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1.BOLUM

GIRIS

Rejeneratif (yenileyici) tip; hiicre kombinasyonlari, biyokimyasal faktorler ve
miihendislik materyallerinin  kullanimi ile biyolojik fonksiyonlarin yerine
getirilmesini amaclayan giincel bir bilim dahdir (141). Hasara ugramis bir organin
veya dokunun fonksiyonlarini diizeltmek igin yerine yenisini koymaktan daha iyi bir
secenek yoktur (90, 201). Buradan hareketle viicudun ¢esitli doku ve hiicre tiplerine
dontiserek hasarli bolgeleri iyilestirme potansiyeline sahip olan kok hiicreler,

rejeneratif tip uygulamalarinin temelini olugturmaktadir (3, 18, 105, 137, 157).

Kok hiicreler, elde edildikleri kaynaga gore ‘embriyonik kok hiicreler’ veya
‘erigkin kok hiicreler’ olarak iki gruba ayrilmaktadir (55, 129, 155). Embriyonik kok
hiicrelerdeki teratom (germ tiimorii) olugsma riski, immunolojik sorunlar ve etik
tartismalar nedeniyle arastirmacilar son donemde eriskin kok hiicreleri lizerinde

yogunlagmaktadir (141, 216, 218).

Bir tiir erigkin kok hiicresi olan ve dis pulpasiin perivaskiiler yataginda yer
alan “dental pulpa kok hiicreleri” ilk olarak 2000 yilinda Gronthos ve ark. (64)
tarafindan izole edilmistir. Dental pulpa kok hiicrelerinin elde edilmesi kolaydir ve
etik bir sorun s6z konusu degildir. Elde edilen kok hiicreler uzun bir yasam siiresi,
yiikksek bir farklilasma potansiyeli ve dondurularak saklanabilme o6zelliklerine

sahiptir (208).



Dis ciirtigii veya cesitli nedenlerle olusan dis kayiplari; bireyin ¢igneme ve
konusma fonksiyonlarini, estetik ve psikolojik durumunu (yasam kalitesini) olumsuz
etkileyen yaygin bir saglik sorunudur (225). Dis ¢iirigli ve dis kayiplarinin tedavisi
i¢in yiiksek maliyetli harcamalar yapilmasina karsin ¢evre dokularla bire bir uyumlu,
uzun Omiirli ve tam anlamiyla basarili bir biyolojik tedavi se¢enegi heniiz mevcut
degildir. Ancak son donemde dental pulpa kok hiicre c¢alismalar1 ve doku
miithendisligi tekniklerindeki gelismelere paralel olarak bu alanda yeni bir tedavi
konseptinin olusturulabilecegi fikri dogmustur. Dis hekimliginde hiicresel tedavi
icin, dental pulpa kok hiicrelerinin izolasyonu, maniplasyonu, farklilastirilmasi ve {i¢
boyutlu doku olusumunu indiikleyecek yontemlerin gelistirilmesi gereklidir (147).
Literatiirde dental pulpa kok hiicreleri ve diger kok hiicre kaynaklarini rejeneratif tip
alaninda kullanmak {tizere ¢esitli 6zellikler yoniinden karsilastiran pek cok c¢aligma
mevcuttur. Ancak dis hekimligi alaninda 6zellikle odontojenik farklilagmay1 temel

alan 6zgiin ¢aligmalara ihtiya¢ duyulmaktadir.

Tez calismamizin amaci, insan yirmi yas dis pulpasindan kok hiicrelerin
izolasyonu, karakterizasyonu, ortam kosullarinin odontojenik farklilasma {izerine
etkisinin incelenmesi, odontojenik farklilastirma sonrasi hiicre igeriginin, histolojik
Ozelliklerinin ve farklilagma parametrelerinin tanimlanmasidir. Calismamizda besi
ortami1 modifikasyonu 1ile odontojenik farklilastirma yapilan dental pulpa kok
hiicrelerinin in vitro kiiltiir kosullarinda ve in vivo transplantasyon sonrasinda
morfolojik ozellikleri, proliferasyon kapasiteleri ve cesitli odontojenik farklilasma
parametreleri yoniinden karsilastirmasi yapilmistir. Bu sayede dis hekimligi alaninda
hiicresel tedavinin temelini olusturacak odontojenik farklilagma mekanizmasina ve
bu farklilagmay1 saglamak {izere model olusturulmasma iliskin literatiire katki

saglanmasi1 hedeflenmektedir.



GENEL BIiLGILER

1.1. Kok Hiicre Kavram

‘Kok hiicre’ terimi ilk olarak 1909 yilinda Rusyali bilim adami Alexander
Maksimov tarafindan, lenfosite benzer morfoloji, migrasyon, proliferasyon ve
diferansiyasyon oOzelliklerine sahip hematopoietik hiicreleri tanimlamak igin
kullanilmistir (169). Canlilardaki, “kendilerini yenileyebilme”, “siirekli boliinebilme”
ve “farklilasma” oOzelliklerine sahip Ozellesmemis hiicreler, kok hiicre olarak
adlandirilmaktadir (18, 105, 168). Organizmanin yasami boyunca yenilenebilme
yeteneklerini siirdiirebilen bu hiicreler; uygun sinyallerle karsilagsmadiklari siirece
dokulara 6zgi islevsellik kazanma ve farklilasma 6zelligi sergilememektedir (140).
In vitro kosullarda ¢ogaltilabilen bu hiicrelerin kaynaklandiklar1 énciil hiicrelerden

farkli, Ozellesmis hiicrelere farklilagabilme potansiyeli ancak 06zel biyolojik

sinyallerin etkisiyle gerceklesmektedir (11).

Fonksiyonel olarak farklilasmamis ve potansiyel olarak bir tiir heterojen hiicre
olan kok hiicreleri tanimlamak bes 6lgiit mevcuttur (3, 18). Kok hiicreler:
1. Siirekli boliinebilme ve kendini yenileyebilme yetenegine sahiptir. Bu

Ozellikleri telomeraz enzim aktivitesi ile iliskilidir.

Dogrusal kromozomlarin ucunda yer alan ve “telomer” adi verilen DNA

zincirleri hiicrelerin  boliinme yeteneklerini ve yasam siirelerini  belirleyen



faktorlerden biridir. Telomerler i¢indeki DNA tekrar dizileri, kromozom uclarinin
parcalanmasini, dagilmasimi veya diger kromozomlarla kaynasmasin1 engelleyerek,
kromozomlarin yapisal biitiinliigiiniin korunmasini saglamaktadir (74). Telomer ne
kadar uzunsa hiicreler o kadar ¢ok boéliinebilmektedir. Ancak hiicre dongiisii
sirasinda her ¢cogalmada telomer uzunlugu kisalmakta ve telomerde olusan aginmalar
nedeniyle somatik hiicreler boliinme yeteneklerini yitirmektedir. Teratom ve
embriyonik kok hiicrelerde ise mevcut telomeraz enzim aktivitesi kromozomun
kisalmasimi engellemekte ve bu sayede sinirsiz kendini yenileyebilme kapasitesi
olusmaktadir. Mezenkimal kok hiicrelerde de telomerleri sabit bir uzunlukta tutacak

diizeyde telomeraz iiretimi s6z konusudur (18, 93).

2. Ozellesmemis hiicrelerdir ve oOzellesmis islevleri yerine getirebilecek

herhangi bir dokuya 6zgiin yap1iya sahip degildir.

3. Ogzellesmis hiicrelere kaynaklik edebilir; bu ozellikleri “plastisite
(farklilasma)” olarak adlandirilmaktadir. Kok hiicreler, somatik {i¢ germ yapragina
dogru gosterdikleri farklilasma Ozelliklerine gore “totipotent”, “pluripotent” ve

“multipotent” olarak siniflandirilmaktadir (Sekil 1.1).

Totipotent (totus: tam, boliinmemis, potentia: gii¢) hiicreler; zigot evresindeki,
8 hiicrelik blastomerde yer alan, sinirsiz farklilagsma yetenegine sahip, embriyo ve
embriyo dist membran ve organlarin kaynagini olusturan hiicrelerdir (23).
Embriyonun gelisim siirecinde organizmay1 olusturan, tiim doku ve hiicre ¢esitlerine
farklilasma kapasitesine sahip fertilize yumurta hiicresi totipotent 6zelligi bilinen tek
kok hiicre tipidir. Bir canliy1 tiimiiyle olusturma potansiyeline sahip olan totipotent

hiicreler, gelismenin ileri evrelerinde pluripotent hiicrelere doniisebilmektedir (25).



Pluripotent kok hiicreler; endodermal, mezodermal ve ektodermal germ
yapraklarina ait hiicrelere farklilagsma gostermektedir (89, 93). Viicuttaki farklilasmis
biitiin hiicre tiplerini olusturabilme potansiyeline sahip “gercek kok hiicreler” olarak
tanimlanan pluripotent kok hiicreler ‘embriyonik kok hiicreler’ veya ‘embriyonik
germ hiicreleri’ adiyla da anilmaktadir. Gerekli ortam saglandiginda yaklasik 200
hiicre tiirtine doniigebilecek potansiyele sahip bu hiicrelerin bir canliyr tiimiiyle

olusturma potansiyeli ise mevcut degildir (11, 206).

Multipotent kok hiicreler; embriyonik kok hiicrelerle karsilagtirildiginda sinirli
bir farklilagma yetene§i gosteren ve tek bir germ yapragma ait hiicrelere
farklilagabilen hiicrelerdir. Eriskin bireylerin dokularinda varolan bu hiicrelerin
kiiltiir kosullarinda ¢ok miktarda ¢ogaltilabilmesi miimkiindiir. Ayrica bu hiicreler
doku ve organ hasarlarinda hasarli bolgeye go¢ sonrasinda ilgili dokularin

hiicrelerine farklilasarak iyilesme saglamaktadir (56).

Cesitli ozelliklere gore kok hiicre siniflandirmast yapmak miimkiindiir (170).
Embriyonik kok hiicre ve eriskin kok hiicre siniflandirmalariin yapilmasi, bu iki
hiicre tipinin farkli plastisite 6zelliginden kaynaklanmaktadir (140). “Eriskin kok
hiicreleri” olarak tanimlanan “postnatal kok hiicreler”, farklilasmis somatik
dokularda yerlesen farklilasmamis hiicrelerdir. Bu hiicrelerin yeni dogmus bebek ve
cocuklarda da bulunmalar1 nedeniyle “somatik kok hiicre” terimi kullanilmaktadir
(164). Tablo 1.1’ de embriyonik ve somatik kok hiicreler arasindaki farkliliklar

belirtilmektedir.

Son donemde tanimlanan en yeni kok hiicre tipi ise; indiiklenmis pluripotent
kok hiicrelerdir (IPSC). Bu kok hiicre tipi, erigkin kok hiicrelerinin Oct4, Sox2,

Nanog, c-Myc ve KIf4 gibi transkripsiyon faktorleri ile yeniden programlanmasi ile



olusturulan ve emriyonik kok hiicrelere benzer Ozellikler kazandirilan kok

hiicrelerdir (184, 203).

4. Hasarli doku veya organlarin tedavisi i¢in gerceklestirilen nakillerde, kaynak
dokunun islevsel olarak tekrar cogaltilabilmesini saglamaktadir.
5. Doku hasarmin gergeklesmedigi durumlarda bile farklilasmis diger hiicrelere

katkilart s6z konusudur (126).

Totipotent © zigot
@ Morula Germ
* Hucreleri
Pluripotent Blastosit é" Ektoderm
IHK > EKH ~_\: Cndaderm
\bGH > EGH Metoderm
l In vitro

Multipotent

éié@@é
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Progentor G0 g0
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w &
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Sekil 1.1: Kok hiicrelerin simflandirilmas: (197). (IHK: I¢ hiicre Kkitlesi,
EKH: Embriyonik kok hiicre, PGH: Primordial germ hiicresi, EGH: Embriyonik

germ hiicresi)



Ozellik

Embriyonik Kok Hiicreler

Somatik Kok Hiicreler

Farkhlasma yetenegi

Pluripotent.
U¢ germ yapragina ait tim hiicrelere
farklilasabilirler.

Cogu multipotent 6zellikte iken bazilar

pluripotent farklilagma gostermektedir.

Etik uygunluk

Embriyonlarin erken izolasyonu ve kisiye 6zel
embriyonik kok hiicre dizilerinin gelistirilmesi
(SCNT teknolojisi) konularinda etik, kiiltiirel ve

dinsel tartismalar mevcuttur.

Donérlerden bilgilendirilmis onam
alinmasi gerekmektedir.

Somatik kok hiicrelerin ticari iiriine
doniigtiiriilmesi konusunda etik

tartigmalar s6z konusudur

Kaynak/izolasyon

Izolasyonlar1 zordur.

Bir embriyonik kok hiicre hattinin

gelistirilebilmesi i¢in 5-50 insan oositinin
kullanilmasi gereklidir.
Kisiye Ozel embriyonik kok hiicre dizilerinin

gelistirilmesi ise olduk¢a pahalidir.

izolasyonlar1  kolaydir ancak elde

edilebilen hiicre say1si1 olduk¢a azdir.
izolasyonlarinda  kullanilan ~ kaynaga
baglt olarak kemik iligi aspirasyonu,
nazal cerrahi

epitelyal biyopsi gibi

islemler gerekebilir.

In vitro iiretim

In vitro kiiltiir kosullarinda, kendilerini yenileme
ozelliklerini korurlar. Stabilitelerinin korunmasi

ise zordur.

In vitro kiiltiir kosullarinda kendilerini

yenileme ve ¢ogalma hizlar1 yavastir.

immunojenik 6zellik

Kisiye o6zel gelistirilmis embriyonik kok hiicre

hatlar1, hiicresel  tedavilerde  daha az

immunojenik etki gostermektedir.

Otolog kaynaklar, immunojenik olarak
reaktif degildir.
Bazi somatik kok hiicrelerin

immunojenik 6zelligi daha diisiiktiir.

Tiimoér olusumu

In vivo teratom olusturma riski mevcuttur.

In vivo teratom olusturma riskleri

diistiktiir veya yoktur.

Hiicresel tedavide

kullanim potansiyeli

Klinik tedavi veya insan uygulamasi rapor

edilmemistir.

Losemi ve lenfoma tedavilerinde, kemik
iligi, periferal kan veya kordon kamn
nakli gibi klinik uygulamalari s6z

konusudur.

Tablo 1.1: Embriyonik ve somatik kok hiicrelerin karsilagtirilmasi (140).




1.2. Somatik Kok Hiicreler

Somatik kok hiicreler; eriskin doku ve organlarinda bulunan farklilasmamis
hiicrelerdir. Bu hiicreler, kendini yenileyebilme 6zelligi gostererek dokularin
Ozellesmis fonksiyonlara sahip hiicrelerine farklilagabilmektedir. Bu farklilasma
sayesinde doku ve organlarin yenilenmeleri ve fonksiyonlarmi devam ettirmeleri
saglanmaktadir (25, 215). Somatik kok hiicrelerin tanimlanmasi i¢in bu hiicrelerin
elde edilebildikleri kaynak dokular, diger hiicre ve doku tiplerine farklilasabilme
yetenekleri ve farklilagsmada rol oynayan mekanizmalar gibi konularin aydinlatilmasi

gereklidir (126).

Gegmis yillarda somatik kok hiicrelerin insan viicudunda c¢ok az sayida
olduklari, izolasyonlarimin ve kiiltiir ortaminda ¢ogalmalarinin zor oldugu ve yeni
hiicre tiplerine farklilagabilme kapasitelerinin  olduk¢a  sirli  oldugu
diisiiniilmekteydi. Son yillarda ise bu hiicrelerin yiiksek plastisite yetenegine sahip

oldugu gosterilmektedir (163).

Cesitli dokulardan elde edilen somatik kok hiicrelerin ¢ok yonlii farklilagsma
ozellikleri mevcuttur. Bu hiicrelerin klinik uygulamalarda kullanilabilecek sayida
cogaltilabilmeleri de miimkiindlir. Deneysel hayvan hastalik modellerinde
gerceklestirilen somatik kok hiicre calismalari, bu hiicrelerin tedavi etkinliklerini

gostermektedir (3).

Baslica kok hiicre kaynagi olan dokular:
e Gobek kordon kani (28, 104),
e Karaciger (116),
e Santral sinir sistemi (88),

¢ Sindirim kanali (162),



¢ Dental pulpa (27, 64, 103),
e Pankreas (26),

¢ Retina (209),

o Iskelet kas1 (232),

® Yag dokusu (245),

e Kemik iligi (86),

e Deri epidermisi (150),

e Periferik kan (239),

e ¢ kulak (121),

e Amniyotik siv1 (166),

e Kornea (36),

e Akciger (220),

¢ Burun mukozasi (142),

e Plasenta membrani (134),
e Kalp (111) ve

e Nazal mukozadir (142).

Somatik kok hiicrelerin hasarli dokuya yerlesme 6zellikleri bulunmaktadir. Bu
yerlesim siireci, kan akimmin azaldigt durumlarda hasarlanmis dokuya kok
hiicrelerin go¢ etmesi sonucu gerceklesmektedir. Oksijensiz kalan dokuda vaskiiler
endotelyal biiylime faktorii (VEGF) ve stromal hiicre kaynakli faktor-1 (Stro-1) gibi
cesitli faktorlerin arttig1 ve bu durumun yerlesim siirecinde kok hiicreler i¢in gerekli

sinyalleri sagladig1 diisiiniilmekle birlikte, siire¢ heniiz tam olarak anlagilamamistir

(3, 72, 154).



Son yillarda santral sinir sistemi gibi kendini yenileme 6&zelligi olmadigi
diisiiniilen dokularda da somatik kok hiicrelerin bulundugu saptanmis ve bazi
dokulardan elde edilen somatik kok hiicrelerin dokuya 6zgli germ yapraginin
disindaki hiicre tiplerine de farklilasabildikleri bildirilmistir (132, 141). Bu
dogrultuda somatik kok hiicre plastisitesi konusundaki ¢alismalarin sayis1 her gecen

giin artis gostermektedir (141).

1.2.1. Somatik Kok Hiicre Plastisitesi ve Plastisiteyi Etkileyen Faktorler

Plastisite; hiicrelerin olgunlasma ve 6zellesme siirecinde gegirdikleri degisimi
tanimlamaktadir. Erigkinlerde doku ve hiicre yenilenmesinin temelini doku
Ozellesmesi olusturmaktadir. Uzun yillar boyunca ii¢ germ yapragina ait dokularda
bulunan somatik kok hiicrelerin, ait olduklari germ tabakalarinin G6zellesmesine
geri-doniisiimsiiz olarak yon verdikleri (212) ve diger doku ve germ tabakalarina
ilerlemedikleri teorisi gecerliligini korumustur (232). Ancak son dénemde somatik
kok hiicrelerin bazi durumlarda gelismis bir plastisite gosterebilecegi ortaya

konulmustur (133).

Somatik kok hiicre plastisitesi, mikrogevreyle iligkili sinyallerle gelistiginden
kesin kurallar i¢inde tanimlanmast miimkiin degildir (23). Bazi arastirmacilar,
artefakt ve hatali karakterizasyon uygulamalar1 sonucu plastisitenin ortaya ¢iktigini
One siirmektedir (183, 212). Plastisitenin, doku yenilenmesinin denge durumunda
somatik kok hiicrelerin atipik bir fonksiyonu olarak gozlenebilecegi goriisii de

mevcuttur (212).
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Kok hiicrelerin fonksiyonel olarak diizenlenmesi; aktivasyon, kendini
yenileme, proliferasyon, migrasyon (go¢ etme), plastisite ve sagkalim (veya 6liim)

olmak iizere alt1 asamada gergeklesmektedir (143).

Bir kok  hiicrenin  dizi  degistirmesi veya  farklilagsmasi  igin;
trans-diferansiyasyon, re-diferansiyasyon ve de-diferansiyasyon gibi alternatif yollar
bulunmaktadir. Farklilagmig bir hiicrenin diger 6zellesmis hiicrelere farklilagsmasina
trans-diferansiyasyon (indirekt /dogrudan olmayan farklilasma) adi verilmektedir
(192). Bu farklilasma olayinin gerceklesmesi i¢in kok hiicrelerin dnceki fenotiplerine
donistiigi  de-diferansiyasyon (geri yonde farklilasma) basamagi gereklidir
(0r; pigment birikimi goriilen iris hiicrelerinin lens hiicrelerine farklilasmasi) (93, 99,
119). Farklilasma tek yonli ve geri doniisiimsiiz gergeklestiginden bunu
degistirebilecek tek durumun geriye yonelik farklilasma oldugu diisiiniilmektedir
(54). Direkt farklilagsma ise tam olarak farklilagsmis bir hiicrenin, de-diferansiyasyon
olmadan farkli bir olgun hiicreye doniismesidir (0r; karaciger ve pankreas hiicreleri)

(119).

