi bir veya daha fazla hedef geni ve sinyal yolaklarim
diizenlemektir (Ye ve digerleri, 2008). DP-MKH ve PDL-MKH’lerin kok hiicre 6zelliginin
devamlilig1 ve farklilasmasindan sorumlu olan NANOG geninin diizenlenmesinde miR-
720’nin etkili oldugunu bildirilmistir (Hara ve digerleri, 2013). DP-MKH’lerin osteojenik
farklilasma kapasiteleirinin degerlendirildigi bir baska calismada ise miR-720’nin
MKH’lerin ¢ogalma kapasitesi azalttigi fakat bunun yani sira odontojenik farklilasma
kapasitesini artirdigi bildirilmistir (Mazziotta ve digerleri, 2021). Sun ve arkadaslar
tarafindan DP-MKH’lerde yapilan bir baska ¢alismada miR-34a’nin son derece aktif olan
Notch yolagini inhibe ederek, bu hiicrelerdeki osteojenik ve odontojenik farklilagmaya
pozitif yonde katki sagladigi bildirilmistir (Sun ve digerleri, 2014). DP-MKH’lerin
odontoblastlara farklilagmasinin in vitro kiiltir ortaminda degerlendirildigi farelerle
yapilmis olan bir ¢aligmada ise miR-145 ve miR-143’iin odontoblast farklilasmasini
diizenledigi bildirilmistir (Chen ve digerleri, 2009). PDL-MKH’lerin osteojenik
farklilagmasinda miRNA etkinliginin degerlendirildigi bir ¢aligmada miRNA 17 ve miR-218
seviyelerinde azalis oldugu bunun yan1 sira RUNX gen ekspresyon seviyesinde artis oldugu

bildirilmistir (Guo ve digerleri, 2008).

Calismamizda 2B ¢alisma grubunda KGB ile kiiltiire hiicrelerin ALP, BMP-2 ve RUNX

genlerine ait ekspresyon seviyelerinin, OFGB ile kiiltiire edilen hiicrelerle
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karsilastirildiginda  istatistiksel olarak anlamli farkliliklarin  oldugu belirlenmistir.
Arastirmacilarin bildirmis olduklar1 sonuglar da géz oniine alindiginda elde ettigimiz gergek
zamanli PZR sonuglarindaki uyumsuzlugun, calisma gruplar1 arasinda osteojenik
farklilasma hizlarindaki degiskenlik, miRNA aktivitesi veya post transkripsiyonel
modifikasyonlardan kaynakli olabilecegi diisliniilmiistiir. Elde edilen bu bulgu MKH’lerin
osteojenik farklilagsmasina yonelik ilerleyen c¢alismalarimizda miRNA’larin ve post

transkripsiyonel modifikasyonlarin incelenmesi i¢in yeni bir arastirma penceresi agmistir.

Calismamizin limitasyonlar1 agagida belirtilmistir;

1. 2B calisma gruplarina ait IF boyama analizlerinde 28 giinliik deneylerin sonunda KGB
ile kiiltiire edilen galigma gruplarinda goriintii elde edilemdigi i¢in bu grup calismaya
konmamustir.

2. 3B kiiltlirlerdeki akim sitometri analizleri, kiiltiir ortaminda kullanilan hidrojellerin
polimerik yapisinin ve olusan hiicre sferoidlerinin, akim sitometri cihazinin kapiller
sisteminden gecemeyecek olmasi nedeniyle gerceklestirilememis, sadece 2B 6rneklerde
analiz yapilmistir.

2. Baseink™ hidrojeli kullanilarak olusturulan kiiltiir ortam1 sadece histolojik
boyamalarda analiz edilmistir. Bu calisma grubu gelecekte yapilmasi planlanan
caligmalar i¢in On degerlendirme yapmak amaciyla olusturulmus olup tez
calismasindaki diger analiz yontemlerinde kullanilmamastir.