Somatik kok hiicreler, yliksek oranda farklilagmus, siirekli bir hiicre kaynagi
saglamaktadir. Bu 06zellik doku dengesinin saglanmasi agisindan onemlidir (193).
Somatik kok hiicre farklilagmasiin anlasilabilmesi, bu hiicrelerin boliinme ve ogul
hiicreleri olusturma yeteneklerinin bilinmesi ile iligkilidir. Cok fazla sayida ogul
hiicrenin farklilasmas1 durumunda, kok hiicre populasyonu tiikenecektir (117).
Kendini yenileme yeteneginin kontrol edilmemesi durumunda ise ikincil mutasyonlar
ve tiimdr benzeri olusumlar gozlenecektir. /n vitro kosullarda, somatik kok
hiicrelerin yenilenme ve farklilasma secimlerinin belirlenmesi ve anlasilmasi bu
hiicrelerin doku tamiri ve gen tedavilerinde klinik kullanim potansiyelleri agisindan

olduk¢a dnemlidir (110).
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Somatik kok hiicreler, farklilagsma siirecinde ¢gogalma yeteneklerini kaybederek
farklilastiklar1 hiicrelerin karakteristik oOzelliklerini kazanmaktadir. Somatik kok

hiicre farklilagsmasini agiklayan, “hiyerarsik model” ve “siirekli model” ad1 verilen

iki ana model bulunmaktadir (3, 118, 167).

Hiyerarsik modele gore; farklilasma siirecinde kok hiicrelerden “progenitor
(6ncti)” hiicrelere ve son olarak “prekiirsor” hiicrelere dogru tek yonlii bir gecis soz
konusudur. En ilkel kok hiicre en yiiksek c¢ogalma ve en diisiik farklilasma
yetenegine sahiptir. Prekiirsor hiicreler ise diisiik cogalma kapasitesine karsin,
kolaylikla farklilagsabilme potansiyeline sahiptir. Kok hiicreden prekiirsor hiicreye
dogru ge¢isin her asamasinda farklilagma kapasitesi artarken cogalma potansiyeli
azalmaktadir (112). Bu modele gore hiicreler; biiylime faktorleri, sitokinler,
hiicre-hiicre etkilesimi ve adezyon molekiilleri gibi cevresel faktorlerin etkisiyle
hiicre siklusunun G1 fazina girene kadar, GO fazinda durgun konumda kalmaktadir.
Kok hiicreler proliferasyon i¢in uyariyr aldiklarinda, progenitdr ve prekiirsor gegis
asamalarina ilerleyebilmekte ve daha sonra yeni bir uyari alana kadar durgun
konumlarina geri donebilmektedir. Progenitdr ve prekiirsor hiicrelerin ise tekrar kok

hiicre konumuna donmesi miimkiin degildir (118).

Siirekli modelde ise; kok hiicrelerin bir konumdan diger konuma kayabildigi ve
tekrar eski konumuna donebildigi degisken bir siireklilik s6z konusudur. Hiyerarsik
modele benzer sekilde bu modelde de durgun somatik kok hiicrelerin G1 fazina
girmeleri i¢in bir uyaran gereklidir, ancak hiicreler daha sonra farklilagma
yolaklarindan ilerleyebilmekte ve tekrar GO fazina ve durgun konuma

donebilmektedir (167).
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1.2.2. Kok Hiicre Nisi

Somatik kok hiicreler, diizenleyici sinyallerin iletilmesine olanak saglayan ve
kendilerine destek olusturan bir c¢evreye ihtiyag duymaktadir. Hiicrelerin
diizenlenmesi ve islevlerinin kontrol edilebilmesi i¢in gerekli hiicresel ve molekiiler
faktorleri igeren bu smirli fizyolojik mikrogevre “kok hiicre nisi” olarak

adlandirilmaktadir (178, 234).

Kok hiicre nisleri; kok hiicrelere destek saglama, yasamlari i¢in uygun ortam
olusturma, proliferasyonu diizenleme ve farklilasmaya yon verme gibi pek cok
fonksiyona sahiptir. Kok hiicreler, nislerine ait dokular icinde uykuda beklemekte
veya ihtiyag sinyali aldiktan sonra aktive olarak boliinmektedir. Bir niste ¢ok yonlii
kok hiicreler bulunabilmekte ve her nis sisteminde fiziksel etkilesimi saglayan ve kok
hiicrenin asimetrik veya simetrik boliinmesine (Sekil 1.2) neden olan 6zel
molekiillerden yararlanilmaktadir. Kok hiicreler, doku hasar1 gelistiginde
mikrogevrelerinden ayrilarak hasarin gelistigi bolgeye goc ettiginden mikrogevredeki
kok hiicre sayisinin dengelenmesi oldukca 6nemlidir. Kok hiicrelerin ¢ogu asimetrik
boliinerek niste kalacak bir ogul hiicre ve farklilasmak i¢in nisten ayrilacak bir ogul
hiicre olusturmaktadir (Kok hiicre — Kok hiicre + Progenitor hiicre). Bu sayede
boliinme sirasinda hem 6ncii hiicreye doniisecek hiicre iiretilmekte hem de yedek
olusturulmaktadir. Gelisim siirecinde ve doku onariminda gerekli olan yeni hiicre
gereksinimini karsilayabilmek icin ise simetrik hiicre boliinmesi gereklidir. Simetrik
boliinme yeni kok hiicrelerin olusumunu saglayabilmekte ve olasi herhangi bir

eksilme artisla dengelenmektedir (Kok hiicre — Kok hiicre + Kok hiicre) (190).
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OXORO),

Sekil 1.2: Kok hiicre boliinmesi ve farklilasmasi (196). (A: kok hiicre, B: progenitor
hiicre, C: farklilasmis hiicre, 1: simetrik kok hiicre boliinmesi, 2: asimetrik kok

hiicre boliinmesi 3: progenitor boliinme, 4: terminal farklilagma)

1.3. Mezenkimal Kok Hiicreler

Kemik iligindeki kendini yenileme ve kemik dokusuna farklilasma 6zelligine
sahip, non-hematopoietik hiicrelerin varligi ilk olarak Alexander Friedenstein
tarafindan bildirilmistir (57). Kemik iligi ¢alismalar1 ile baglayan arastirmalar
sonucunda kemik iligi ve cesitli eriskin dokularinda bulunan multipotent 6zellikte,
hematopoietik olmayan ve stromal karakterdeki kok hiicrelerin varligi belirlenmistir.
Bu hiicreler “mezenkimal kok hiicreler ” veya yeni isimlendirme ile “mezenkimal
stromal kok hiicreler” adim1 almaktadir (20). Mezenkimal kok hiicreler, kemik iligi
hiicrelerinin CD45 negatif fraksiyonunda bulunmakta ve fibroblast benzeri bir
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gortiniim sergilemektedir. Bu hiicreler; hematopoietik kok hiicrelerin stromaya
tutunmasini saglama, kok hiicre rezervi olusturma ve doku hasari olustugunda diger
dokulara go¢ edebilme gibi fonksiyonlara sahip, konnektif (bag) dokunun ana

hiicreleridir (159, 160).

Organizmanin en zengin (ana) mezenkimal kok hiicre kaynagi kemik iligidir.
Kemik iligi disinda; yag dokusu, kemik, kikirdak, dis pulpasi, perikondriyum, iskelet
kast, kordon kani, kordon bag dokusu, dalak, eklem sivisi zar1 ve tendonlar gibi diger
eriskin dokulardan da mezenkimal kok hiicre izole edilebilmektedir. Cesitli
dokulardan izole edilen mezenkimal kok hiicrelerin temel 6zellikleri ayni olmasina
karsin farklilagma kapasitesi ve fonksiyonel 6zellikleri kdken alinan doku tipine gore
degisiklikler gosterebilmektedir. Enflamasyon veya doku hasart durumunda ilgili
bolgedeki artmis kemokinler ve hiicre yiizeyindeki kemokin reseptorleri sayesinde
mezenkimal kok  hiicrelerin  hasar ve timoér bolgelerine  migrasyonu
gerceklesmektedir. Migrasyon sonrasi nis kosullari ile iligkili farklilasma sayesinde

tyilesmeye katki saglanmaktadir (159, 160).

Mezenkimal kok hiicreler; T lenfosit, B lenfosit ve dogal dldiiriicii hiicrelerin
fonksiyonlarmi baskilama ve dendritik hiicre farklilagsmasini inhibe edebilme gibi
ozellikleri sayesinde immun - diizenleyici etkiye sahiptir. Bu nedenle greft-alict reddi
hastaligt (GVHD) ve Crohn hastalifi gibi bagisiklik sistemindeki bozukluklarin
gortldiigli hastaliklarin tedavisine yonelik klinik uygulamalarda da kullanim
potansiyelleri mevcuttur (35). Mezenkimal kok hiicreler, orta seviyede MHC-I
tagimaktadir. Ancak bu hiicrelerde HLA-II ve yardimci uyaran molekiilleri mevcut
degildir. Immiinolojik olarak bagimsiz hiicreler olduklarindan bagisiklik sisteminde

baskilanma gereksinimi olmaksizin nakledilebilirler. S6z konusu bu durum doku
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grubu uyumu sartt olmaksizin yaygin olarak kullanilabilmeleri avantajin

olusturmaktadir (43).

Mezenkimal kok hiicreler dokulardan az sayida izole edilebildiklerinden
kullanim oncesi in vitro kiiltiir ortaminda ¢ogaltilmalar1 gerekmektedir. In vitro
kiltlir sistemleri zahmetli olup iyi bir teknolojik alt yap1 ve yiiksek bir maliyet
gerektirmektedir. Kiiltiirde ¢ogaltma sirasinda hiicrelerdeki yaslanma, bazi
ozelliklerini kaybetme, kontaminasyon ve sitogenetik bozukluk riski mezenkimal

kok hiicrelerin 6zellikle klinik kullanimi i¢in dezavantaj olusturmaktadir (41, 86).

1.3.1. Mezenkimal K6k Hiicrelerin in vitro Ozellikleri ve Farkllasma

Potansiyelleri

Farkli dokulardan benzer 6zelliklere sahip mezenkimal kok hiicre izolasyonu
yapmak miimkiindiir. Uluslaras1 Hiicresel Tedavi Dernegi (ISCT) tarafindan
mezenkimal kok hiicrelerin in vitro kiiltiir kosullarinda tanimlanmasina yonelik {i¢

Olciit belirlenmistir (45):
1. Uygun kiiltiir kosullarinda plastik adherens (ylizeye yapisma),

2. Stromal karakterde yiizey antijenlerinin ekpresyonu: Akim sitometri

analizlerinde hiicrelerin;

e % 95’ten fazlasinin, CD73 (ekto5’niikleotidaz), CD90 (Thy-1) ve
CD105 (endoglin) tasimast,

e % 98’sinden fazlasinin CD45 (pan-l6kosit belirteci), CD34 (primitif
hematopoietik progenitér ve endotel hiicre belirteci), CD11b veya
CD14 (monosit belirtecleri), CD19 veya CD79a (B hiicre belirtegleri)

ve HLA Sinif II antijenlerini tagimamasi,
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3. Multipotent farklilagsma potansiyeli: Kiiltiir ortaminda uygun farklilagtirma

kosullarinda osteojenik, kondrojenik ve adipojenik farklilasma gosterme.

Farkli dokulardan elde edilen mezenkimal kok hiicrelerin iiretimi benzer
in vitro kosullarda gergeklestirilmektedir. /n vitro kiiltir ortaminda yiiksek
konsantrasyonda glukoz bulunmasi mezenkimal kok hiicrelerin erken yaslanmasina
neden olmaktadir. Glukoz oraninin azaltilmasi ile proliferasyonun arttirilmasi ve

apoptozun (programli hiicre 6liimii) azaltilmas1 miimkiindiir (198).

Mezenkimal kok hiicrelerin serum icerigindeki biiylime faktorleri, hormonlar
ve besinler olmaksizin ¢ogaltilabilmesi miimkiin degildir. Bu nedenle in vitro
sartlarda besi ortamina serum ilavesi gereklidir. Bu amagla ¢cogunlukla fotal sigir
serumu (FBS) kullanilmaktadir. Ancak FBS varliginda viral ve prion aktarabilme
riski ile birlikte alictda immun reaksiyon gelisimi s6z konusu oldugundan, bu
kosullarda {iretilen mezenkimal kok hiicrelerin in vivo insan ¢alismalarinda ve
tedavilerinde kullanilmasi uygun degildir. FBS yerine insan serumu, trombin ile
aktive edilmis, trombositten zengin insan plazmasi ve kordon kani serumu kullanimi
secenekleri insan calismalarinda kullanimin saglanabilmesi i¢in alternatif

olusturmaktadir (98).

Mezenkimal kok hiicreler embriyonik kok hiicre kiiltlirlindeki gibi besleyici bir
tabaka kulanimini gerektirmez, ancak ozelliklerinde herhangi olasi bir sapmanin
engellenmesi i¢in pasajlanma sayilari sinirlt tutulmaktadir (107). Kiiltlir ortamina
iliskin optimal yontem ve trilinlerin tam olarak belirlenmemis olmasi galigsmalar igin

engel olusturmaktadir.

Mezenkimal kok hiicrelerin  6zellikleri korunarak, kriyoprezervasyonu

(uzun stireli dondurularak saklanmasi) ve gerektiginde ¢ozdiiriilerek kullanilabilmesi
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miimkiindiir. Dondurma islemi i¢in besi ortami olarak c¢ogunlukla DMEM,
% 20 FBS ve % 10 dimetilsiilfoksit (DMSO) karisimi1 kullanilmaktadir (62, 194).
Mezenkimal kok hiicreler i¢in pozitif ve negatif belirtegler saptanmustir, ancak
bu hiicreler icin tek bir yiizey antijeni tanimlamak miimkiin degildir. Donorlerin
yasi, laboratuvarlarda kullanilan kiiltiir teknikleri ve besi ortami igerigi gibi
farkliliklar nedeniyle mezenkimal kok hiicreler icin optimal bir belirteg
kombinasyonu tanimlanamamistir (40). CD90, CD73 ve CD105 mezenkimal kok
hiicreler i¢in pozitifligi belirlenen biyobelirteglerdir. CD11b/14, CD19/ 79a, CD45
ve HLA-DR ise hematopoietik hiicre hatlariyla iligkili goriilen ve mezenkimal kok
hiicreler icin negatif olan biyobelirteclerdir. izolasyon sonrasi ¢ogalma yetenegi
donériin yasina bagli farkliliklar sergileyen mezenkimal kok hiicreler, in vitro

kosullarda ¢ok yonlii farklilasma gdsterebilmektedir (59).

Mezenkimal kok hiicrelerin in vitro farklilastirma calismalarinda bazi
kisitlamalar mevcuttur. Ornegin; mezenkimal kok hiicre farklilasmasini in vivo
sartlarda kontrol eden molekiiller ve sinyal yolaklart in vitro kosullarda tiimiiyle
olusturulamamaktadir. [n vitro ortamda ancak tek bir molekiiliin veya sitokinin
mezenkimal kok hiicre farklilasmasi {lizerindeki rolii incelenebilir (221). Tiim bu
zorluklara ve konuya iliskin heniiz yanitlanmamis pek ¢ok soruya ragmen, in vitro
kosullardaki mezenkimal kok hiicre farklilastirma c¢alismalar1 hiicre biyolojisi

konusundaki bilgilerimize katki saglamaktadir (59).

Hiicre kiiltiiriinde “temas inhibisyonu” ile uyarilabilen, biiylime fazinda
bulunan mezenkimal kdk hiicreler, uygun in vitro ortam kosullarinda ve uygun
uyaranlarla farklt doku ve hiicrelere farklilagabilmektedir. Kosullar farklilagsma i¢in
uygun oldugunda hiicrelerin farklilagtiklar1 ve hiicre morfolojisini kazandiklar

“terminal olmayan farklilasma” ve “terminal farklilasma” gerceklesmektedir.
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Terminal olmayan farklilasma; plazma/serum icerigindeki g¢esitli faktorler
uyarilmakta veya inhibe edilmektedir (54). Terminal farklilasma ise; protein kaybina
bagli olarak hiicrelerin ¢cogalma yeteneginin geri-doniisiimsiiz olarak kaybedildigi
son farklilasma basamagidir (73, 76). Terminal farklilasma basamagi kontroliinde
meydana gelen hatalar kanserlerde gozlenen kontrolsiiz hiicre ¢ogalmasina neden

olmaktadir (217).

Mezenkimal kok hiicreler ¢oklu farklilasma potansiyeline sahiptir (195). Bu
hiicreler ¢esitli uyaranlarin etkisiyle in vitro adipojenik, osteojenik, kondrojenik,
norojenik,  kardiyojenik, myojenik, hepatik ve pankreatik farklilagsma
gosterebilmektedir. Ornegin; fibroblast-benzeri morfolojiye sahip mezenkimal kok
hiicreler; IBMX, deksametazon, PPAR vy ligandlar1 ve insiilin varliginda oval
morfolojiye sahip, notral-lipit damlalari igeren yag hiicrelerine farklilagsmaktadir (44,
64, 87). Kemik morfogenetik proteini (BMP) gibi uyaranlarla da kalsiyum
depozitleri olusumu ve osteojenik farklilasma saglanmaktadir (245). Adipojenik
farklilasmay1 arttiran PPAR v, osteojenik farklilagsmay1 inhibe etmektedir. Osteojenik
uyaranlar da adipogenez iizerinde benzer bir inhibisyon etkisine sahiptir (33, 113).
Mezenkimal kok hiicreler; askorbat, deksametazon ve TGF-f varliginda, kondrojenik
bir fenotip gostermekte, ayrica ekstraselliiler matris, mekanik uyarim ve cesitli
cevresel faktorlerin etkisiyle kondrojenik farklilagsma gerceklesmektedir (235).
Hiicrelerde nestin ve GFAP bulunmasi norojenik farklilagma potansiyelinin bir
gostergesi  olup noral ve oligodendritik  farklilagmanin  gerceklesmesi
miimkiindiir (133, 152, 176, 235). Mezenkimal kok hiicrelerin mevcut myojenik
potansiyeli nedeniyle iskelet ve diiz kas hiicrelerine farklilasma ger¢eklesmektedir
(42, 51, 80). Ayrica mezenkimal kok hiicrelerin canli dis1 kardiyojenik (161),

hepatik (114, 181) ve pankreatik (207) farklilasmalari da miimkiindiir.
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1.4. Dis Kaynakh Kok Hiicreler

Dis tabakasimnin gelisimi; embriyonik donemde dis germlerini olusturan
ektodermden koken almaktadir. Dental papil ve dental folikiil ise, noral kret
hiicrelerinden farklilagsmaktadir. Dolayisiyla dental dokular ektodermal kaynakli
noral kret hiicrelerini de kapsayan mezenkimal bilesenler igermektedir (1, 131). S6z
konusu bu ektomezenkimal koken dis dokusunu 6zel kilmaktadir. Dis gelisimi
evresinde pek ¢ok tipteki kok hiicre ve progenitor hiicre rol almaktadir (Sekil 1.3).
Bunlar; dental epiteliyal kok hiicreler, dental pulpa ile iligkili olan dental pulpa kok
hiicreleri (DPSCs), siit dis pulpast kok hiicreleri (SHEDs), apikal papilladan elde
edilen kok hiicreler (SCAPs), periodonsiyum ile iligkili olan periodontal ligament
kok hiicreleri (PDLSCs) ve dental folikiil progenitor hiicreleridir (139). Ayrica son
donemde dis dokusu kaynakli kok hiicre olarak yeni dogan natal dis pulpasindan elde
edilen natal dental pulpa kok hiicreleri (NDPSC) de tanimlanmistir (92). Bu
hiicrelerin en Onemli 6zelligi; embriyonik kok hiicre belirte¢ ekspresyonu ve
pluripotent potansiyel gostermeleridir (92). Ancak natal dis yaklasik bin dogumda iki
veya li¢ oraninda goriildiigiinden (120), bu kdk hiicre grubunun elde edilmesi nadiren

mumkin olmaktadir.

Dis dokusu kaynakli kok hiicrelerin mezodermal ve ektodermal dokulari
kapsayan genis bir farklilagma potansiyeli mevcuttur (107). Bu hiicrelerden
bazilarinda degisik diizeylerde Oct4, Nanog, Sox2, KIf4, NC, p75, Sox10, Slug ve

Nestin gibi embriyonik kok hiicre belirtegleri ekspresyonu da saptanmustir (79).
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Dis dokusu kaynakli kok hiicre popiilasyonlar1 arasindaki iliski heniiz netlik
kazanmamustir ve bu hiicrelerin karakterizasyonunda ¢cogunlukla kemik iligi kaynakli
mezenkimal  kok  hiicreler (BMMSCs) ile  karsilastirma  tekniginden
faydalanilmaktadir. Dis dokusu kaynakli kok hiicreler odontojenik, osteojenik,
adipojenik ve norojenik farklilagsma gibi ¢oklu farklilagma potansiyeline sahiptir,

ancak odontojenik farklilasma egilimi daha yiiksektir (80).

Sekil 1.3: Dis kaynakli kok hiicreler (48). (DPSCs: dental pulpa kok hiicreleri,
SHED: siit dis pulpas1 kok hiicreleri, PDLSCs: periodontal ligament kok hiicreleri,
SCAP: apikal papilla kok hiicreleri, DFSCs: dental folikiil kok hiicreleri, TGPCs: dis

germi progenitor hiicreleri)

21



Dental epiteliyal kok hiicreler; dental epiteliyal dokular iginde bulunan,
kemirgenlerin keser dislerinde siirekli rejenerasyonu (uzamayi) saglayan, insan

dislerinde ise siirme sonrasi donemde ortadan kalkan farklilasmamis hiicrelerdir

(139).

Dental pulpa kok hiicreleri; yiiksek proliferasyon gosterebilen, klonlanabilen,
yiiksek plastisite yetenegine sahip, siirme sonrasi donemde yok olmayan multipotent
ozellikteki mezenkimal kok hiicrelerdir (64). Baslica pulpa kok hiicre kaynaklar
arasinda cekilmis yirmi yas disleri, ¢ekilmis/siirmiis siit disleri ve ortodontik tedavi
veya travma, periodontal hastalik nedeniyle ¢ekilen disler bulunmaktadir. Dental
pulpa kok hiicre calismalarinda ¢ekim endikasyonu bulunmasi ve kolayca elde
edilebilmesinden dolay1 siklikla yirmi yas disleri kullanilmaktadir. Ayrica bu dislerin
en son gelisen disler olmasi nedeniyle, gelisimin erken déoneminde yakalandiginda

pulpa dokusu agisindan zengin oldugu da bildirilmektedir (62, 123).

Siit dis pulpasindan elde edilen kok hiicrelerin ise; yetiskin dis pulpasina oranla
daha fazla proliferasyon oranina ve hiicre populasyonuna sahip oldugu, daha
immatiir 6zellikteki multipotent hiicrelerden olustugu, ancak dental pulpa kok
hiicreleri gibi kompleks pulpa-dentin yapisi olusturamadigi bildirilmektedir (136,

185). Bu hiicreler i¢in ‘immatiir DPSCs’ terimi kullanilmaktadir (94).

Apikal papilladan elde edilen kok hiicreler; dis gelisiminin oldukc¢a erken
evrelerinde gomiilii dislerin veya keser dislerin dental papilinden elde edilmektedir.
Radikiiler pulpanin 6nciisti olan apikal papilla pulpaya doniistiiglinde; apikal papilla
kok hiicrelerinin de dental pulpa kok hiicrelerine doniistiigii diisiiniilmektedir. Apikal
papilla kok hiicreleri; kok dentin formasyonundan sorumlu primer odontoblastlara
kaynaklik ederken, dental pulpa kok hiicreleri de reparatif dentin olusumundan
sorumlu reparatif odontoblastlara kaynaklik etmektedir (80). Apikal papilla kok
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hiicreleri dental pulpa kok hiicrelerine oranla daha fazla dentin olusturabilme
kapasitesine sahiptir, ancak ¢ogunlukla gelisimin ilk evresindeki gomiilii dislerde
¢cekim endikasyonu bulunmamasi nedeniyle elde edilmesi zordur. Matiir pulpaya
oranla daha fazla kok hiicre icerdikleri ve periodontal ligament kok hiicreleri ile

birlikte kullanildiginda bag doku olusumu sagladiklar1 bildirilmektedir (87, 139).

Periodontal ligament kok hiicreleri; ¢ekilmis dislerin kok yiizeylerinden elde
edilmekte ve periodonsiyum benzeri doku ve hiicrelere farklilasabilmektedir. Bu
hiicrelerin  koloni olusturabildikleri, ancak in vitro osteojenik farklilasma
potansiyellerinin diisiik oldugu belirlenmistir. Farelere transplante edildiklerinde ise

doku rejenerasyonu ve periodontal tamir sagladiklar bildirilmektedir (65, 180).

Dis folikiilii progenitér hiicreleri; periodontal gelisimin erken evrelerinde
Hertwig epitel kini ile dentinden ayrilan, dental folikiil epiteliyal hiicre tabakasinda
yer almaktadir. Yirmi yas disi ¢ekimi sonrasi kolayca elde edilebilen dental folikiil;
osteoblast, alveol kemik, periodontal ligament, fibroblast veya sementoblast
olusturacak progenitor hiicrelere sahiptir (69). Kok hiicreler farklilasmis hiicreleri
olustururken; kok hiicrelerden ‘progenitor’ hiicrelere ve son olarak da ‘prekiirsor’
hiicrelere dogru tek yonlii bir gecis oldugu bilinmektedir. K6k hiicreden prekiirsor
hiicreye dogru geciste en ilkel kok hiicre en yiiksek ¢ogalma ve en diisiik farklilagsma
yetenegine sahip iken, prekiirsor hiicreler diisiik ¢cogalma potansiyeline sahiptir ve
kolayca farklilasabilmektedir (118). Buradan hareketle, progenitor 6zellikteki dis
folikiil hiicrelerinin daha diisiik ¢cogalma potansiyeline karsin, dis dokularina dogru
daha kolay farklilasabilecegi agiktir. Insan dis dokusu kaynakli kok hiicrelerin

cogalma ve farklilagma 6zellikleri Tablo 1.2°de 6zetlenmektedir.
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Hiicre Populasyon Multipotentlik (in vitro) Ektopik doku olusturma
Tipi Artisi (in vivo)
60- > 120 Osteojenik/ Dentinojenik (+) | Pulpa-dentin kompleksi (+)
DPSCsg L o
Adipojenik (+) Odontoblast-benzeri hiicreler (+)
Kondrojenik (+) Kemik-benzeri doku (+)
Myojenik (+)
Norojenik (+)
SHEDs > 140 Dentinojenik (+) Pulpa-dentin benzeri doku (+)
Adipojenik (+) Odontoblast-benzeri hiicreler (+)
Kondrojenik (+) Pulpa-dentin kompleksi (-)
Myojenik (+) Kemik olusumu (+)
Norojenik (+
Osteo-indiiktif (+)
Dentinojenik (+) Odontoblast-benzeri hiicreler (+)
SCAPs > 70 Adipojenik (+) Pulpa-dentin kompleksi (+)
Kondrojenik (*)
Myojenik (*)
Norojenik (+)
PDLSCs | * Osteojenik/Sementojenik (+) | Sement-benzeri doku (+)
Adipojenik (+) PDL-benzeri doku olusumu (+)
Kondrojenik (+)
Myojenik (*)
Norojenik (+)
DFPCg Sementojenik (+) PDL-benzeri doku olusumu (+)
* Odontojenik (+) Sement matrisi olusumu (+)
Adipojenik-Kondrojenik (+)
Myojenik (+)
Norojenik (*)
BMSCs | 30->50 Odontojenik (-) Ektopik doku olusumu (+)
Osteojenik (+) Kemik, kemik-benzeri, kikirdak, kas,
Adipojenik-Kondrojenik (+) noral hiicre/doku olusumu (+)
Myojenik (+)
Norojenik (+)

Tablo 1.2: Insan dis dokusu kaynakli kok hiicrelerin 6zellikleri (80).

(*: Saptanmadi, +: Etkisi var, -: Etkisi yok)
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1.5. Dental Pulpa Kok Hiicreleri

Dis pulpasinin damarlar1 g¢evresindeki spesifik perivaskiiler niste yeralan,
yiiksek proliferasyon gosterebilen, klonlanabilen ve yiiksek plastisite yenetenegine
sahip, multipotent hiicrelere “dental pulpa kok hiicreleri” adi1 verilmektedir. Bu hiicre

popiilasyonunun mezenkimal kok hiicre oldugu diistiniilmektedir (64, 186).

Dental pulpa kok hiicrelerinin izolasyonu ve tanimlanmasi, ilk kez 2000 yilinda
Gronthos ve ark. (64) tarafindan gerceklestirilmis ve bu hiicrelerin odontoblastik,
adipojenik ve noral hiicre tiplerine farklilasmasi gosterilmistir. Sekil 1.4’te dental
pulpa kok hiicrelerinin izolasyon ve in vitro kosullarda {iretim asamalari

ozetlenmektedir.

Dental pulpa kok hiicrelerinin gen analizleri sonucunda; ekstraselliiler matris
bilesenleri, biiylime faktorleri ve hiicre adezyon molekiillerini kodlayan g¢esitli
genlerin ekspresyonu gosterilmistir (106). Dental pulpa kok hiicresi ve kemik iligi
mezenkimal kok  hiicrelerinin  gen ekspresyonlar1 benzerlik gostermektedir
(Tablo 1.3). Ancak hiicre siklusu aktivatorii siklin-bagimli kinaz-6’nin ytiksek
diizeyde ekspresyonu nedeniyle, dental pulpa kok hiicrelerinin daha yiiksek bir
proliferasyona oranina sahip oldugu bilinmektedir (208). Kemik iligi mezenkimal
kok hiicreleri ile karsilastirildiginda, hiicre dongiisii ile iligkili genleri eksprese etme
Ozellikleri ve yiiksek proliferasyon hizlari, dental pulpa kok hiicrelerini {istiin
kilmaktadir. Damarlarin c¢evresinde lokalize olan bu hiicreler kok hiicre belirteci
Stro-1’i eksprese etmektedir (106, 138). Dental pulpa kok hiicrelerinin fonksiyonel
odontoblastlara farklilasma mekanizmasi, kemik iligi kokenli mezenkimal kok
hiicrelerin osteoblastlara farklilasma mekanizmasina benzerlik gdstermektedir. S6z
konusu iki hiicre tipi in vitro kosullarda da benzer protein ekspresyon ozelligine
sahiptir (187).
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GOmiilii yirmi yas dis ¢ekimi
sonrasi pulpa dokusunun
¢ikariimasi

Mekanik/enzimatik
parcalama

- /

Kriyoprezervasyon

N
2

Farklilagtirma Karakterizasyon Pasajlama

Sekil 1.4: Dental pulpa kok hiicrelerinin in vitro kosullarda iiretim asamalari.

(Gériintiiler 2009-DiS-036 no’lu Bilimsel Arastirma Projesine aittir.)
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Yiizey Antijeni Dental pulpa kok | Siit disi pulpas: kok Kemik iligi
hiicresi hiicresi mezenkimal kik
hiicresi
CD14 - - _
CD34 - - _
CD44 ++ ++ ++
CD45 - - _
CD106 + +/- ++
CD146 ++/+/- ++/+/- ++/+/-
Stro-1 ++/+/- ++/+/- ++/+/-
Tip I kollajen ++ ++ ++
Tip 11 Kkollajen ++/+ ++/+/- ++/+
Osteokalsin ++/+ ++/+/- +/-
Osteonektin ++/+ ++/+ ++/+
Osteopontin +/- +/- +/-

Tablo 1.3: Dental pulpa kok hiicreleri ve kemik iligi mezenkimal kdk hiicrelerinin

hiicre yiizey protein ekspresyonlarinin karsilastiriimasi (208).
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Dental pulpa kok hiicreleri; spesifik ¢evresel uyaranlarin etkisiyle yeni kok
hiicreler olusturma ya da 6zel bir farklilasma yoluna girme kapasitesine sahiptir (63).

Yirmi yas dislerinden elde edilen insan dental pulpa mezenkimal kok hiicrelerinin;

odontoblastlar (63),

e osteoblastlar (108),

e yag hiicreleri (63, 87),

o iskelet/diiz kas hiicreleri (42),

e endotel hiicreleri (42),

e kikirdak hiicreleri (235) ve

e sinir hiicrelerine (42, 235)
farklilagabildigi gosterilmistir. Osteoblastlara 6zgii karakteristik ozellikler de
gosteren, mezenkimal ve mezenkimal olmayan dokularin hiicrelerine farklilagabilen
bu hiicrelerin multipotent noral kret kok hiicreleri olabilecegine dair kanitlar da soz
konusudur (138). Dental pulpa kok hiicreleri, bu ozellikleriyle dentin, periodontal
ligament ve kemiksi kikirdak dokularinin onarilmasinda, bagisiklik sistemi, kas
hastaliklar1 ve bag doku hasarlarinin tedavisine yonelik klinik uygulamalarda 6nemli

bir kullanim potansiyeline sahiptir (62, 208).

Saglikli insan diginden elde edilen dental pulpa kok hiicreleri anti-enflamatuar
ve immun-diizenleyici Ozelliktedir. Bu hiicreler, proenflamatuar transkripsiyon
faktorii NF-B araciligiyla pulpa ve/veya dis destek dokularinin enfeksiyonlarinda
savunmada ve bagisiklik yanitinin olusumunda rol almaktadir. Dental pulpa
mezenkimal kok hiicreleri; T lenfositlerin, B lenfositlerin, dentritik hiicrelerin ve
dogal oldiirticti (NK) hiicrelerin proliferasyonunu inhibe ederek immunsupresif
(bagisiklik sistemini baskilayici) etki gostermekte ve allojenik dokulara transplante

edildiklerinde immunolojik tolerans gelisimini uyarmaktadir (34, 62, 158).
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Dental pulpa kok hiicrelerinin  dondurularak  saklandiktan  sonra
cOzdiirtldiiklerinde yiiksek hiicre canlilik oran1 gostermeleri s6z konusu bu
hiicrelerin  gerektiginde kullanilmak {izere, Ornek saklama bankalarinda da

saklanabileceginin gostergesidir (62).

Ayrica son donemde insan gOmiilii yirmi yas dis pulpasindan pluripotent

Ozellikte dental pulpa kok hiicre populasyonun da izole edilebilecegi gosterilmistir

(13).

Yukarida detayli sekilde anlatilan dental pulpa kok hiicrelerinin, tedavi amagh
uygulamalar i¢in uygun olmalarina olanak saglayan Ozellikleri su sekilde

Ozetlenebilir:

e Elde edilmeleri oldukca kolaydir,

e Elde edilen kok hiicre ekstraksiyonu yiiksek etkinlik gostermektedir,
e Yasam siireleri uzundur,

e Yiiksek farklilagma yetenegine sahiptirler,

e Dokularin yeniden yapilandirilmasi i¢in kullanimlart miimk{indiir,

e (Givenli bir sekilde dondurularak saklanmalar1 miimkiindiir (208).

1.6. Rejeneratif Dis Hekimligi

Dis cliriigli; soguk alginhigi gibi en sik goriilen hastaliklardan biri olarak
tanimlanmaktadir. Ciiriik sonucu olusan dis kaybi ise en sik rastlanan organ kaybidir
(225). Guniimiiz dis hekimligi pratiginde hasara ugramis veya kaybedilen dis
dokular1 ¢esitli sentetik materyaller ile restore edilmeye caligilmakta, 6te yandan
mevcut protetik tedavi yontemleri de dis kayiplarmma geleneksel protezler ve

implantlar gibi mekanik ¢oziimler getirmektedir. Bu tiir “biyolojik olmayan dis”
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uygulamalari, biyolojik olan dis yapisi ile karsilastirildiginda pek ¢ok dezavantaja
sahiptir. Bunlar arasinda rahatsizlik duygusu, yetersiz biyouyumluluk ve ¢evredeki
dokulara hasar verme gibi olumsuzluklar sayilabilir. Buradan harcketle dental
arastirmalarda hasarli dis dokusu ve eksik dislerin telafisi i¢in yeni stratejiler
bulunmasina yonelik calismalara agirlik verilmistir (229). Kok hiicre biyolojisindeki
ilerlemeler ve gelisen doku miihendisligi teknikleri sayesinde ‘“biyolojik dis”
uygulamalari, hasarli dis dokusu ve kaybedilen dislerin telafisi i¢in alternatif olarak
belirmektedir (223). Bu yeni tekniklerin amac1 insan yasaminda {i¢iincii dentisyonun
olusturulmasidir (52). ‘Bioengineered tooth’ (46, 227) ve ‘biological tooth’ (228)
terimleri; biyoteknoloji ve miihendislik kavram ve yontemlerinden yararlanilarak
olusturulan biyomiihendislik iiriinii disi tanimlamak icin kullanilmaktadir. Disin
biyolojik olarak onarilmasi veya yeniden olusturulmasina yonelik dis hekimligi
alanin1 tanimlamak icin de rejeneratif dis hekimligi ‘regenerative dentistry’ (67, 139)

terimi kullanilmaktadir.

Dis hekimligi alaninda, dis hastaliklar1 agisindan bir yenilik olarak kabul edilen
‘dis rejenerasyonu’ kavrami; disin tedavisinden rejenerasyonuna gecisi ifade
etmektedir. Metal veya yapay bir materyal anlamini ¢agrigtiran ‘tamir’ terimine
karsin, ‘rejenerasyon’ biyolojik bir yeniden yapilandirmay: ifade etmektedir.
Rejeneratif tip alanina dahil edilen ‘dis rejenerasyonu’ doku defektlerinin orijinal
haline getirilmesi ve fonksiyonun biyolojik kaynaklar ile yerine konulmasini anlatan

bir siirectir (225).

Rejenertaif dis hekimligi c¢alismalarinin  hedefi; c¢esitli dis dokularinin
rejenerasyonu, konjenital anomalilerin tedavisi ve kraniyofasiyal rejenerasyon gibi
alanlardir. Temel biyoloji ve dis hekimligi bilimini birlestirerek, dis hekimligi

pratigine doku rejenerasyonunu bir tedavi segenegi olarak sunacak olan dental pulpa

30



kok hiicre caligmalari, 6zellikle dentin, pulpa, sement, periodontal ligament gibi dis
dokularinin olusturulmasi ve bu sayede hasarli dokunun rejenerasyonunu hedef
almaktadir. Aragtirmalarda insanin kendi dokusundan dis dokusuna benzer bir yap1
olusturulmaya calisilmaktadir (16, 46, 47, 81, 153, 177, 204). Uzun donemde

hedeflenen ise tamamen canli bir dis organinin olusturulmasidir (46, 47, 153, 177).

Dis hekimligi pratiginde; pulpal enfeksiyon veya hasar durumunda pulpa
dokusu uzaklastirilmakta ve kok kanal boslugu ve kaybedilen dis dokusu cesitli
dolgu maddeleri ile restore edilmeye calisilmaktadir. Dental pulpa kok hiicrelerinin
dentin-pulpa kompleksi olusturabilme potansiyeli bu kapsamda endodontik ve
restoratif prosediirlere alternatif olarak rejenerasyonun miimkiin olabilecegini
disiindiirmektedir (32, 38). Benzer sekilde periodontal ligament-sement
kompleksinin olusturulabilme potansiyeli de dis ¢evre dokularinin rejenerasyonunu
saglayacaktir (180). Ancak mine rejenerasyon potansiyeline iliskin halen devam eden

zorluklar tiimiiyle bir dis olusturulmasin1 engelleyen en 6nemli faktorlerden biridir

(135).

Dis dokularmmin yeniden olusturulmast konusunda iki temel yaklagim
mevcuttur. Bu yaklagimlardan biri, dis dokularindaki hasarlarin onarilmasi ile
ilgilidir (102). Kaybedilen dokularin ve disin yeniden olusturulmasina yonelik diger
yaklagim ise; embriyonik gelisim, kok hiicre biyolojisi ve doku miihendisligi

kavramlarini esas almaktadir (82).
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1.6.1. Embriyonik Dis Gelisimi (Organogenezis, Embriyogenezis)

Mine, dentin, sement ve pulpa gibi pek c¢ok farkli dokudan olusan dis,
karmasik bir biyolojik organdir. Dis olusumu, ektoderm esasli dental epitel ile noral
kret esasli ektomezenkim arasindaki karsilikli indiiktif sinyaller ile kontrol
edilmektedir. Dental epitelde bulunan odontojenik potansiyel, altta bulunan

mezenkime gecerek epitelyal morfogenez ve hiicre farklilagsmasini yonlendirmektedir

(14, 223).

Indiikleyici uyariyr olusturan bir doku ve bu uyarty1 alarak ona cevap
verebilme yeteneginde olan baska bir doku, indiiktif etkilesimlerin iki temel
unsurunu  olusturmaktadir. Embriyonik indiiksiyonlar, biiyiime faktorleri olarak
bilinen, difilize olabilen protein sinyal molekiilleri ile baslatilmaktadir. Baslica
biliylime faktorleri; kemik morfogenetik proteini (BMP), fibroblast biiylime faktorii
(FGF), timor nekroz faktorii (TNF), sonic hedhegog (Shh) ve Wnt aileleridir. Bu
biiyiime faktorlerinin sinerjist ve/veya antagonist fonksiyonlari, embriyonik gelisim
sirasinda  doku ve organlarin  olusumunda organizasyon ve modellemeyi
saglamaktadir (Sekil 1.5). Biiyiime faktorii, intraseliiler sinyal yolunu tetikleyen
spesifik hiicre membran reseptoriine baglanarak fonksiyon gérmektedir. Bu durum
latent transkripsiyon faktorlerinin aktive edildigi ¢ekirdek iginde sinyal gegisine ve
gen ekspresyonunda degisime yol agmaktadir. Bir doku tabakasindaki transkripsiyon
faktorleri, bitisik dokuda olusturulan sinyal verici bliylime faktorlerine yanit olarak
bliylime faktorlerinin ekspresyonunu aktive etmekte ve bu sayede organogenezisi

diizenleyen ‘sinyal agi’n1 olusturmaktadir (14, 238).
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INSAN/FARE Di$ GELISIMINDEKI ASAMALAR VE SINYALLER

5 hafta 6 hafta 7 hafta 8 hafta 11 hafta 14 hafta 18 hafta (insan)
E10 Ell E11,5 E12,5 E14,5 E15,5 E16,5 (Fare)
baslangic lamina kalinlasma tomurcuk takke can gec can (Asama)
DLX-/-,DLX2-/- ACTIVIN
GLI2-/-,GLI3-/- LEF1-/-
MSX1-/-,MSX2-/- MSX1-/-
PITX2-/- PAX9-/-
RUNX2-/-

ACTIVIN

::«?:] BARX1
BARX1 B DLX1/2/3
DLxi2 T GLIT1/2/3 BMP G BMP
GLI/2/3 ACTIVIN EF1 :

LEF1 FGF FGF
LHX6/7 ko7 S LHX6/7 e
MSX1/2 P MSX1/2
PAX9 PAX9

s RUNX2

PTC

RUNX2

DENTAL EKTOMEZENSIM

Sekil 1.5: insan/fare dislerinin gelisimindeki asamalar ve sinyal sistemi (102).
(insan ve farelerde dis gelisim asamalarinda ¢ok sayida gen benzer ekspresyon
modelleri gostermektedir. Oklar= aktivasyon, (T)= gosterilen asamalardaki

inhibisyon, italik yazi= genler, diiz koyu yazi= biiyiime faktorleri)
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Dis olusumu tomurcuk, takke, ¢an, kuron ve kok olusumu evresi gibi farkl
morfolojik asamalar halinde (Sekil 1.5 ve 1.6) gerceklesmektedir (67, 102, 144). Oral
epitelde lokal olarak kalinlasan dental lamina tabakasinin proliferasyonu ve altta
bulunan noral kret esashi ektomezenkime invajinasyonu sonucu tomurcuk
olusmaktadir. Odontojenik sinyaller, epitelden mezenkime gecmekte ve epitelden
cikan sinyaller, ektomezenkimde ¢esitli transkripsiyon faktorlerini diizenlemektedir.
Dis seklindeki 6zellesme; gelisimin erken donemi olan ‘dental lamina’ agsamasinda,

predental mezenkimde eksprese edilen homeobox genleri ile olugsmaktadir (14, 223).