3. 3B calisma gruplarinin deneysel asamasinda, 6zellikle HA igerikli hidrojellerden izole
edilen RNA’larin saflig1, HA kristallerinin varlig1 nedeniyle diisiik olabilmektedir. Bu
durum gercek zamanli PZR analizleri i¢in sinirlayici bir etken olarak ortaya
¢ikmaktadir. Bu konunun ¢6ziimii ve RNA safliginin arttirilmasi i¢in ek caligsmalar

gereklidir.
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6. SONUC

Periodontal rejeneratif tedavide MKH kullanimi ile ilgili sinirli sayida ¢alisma
bulunmaktadir. Caligmamizda AD-MKH, DP-MKH ve PDL-MKH’lerin 2B be 3B kiiltiir
ortaminda osteojenik farklilagsma kapasiteleri degerlendirilmistir. 3B kiiltlir ortaminda

kullanilan %65 HA igerikli hidrojel ¢alismamiz1 6zgiin kilan bir kriterdir.

Degerlendirme amaciyla ¢alisma gruplarina alizarin red boyamalari, IF boyamalar, akim
sitometri analizleri ve gergek zamanli PZR analizleri yapilmistir. Elde edilen bulgular g6z

online alinarak, asagida belirtilen sonuglar elde edilmistir;

1. Calismamizda OFGB ile kiiltiire edilen ¢aligma gruplarinda bulgulanan alizarin red
boyamalar1, akim sitometri analizlerinde elde edilen MKH’lere 6zgii pozitif yiizey
belirteglerinde yiizdesel oranda meydana gelen azalma ve gercek zamanli PZR BMP-2,
RUNX gibi genlerin ekspresyon seviyelerindeki artis OFGB etkinliginin gdstergesi
olarak yorumlanmustir.

2. OFGB ile olusturulan 2B kiiltiir ortamlarinda alizarin red boyamalari, IF boyalamalar ve
akim sitometri analizleri degerlendirildiginde en yiiksek osteojenik farklilasma miktari
PDL-MKH’lerde gézlemlenmistir.

3. %65 oraninda HA kullanilarak olusturulan hidrojel ile kiiltiire edilen PDL-MKH’lerin,
osteojenik farklilasma seviyesi diger hiicre hatlarindan daha yiiksek seviyede oldugu
bulgulanmaistir.

4. Periodonsiyum kokenli MKH’lerin, HA igeren 3B kiiltiir ortaminda, osteojenik
farklilasmay1 indiikleyecek bir besiyeri kullanilmasa da osteojenik farklilagmaya
ugradiklar1 gézlemlenmistir.

5. Gergek Zamanli PZR analizlerinde osteojenik farklilasmaya yonelik genlerin 3B kiiltiir
ortaminda 2B ortama gore ¢ok daha yiiksek oranlarda eksprese edildigi gézlenmistir. Bu
durum 3B kiiltiir ortaminin osteojenik farklilasmaya pozitif etkisini gostermektedir.

6. AD-MKH’lerde OFGB ya da HA’li hidrojellerle ile kiiltiire edildiginde gen ekspresyon
seviyesi yiksek ¢ikmasi g¢alismamizdaki diger analizlerde elde dilen bulugularla
celismektedir. Bu bulgunun nedeninin arastirmak i¢in ilerideki ¢alismalarda miRNA

aktivitelerinin degerlendirilmesi diisiiniilmektedir.
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Calismamiz sinirlar1 dahilinde, bir biitlin olarak degerlendirildiginde; elde edilen en 6nemli
noktasi, periodonsiyum tedavilerinde kullanilmak {izere yapay kemik doku olusturmaya
yonelik in vitro ¢alismalarda HA igeren ii¢ boyutlu kiiltiir ortaminin konvansiyonel iki
boyutlu kiiltiir ortamima kiyasla ¢ok daha avantajli oldugunu ortaya koymasidir.
Analizlerimiz bu amagla kullanilabilecek en uygun hiicre tipinin ise PDL-MKH oldugunu

gostermistir.

Tez calismamizin sonunda elde ettigimiz veriler dogrultusunda, ¢alismamizin bir sonraki
asamasi olarak MKH destekli periodontal rejeneratif tedavide HA igerikli hidrojelin hayvan
deneyleri ve elde edilen bulgular esliginde klinik caligmalar ile degerlendirilmesi

hedeflenmektedir.
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