Takke asamasinda; ektomezenkimal hiicreler birikerek daha sonra mezenkime
invajinasyonla mine organi ve dental papili olusturacak epitelyal hiicreleri
cevrelemekte, fiziksel ve morfolojik olaylar baslamaktadir. Bu olaylar, epitelde
bulunan ve homeobox genlerinin daha once aktivasyonu ile yonlendirilen gegici
sinyal merkezleri araciligiyla, ‘mine diiglimleri’ tarafindan diizenlenmektedir. Ek
mine diiglimleri olusumu ise kuron modellemesini saglamaktadir. Geg takke
asamasinda mine diigiimleri, apoptozis ile yok olmaktadir. Epitel, mine salgilayan
ameloblastlara farklilagirken, komsu mezenkim de dentin salgilayan odontoblastlara

farklilagsmaktadir (14, 210, 223).

Mine organi, dental papilla ve dental folikiilden olusan, fark edilebilir bir dis
germi olusumu ile ‘can asamasi’ baglamaktadir. Can safhasinda genis kapsamli bir
farklilasma mevcuttur. Bu asamada i¢ mine epiteli, dis mine epiteli, stellate reticulum
ve stratum intermedium’dan olusan ‘mine organi’, ameloblastlarin Onciisii olarak
kabul edilmektedir. Ameloblastlar, viicuttaki en sert doku olarak bilinen mineyi
iretmektedir. Bu esnada epitel ve dental papilla hiicreleri arasindaki resiprokal
etkilesim sonucu odontoblastlarin fonksiyonu ile dentin {iretimi de devam

etmektedir. I¢ ve dis mine epitelinin servikal bolgesi, Hertwig epitelyal kok kilifin1
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olusturmaktadir. Bu kilif, kok dentini olusumunu baslatmakta ve kok seklini
belirleyecek yapiy1 olusturmaktadir. Fibroblastlar, kan damarlar, sinirler, lenfatik
kanallar ve odontoblastlardan olusan ‘dental papilla’ ise canli bir bag dokusu olan
pulpa dokusunu olusturmaktadir. I¢ mine epiteline komsu dental papilladaki
mezenkimal hiicrelerden tiireyen odontoblast hiicreleri ise yasam boyunca
fonksiyonlarina devam ederek travma  durumunda ‘sekonder  dentin’

olusturabilmektedir (14, 210, 223).

Morfogenez asamasinda ortaya ¢ikan ve gegici bir yapit olan ‘dental folikiil’,
sementoblastlar, osteoblastlar ve fibroblastlar olmak iizere ii¢ temel hiicrenin
kaynagidir. Sementoblastlar, kok yiizeyine tutunan sementi salgilamaktadir.
Osteoblastlar, dislerin kokleri etrafindaki kemigi olusturmaktadir. Fibroblastlar ise
kokleri sement araciligiyla alveoler kemige baglayan periodontal ligamenti olusturan
kollajeni iiretmektedir. Kuvvet uygulandiginda duyu kaynagi olma 6zelligi sayesinde
tampon gorevi goren periodontal ligament, dis siirme isleminin temel tetikleyicisi

olarak kabul edilmektedir (14, 223).

Ag1z bosluguna erilipsiyon sonrast dis; kuron ve kok olmak iizere iki kisma
ayrilmaktadir. Kuron gelisimine iligkin mevcut bilgilerle kiyaslandiginda, kok
gelisiminin sinyal mekanizmalar1 hakkinda ¢ok az bilgi mevcuttur. FGF 10 sinyali ve
NFI-C transkripsiyon faktorii gibi etkenlerin kok olusumu icin gerekli oldugu

bilinmesine karsin, bunlarin fonksiyonu hakkindaki bilgiler yetersizdir (223).
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BMP Pitx2 BMP  p21 BMP  p21 BMP  p21

FGF FGF Msx2 FGF Msx2 FGF Msx2
SHH PDGF Lefl PDGF Lefl PDGF Lefl
WNT SHH SHH WNT
TGF- TGF-p
WNT WNT ERUPSIYON
TERMINAL
DENTAL LAMINA TOMURCUK TAKKE CAN FARKLILASMA

ACTIVIN Barx] BMP Barx1 BMP
BMP Dfx FGF Cbfal  FGF
Dix2 Dfx1  WNT
Glil Dfx2
Gli2 Glil
Gli3 GI2
Lhx6 Gli3
Lhx7 Lefl ds: dental kese
Msx1 Lhx6é eoe: mine organi epiteli
Msx2 Lhx7 iee: ic mine epiteli
oee: dis mine epiteli
Pax9 Msx]1

sr: stellate reticiulum

Pax9

Sekil 1.6: Dental lamina asamasindan dis eriipsiyonuna kadar olan dis
morfogenezisini destekleyen ve yonlendiren karmasik sinyal agi, sinyal iletimi ve

gen regiilasyonu (67).

Odontoblastlar; morfolojik olarak kolumnar polarize yapida olup, eksantrik bir
nukleus ve dentinin dis kenarinda yerlesmis uzun hiicresel uzantilara sahiptir. Dis
gelisimi sirasinda primer dentini olusturan bu hiicreler, yiiksek derecede farklilagmis,
post mitotik hiicrelerdir ve yasam siliresince dentinin organik matrisini
salgilamaktadir. Dis dokularinda hasar olusturan patolojik durumlar genellikle
odontoblastlarin 6liimiine sebep olmakta ve bunu takiben pulpa hiicreleri tarafindan

yeni odontoblastlar iiretilmektedir (5). Odontoblastlarin pulpa dokusunda yerlesmis
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progenitér ve prekiirsor hiicrelerden kaynaklanarak ¢ogaldigi ve farklilastig
diistiniilmektedir (97). Ciiriikk, mekanik travma veya kimyasal etkenler nedeniyle
dental pulpa kok hiicrelerinin terminal farklilagmasini takiben olusan odontoblastlar,
pulpa dokusu i¢in protektif bir bariyer gorevindeki reparatif dentin olusumunu
saglamaktadir (22). Sinyal molekiillerinin ise bu silireci yonlendirdigi ve

etkinlestirdigi diisiintilmektedir (77, 205).

Dis kaybinin en sik goriilen organ kaybi olmasi nedeniyle bu sorunun
¢Oziimiinii hedef alan pek cok yaklasim mevcuttur. Dis hastaliklarinin patolojisi
konusunda olduk¢a fazla bilgi olmasina ragmen hasarli dokunun yenilenmesi ve bu
yenilenme ic¢in yardimct malzemelerin kullanilmasi mekanizmalar1 yeterince
bilinmemektedir. Kok hiicre uygulamalarinin dis doku kayiplarinda 6nemli bir tedavi
edici etken olma olasilig1 her gecen giin artmaktadir. Buna karsin akillar1 mesgul

eden pek ¢ok soru mevcuttur:

e Dis rejenere edilebilir mi?

e FEriskin kok hiicreler dis dokular1 hatta tiim dis i¢in rejenerasyon
yapacak sekilde yonetilebilir mi?

e Kok hiicrelerin viicut disina ¢ikarilmasi ve maniiplasyonu her zaman
gerekli midir?

e Dis rejenerasyonu ve dental implantlar ekonomik olarak
karsilastirilabilir mi? (225).

Bu sorulardan yola ¢ikarak tasarlanan arastirmalarla dis hekimligi alaninda

yeni bir konsept gelistirilmeye calisiimaktadir.
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1.6.2. Dis - Doku Miihendisligi Konsepti

Hiicrelerin entegre edildigi dogal veya sentetik yapi iskeleleri ve spesifik sinyal
sistemleri esasina dayanan ve multidisipliner bir bilim dali olan doku miihendisligi,
son yillarda onemli gelismeler gostermistir (90, 149, 211). Bu miihendislik alani,
fonksiyonunu kaybetmis doku ya da organlarin yeniden restore edilmesini amaclar
(17, 83, 172). Kaybedilen ya da hasarli dokularin tedavisinde altin standart; dokunun

ayn1 yapiya sahip saglikli dokularla yer degistirmesidir (90).

Dental dokularin  rejenerasyonu ve dis olusturulmasma  yonelik
biyomiihendislik yaklasimlars;
e Doku iskelesi esasli olmayanlar (67, 130, 144, 145)
e Doku iskelesi esasli olanlar (46, 47, 67, 130, 144) olmak flizere ikiye

ayrilmaktadir.

Doku iskelesi esasli olmayan, gelisimsel biyoloji ve organogenezis/germ
dokusu kavramlarina dayanan gelisimsel (organotip) yaklasimda dis germi

hiicrelerinden dis gelisimi amaclanir (67).

Doku iskelesi esasli yaklasim ise; in vitro olarak hiicrelerin alinmasi,
¢ogaltilmasi ve farklilastirilmasi, bu hiicrelerin doku iskelelerine ekilmesi ve in vivo
olarak bu yapimin implante edilmesi esasina dayanmaktadir (67). Bu uygulamanin
baslica 6geleri:

e Hedef dokuyu olusturabilme potansiyeline sahip ‘hiicreler’
e Hiicre fonksiyonlarini yonlendiren ‘biiyiime ve farklilasma faktorleri’
¢ Olusturulmasi hedeflenen dokunun ii¢ boyutlu yapisini belirleyen doku

iskelesi veya diger bir ifadeyle skaffolddur (8).
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1.6.2.1. Hiicre Karakterizasyonu ve Farklilasmanin Belirlenmesi

Dis-doku miihendisligi konseptinin ilk &gesini olusturan dental pulpa kok
hiicrelerinin izolasyon, proliferasyon ve farklilasma siireglerinin anlagilmas;
kusursuz bir pulpa-dentin kompleksi ile dental pulpa rejenerasyonu ve
rekonstriiksiyonuna olanak saglayacak biyomateryallerin gelistirilebilmesi agisindan
zorunludur (131). Dental pulpa kok hiicrelerinin in vitro ve in vivo kosullardaki
Ozelliklerinin incelenmesi sonucu elde edilecek veriler, uygun bir biyomateryal
gelistirilmesi icin gerekli kosullarin belirlenmesinde esas olusturacaktir. [n vitro

hiicre kiiltiiri ve in vivo transplantasyon sonrast;

e Akim sitometri analizi,
e Histolojik inceleme
e Real-time Polimeraz Zincir Reaksiyonu analizi gibi yontemler bu

acidan hiicrelerin karakterizasyonuna olanak saglamaktadir.

Heterojen hiicre toplulugu ile baslanan kiiltiirlerde izolasyonu hedeflenen kok
hiicre popiilasyonunu diger hiicre popiilasyonlarindan ayirt etmek karakterizasyon
acisindan Onemli bir asamayir olusturmaktadir. Cesitli kok hiicre belirtegleri
kullanilarak kok hiicre tipininin belirlenmesi bu amagla siklikla kullanilan
yontemlerden birisidir. Hiicrenin koken aldigir dokuyu gosteren ve bir tiir isaretleyici
olan hiicre ylizey proteinleri, doku miihendisligi uygulamalarinda kaynak hiicre elde
etme asamasinda dnemli bir yere sahiptir. Hiicre yiizey proteinleri sayesinde kiiltiire
edilecek olan hiicreler fonksiyonel doku hiicrelerinden ayirtedilebilmekte ve doku
dizilimi  belirlenebilmektedir. Hiicreler, yiizeylerinde bulunan glikoprotein
yapisindaki ¢esitli reseptorler sayesinde organizmanin diger hiicreleriyle karsilikli

etkilesime girmektedir. Her biri antijenik bir yap1 olan ve ayni zamanda bulundugu
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hiicrenin kimligini de gosteren bu reseptdrler sayesinde hiicreler birbirini tanimakta,
birbirleriyle veya salgiladiklar1 {riinlerle etkilesim gostermektedir. Hiicre
yiizeyindeki bu antijenik yapilar giintimiizde CD (Clusters of differantiation -
Farklilagma/Bagkalasim kiimeleri) olarak tamimlanmaktadir. CD antijenleri;
hiicrelerin  kokenlerini, gelisimsel asamalarini ve fonksiyonel alt kiimelerini
ayirdetmek i¢in kullanilan yiizey isaretleyicileridir. Diinyanin her yerinde kabul
gdren bir gruplama ydntemi olan CD ilk olarak 1. insan Lokosit Differansiyasyon
Antijenleri (HLDA) Konferansinda (1982-Paris) kabul edilmistir (21, 53). Diinya
Saglik Orgiitii ve Uluslararasi Immunoloji Dernekleri Birligi, CD adlandirmasinin
kullanilmasini bir zorunluluk olarak kabul etmektedir (242). CD adlandirmasinda
benzer reaksiyon paternine sahip antikorlarin gruplandirilarak tek bir numara ile
belirtilmesi ve istatistiksel yontem olarak da ‘Cluster’ analizi yapilmasi esasi s6z
konusudur (241). Her CD, hiicre yiizeyinde bulunan farkli bir antijenik yapiy1 temsil
etmektedir. CD1’den CD350’ye kadar numaralanmig bu antikorlar; arastirma, tani,
hastalik takibi ve tedavi alaninda yaygin olarak kullanilmaktadir (241, 243). CD
antijenik epitoplarinin  kantitatif analizi, hiicre ayrimi ve tanimlamasi i¢in
monoklonal antikorlar (MABS), floresan boyalar ve enzimlerle konjuge edilmekte,
floresan mikroskobu ve/veya akim sitometri cihaziyla incelenmektedir. Akim
sitometri; hiicrelerin belirlenmesi ve monitorizasyonu i¢in non-invaziv bir yontemdir.
Akim sitometri cihazinda FITC ile floresanlanmis MAB ile isaretlenmis hiicreler sivi
bir ortamda sira halinde uyaric1 1siktan (Argon lazer, 488 nm) ge¢irilmektedir.
Uyarici 151k hiicreler tarafindan kirilmakta veya florokromla isaretlenmis MAB’lerin
baglandig1 hiicre tarafindan emilmekte veya yayilmaktadir. Bu yayilan 15181n siddet
ve niteligi algilanarak bilgisayara aktarim ger¢eklesmekte ve buna gore hiicrenin tipi

ve sayist belirlenmektedir. Akim sitometri analizi sonrasi hiicre populasyonlari
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‘pozitif” ve ‘negatif’ olarak tanimlanmaktadir (58, 214). Akim sitometri analizi i¢in
oldukca fazla sayida hiicre gerektiginden analiz ¢ogunlukla kiiltiir ortaminda

cogaltilan hiicreler lizerinde yapilmaktadir (128).

“Real-time Polimeraz Zincir Reaksiyonu (RT-PCR)” metodu ile ¢ok az
miktardaki bir biyolojik 6rnegin gen ekspresyon profili ortaya konabilmektedir (66).
RT-PCR analizi gen ekspresyon profilini belirleyen giivenilir, hassas ve kantitatif bir
yontemdir (71). Yontem, genel olarak polimeraz zincir reaksiyonu prensibi ile
calismakta olup en Onemli 6zelligi reaksiyon sirasinda DNA amplifikasyonunun
gercek zamanlt olarak belirlenebilmesidir. Belirleme islemi, ¢ift iplikli DNA’ y1
tantyip baglanabilen fluoresan boyalar ya da hibridizasyon problari ile yapilmaktadir.
RT-PCR prosesi dort fazda gerceklesmektedir. Ik faz genellikle ilk 10-15 dongii
boyunca slirmekte ve fluoresan seviyesi arka plan seviyesinin iizerine
cikmamaktadir. Erken eksponansiyel fazda, fluoresan miktar1 arka plan degerinden
onemli derecede fazla olan esik degerine ulasmaktadir. Bu olaym gerceklestigi
dongii, dongii esik degeri (treshold cycle) olarak (CT veya CP) bilinmektedir.
Eksponansiyel fazda PCR etkinligi 1-2 arasindadir. Ideal kosullarda ise etkinlik
2’dir. Her dongiide iirtin miktart iki katina ¢ikmaktadir. Plato safthasinda reaksiyon
bilesenleri tiikkenmekte ve fluoresan yogunlugunun 6lgiilmesi artik bir yarar saglamaz
hale gelmektedir. RT-PCR ile geleneksel yontemlerle Olgiilebilen degerden
10.000-100.000 kat daha diisiik miktardaki mMRNA seviyelerinin, hatta tek bir kopya

transkriptin saptanmasi bile miimkiin olmaktadir (60).

Kok hiicre ¢alismalarinda RT-PCR gibi yontemlerle gen ekspresyon profilinin
belirlenmesi, in vitro hiicre kiiltiiric veya in vivo transplantasyon sonrasinda
olusturulmas1 hedeflenen farkililagmanin dogrulanabilmesi agisindan Onemli bir

yontemdir. RT-PCR ve mikroarray assayleri gibi tekniklerin hayata girmesinden
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sonra, Ozellesmis yetiskin kok hiicrelerinin karakterizasyonu ve gen ekspresyon
profillerinin belirlenmesi kagmilmaz olmustur ve insan dental pulpa hiicrelerinin
farklilasmas1 ve mineralizasyonu konusunda bir c¢ok calisma yapilmistir (182).
Stro-1, ozellikle dental dokulardaki cesitli mezenkimal kok hiicrelerin farklilagsma
durumunu belirlemek igin en ¢ok kullanilan hiicre yiizey belirte¢lerinden biri
olmustur (64, 186). Sican dis gelisiminde, bazi odontoblastlarda ve dental pulpa
hiicrelerinde  Stro-1 immiinreaksiyonu belirlenmistir  (91). Alkalen fosfataz,
osteokalsin, osteonektin, tip | kollajen, dentin sialofosfoprotein (DSPP), dentin
matris protein 1 (DMP1), enamelysin ve X kromozomundaki endopeptidaz ile tiirdes
fosfat diizenleyici gen (Phex) ise odontojenik farklilagma ile iliskili olarak dis
hekimligi alanindaki kok hiicre caligmalarinda en ¢ok calisilan gen gruplarindan
bazilaridir (64, 84, 131). Ozellikle DSPP, disin gelisiminde ve mineralizasyonunda
rol oynayan en dnemli non-kollajen proteindir (29). S6z konusu protein ve genlerin
yiiksek diizeydeki ekspresyonu odontoblast-benzeri fenotipin gostergesi olarak kabul
edilmektedir (131). Insan dental pulpa hiicrelerinin farklilasmasi ve mineralizasyonu
konusunda pek cok calisma yapilmis olmasina ragmen, farklilagma sirasindaki her
sathada gen ifadesinin analizi halen tam olarak ortaya konmus degildir ve

arastirmalara acik bir konudur.

Odontojenik farklilasmanin en 6nemli gostergelerinden bir digeri de mineralize
nodiillerin olusumudur. Kalsiyum akiimiilasyonu sonucu olusan bu mineralize
yapinin Alizarin Red boyama ile mikroskobik olarak gosterilmesi de miimkiindiir

(194).
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1.6.2.2. Biiyiime ve Farkhilasma Faktorleri

Hiicre proliferasyonunun diizenlenmesi, farklilagma ve biyoaktif molekiillerle
yeni doku olugumunun saglanmasi; doku miihendisligi konseptinin ikinci elemani
olan biliylime ve farklilasma faktorleri araciligiyla yonlendirilmektedir (202). Dis
gelisiminde karmasik bir sinyal ag1 mevcuttur ve morfogenezde biiyiime faktorlerinin
kiimtlatif etkisi soz konusudur. Rejenerasyon bu karmasik yapinin anlasilmasi ve
taklit edilmesi ile miimkiin olacaktir. Cesitli biyosinyallerin olusumunu saglayan
bliyime ve farklilasma faktorleri dokudakine benzer bir ortam saglamak igin
kullanilmaktadir (17). Transforme edici faktor beta (TGF—) siiper ailesi iiyesi,
rekombinant insan kemik morfogenetik proteinleri (rhBMP), son donemde bu alanda
tizerinde ¢alisilan biiyiime faktorii gruplarindan birini olusturmaktadir (6, 84, 244).
Primer olarak kemik ve dentinde yer alan (219) bu proteinler, enflamasyon olmadigi
durumlarda pulpa kuafaji ve amputasyon tedavisinde osteo-dentin ve ardindan

tiibiiler reperatif dentin olusumunu uyarmaktadir (147, 148, 224).

1.6.2.3. Skaffold

Doku miihendisligi konseptinde doku iskelesi esaslt yaklagimin iiglincii
bilesenini ise; doku iskelesi fonksiyonunu saglayan skaffold olusturmaktadir.
Skaffold hiicrelere fiziksel destek olusturup, hiicrelerin tutunarak fonksiyon
gormeleri i¢in uygun bir ortam saglamakta ve ii¢ boyutlu bir yap1 olusturarak elde
edilecek hedef dokunun formunu belirlemektedir. Kok hiicrelerin biiylimesi,
entegrasyonu ve farklilagsmasi i¢in oldukca onemli bir etkiye sahip olan skaffold
biyomateryalinin doku ile uyumlu olmas1 onemlidir. Materyal; gozenek yapisi,

gozenek boyutu ve yiizey 6zellikleri yoniinden gerekli mekanik 6zelliklere uygun ve
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biyobozunur olmalidir (14). ideal bir skaffoldun uygulandig1 konak dokuda istenilen
biyolojik etkileri saglarken toksik ve immulojik etki géstermemesi gereklidir (230).
Skaffoldun mekanik ozellikleri, in vivo uygulamalarda hedef dokuya benzer olmali;
Ornegin materyalin biyobozunurluk hizi, olusturulmasi hedeflenen dokunun gelisim
hiz1 ile paralellik gostermelidir (8). Skaffoldun ekstraselliiler matrisi taklit edebilmesi
i¢cin; kok hiicrelerin proliferasyon ve farklilasmasini saglayacak biiyiime faktorleri,

gelismelerini saglayacak besin ve bakteri gelisimini 6nleyecek antibiyotik icermeleri

gereklidir (30).

Hiicre canliligt ve lokalizasyonu acisindan hiicrelerin skaffold ile birlikte
uygulanmasi1 onemlidir (141). Hiicre ekilmis olan skaffoldlar; bazi arastirmalarda
omentum (bagirsak zar1), bobrek alt1 kapsiilii ve subkutan doku gibi viicudun ektopik
bolgelerine, bazi arastirmalarda ise dis c¢ekim soketine veya ceneye implante

edilmistir (67).

Doku miihendisligi caligmalarinda skaffold olarak kullanilan baglica
materyaller sunlardir:

e Sentetik seramikler (HA ve/veya TCP),

e Sentetik polimerler [poliglikolik asit (PGA), polilaktik asit (PLA),
poliglikolik asit-poli-L-laktik asit (PGA-PLLA), polilaktik poliglikolik
asit (PLGA), kaprolakton],

e Inorganik sigir kemigi (Bio-Oss)

e Dogal polimerler (kollajen, kitosan, hiyaluronik asit) (8).

Sentetik seramikler grubuna dahil edilen hidroksiapatit; biyouyumluluk,
immun tolerans ve osteokondiiktif 6zellikleri sayesinde kemik rejenerasyonu igin

yaygin olarak kullanilan ve ii¢ boyutlu yapisi trabekiiler kemige benzerlik gosteren
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bir materyaldir (95). Hidroksiapatit (HA) ve/veya B-trikalsiyum fosfat (TCP) iceren
materyaller kemik rejenerasyonu kadar dis hekimligi alaninda da (maksillofasiyal
cerrahi v.b) kullanilmaktadir (131). Por cap1, porozite ve baglanma gibi 6zelliklerinin
uygun olmasi bu materyalin mineral matrisi benzerlik gosteren kemik ve dis dokulari
icin skaffold olarak kullaniminm1 saglamaktadir. Ancak materyalin preparasyon
teknigi ile iliskili olarak diisiik kirilma dayanimi sergileyebilmesi miimkiindiir (199).
Biyoaktif materyal olarak kullanim potansiyelinin belirlenmesi i¢in doku olusumuna

katkisinin incelendigi in vivo ¢alismalar gereklidir.
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2. BOLUM

GEREC VE YONTEM

2.1. insan Dental Pulpa Mezenkimal Kok Hiicrelerinin Izolasyonu ve

Hiicre Sayimi

Ege Universitesi Tip Fakiiltesi Klinik Arastirmalar Etik Kurulu, 09-9.1/6 Karar
No’lu etik kurul onayr alindiktan sonra hazirlanmis olan “Bilgilendirilmis Goniilli
Olur Formu” c¢alismaya dahil edilen tiim bireyler tarafindan imzalandi. Ege
Universitesi Dis hekimligi Fakiiltesi Agiz, Dis ve Cene Hastaliklar1 Cerrahisi
Anabilim Dali’nda ¢aligmaya dahil edilen, 19-29 yas arasi, sistemik hastalig1
bulunmayan, kok gelisimi heniiz tamamlanmamis gémiilii yirmi yas dis ¢ekimi
yapilacak olan 15 hastaya, ¢ekim O6ncesi % 0,2 klorheksidin (Kloroben, Drogsan
Ilaglar1 Sanayi ve Tic. A.S, Cubuk/ANKARA) ile gargara yaptirildi ve ¢ekim bolgesi
Klorheksidin ile silindi. Dislerin ¢ekimi etik ve asepsi kurallarina uygun sekilde

gerceklestirildi (Resim 2.1).

Cekim sonras1 dis lizerindeki gingival ve periodontal dokular uzaklastirilarak,
dis once iyotlu antiseptikten (Betadin (povidone-iodine), Alcon Laboratories, Inc.
Forth Worth) daha sonra da iyot artiklarini uzaklastirmak i¢in % 70’lik alkolden
gecirildi  ve penisilin/streptomisin  (Gibco Invitrogen, Grand Island, ABD)
antibiyotik karistminda 1 dakika bekletildi. Karigim igerisindeki dis steril gazli bez

ile tutularak alindiktan sonra elmas separe kullanilarak steril serum fizyolojik
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sogutmasi ile dis tizerinde oluklar acild1 ve dis kirilarak steril pens yardimai ile pulpa
dokusu ¢ikarildi (Resim 2.1). Soguk besi ortamina (alpha MEM, Gibco Invitrogen,
Grand Island, ABD) alinan doku buz kaliplar i¢inde, ¢alismanin gergeklestirildigi
Ege Universitesi Tip Fakiiltesi, Fizyoloji Anabilim Dali Hiicre Kiiltiirii
Laboratuvari’na ulastirildi. Hiicre kiiltiirli asamasinda; steril ve tek kullanimlik hiicre
kiltliirii malzemeleri kullanildi ve islemler laminar akish steril kabinde (Class II,
Heraus, Hanau, Almanya) gerceklestirildi. Kontaminasyonun onlenmesi amaciyla

asepsi kosullarina uygun sekilde calisildi.

Resim 2.1: Yirmi yas dis ¢ekimi (A) ve pulpa dokusunun ¢ikarilmasi (B).

Soguk besi ortamindaki pulpa dokusu buz kalibi {istiinde bistiiri ile kiigiik
pargalara ayrilarak mekanik pargalama yapildi. 3 mg/mL kollajenaz tip I (Sigma-
Aldrich, ABD) ve 4 mg/mL dispaz (Sigma-Aldrich, ABD) ile 37°C de 45 dakika
enzimatik sindirim gerceklestirildi. 500 g - 6 dakika (150 mm ¢apl santrifiij i¢in =
1725 rpm — 6 dakika) santrifiij sonras1 hiicreler pipetlenerek homojenize edildi ve
70 um’lik gozenekleri olan filtreden (Cell Strainer, BD Biosciences Discovery
Labware, CT, ABD; 352340) gegirildi. Tekrar santrifiij (1725 rpm, 6 dakika)

edildikten sonra {ist stv1 atilip hiicre sayimi1 sonrasi ekim yapildi (Resim 2.2).
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Resim 2.2: In vitro hiicre kiiltiir oncesi hazirlik agamalari: Pulpa dokusunun mekanik
ve enzimatik olarak parcalanmasi (A), santrifiijleme ve filtrasyon (B), hiicre sayimi

(C) ve hiicre ekimi (D).

Hiicre saymmi i¢in; 100ul hiicre siispansiyonu iizerine, mikropipetle 100ul
% 0,5 tripan mavisi (Biological Industries, Beit Haemek, Israil) soliisyonu eklendi.
Sayim kamarasi olarak Thoma lami kullanildi. Thoma lam1 iizerindeki sayim alani
cercevesi lzerine lamel kapatildi. Lamin her iki yaninda bulunan kanallarin

ortasindaki sayim alaninda, lamelin lam ile birlestigi noktadan 50 pul hiicre
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siispansiyonu pipetlendi. Isik mikroskobunda 40x biiylitmede hiicre sayimmi

gergeklestirildi. ‘Hs x Do x Ss’ formiiliine gore toplam hiicre sayis1 hesaplandi.

Hs: Sayilan hiicre sayisi,
Do: Seyreltme orani,
Ss: 0,1 mm* deki sayim sonucunu Iml’deki sayiya doniistiirmek ve standart

sonug elde etmek i¢in kullanilan sabit say1, 10.000°dir.

37°C’de % 5 COg’li ortamda (CO; inkiibator, Sanyo, Etten Leur, Hollanda)
inkiibasyon yapildi. Yaklagik 48 saat sonra besiyeri degistirilerek kiiltiir kabinin
tabanina tutunmayan hiicreler uzaklastirildi. Kiiltiir periyodu boyunca hiicreler
diizenli olarak inverted (objektifleri ters ¢evrilmis) mikroskopta (Olympus, Tokyo,

Japonya) kontrol edildi ve besi ortami iki giinde bir degistirildi.

Calismada Sonoyama ve ark.’min (194) tanimladigi sekilde hazirlanan

mezenkimal kok hiicre besi ortami1 (Tablo 2.1) kullanildi.

Stok Gerekli Final
solusyon hacim konsantrasyon
(ml)
a-MEM
(Gibco Invitrogen, Grand Island, ABD) 1x 410 1X
Fotal sigir serumu
(FBS; Gibco Invitrogen, Grand Island, - 75 % 15
ABD)
Glutamin
(Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, ABD) 200 mM 5 2 mM
L-askorbik asit fosfat
(Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, ABD) 10 mM 5 0,1 mM
Penisilin/Streptomisin
(Gibco Invitrogen, Grand Island, ABD) 10.000 5 100 U/mL
U/mL
Final hacim 500

Tablo 2.1: Mezenkimal kok hiicre besi ortami igerigi (194).
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2.2. Insan Dental Pulpa Mezenkimal Kok Hiicrelerinin Akim Sitometri

Analizi

Insan dental pulpa mezenkimal kok hiicrelerinin, fenotipik karakteristiklerinin
belirlenmesi i¢in 72 saatlik (pasaj 0; P0O) ve 21 giinliik (pasaj 1; P1) kiiltiir periyodu

akim sitometri analizleri gergeklestirildi.

Tripsinizasyon isleminde; besi ortami ve i¢indeki tutunmayan hiicreler
dokiildiikten sonra, flask yiizeyleri 3-4 ml Ca*? ve Mg* icermeyen PBS (DPBC;
Cat+ Mg++-free-, Gibco Invitrogen, Grand Island, ABD) ile yikandi. 1.5-2 ml
% 0,25 tripsin-EDTA (Gibco-BRL, Paisley, Ingiltere; 25200-056) soliisyonu
eklenerek, CO, inkiibatorde 4-5 dakika inkiibe edildi. Mikroskopta hiicrelerin
tiimiiniin ylizeyden ayrildig1 gozlendikten sonra, tripsinin inaktivasyonu i¢in flasklara
4 ml besi ortami eklendi. Daha sonra hiicreler 15 ml’lik konik tabanli tiiplere
(BD Biosciences Discovery Labware, CT, ABD) alind1 ve 1725 rpm’de 5 dakika
santrifiij edildi. Siipernatant atildiktan sonra, pelete 1ml besi ortami eklenip,
pipetlenerek homojenizasyonun saglanmasinin ardindan, hiicre sayimmi yapildi,

yaklasik olarak 1x10° hiicre 100 pl PBS iginde homojenize edildi.

e (CD34; Hematopetik progenitor hiicre antijeni (BD Biosciences Pharmingen,
California, ABD)
e CD45; Eritrositler hari¢ tiim hematopetik hiicrelerdeki kok hiicre antijeni

(BD Biosciences Pharmingen, California, ABD)
e CD73; NTES’-nucleotidase (BD Biosciences Pharmingen, California, ABD)
e CD90; Timus hiicre antijeni (BD Biosciences Pharmingen, California, ABD)

e lzotipik kontrol gruplar1 belirlendikten sonra her bir grupta 10 pl eklenerek

inkiibe edildi (oda sicakliginda- karanlikta-30 dakika).
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Inkiibasyon sonras1 yikama soliisyonu (Cell wash, BD Biosciences
Pharmingen, California, ABD) eklendi ve santrifiij edilerek (1725 rpm, 5 dakika)

artefaktlardan temizlendi, 400 ul hiicre yikama soliisyonu ile resiispanse edildi.

e CD45; APC-H7,
e (CD34; APC,
e CD73; PE (fikoeritrin)

e CDO0; FITC (fluoresan izotiyosiyonat) ile eslestirildi.

Hazirlanan hiicre silispansiyonu FACS Calibur akim sitometri cihazinda (BD
Biosciences, California, ABD) okutuldu ve analizi BD Cell Quest TM software

programi (BD Biosciences, California, ABD) ile gerceklestirildi (64, 115).

2.3. insan Dental Pulpa Mezenkimal Kok Hiicrelerinin Odontojenik

Farkhlastirilmasi

Izole edilmis olan insan dental pulpa mezenkimal k&k hiicreleri iki gruba
ayrilarak 7, 14 ve 21 giinliik kiiltlir periyotlar1 siiresince 37°C’de % 5 CO2’li
ortamda inkiibe edildi. Gruplardan birine Sonoyama ve ark.’nin (194) belirttigi
sekilde hazirlanan mezenkimal kok hiicre besi ortami uygulanirken (Tablo 2.1), diger
gruba yine aym ekibin tanimladigi, asagida belirtildigi sekilde hazirlanan
odontojenik farklilagtirma besi ortami (Tablo 2.2) uygulandi. Ayrica caligmada
odontojenik farklilagtirma besi ortaminda biiyiime faktorii olarak Iohara ve ark. (84)
tarafindan etkinligi gosterilmis olan 50 ng/ml kemik morfogenetik proteini 2 (BMP2)

(Santa Cruz Biotecnology Inc. California, ABD) kullanildi.
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Stok solusyon Gerekli Final
hacim (ml) konsantrasyon

a-MEM
(Gibco Invitrogen, Grand 1x 404,5 1x
Island, ABD)
Fotal sigir serumu
(FBS; Gibco Invitrogen, - 75 % 15
Grand Island, ABD)
Glutamin
(Sigma-Aldrich, St. Louis, 200 mM 5 2mM
MO, ABD)
L-askorbik asit fosfat
(Sigma-Aldrich, St. Louis, 10 mM 5 0,1 mM
MO, ABD)
Penisilin/Streptomisin
(Gibco Invitrogen, Grand 10.000 U/mL 5 100 U/mL
Island, ABD)
Deksamethazon
(Fluka, Sigma Aldrich, 10 uM 0,5 0,01 uM
Buchs, Isvigre)
KH,PO, 180 mM 5 1,8 mM
Final hacim 500

Tablo 2.2: Odontojenik farklilagtirma - kok hiicre besi ortami igerigi (194).
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2.3.1. Histolojik inceleme

Histolojik inceleme i¢in Poly-L-Lysin (Sigma-Aldrich, ABD) kapl Kkiiltiir
kaplarina (Labtek II Chamber Slide, Nunc GmbH, Almanya) yaklasik
1x10° hiicre/cm? ekim yapildi. 7, 14 ve 21 gilinliik kiiltiir periyotlar1 siiresince hiicre
morfolojisi inverted mikroskopta (Olympus, Tokyo, Japonya) incelenerek elde

edilen goriintiiler kaydedildi.

Morfolojik degisimi gostermek amaciyla Hemotoksilen-Eosin (H&E) (Sigma-
Aldrich, ABD) ve odontojenik farkililasmanin bir gostergesi olan mineralizasyonu
gdstermek amaciyla Alizarin Red (Fluka-Sigma Aldrich, Buchs, Isvigre) ile direkt
boyama yapildi. H&E boyama i¢in; hiicreler % 4 paraformaldehit ile 10 dakika fikse
edildi. 5-6 kez distile su ile yikand1 ve 2 dakika Mayer’s Hemotoksilen soliisyonu
(Sigma-Aldrich, ABD) uygulandi. 1 dakika g¢esme suyu ile yikandiktan sonra
10 saniye Eosin Y (Sigma-Aldrich, ABD) uygulandi. Alkol serisinden (% 70, % 96
ve % 100) gegirildi ve hava ile kisa siire kurutuldu. Bilgisayar baglantili mikroskop

(Olympus BX50, Japonya) ile goriintiileri kaydedildi.

Alizarin Red boyama ig¢in; besi ortami uzaklastirildiktan sonra % 4
paraformaldehit ile 10 dakika fiksasyon yapildi. 5-6 kez distile su ile yikandi ve
amonyum hidroksit ile pH 4.1-4.3 saglanan Alizarin Red (Fluka-Sigma Aldrich,
Buchs, Isvigre) 2 dakika uygulandi. Distile su ile yikandiktan sonra (20 kez) aseton
ile dehidratasyon saglandi. Aseton-ksilen 1:1 ile fiksasyon yapildi (20 kez) ve ksilen
ile temizlendi. Kurutma sonrasi inceleme yapilarak bilgisayar baglantili mikroskop

(Olympus BX50, Japonya) goriintiileri kaydedildi.
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2.3.2. RT-PCR Analizi

7, 14 ve 21 ginlik kiltir periyodu gruplarinda mine ve dentin matris
komponentleri  i¢in  insan-spesifik  transkriptlerinin; DSPP, DMP1,
enamelysin/MMP20 ve Phex ekspresyon diizeyi RT-PCR analizi ile incelendi.
Kontrol gen olarak B-aktin kullanildi. Analiz kit (LC Gen Expression Analysis for 96
Rx, ABD) kullanilarak gerceklestirildi. Hiicre kiiltiirlerinden total RNA izolasyonu
yapildi, ardindan total RNA’ lardan cDNA hazirlandi. Elde edilen cDNA’ larin gen

ekspresyon profilleri Roche Light Cycler® 1,5 RT-PCR sistemi ile ortaya kondu.

2.3.2.1. Kiiltiir Hiicrelerinden Total RNA izolasyonu

Kiiltiir hiicrelerinden total RNA izolasyonu High Pure RNA Izolation Kit
(Roche, Cat No: 11 828 665 001) kullanilarak gergeklestirildi. Yaklasik 1x10° hiicre
200 ul fosfat tampon soliisyonu (PBS, Gibco-Invitrogen, Grand Island, ABD) iginde
stispanse edildikten sonra iizerine 400 ul lizis tamponu eklendi ve 15 saniye
vortekslendi. Filtreli tiipler kapaktan tutularak toplama tiiplerine aktarildi ve 600 pl
ornek eklendi. 8000 g - 15 saniye santriflij sonrasi filtreli tiip ¢ikarildi, toplama
tiiptindeki siv1 dokiildii ve filtreli tiip tekrar toplama tiipline yerlestirildi. DNaz
inkiibasyon tamponundan 90 ul ve DNaz’ dan 10 pl alinip 6nceden karistirilarak her
tiipe bu karisimdan 100 pl eklendi. 15 dakika oda sicakliginda inkiibasyon yapildi.
500 pl yikama tamponu I eklendi ve 8000 g - 15 saniye santrifiij sonrast toplama
tiiptinde bulunan sivi dokiilerek 500 pl yikama tamponu II eklendi. 8000 g - 15
saniye santrifiij sonrasi toplama tiipiinde bulunan sivi dokiildiikten sonra 200 pl
yikama tamponu II eklendi ve 13.0000 g - 2 dakika santrifiij sonras1 alttaki tiipte

bulunan sivi dokiilerek filtreli tiipler steril 1.5 ml’lik mikrosantrifiij tiiplerine
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aktarildi. Uzerine 50 pl Elution tamponu eklenerek 8000 g - 1 dakika santrifiij

sonrast RNA’nin mikrosantrifiij tiipline gegmesi saglandi.

Total RNA’lar izole edildikten sonra RNA izolasyon kontrolii i¢in Nano-Drop
cihazinda 6l¢lim yapildi ve daha sonra cDNA sentez asamasina gecildi. Total RNA

iceren tiipler kullanilincaya kadar -80 °C’ de saklandi.

2.3.2.2. RNA’ dan ¢cDNA Sentezi

cDNA sentezi, Transcriptor First Strand cDNA Synthesis Kit (Roche, Cat No
04 379 012 001) kullanilarak gerceklestirildi. Kullanilan tiim kitler c¢alisma
oncesinde ¢oziildii ve birkag saniye santrifiijlendi. Steril PCR tiiplerinde; 11 ul Total
RNA ve 2 ul Random Hexamer primer (600 pmol/ul) iceren Template primer
karigimi hazirlandi. Template primer karisimini denatiire etmek igin tiipler 10 dakika
65 °C’ de bekletildi ve hemen buz iizerine alindi. Tiiplere final hacim 20 pl olacak

sekilde;

4 ul Reaksiyon tamponu

0.5 pl RNaz inhibitori

2 ul Deoksiniikleotid karigimi1 (ANTP)

0.5 ul Revers Transkriptaz enzimi eklendi.

Karisim dikkatlice karistirild1 (birkag saniye santrifiijlendi) ve termal cycler’a
yerlestirildi. Revers transkriptaz reaksiyonu i¢in 25°C” de 10 dakikalik siireyi takiben
55°C’de 30 dakika inkiibasyon gerceklestirildi. 85°C° de 5 dakika bekletilerek
Revers transkriptaz enzimi inaktive edildi ve tiipler soguk buz lizerine alinarak

reaksiyon durduruldu. cDNA igeren tiipler kullanilincaya kadar -20 °C’ de saklandi.
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2.3.2.3. Real Time - PCR

Gen ekspresyon profilinin belirlenmesi i¢in LightCycler FastStart DNA Master
SYBR Green I kit (Roche, Cat no: 03 003 230 001) kullanildi. Bes gen i¢in 5 tiip

hazirlandi. Genlerin primer sekanslar1 Tablo 2.3’de gosterilmektedir.
Her tiip i¢in asagida belirtilen PCR karigimi hazirlandi;

e 13.8 ul dH,0
e 1.6 ul Mg*
e 0.3 ul Fprimer
e 0.3 ul R primer
e 2 ul SYBR Green I enzim
LightCycler® kapiller tiipleri soguk akii tizerine yerlestirildi ve 18 pul PCR
karisimi kapiller tiiplere aktarildi. Uzerine 2 ul cDNA ilave edildi ve kapaklari

kapatildi. Kapiller tiipler 5 saniye 700 g’ de santrifiijlendi ve LightCycler®

1,5 RT-PCR sistemine yerlestirildi.

Denatiirasyon: 95°C 10 dakika

Amplifikasyon: 95°C 15 saniye

56°C 8 saniye 45 dongii
72°C 10 saniye

Eritme: 95°C 0 saniye
40°C 15 saniye 3 dongii
95°C 0 saniye

Sogutma: 40°C 30 saniye uygulandi.
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DSPP Forward 5' AACATCACAGCAAATGGCATC

DSPP Reverse 5" CTTCCAGCTACTTGAGGTCCA
DMP 1 Forward 5" AGACAGTGCCCAAGATACCACC
DMP 1 Reverse 5'ATTCCCTCATCGTCCAACTCG

Enamelysin/MMP20 Forward 5' ACAAGCAGCCTCTAACTGGATC
Enamelysin/MMP20 Reverse 5 GATTTCGCATAAAGTTGCCCAT

Phex Forward 5" AACTTTGCTGCCTCAATGGGA
Phex Reverse 5 GTCAATAAAGGCCCAGCGAAC
B Actin Forward 5" AGCCTCGCCTTTGCCGA

B Actin Reverse 5' CTGGTGCCTGGGGCG

Tablo 2.3: Bes gen i¢in primer sekanslari.

2.3.2.4. Veri Analizi:

Analiz sonunda LightCycler® 1,5 RT-PCR cihazindan Ct degerleri elde edildi
ve AACt Metodu kullanilarak elde edilen verilerden gen ekspresyon diizeyleri
hesaplandi (125). Odontojenik farklilagsma gerceklestirilen grupta (deney grubu) elde

edilen gen ekspresyon diizeyleri, kontrol grubuna gore % artis olarak belirlendi.

AAC; yontemi asagidaki sekilde uygulandi;

o Ci: Esik siklus, ekspresyonun arttigi siklustaki sayiyr temsil eder
(HKG: Housekeeping gen icin, GOI: Test edilen gen icin belirlendi).
Sadece < 35 olan degerler dahil edildi.

e Kontrol grubu ve deney grubu AC; degerleri hesaplandi:

ACi(Kontrol): C{(GOlI) — C¢(HKG)
ACy(Deney): C{(GOlI) — C(HKG)
e AAC:: AC; (Deney) — AC; (Kontrol)

e Katli degisim (fold change): 2 aact degerlerine ulasildi.
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2.4. Insan Dental Pulpa Mezenkimal Kok Hiicrelerinin Transplantasyonu

Ucgiincii pasajdaki (~ 72. giin) hiicrelerin [odontojenik farklilastirma uyarilan
(+) grup ve sadece mezenkimal kok hiicre besi ortaminda ¢ogaltilan (-) grup] iist
stvist bosaltildi ve Ca*? ve Mg* icermeyen PBS (DPBC; Ca++ Mg++-free-, Gibco
Invitrogen, Grand Island, ABD) eklendi. Tripsin ilave edilerek 37°C’de 30 dakika
bekletildi. Teflon kaziyict ile hiicreler tabandan kaldirildi ve tiiplere alindi.
800 g - 6 dakika santrifiij ile dibe ¢oktiiriilen hiicrelerin iist sivis1 atildi. Hiicre sayimi
yapild1 ve her bir grupta yaklasik 2x10° hiicre igeren 10 ul’lik hiicre siispansiyonu
40 mg HA/TCP (Zimmer, Warsaw, Indiana, ABD) tastyici ile karigtirildi ve immun
baskilanmis farenin sirtina subkutan olarak transplante edildi (Resim 2.3). Negatif
kontrol grubunu olusturmak tizere yine belirlenen miktarda tagiyici hiicresiz olarak

transplante edildi.

Transplantasyon protokolii Ege Universitesi Hayvan Deneyleri Yerel Etik
Kurulu 2009-121 sayili onay1 ile belirlenen sartlara uygun sekilde gerceklestirildi.
Transplantasyon protokoliinde anestezi 50 mg/kg Ketamin HCl (Alfamine®),
5 mg/kg Ksilazin HCl (Alfazyne®) ve acepromazine maleate (1 mg/kg)

kombinasyonu ile intraperitoneal yoldan uygulandi.

6 haftalik transplantasyon siiresi sonunda farelere anestezi uygulanarak
transplantlar ¢ikarildi (Resim 2.4). 100mg/kg Tiopental Sodyum intraperitoneal
yoldan verilerek ardindan toraks acildi, kalp ve damar sistemleri hasarlanarak

hayvanlarin tamamiyle 6lmesi garanti altina alindi.
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kok  hiicre
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ile

HA/TCP tasiyict

Resim 2.3:

immun baskilanmis farenin sirtina (subkutan cep igine) (B)

2

stispansiyonunun (A)

transplantasyonu.

Resim 2.4: 6 haftalik siirenin sonunda histolojik inceleme ve RT-PCR analizi

yapilacak transplantlarin ¢ikarilmasi.
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2.4.1. Transplantasyon Sonrasi Histolojik inceleme

Histolojik inceleme i¢in ¢ikarilan dokular % 4’liik paraformaldehit iginde
24 saat fikse edildi. Daha sonra sirasiyla 1’er saat % 70, % 80, % 95 ve % 100
konsantrasyonlarindaki alkol serisi ile dehidratasyon uygulandi. Tamamen kurutulan
orneklere saydamlastirma ve alkol giderimi amaciyla ksilol uygulandi. Ornekler
58°C’deki sivi parafine uygun pozisyonlarda gomiilerek 24 saat bekletildi.
Sonrasinda oda sicakliginda bekletilerek donmus parafin bloklarin olugmasi saglandi.
Mikrotom ile 5 pm kalinliginda kesitler lamlara alinarak boyama prosediirleri

uygulandi.

Hemotoksilen-Eosin boyama i¢in; 6rneklere 24 saat ksilol uygulanarak parafin
uzaklastirildi. Sirasiyla % 100, % 95, % 80 ve % 70 konsantrasyondaki alkol serisi
1’er dakika uygulandi. 5 dakika distile su ve takiben 3 dakika Hemotoksilen (Sigma-
Aldrich, ABD) uygulandi. Ornekler 5 dakika ¢esme suyunda tutuldu, daha sonra
pembe renk alana kadar asit + alkolle muamele edildi. Akan su altinda yikama islemi
sonrasinda doku mor renk alana kadar amonyakl suda tutuldu. 1 dakika ¢esme suyu
ve takiben 5 dakika distile su ile yikama yapildi. 3 dakika Eosin (Sigma-Aldrich,
ABD) ile muamele edildi ve % 95°lik alkolda 2 dakika, % 100’liik alkolde 5 dakika
bekletilip kurumaya birakildi. 30 dakika ksilolde tutulup mounting mediumla

kapatildi.

Alizarin Red ile boyama igin; 6rneklere 24 saat ksilol uygulanarak parafinin
uzaklastirilmasi saglandi. Kurutma islemi sonrasi sirasiyla % 100, % 95, % 80 ve
% 70 konsantrasyondaki alkol serisi 1’er dakika uygulandi. 5 dakika distile su ve
takiben 10 dakika Alizarin Red (% 2 toz Alizarin Red (Sigma-Aldrich, ABD),

100 ml distile su) ile muamele edildi. Ornekler 3 dakika aseton-ksilol (% 50-50)
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karisiminda bekletildi. 10 dakika ksilol uygulandi ve tamamen kurutulduktan sonra

mounting mediumla kapatilip 151k mikroskobunda incelendi.

2.4.2. Transplantasyon Sonrasi RT-PCR Analizi

RT-PCR analizi i¢in ¢ikarilan dokular Tripure Isolation Reagent (Roche, Cat
No 11 667 157 001) igine alindi. Odontojenik farklilastirma yapilan (+) ve sadece
mezenkimal kok hiicre besi ortaminda ¢ogaltilan (-) transplantasyon gruplarinda
mine ve dentin matris komponentleri i¢in insan-spesifik transkriptlerinin; DSPP,
DMPI1, enamelysin/MMP20 ve Phex ekspresyon diizeyi RT-PCR analizi ile

incelendi.

2.4.2.1. Dokulardan Total RNA izolasyonu

Steril polipropilen santrifiij tiipline 1 ml TriPure Isolation Reagent konuldu
(15-25°C’de). Tiip i¢ine 50-100 mg doku eklendi. Cam-teflon homojenizator ile
dokular homojenize edildi. Niikleoprotein kompleksinin ayrilmasi i¢in homojenatlar
15-25°C’de 5 dakika inkiibe edildi. Her 6rnege 1 ml TriPure reagent’ina 0.2 ml
olacak sekilde kloroform eklendi. Tiiplerin kapag: kapatildi ve 15 saniye giiglii bir
sekilde calkalandi. Ornekler 15-25°C’de 15 dakika inkiibe edildi. Faz ayirimi icin
+4°C’de 12000 g’ de 15 dakika santrifiij yapildi Santrifiij sonrasinda 3 faz olustu;
renksiz st sulu faz RNA izolasyonu icin kullanilmak {izere polipropilen santrifiij
tiiptine aktarildi. Bu fazdan RNA’ nin ¢oktiiriilmesi i¢in 1 ml TriPure reagent’ina
0.5 ml olacak sekilde izopropanol eklendi. Tiiplerin kapagi kapatildi ve birka¢ kez

cevrildi. Ornekler 15-25°C’de 5-10 dakika inkiibe edildi. +4°C’de 12000 g’ de
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10 dakika santrifiij yapild1 ve siipernatant atildi. Tiiplere 1 ml TriPure reagent’ina
1 ml olacak sekilde % 75 etanol eklendi. Ornekler vortekslenerek etanolde yikand.
+4°C’de 7500 g’ de 5 dakika santrifiij yapildi ve siipernatant atildi. Vakum ya da
hava akimi ile RNA’ dan etanol uzaklastirildi. RNA pelleti Dietilpirokarbonat
(DEPC) uygulanmis RNaz-free su ile restispanse edildi. RNA bir pipet yardimi ile
¢oziildi, 10-15 dakika 55-60°C’de inkiibe edildi. Total RNA’ lar izole edildikten
sonra RNA izolasyon kontrolii i¢in Nano-Drop cihazinda o&lgiim yapildi ve
kullanilincaya kadar -80°C’de saklandi. RNA’ dan cDNA sentezi, Real Time- PCR

ve veri analizi asamalar1 daha once anlatildig1 sekilde gergeklestirildi.
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3. BOLUM

BULGULAR

3.1. insan Dental Pulpa Mezenkimal Kok Hiicrelerinin Morfolojik

Ozellikleri

Yapilan kiiltiir sonucunda insan yirmi yas dis pulpasindan izole edilen
hiicrelerin kiiltiir kabinin tabanina tutunarak fibroblast benzeri bir goriintii sergiledigi
(Resim 3.1), kiiltliriin ilerleyen donemlerinde hiicre yogunlugu ve koloni
olusumunun arttig1, yiizeye tutunamayan hiicrelerin ve hiicre artiklarinin ise segici
hiicre proliferasyonu ve yiizey adezyonu sonucu {ist sivi degisimi sirasinda ortadan
kalktig1 belirlendi (Resim 3.2). Kiiltiiriin yaklagik 21. giintinde kiiltiir kab1 yiizeyinin

% 80-90 oraninda hiicrelerle doldugu gozlendi (Resim 3.3).
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Resim 3.1: Kiiltiir periyodunun 2. giiniindeki ilk st sivi degisimi sonrasi, yiizeye
tutunmus olan dental pulpa kok hiicrelerinin fibroblast-benzeri (ig seklindeki),

morfolojileri (x200).

Resim 3.2: Hiicre izolasyonundan yaklasik 1 hafta sonra, hiicre sayisindaki artis,
koloni formasyonu baslangici ve kii¢iik boyutlu koloniler (okla gosterilmistir)

(x100).
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Resim 3.3: Hiicreler arast boslugun azalarak hiicrelerin yiizeyi kapladigi (konfluent
hale geldigi) ~21 giin, pasajlama (subkiiltiir) i¢in hiicre yogunlugunun yeterli

seviyeye geldigini gostermektedir (x100).

3.2. Insan Dental Pulpa Mezenkimal K6k Hiicrelerinin Akim Sitometri

Analizi Sonuclarn

72 saatlik (pasaj 0; PO) ve 21 giinliik (pasaj 1; P1) kiiltiir periyodu sonrasi
yaklasik 1x10° hiicre/ml ile gerceklestirilen akim sitometri analizi sonucunda, insan
dental pulpa mezenkimal kok hiicrelerinin hematopoietik kok hiicre belirteglerini
(CD34, CD45) eksprese etmedikleri, buna karsin mezenkimal kok hiicreler icin
siklikla kullanilan CD73 ve CD90 yiizey antijenleri i¢in pozitif olduklari tespit
edildi.

Analiz i¢in FSC ve SSC diyagraminda hiicrelerin biiyliklik ve

graniilizasyonunun en iyi oldugu alan se¢ildi (Grafik 3.1).
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Grafik 3.1: Akim sitometri analizi igin secilen, hiicrelerin biyiiklik ve
graniilizasyonlarinin en iyi oldugu alan. (P1 ile belirtilen boliim FSC+ ve SSC+

alan1 temsil etmektedir.)

72 saatlik kiiltiir periyodu sonrasindaki hiicrelerin (P0O) akim sitometri
analizinde; her bir ylizey belirteci i¢in saptanan pozitif alanlar (Grafik 3.2) ve ylizey
belirteclerinin dagilimi Tablo 3.1°de gosterilmektedir. Mezenkimal kok hiicre ylizey
belirtecleri; CD73 icin % 9,5, CD90 igin % 76,2 pozitif ekspresyon tespit edildi.
Hematopoietik kok hiicre yiizey belirtegleri; CD34 icin pozitif ekspresyon orani
oldukgca diistik (% 2,4) iken, CD45 i¢in pozitif ekspresyon saptanmadi (Tablo 3.1 ve

Grafik 3.3).
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Grafik 3.2: CD73, CD90, CD34 igin ve CD45 igin tekli-pozitif alanlar (PO).
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Tube: Tube_001
Fopulation FEvents wParent %Total
M 4l Events 2,034 e 100.0
[l P 42 21 2.1

----- B o 1 95 0.2

----- A oz 2 48 0.1

----- Rek] 32 76.2 1.6

O a4 4 93 0.2

= B 32 6.2 1.6

~ @21 5 11.8 0.2

----- M 31 4 9.5 0.2

----- O as-1 1 24 0.0

----- A z1-2 1 24 0.0

----- M o2z 1 24 0.0

----- Wl o3z 37 881 1.8

----- a4z 3 71 0.1

----- O a-3 ] 00 0.0

----- a3 1 24 0.0

----- M o33 36 857 1B

----- O q4-3 5 113 0.2

Tablo 3.1: 72 saatlik kiiltiir sonras1 akim sitometri analizinde yiizey belirtegleri i¢in

ekspresyon diizeylerinin dagilimi.
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Grafik 3.3: Mezenkimal ve hematopoietik kok hiicre yiizey belirtegleri ekspresyon
diizeyi (P0). (CD73: PE, CD34: APC, CD90: FITC ve CD45: APC-H7 ile
eslestirilmistir.)
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Mezenkimal kok hiicre ylizey belirtegleri; CD73 ve CD90 i¢in ikili ekspresyon
alanlar belirlendi (Grafik 3.4) ve CD73 + CD90 double-pozitif ekspresyon diizeyi

% 7,1 olarak tespit edildi (Tablo 3.2 ve Grafik 3.5).
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Grafik 3.4: CD73 ve CD90 igin belirlenen ikili ekspresyon alanlari (PO).

(Q2; CD73 + CD90 double-pozitif alan1 gostermektedir.)
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Tablo 3.2: CD73 + CD90 double-pozitif ekspresyon diizeyi (P0). (Q2: % 7,1’dir)
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Grafik 3.5: Mezenkimal kok hiicre yiizey belirtegleri ekspresyon diizeyi (PO).

(CD90: FITC, CD73: PE ile eslestirilmistir.)
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21 giinliik kiltiir periyodu sonrasi hiicrelerin (P1) akim sitometri analizinde
belirlenen alan Grafik 3.6°da  gosterilmektedir. 1Ikili ekspresyon alanlar
incelendiginde (Grafik 3.7); CD73 + CD90 double-pozitif ekspresyon diizeyinin
secici hiicre proliferasyonu sonucu artig gostererek % 98,3 oldugu tespit edildi

(Tablo 3.3 ve Grafik 3.8).
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Grafik 3.6: 21 giinliik kiiltiir periyodu hiicrelerinin (P1) akim sitometri analizi i¢in

FSC ve SSC diyagraminda belirlenen alan.
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Grafik 3.7:

ekspresyon alanlari.
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Tube: MIX
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I 4 Events 10,000 #1000
Br % 23 13
B 15 664 15
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Tablo 3.3: CD73 + CD90 double-pozitif ekspresyon diizeyi (P1). (Q2: % 98,3 diir.)
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Grafik 3.8: Mezenkimal kok hiicre yiizey belirtegleri ekspresyon diizeyi (P1).

(CD90: FITC, CD73: PE ile eslestirilmistir)
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3.3. insan Dental Pulpa Mezenkimal K6k Hiicrelerinin Odontojenik

Farkhlasma Potansiyeli

3.3.1. Morfolojik Ozellikleri

Insan yirmi yas dis pulpasindan izole edilen ve odontojenik farklilastirma
yapilmasi hedeflenen hiicrelerin morfolojik 6zellikleri, 7, 14 ve 21 giinliik kiiltiir
stiresi boyunca inverted mikroskopta (Olympus, Tokyo, Japonya) incelenerek sadece
mezenkimal kok hiicre farklilagtirma besi ortami uygulanan kontrol grubuna ait
goriintiilerle karsilastirildi. Birincil kiiltiirlin ilk giinlerinde gdzlenen ig seklindeki ve
fibroblast benzeri hiicrelerin, sonraki giinlerde koloniler olusturmaya basladigi,
koloni olusumu ve hiicre yogunlugunun odontojenik farklilasmasi uyarilan grupta

7. giinden itibaren kontrol grubuna oranla daha belirgin sekilde artis gosterdigi

belirlendi (Resim 3.4, 3.5 ve 3.6).
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Resim 3.4: 7. giinde hiicre sayisindaki artis ve koloni olusumu odontojenik

farklilastirma grubunda (C, D), kontrol grubuna gore (A, B) daha fazladir (x100).

Resim 3.5: 14. giinde hiicre yogunlugu yiiksek seviyede; koloni formasyonu
odontojenik farklilastirma grubunda (C, D) kontrol grubuna gore (A, B) daha yogun
(x100).
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Resim 3.6: 21. giinde yiizey hiicrelerle kapli (konfluent); odontojenik farklilagtirma
grubundaki (C, D) girift yap1 dikkat ¢ekici, her iki grupta da pasaj i¢in uygun dénem

(x100).

3.3.2. Histolojik inceleme

Odontojenik farklilagmas1 uyarilan insan dental pulpa mezenkimal kok
hiicrelerinin, bu uyarima yanit verdikleri ve morfolojik olarak odontoblast benzeri

hiicrelere farklilagtiklart H&E boyama ile gézlendi (Resim 3.7).
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Resim 3.7: Odontoblast benzeri hiicrelerin (P1, 2. hafta) H&E boyama sonrasi

morfolojik goriintiileri (A; x10, B; x20 ve C; x40 orijinal biiyiitme).

Kiiltirtin 4. haftasindan itibaren, Alizarin Red ile yapilan histokimyasal
boyamalar sonucunda odontojenik farklilagmanin gostergesi olan mineralizasyon
odaklarinin olustugu (Resim 3.8) ve kiiltliriin ilerleyen donemlerinde bu

mineralizasyon alanlarinda artis meydana geldigi saptandi (Resim 3.9).

Resim 3.8: Odontojenik farklilasma uyarilan grupta (P1, 1. hafta) Alizarin Red
boyama sonrasi izlenen nodiiler mineralizasyon odaklar1 (okla gdosterilmistir)

(A; x20, B; x40 orijinal biiyiitme).
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Resim 3.9: Sadece mezenkimal kok hiicre besi ortaminda kiiltiire edilmis olan
kontrol grubu hiicrelerinde (P1, 2. Hafta) Alizarin Red boyama sonrasi
mineralizasyon alanlar1 izlenmezken (A; x20, B; x40 orijinal biiyiitme), odontojenik
farklilasma uyarilan grupta (P1, 2. Hafta) mineralizasyon alanlarindaki

(okla gosterilmistir) artis (C ve E; x20, D ve F; x40 orijinal biiyiitme) izlenmektedir.
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3.3.3. RT-PCR Sonuglari

7, 14 ve 21 ginliik kiiltiir periyotlar1 sonrasinda gerceklestirilen RT-PCR
analizi sonucu bes gen i¢in (DMP1, DSPP, enamelysin/MMP20, Phex ve [ aktin)
kontrol ve deney gruplarinda elde edilen Ct ve ACt degerleri Tablo 3.4, 3.5 ve 3.6’da
gosterilmistir. Bu degerlere gore hesaplanan AACt degerleri ve katli degisim orani

Tablo 3.7’de gosterilmistir.

7 giin 7 giin 7 giin 7 giin
(Kontrol) (Deney) (Kontrol) (Deney)

Ct Ct ACt ACt

B aktin 21,80 19,81
DSPP 28,29 29,7 6,49 9,89
DMP1 33,10 30,80 11,3 10,99
MMP20 30,96 28,8 9,16 8,99
Phex 30,77 29,6 8,97 9,79

Tablo 3.4: 7 Giunlik kiltiir periyodu sonunda gergeklestirilen RT-PCR analizi

sonucu deney ve kontrol gruplarinda bes gen i¢in elde edilen Ct ve ACt degerleri.
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14 giin 14 giin 14 giin 14 giin

(Kontrol) | (Deney) | (Kontrol) | (Deney)
Ct Ct ACt ACt

B aktin 17,67 18,25

DSPP 28,91 29,77 11,24 11,52
DMP1 30,41 30,67 12,74 12,42
MMP20 26,58 27,10 8,91 8,85
Phex 27,47 28,55 9,8 10,3

Tablo 3.5: 14 Giinlik kiiltir periyodu sonunda gergeklestirilen RT-PCR analizi

sonucu deney ve kontrol gruplarinda bes gen icin elde edilen Ct ve ACt degerleri.

21 giin 21 giin 21 giin 21 giin

(Kontrol) | (Deney) (Kontrol) (Deney)
Ct Ct ACt ACt

B aktin 17,08 17,76

DSPP 27,83 28,64 10,75 10,88
DMP1 31,01 31,32 13,93 13,56
MMP20 25,88 26,10 8,8 8,34
Phex 29,29 29,13 12,21 11,37

Tablo 3.6: 21 Giinliik kiltiir periyodu sonunda gerceklestirilen RT-PCR analizi

sonucu deney ve kontrol gruplarinda bes gen icin elde edilen Ct ve ACt degerleri.
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AACt Kath %
degisim
(fold
change)
DSPP 7 3,4 0,095 10,39

14| 0,28 0,823 90,04
21| 0,13 0,914* 100
DMP1 71 -031 1,239 95,89
141 -0,32 1,248 95,59
21| -0,37 1,292* 100
MMP20 71 -0,17 1,125 81,81
14| -0,06 1,042 75,78
21| -0,46 1,375* 100
Phex 71 082 0,566 31,62
141 05 0,707 39,49
21| -0,84 1,790* 100

Tablo 3.7: Deney grubu i¢in 7, 14 ve 21 giinliik kiiltiir periyotlar1 sonrasinda kontrol
grubuna gore hesaplanan AACt degerleri ve kathh degisim oranlari.

(* En Yiiksek deger % 100 olarak kabul edilir.)

Mine ve dentin matris komponentleri i¢in insan-spesifik transkriptlerinden;
DSPP (Grafik 3.9), DMP1 (Grafik 3.10), enamelysin/MMP20 (Grafik 3.11) ve Phex
(Grafik 3.12) ekspresyon diizeylerinin kontrol grubuna oranla odontojenik

farklilasma uyarilan deney grubunda artis gosterdigi saptandi.
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Grafik 3.9: DSPP’nin 7, 14 ve 21 giinliik kiiltir periyotlarinda ekspresyon

diizeyindeki artis orani.
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Grafik 3.10: DMP1’in 7, 14 ve 21 ginliik kiiltiir periyotlarinda ekspresyon

diizeyindeki artis orani.
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Grafik 3.11: Enamelysin/MMP20’nin 7, 14 ve 21 gilinlik kiltiir periyotlarinda

ekspresyon diizeyindeki artis orani.

100 l///).
75

% l////,
(]
£ 50
N ‘V—__-——-—"('
25
0
7 14 21
days

Grafik 3.12: Phex’in 7, 14 ve 21 gilinlik kiiltiir periyotlarinda ekspresyon

diizeyindeki artis orani.

83



3.4. insan Dental Pulpa Mezenkimal Kok Hiicrelerinin Transplantasyonu
3.4.1. Histolojik inceleme

6 haftalik transplantasyon siiresi sonrasinda 40 mg HA/TCP’nin hiicresiz
olarak transplante edildigi negatif kontrol grubunda tasiyicinin graniillii yapis1t H&E

boyama ile gosterildi (Resim 3.10).

Resim 3.10: Tasiyici materyalin graniilli yapisi (H&E boyama, x20).

Yalnizca mezenkimal kok hiicre besi ortaminda ¢ogaltilan (-) gruba ait histojik
kesitlerde bag dokusu hiicrelerinde artis ile birlikte graniilasyon benzeri bir doku

olusumu (Resim 3.11) ve hafif diizeyde mineralizasyon saptandi1 (Resim 3.12).
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Resim 3.11: 6 haftalik (-) grup transplantlardan alinan kesitin H&E boyama sonrasi

goriintiisii (x20).

Resim 3.12: 6 haftalik (-) grup transplantlardan alinan kesitin Alizarin Red boyama
sonrast goriintiisii (x20). (Sinirlt bir alanda saptanan mineralizasyon odagi okla

gosterilmektedir.)
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Odontojenik  farklilasmanin  uyarildigt  (+) gruba ait Kesitlerde ise
vaskiilarizasyonun arttig1, odontoblast benzeri hiicre yogunlugunda artis ve doku
organizasyonu ile birlikte skaffold bosluklarinin dolmaya bagladigi ve hiicre
kompleksinde osteo-dentin benzeri bir matris olustugu (Resim 3.13) go6zlendi.
Mineralizasyon alanlarinin ise (-) gruba gore daha yogun oldugu (Resim 3.14)

belirlendi.

Resim 3.13: 6 haftalik, odontojenik farklilagtirma (+) grubundaki transplantlardan
alinan kesitin H&E boyama sonrasi gortintiisii. (A: x4, B: x20, t:tastyici, v: vaskiiler

yap1, om: osteodentin matris)
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Resim 3.14: 6 haftalik, odontojenik farklilagtirma (+) grubundaki transplantlardan
alinan kesitin Alizarin Red boyama sonrasi goriintiisii (A: x20, B: x40).

(Mineralizasyon alani okla gosterilmistir.)
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3.4.2. RT-PCR Sonuglari

6 haftalik transplantasyon siiresi sonrasinda gergeklestirilen RT-PCR analizi
sonucu bes gen igin (DMP1, DSPP, enamelysin/MMP20, Phex ve 3 aktin) kontrol

ve deney gruplarinda elde edilen Ct ve ACt degerleri Tablo 3.8’de gosterilmistir.

Kontrol Ct | Deney Ct Kontrol Deney
ACt ACt
B aktin 32,97 33,17 - -
DSPP 34,75 41,36 1,78 8,19
DMP1 35,09 32,66 2,12 -0,51
MMP20 36,44 34,42 3,47 1,25
Phex 33,54 34,37 0,57 1,20

Tablo 3.8: Deney (+) ve kontrol (-) grubu igin 6 haftalik transplantasyon siiresi

sonrasinda elde edilen Ct ve ACt degerleri.

Mine ve dentin matris komponentleri i¢in insan-spesifik transkriptlerinden;
odontojenik farklilasma uyarilan deney grubunda DMP1 ve enamelysin/MMP20’ nin
ekspresyon diizeyleri kontrol grubuna oranla farklilik gostermezken, Phex ve DSPP
ekspresyon diizeylerinde kontrol grubuna gére artis saptadi (Grafik 3.13). Ozellikle

DSPP ekspresyon seviyesinde kontrol grubuna oranla yaklagik 4 kat artis belirlendi.
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Grafik 3.13: 6 haftalik transplantasyon siiresi sonrasinda kontrol grubuna oranla
odontojenik farklilasma uyarilan deney grubunda mine ve dentin matris

komponentleri igin insan-spesifik transkriptlerinin ekspresyon diizeyindeki degisim.
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4. BOLUM

TARTISMA

Kok hiicreler; hasar géren bir dokunun veya organin biyolojik islevlerinin
yerine getirilmesi ve tedavi edilmesini amaglayan rejeneratif tip alanindaki hiicre
esasl tedavilerde kullanilabilecek en 6nemli biyolojik materyallerdir (15, 93). Hiicre
esasl tedaviyi hedefleyen in vitro ve in vivo deneysel ¢aligmalarda, embriyonik kok
hiicreler veya cesitli doku ve organlardan elde edilen somatik kok hiicreler
kullanilmaktadir. Ancak; insan kaynakli embriyonik kok hiicrelerin elde edilmesi ve
tedavide kullanilmasina yonelik devam etmekte olan etik tartismalar ve teratom
olugma riski bu hiicrelerin kullanilmalarin1 engelleyici unsurlardir (68, 141, 216,
218). Bu nedenle kdk hiicre ¢aligmalarinda; kolay elde edilebilir bir kaynak olmalari,
yiiksek cogalma kapasiteleri ve teratom olusturma olasiliklarinin az olmasi gibi
ozellikleri nedeniyle mezenkimal kok hiicreler tercih edilir hale gelmistir (140, 163,
208). Calisgmamizda s6z konusu avantajlar1 sebebiyle ‘dental pulpa kok hiicresi’
olarak tanimlanan mezenkimal kok hiicrelerin kullanimi tercih edildi. Tiim goniilli
insan arastirmalarinda oldugu gibi bu alanda da etik kurallar temel kosul oldugundan
calismamiz kapsaminda; Helsinki Deklarasyonu prensiplerine uygun sekilde etik

kurul onay1 ve hastalardan ‘Bilgilendirilmis onam’ alindi.

Farkli kaynaklardan elde edilebilen mezenkimal kok hiicreler; plastik kiiltiir

kaplarina yapisma, spesifik bazi yiizey antijenleri tasima ve c¢ok yonli
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farklilagabilme gibi bir¢ok ortak 6zellik tagimaktadir (9, 31, 45, 75, 156, 159, 216).
Bu hiicrelerin biyolojik ve fonksiyonel oOzellikleri ise; izole edildikleri bdlge,
bulunduklar1 nis kosullar1 ve organizmadaki ihtiya¢ durumuna gore degisiklik
gostermektedir (7, 100, 176, 226, 240). Spesifik bir dokunun onarimi i¢in o bélgeden
elde edilen kok hiicrelerin kullanimi avantaj saglamaktadir. Ornegin cesitli dis
dokularindan izole edilen dental-doku kokenli kok hiicreler pek ¢ok doku tipine
kaynaklik edebilir, ancak odontojenik farklilasma potansiyelleri daha yiiksektir
(7, 63, 79, 80). Odontoblastlara farklilastiklar1 bilinen dental pulpa kok hiicrelerinin
kiiltiir kosullarinda kendini yenileme ozellikleri ve farklilagabilme yetenekleri
korunmakta ve bu Ozellikleri sayesinde s6z konusu hiicreler kok hiicre
transplantasyonu igeren tedavilerde ve doku rejenerasyonunda énemli kaynaklardan
birini olusturmaktadir (63, 174, 182). Buradan hareketle odontojenik farklilagmay1
hedef alan tez ¢aligmamizda kok hiicre kaynagi olarak; gomiilii yirmi yas dis ¢ekimi

sonrasi elde edilen dental pulpa dokusu tercih edildi.

Caligmamizda; ¢ekim endikasyonunun sikligi, kolay elde edilebilir olmalar1 ve
gelisimin erken doneminde elde edildiklerinde pulpa dokusu acgisindan zengin
olduklarmin (62, 64, 123, 188) bilinmesi nedeniyle kok formasyonu heniiz
tamamlanmamis gomiilii yirmi yas disleri kullanildi. Geng¢ donérlerden elde edilen
hiicrelerin kiiltiir periyodunda daha iyi ¢ogalma potansiyeli ve daha uzun yasam
siiresine sahip olduklar1 bilinmektedir (131, 189). Bu nedenle calismamiza 19-29 yas
arast bireyler dahil edildi. Bu sayede invaziv bir yaklasim gerektirmeden, hiicre

kiltiiriinde kolayca ¢ogaltilabilen mezenkimal kok hiicreler izole edildi.

Hiicre canliliginin korunabilmesi ag¢isindan dokunun wuygun kosullarda
¢ikarilmasi, saklanmasi ve laboratuvar ortamina ulastirilmas: onem tasimaktadir

(194, 200). Calismamizda ¢ekim sonrasi pulpa dokusu steril sartlarda ve dokunun
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1sidan zarar gérmesini engellemek i¢in su sogutmasi altinda ¢ikarilarak besi ortami
ve antibiyotik karisimindan olusan solusyon igine alindi ve en ge¢ 24 saat iginde
hiicre izolasyonu gerceklestirilmek iizere +4°C’de saklandi. Enzimatik ayirma (16,
64) ve secici proliferasyon (4, 39, 188) teknikleri uygulanarak literatiir ile uyumlu

sekilde hiicre izolasyonu saglandi.

In vitro kosullarda fibroblast benzeri morfolojiye sahip dental pulpa kok
hiicreleri secici yiizey adezyonu ve proliferasyonu ile plastik yiizeylere
yapigsmaktadir (131, 237). Calismamizda gomiilii yirmi yas dis pulpasindan elde
edilen kok hiicrelerin izolasyonundan yaklagik 1 hafta sonra fibroblast benzeri
morfolojiye sahip hiicre sayisinda artis ve koloni formasyonu baslangici ile bu
kriterin saglandigi belirlendi (Resim 3.2). Kiiltiir periyodunda hiicreler arasi
boslugun azalarak konfluent hale geldigi donem pasajlama zamanini temsil
etmektedir (131, 194). Calismamizda s6z konusu bu pasajlama zamaninin hiicrelerin
neredeyse tiim ylizeyi kaplamis oldugu yaklasik 21. giline denk geldigi belirlendi

(Resim 3.3).

Dis dokusu kaynakli kok hiicrelerin tanimlanabilmesi igin ¢alismalarda cesitli
mezenkimal (CD73, CD90, CD105, CD146, CD166) ve hematopoietik (CD14,
CD 34, CD45, CD133) kok hiicre yiizey belirtecleri analiz edilmistir (45, 63, 64, 75,
87, 92, 94, 185, 200, 222, 237). Ancak heniiz standart bir belirteg¢ kombinasyonu
mevcut degildir. Calismamizin akim sitometri analizi agsamasinda; mezenkimal kok
hiicre ylizey belirteglerinden CD73 ve CD90, hematopoietik kok hiicre yiizey
belirteclerinden ise CD34 ve CD45 ekspresyon diizeyi incelendi ve insan dental
pulpa, periodontal ligament ve dental folikiil kaynaklt mezenkimal kok hiicre
karakterizasyon calismalariyla (45, 63, 64, 87, 92, 94, 122, 185, 222) uyumlu

sonuclar elde edildi.
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Dental pulpa dokusundan izole edilen ve kiiltiirde ¢ogaltilan hiicrelerin yiizey
antijen analizlerinden elde edilen sonuglar dogrultusunda iki ¢esit kok hiicre grubu
tanimlanmaktadir. Birinci grubun mezenkimal kok hiicreler igin tanimlanmis yiizey
antijenlerine (Stro-1, CD29, CD44 ve CD13) sahip oldugu, ancak hematopoietik kok
hiicreler i¢in tanimlanmis yiizey antijenlerinin higbirini (CD34, CD45 ve CD14)
eksprese etmedikler bildirilmistir (63, 64, 87, 94, 136). ikinci grubun ise ilk gruptan
farkl1 olarak diisik miktarda da olsa CD34 pozitif fraksiyonu gosterebilecegi
belirlenmistir (42, 108). Calismamizda kiiltiiriin erken evresinde (PO, 72 saat)
gerceklestirilen akim sitometri analizinde hiicrelerin mezenkimal kok hiicre
tanimlamasina uygun olarak CD45 negatif fraksiyonunda yer aldigi, bununla birlikte
% 2,4’lik CD34 pozitif hiicre populasyon orani ile yukarida bahsedilen ikinci kok

hiicre grubuna dahil edilebilecegi belirlendi.

CD34 pozitif ve CD45 negatif hiicre populasyonlarinin stromal kaynakli
oldugu ve mezenkimal kok hiicre prekiirsorleri igerdigi bilinmektedir (2, 151, 191,
213). ISCT kriterlerine gore mezenkimal kok hiicrelerin tanimlanmasi i¢in CD73,
CD90 ve CD105 antijeni pozitif hiicre popiilasyon oraninin % 95’in {izerinde olmasi
gereklidir (45). Calismamizda kiiltiiriin erken evresinde (PO, 72 saat) CD73 ve CD90
ekspresyonlarinin diisiik oldugu goriiliirken (Grafik 3.4, Tablo 3.2), 21 giinliik kiiltiir
periyodu sonrast (P1) yapilan akim sitometri analizinde hiicrelerin CD73 ve CD90
i¢in ikili pozitif ekspresyon diizeyi % 98,3 (Grafik 3.7, Tablo 3.3) olarak saptandi.
In vitro segici proliferasyon (¢ogaltilma) dncesi dokuda, beklenildigi iizere homojen
bir topluluk olmamasi, stromal hiicreler yaninda epitel ve endotel hiicre

popiilasyonlarinin bulunmasinin bu durum ile iliskili oldugunu diistinmekteyiz.

Calismamizda dental pulpa kok hiicre igeriginin saf olarak belirtilmesi

amaclandigindan akim sitometri analizi; herhangi bir farklilasma faktori
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eklenmeksizin sadece mezenkimal kok hiicre besi ortaminda ¢ogaltilan (farklilagsma
icin herhangi bir yonlendirme yapilmayan) hiicre kiiltiiriinde uygulandi. Selektif
hiicre proliferasyonu sonucu ilk pasaji1 takiben elde edilen yiiksek pozitif mezenkimal
kok hiicre yiizey belirteci orant (% 98,3); bunlarin ger¢ek mezenkimal kok hiicre
oldugunun gostergesidir. Ancak izolasyon ve farklilastirmaya yonelik islemlerin
hiicre karakterizasyonuna olasi etkilerinin de ileri ¢alismalarla incelenmesinin gerekli

oldugu ve fayda saglayabilecegi diisiincesindeyiz.

Dental pulpa dokusunda, fibroblastlar, farklilagsmamis mezenkimal hiicreler ve
diger hiicre tipleri (makrofajlar, lenfositler vb.) bulunmaktadir. Dental pulpa;
indiikleyici (dis olusumu), sekilledirici (primer ve sekonder dentin olusumu) ve
koruyucu (reparatif dentin olusumu) fonksiyonlara sahiptir. Dental pulpa igeriginde
bulunan c¢esitli farklilasma sathalarindaki hiicre gruplar1 dis-doku miihendisligi i¢in
potansiyel olusturmaktadir. Bu hiicre gruplarindan dental pulpa progenitor/kok
hiicreleri, odontoblastlarin proliferasyon ve farklilasmasinda 6nemli rol oynamakta
ve bu sayede odontoblastlar pulpa dokusunun iyilesme ve onarimina katkida
bulunmaktadir. Ayrica biiyliime faktorleri de iyilesme ve onarim i¢in dental pulpa
hiicreleri ve odontoblastlarla sinerjik etki gostermektedir (231). In vitro kosullarda
dokudakine benzer bir ortam saglamak i¢in hiicrelerle birlikte ¢esitli biyosinyallerin
olusumunu saglayan biiylime ve farklilasma faktorleri kullanilmaktadir (17). Ancak
kiltiir kosullaria iliskin optimal ve standart bir yontem bulunmadigindan cesitli
faktorlerin etkisiyle hiicre 6zellikleri kolayca degisim gostermektedir (37, 86, 171,
179). Bu nedenle in vitro ortamda tek bir molekiilin veya sitokinin hiicre
farklilagsmas1 {izerindeki etkisinin belirlenmesi kontrollii bir inceleme saglamaktadir.
(221). Buradan hareketle ¢alismamizda pulpa hiicrelerinin odontoblastik seriye

farklilagsmasini diizenleyerek reparatif dentin olusumunu indtikledigi (146, 147, 188)
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bilinen bir ¢esit biiylime faktoriiniin odontojenik farklilasmaya etkisi incelendi ve bu
amacla odontojenik besi ortami (194) 50 ng/ml BMP2 ilavesi (84) ile modifiye

edildi.

BMP2 ilavesinin odontojenik farklilasmay1 indiikledigi (84, 85, 147, 148),
ancak hiicre kiiltiiriinde proliferasyon ve hiicre sayisi iizerinde farklilik olusturmadigi
(84, 85) bildirilmigtir. Calismamizda ise besi ortamina BMP2 ilavesi ile odontojenik
farklilasmas1 uyarilan dental pulpa kok hiicrelerinin yogunluk ve koloni olusturma
ozelliklerinin farklilik gosterdigi ve kiiltiir siliresince kontrol grubuna oranla daha

yiiksek oldugu belirlendi (Resim 3.4, Resim 3.5 ve Resim 3.6).

Osteojenik farklilagmaya benzer bir siire¢ gosteren odontojenik farklilagmanin
en Oonemli gostergelerinden biri mineralizasyon kapasitesindeki artis ile uyumlu
kalsifiye depozitler olusumudur (64, 84, 85, 131, 194). S6z konusu bu
mineralizasyonun kiiltiir stirecinde ikinci haftadan itibaren goriilmeye bagsladig1 ve
Alizarin Red boyama ile gosterilebilecegi bilinmektedir (4, 10, 64, 109, 124, 131,
194, 237). Caligmamizda Alizarin Red ile yapilan histokimyasal boyamalar
sonucunda kiiltiiriin doérdiincii haftasindan itibaren odontojenik farklilagma grubunda
mineralizasyon odaklarinin olustugu (Resim 3.8) ve bu mineralizasyon alanlarinin
kiiltiiriin ilerleyen donemlerinde artig gosterdigi, ancak sadece mezenkimal kok hiicre
besi ortaminda kiiltiire edilmis olan kontrol grubu hiicrelerinde herhangi bir

mineralizasyon gostergesi olmadigi saptandi (Resim 3.9).

Farklilasma ve spesifik doku iiretimi siiresince kok hiicrelerin regiilasyon
mekanizmasinin anlagilmasi agisindan, 6zel ekstraselliiler matris yapilarinin olusum
ve maturasyonunu uyarici faktorlerin belirlenmesi doku rejenerasyonu amaciyla s6z
konusu asamalarin taklit edilmesi ve kontrolii i¢in incelenmesi gereken Onemli
unsurlardir (101). Insan dental pulpa hiicreleri farklilasmada rol alan gesitli proteinler
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salgilamaktadir. DSPP, DMP1, alkalen fosfataz, kemik sialoproteini, osteokalsin ve
osteopontin insan dental pulpa hiicrelerinin osteojenik ve odontoblastik
farklilasmasinin indikatorleri olarak kullanilmaktadir (231). Calismamizda 7, 14 ve
21 giinliik kiltiir periyodu gruplarinda mine ve dentin matris komponentleri icin
insan-spesifik transkriptlerinin ekspresyon diizeyi RT-PCR analizi ile incelendi.
Odontojenik farklilastirma besi ortaminda c¢ogaltilan hiicrelerin, odontojenik
farklilasmanin gostergesi olarak kabul edilen (64, 84, 131, 186) DSPP, DMPI,
enamelysin/MMP20 ve Phex ekspresyon diizeylerinde artis oldugu saptandi.
Ozellikle DSPP ve Phex ekspresyon seviyelerinde, kiiltiir periyodu siiresi ile orantili

olarak diizenli artis dikkat ¢ekmektedir (Grafik 3.9 ve Grafik 3.12).

Dentin sialoprotein ve dentin fosfoproteini; DSPP olarak bilinen gen tarafindan
kodlanan odontoblastlara 6zgii gen iriinleridir (61, 127, 173). Dentinogenezis
siirecinde  kollajendz  predentin  matris formasyonu sonrasinda  dentin
mineralizasyonunun kontrolii ile iligkili olan dentin fosfoproteini ve molekiiller
arasinda kovalent bag kurulmasini saglayan dentin sialoproteini artis gostermektedir
(50, 70). Calismamizda odontojenik farklilastirma grubundaki hiicrelerin 7, 14 ve 21
giinliik periyotlarda kontrol grubuna oranla DSPP ekspresyon diizeyindeki diizenli
artis dentinogenezis ve predentin matris formasyonundaki artigin gostergesidir
(Grafik 3.9). DSPP ifadesinin diger genlere gore ge¢ olmasi ve 21. giinde en yiiksek

seviyeye ulasmasi da odontoblastik farklilagmanin varliginin kanitlarindan biridir.

DMP1; ayni1 isimli gen tarafindan kodlanan, hiicresel degisim, kollajen liretimi
ve dentin remineralizasyonunda etkili asidik ekstraselliiler matris proteinidir (12, 24).
Calismamizda insan dental pulpa hiicrelerinin odontoblastik farklilasmasinin
indikatorlerinden olan DMP1 ekspresyonun belirlenmesi, kiiltiir hiicrelerinde

odontoblastik farklilagmanin varligini ortaya koymaktadir.
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Enamelysin; MM20 geni tarafindan kodlanan, sekretuar safha siiresince ve
erken maturasyon doneminde ameloblastlar tarafindan sentezlenen mine matris
metalloproteazidir (78, 96). Phex ise ayni1 isimli gen tarafindan kodlanan, odontoblast
farklilagsmas: siirecinde fosfat hemostazinda ve dentin remineralizasyonunda rol alan
bir enzimdir (175). Odontoblastlar tarafindan predentin sekresyonu siiresince matris
metalloproteazlarinin  sentezi devam etmektedir (19). Kiiltliriin 21. giinde
enamelysin/MMP20 ve Phex ekspresyonunun fazla olmasi pulpa farklilasmasinin
gostergesidir (84). Enamelysin/MMP20, ancak odontoblastlar tarafindan predentin
sekresyonu sirasinda belirlenebilir ki calismamizda Enamelysin/MMP20 ifadesi

ortaya konmustur.

Calismamizda s6z konusu tiim transkriptlerindeki ekspresyon artisinin tersiyer
dentin formasyonu i¢in baglangi¢ periyodu olarak bilinen ve g¢alisma tasariminda
ozellikle segilen 21 giinliik siirede en {ist seviyede bulunmasi da bulgularimizi

destekler sekildedir (Grafik 3.9, 3.10, 3.11 ve 3.12).

In vitro kosullarda birbiriyle uyumlu akim sitometrik ve histokimyasal bulgular
elde ederek pek ¢ok Ozelligini tanimladiimiz dental pulpa kok hiicrelerinin,
rejeneratif dis hekimligi konsepti iginde klinik uygulama olanagina ulastirilabilmesi
acisindan in vivo ozelliklerinin belirlenmesi de énem tasimaktadir. [n vitro kiiltiir
sistemleri odontojenik/odontoblastik farklilasma i¢in temel modeli olusturmasina
ragmen, kok hiicrelerin farklilagma sonrasi olusturduklari dokunun yapisal
Ozelliklerinin ve fonksiyonelliginin belirlenebilmesi i¢in in vivo implantasyon
sistemleri gereklidir (64, 131). Bu nedenle ¢alismamizin ikinci bdliimiinde dental
pulpa kok hiicrelerinin skaffold ile immun baskilanmis fare sirtina transplantasyonu
gerceklestirildi. Pasaj sayisindaki artisa paralel olarak fazla manipule edilmis

hiicrelerde stres belirtileri ortaya ¢ikmakta; hiicre yaslanmasi, telomer kisalmasi ve
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sitogenetik bozukluk gibi durumlar taklit edilen in vivo kosullardan sapmalara neden
olmaktadir. Hiicrelerdeki bu istenmeyen etkilerin ortaya ¢ikmasini onlemek icin
cogunlukla mezenkimal kok hiicrelerin 3. veya 5. Pasajdan sonra kullanilmasi tercih
edilmemektedir (128, 159, 165). Bu nedenle ¢calismamizda 3. Pasajdaki dental pulpa

kok hiicrelerinin transplantasyonu gercgeklestirildi.

Dentin-pulpa kompleksi olusturulmasini hedefleyen dis-doku rejenerasyonu
calismalarinda uygun bir skaffold secimi, optimal dentin matrisi olusumu igin
anahtar Ogelerden biridir. Skaffold materyalinin kimyasal ve mekanik 6zellikleri,
geometrik yapisi, hiicre adezyon, proliferasyon ve farkilagmasi {izerine olan etkisi,
kullanim potansiyelini belirleyen ozellikleridir (131, 199). HA-TCP bilesikleri
maksillofasiyal cerrahide, implantolojide ve kemik defektlerinin tedavisinde yaygin
olarak kullanilan osteoindiiktif materyallerdir. S6z konusu bu materyaller ‘biyolojik
dis’ ve ‘dental rejenerasyon’ agisindan da uygun goriinmektedir (131, 199). Kemik
iligi mezenkimal kok hiicre caligmalarinda kemik olusumunu destekleme 6zellikleri
nedeniyle ‘oste-kondiiktif* olarak nitelendirilen HA-TCP bilesiklerinin dental pulpa
kok hiicre calismalar1 i¢in odonto-kondiiktif olarak nitelendirilmesi ve kullanimi
miimkiindiir (63, 64, 236). Bu nedenle ¢alismamizin tranplantasyon asamasinda
skaffold olarak dis hekimligi pratiginde yaygin bir uygulama alanina sahip olan

HA/TCP kullanimi tercih edildi.

Morfojenlerin yarilanma Omriinin sinirli olmasi nedeniyle bir tasiyici ile
birlikte oldukga yiiksek konsantrasyonlarda kullanilmalar1 gerekmektedir (148). Ideal
bir tagiyicinin heniiz bulunamamis olmasi ve yiiksek maliyetler, bu faktorlerin direkt
olarak uygulanmas1 yerine, bir gen terapisi ile dokunun bu morfojenleri liretmesini
saglamanin daha istenilen bir tedavi yaklasimi oldugunu diisiindiirmektedir, ancak bu

kompleks sistemin olusturulmasi zordur (147). Bu konuya iliskin karmasik olmayan
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alternatif yontemlerin gerekli oldugu gorilmektedir. Bu nedenle ¢alismamizda
odontojenik farklilastirma i¢in secilen morfojen (BMP2) odontojenik besi ortamina
50 ng/ml konsantrasyonunda ilave edilerek kiiltiirde hiicre-morfojen kompleksi
olusturuldu ve 40 mg HA-TCP skaffold ile birlestirilerek transplantasyon

gergeklestirildi.

Calismamizda HA/TCP hiicresiz olarak transplante edildiginde (negatif kontrol
grubu) herhangi bir hiicresel etkilesim, doku organizasyonu ve skaffold-doku
biitiinlesmesinin gerceklesmedigi gozlendi (Resim 3.10). Odontojenik rejenerasyon
icin hiicrenin temel teskil ettigini (8, 14, 131) bu durum ile dogrulamak miimkiindiir.
Uyguladigimiz teknikle (-) grup transplantlarda sadece bag dokusu hiicrelerinde artis
ve graniiliizasyon benzeri doku olusumu (Resim 3.11) gozlendi. (+) grup
transplantlarda ise odontoblast benzeri hiicre yogunlugu ve vaskiilarizasyonda artis,
skaffold-doku biitiinlesmesi ve hiicresel aktivasyon sonucu daha onceki ¢alismalarla
uyumlu (63, 64, 236, 238) osteo-dentin benzeri matris olusumu (Resim 3.13)
gbzlendi. Osteojenik ve odontojenik farklilagmada ekstraselliiler matris ve konnektif
doku olusumuna paralellik gosterdigi bilinen (16, 236) mineralizasyonun da (+) grup

transplantlarda daha yogun oldugu belirlendi (Resim 3.14).

Olusan matris yapisinin odontojenik karakteristigi RT-PCR analizi sonuglari
ile dogrulanarak transplantasyon sonrasinda da dental pulpa kok hiicrelerini in vivo
kosullarda inceleyen c¢alismalarla (63, 64, 236, 237, 238) uyumlu bulgular elde
edildi. Calismamizda kontrol grubuna gore odontojenik farklilagmanin uyarildig:
grupta DSPP ekspresyonun yaklasik 4 kat daha fazla belirlenmesi (Grafik 3.13),

odontoblastik farklilagmanin varligini agikca ortaya koymaktadir.
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Calismamizda erken donemdeki degisim ve etkiyi gorebilmek agisindan
transplantasyon siiresi literatiir dogrultusunda (16, 63, 64, 236) 6 hafta olarak
belirlendi. Ancak bundan sonraki arastirmalarda transplantasyon sonrasi incelemenin
daha uzun zaman araliklarinda gergeklestirilmesinin, diger transkriptlerindeki
ekspresyon degisiminin de agik¢a gosterilmesi ve optimal doku olusum zamanlarinin

belirlenmesi agisindan fayda saglayacagi goriisiindeyiz.

Ekstraselliiler matris olusumu doku rejenerasyonunda Onemli bir rol
oynamaktadir. Caligmamizin in vitro ve in vivo asamalarinda odontojenik
farklilasmanin uyarildigi gruplarda hem mine hem de dentin ile iligkili matris
kompenentlerinin RT-PCR ile belirlenen ekspresyonu, embriyonal gelisimi birlikte
gerceklesen bu iki dokunun rejenerasyon siirecinin de birlikte ve paralel

ilerleyecegini diisiindiirmektedir.
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5. BOLUM

SONUC

Insan gémiilii yirmi yas dislerinden elde edilen postnatal pulpa; plastik
adherens gosteren, yiiksek proliferasyon kapasitesi ve mezenkimal kok hiicre ylizey
antijenlerine sahip, indiiklendiginde ¢esitli mine ve dentin spesifik transkriptlerinin
ekspresyonunu gosteren ve bu oOzellikleri ile dental pulpa kok hiicresi olarak
tanimlanabilen hiicreler i¢ermektedir. Bu hiicrelerin uygun in vitro ve in vivo
kosullarda odontojenik farklilasma potansiyelinin gergeklestirilmesi miimkiindiir.
Tek bir disten pek ¢ok disin rejenerasyonunda kullanilabilecek potansiyele sahip ¢ok

sayida dental pulpa kok hiicresi izole etmek ve ¢ogaltmak miimkiindiir.

Fiziksel destek gerektiren sert dokular icin rijit skaffold yapilart uygundur.
Mine ve dentin gibi dis sert dokularint da bu gruba dahil etmek miimkiindiir (49).
Ancak dis organinin hem sert hem de yumusak dokudan olusan kompleks yapis1 géz
oniinde bulunduruldugunda skaffold olarak rijit yapilara ilaveten ¢oklu polimerik

yapilarin da arastirilmasi gerektigi agiktir.

Elde ettigimiz bulgular s6z konusu farklilagtirma teknigi ve tasiyici
kompleksinin rejeneratif dis hekimligi konseptini hedef alan ¢alismalarda potansiyel
biyoaktif bir yontem olarak kullanilabilecegini gostermektedir. Ancak klinik
kullanim potansiyeline ulasabilmesi yontemin gelistirilmesi ile miimkiin olacaktir.

Cesitli molekiillerin, bilesiklerin ve hiicresel faaliyetlerin dental pulpa kok
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hiicrelerinin proliferasyon kapasitesi ve odontojenik farklilagmasina etkisinin
incelenmesi, in vivo kosullarda dis dokularinin olusturulmasina yonelik ¢aligmalarin
ilerlemesi i¢in yol katedilmesini saglayacaktir. Dental pulpa kok hiicrelerinin
enflamasyon veya doku hasar1 durumunda migrasyonu ve bunu takiben farklilagmasi,
tersiyer dentinogenezis veya rejenerasyonun ilk asamasini olusturmaktadir. Ornegin
son donemde pulpal fibroblastlarin nemosis (enflamasyon vb. durumlardaki
programli hiicre nekrozu) siirecinin dental pulpa kok hiicrelerinin migrasyonunu
sagladig1 belirlenmistir (233). Buradan hareketle in vitro ve in vivo modellerde gesitli

molekiil, bilesik ve sinyal sistemlerinin taklit edilmesi fayda saglayacaktir.

Doku miihendisligi alaninda; kok hiicre biyolojisinin tam olarak anlasilmasi,
biyosinyaller ve farklilasma yolaklarinin belirlenmesi/kontrol edilmesi ve ideal
skaffold iiretimi gibi heniiz ¢6ziimlenmemis birtakim sorunlar mevcuttur. Deneysel
basarist pek c¢ok c¢alismada gosterilmis olan dental pulpa kok hiicrelerinin
odontojenik farklilasma potansiyelinin dig-doku miihendisligi konsepti ve ileri
arastirmalar ile gelistirilerek klinik kullanim potansiyeline doniistiiriilmesi, dis
hekimligi alaninda devrim niteliginde ideal bir tedavi konseptinin olusturulmasi
acisindan imit vericidir. Bu sayede gelecekte ekspoze veya ampute pulpa dokusunda
sadece az bir miktarda reparatif sert doku olusumunu indiikleyebilen, kalsiyum
hidroksit veya diger materyallerle gerceklestirilen konvansiyonel pulpa kuafaji gibi
simnirli tedavi seceneklerine, kanal tedavisi veya dental doku ve dis kaybi gibi

sorunlara alternatif ¢c6ziim olusturabilecegi goriisiindeyiz.
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6. BOLUM
OZET

DENTAL PULPA KOK HUCRELERININ iZOLASYONU,
KARAKTERIZASYONU VE ODONTOJENIK FARKLILASMA

POTANSIYELININ iINCELENMESI

Tez c¢alismamizin amaci, dental pulpa kok hiicrelerinin izolasyonu,
karakterizasyonu ve odontojenik farklilastirma sonrasi in vitro ve in vivo kosullarda

farklilagsma parametrelerinin tanimlanmasidir.

Calismamizda kok hiicre kaynagi olarak 19-29 yas arasi bireylerden gomiili
yirmi yas dis ¢ekimi sonrasi elde edilen pulpa dokusu kullanildi.  Hiicreler
hematopoietik ve mezenkimal kok hiicre ylizey belirtegleri yoniinden akim sitometri
analizi ile incelendi ve % 98,3’lik CD73 ve CD90 ikili ekspresyon diizeyi ile
mezenkimal kok hiicre olduklar1 dogrulandi. Odontojenik farklilagtirma i¢in kemik
morfogenetik proteini 2 (BMP2) ilavesi ile modifiye edilen besi ortam: kullanildi.
Hiicrelerin histolojik 6zellikleri incelendi ve mine-dentin matris komponentlerinin
(DSPP, DMPI1, enamelysin/MMP20 ve Phex) ekspresyon diizeyleri 7,14 ve 21
ginliik kiltir siirelerinde RT-PCR analizi ile belirlendi. Odontojenik farklilasma
sonras1 mineralizasyon kapasitesinde artis ve DSPP, DMP1, enamelysin/MMP20 ve

Phex diizeylerinde kiiltiir siiresi ile orantili ekspresyon artis1 belirlendi.
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Calismamizin ikinci boliimiinde dental pulpa kok hiicrelerinin  immun
baskilanmis fare sirttna HA-TCP skaffold ile transplantasyonu gergeklestirildi.
6 hafta sonunda odontojenik farklilasmanin uyarildigi grupta osteo-dentin matrisi
olustugu belirlendi ve matris yapisinin odontojenik karakteristigi histolojik inceleme

ve RT-PCR analizi sonuglari ile dogrulandi.

Bulgularimiz s6z konusu odontojenik farklilastirma teknigi ve tasiyici
kompleksinin rejeneratif dis hekimligini hedef alan ¢aligmalarda potansiyel biyoaktif
bir yontem olarak kullanilabilecegini gostermektedir. Ancak; eksiksiz bir dental doku
rejenerasyonu ve klinik kullanim potansiyeline ulasilabilmesi yontemin gelistirilmesi

ile mimkiin olacaktir.
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ABSTRACT

ISOLATION, CHARACTERIZATION AND INVESTIGATION OF
ODONTOGENIC DIFFERENTIATION POTENTIAL OF DENTAL PULP

STEM CELLS

The aim of this study was to isolate and identify dental pulp stem cells and
define the differentiation parameters after in vivo and in vitro odontogenic

differentiation conditions.

Dental pulp tissue obtained from 19-29 aged individuals, after impacted third
molar tooth extraction, was used as stem cell source. The cells were analysed for
hematopoietic and mesenchymal clusters of differentiation with flow cytometry and
determined to be mesenchymal stem cells having 98.3% CD73 and CD90
double-positive cell rate. The medium modified by the addition of
bone morphogenetic protein 2 (BMP2) was used for odontogenic differentiation. The
histologic features were examined and expressions of enamel-dentin matrix
components (DMP1, DSPP, enamelysin/fMMP20 and Phex) of the cells were
analysed with RT-PCR at 7, 14 and 21 culture days. The increase in mineralization
capacity and DMP1, DSPP, enamelysin/MMP20 and Phex expressions proportional

with culture period were determined after odontogenic differantiation.

In the second section, the dental pulp stem cells were transplantated on the
back of immunocompromised mice via HA-TCP scaffold. At the end of six week
period, it was determined that osteo-dentin matrix was formed in the group in which
odontogenic differantiation was stimulated and the odontogenic characteristic of the
matrix was confirmed by histological examination and RT-PCR analysis results.
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Our findings depicted that the aforementioned odontogenic differentiation
technique and scaffold complex could be used a potential bioactive method in
regenerative dentistry. However, the provision of a complete dental tissue
regeneration and the potential clinical usage would be possible by further

developments in the technique performed.
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