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OZET

Bu caligmanin amaci, osteojenik farklilasmis hiicrelerin kosullu besiyerlerinin,
farklilasmamis mezenkimal kok hiicre (MKH)’ler iizerine uygulanmasi sonucu bu
hiicreleri osteojenik farklilasmaya yonlendirecegi hipotezi iizerinden yola c¢ikilarak,
osteojenik yonde farklilastirilmis insan dis pulpasi kaynakli kok hiicre (iDPKH)’lerin

kosullu besiyerlerinin iDPKH 'ler {izerindeki etkilerini aragtirmaktir.

IDPKKH’ler akim sitometri, immiin boyama ve farklilasma testleri gibi analizlere tabi
tutularak karakterize edildi. Klonejenik 6zelliklerini gostermek amaciyla CFU-F assay
yapildi. Hiicreleri karakterize etmek i¢in CD90, CD44, CD45, CD105 ve CD34
mezenkimal kok hiicre belirtegleri kullanildi. Calismamizda, iDPKKH’ler osteojenik
farklilasma besiyeri ile farklilastirildi. 14. glin sonunda farklilasma; alizarin red
boyama, osteolmage mineralization assay kit ile (Lonza, MD, USA) ve gen ekspresyonu
diizeyinde RUNX2, Osteopontin ve Osteonektin genleri B- aktin’e normalize edilerek
degerlendirildi. Farklilagmis hiicre hattindan 3’er giin araliklarla kosullu besiyeri ve
RNA izolasyonu igin hiicre toplandi. Toplanan kosullu besiyerleri farklilasmamais
iDPKKH ‘ler iizerine uygulandi. Bu gruptan da 3’er giin araliklarla hiicreler alinarak
RNA izolasyonu yapildi. 7. ve 14. giinlerde hiicrelerin senesense girip girmediklerini
belirlemek amaciyla B-Gal boyama, canlilik aktivitesi ol¢limii ve deney siirecinde
hiicrelerde oksidatif stres ve hasar olup olmadigini belirlemek i¢in mitokondriyal
aktiviteye bakildi. 14 giin sonunda deney sonlandirildi. Kosullu besiyeri uygulanan
hiicre grubundaki farklilasma; alizarin red boyama, osteolmage mineralization assay kit
ile (Lonza, MD, USA) ve gen ekspresyonu diizeyinde RUNX2, Osteopontin ve

Osteonektin genleri B- aktin’e normalize edilerek degerlendirildi.
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Dental pulpa dokusundan elde edilen kék hiicrelerin CD90*, CD44", CD105" ve CD45’,
CD34 olduklar1 akim sitometri ve immiinofloresan boyama ile tespit edildi. Hiicrelerin
klonojenik olarak ¢ogaldiklart CFU-F assay ile gosterildi. Ayrica bu hiicrelerin
adipojenik, osteojenik ve kondrojenik olarak farklilastirildiklar1 adipo red, alizarin red,
safranin O ve toluidin blue pozitif boyanmalari ile belirlendi. Osteojenik besiyeri ile 14
giin muamele sonrasi ortamda biriken minerallerin alizarin red ve floresan tabanli
mineralizasyon boyama ile pozitif boyamalar1 gosterildi. Indiiksiyon sonras1 14. giin
sonunda toplanan hiicrelerde RUNX2, Osteopontin ve Osteokalsin genlerinin
ekspresyon seviyelerinin arttigi, kontrol grubunda ise degismedigi real time PCR analizi
ile gosterildi. Gruplar arasinda istatistiksel analizler sonucu anlamli fark bulundu

(p<0,05).

Osteojenik farklilastirilmis insan dis pulpast kaynakli mezenkimal kok hiicrelerden elde
edilen kosullu besiyeri, hiicrelerin osteojenik yonde indiiklenmesi igin alternatif bir besi

ortami olusturabilir.

Anahtar Kelimeler: ~ Kok Hiicre; Osteojenik Farklilasma; Dis Pulpast Kaynakli
Mezenkimal Kok Hiicre; Kosullu Besiyeri
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ABSTRACT

The aim of this study was to investigate the effect of conditioned media of osteogenic
differentiated cells on undifferentiated mesenchymal stem cells, resulting from the
hypothesis that these cells would lead to osteogenic differentiation, resulting in
osteogenic differentiated human dental pulp derived stem cells (hDPSC) to investigate
the effects of conditioned media hDPDSC.

hDPSCs were characterized by subjecting them to analyzes such as flow cytometry,
immunostaining and differentiation assays. CFU-F assay was performed to demonstrate
clonogenic properties. CD90, CD44, CD45, CD105 and CD34 mesenchymal stem cell
markers were used to characterize the cells. In our study, hDPSCs were differentiated
with osteogenic differentiation medium. At the end of 14 days, differentiation was
assessed by alizarin red staining, osteolmage mineralization assay kit, and RUNX2,
Osteopontin and Osteonectin genes normalized to B-actin at gene expression level. Cells
were collected for conditional nutrient and RNA isolation at 3 day intervals from
differentiated cell lines. Collected conditional media were applied on undifferentiated
hDPSCs. Cells were removed from this group at intervals of 3 days and RNA isolation
was performed. On days 7 and 14, B-Gal staining was assessed to determine if the cells
had entered senescence, and mitocondrial activity whether oxidative stress and damage
were present in the cells during the experiment. After 14 days the experiment was
terminated. The differentiation in the conditioned medium group was assessed alizarin
red staining, osteolmage mineralization assay kit (Lonza, MD, USA) and RUNX2,

Osteopontin and Osteonectin genes by normalizing to -actin at gene expression level.

The stem cells obtained from the dental pulp tissue were CD90 +, CD44 +, CD105 +
and CD45-, CD34- by flow cytometry and immunofluorescence staining. The CFU-F



viii

assay showed that the cells were clonogenic. In addition, these cells were identified by
adipogenic, osteogenic and chondrogenically differentiated adipo-red with alizarin red,
safranin O and toluidine blue-positive stains. After 14 days of treatment with osteogenic
medium, minerals deposited on the media were positively stained with alizarin red and
osteolmage mineralization assay. Real-time PCR analysis showed that expression levels
of RUNX2, Osteopontin and Osteocalcin genes were increased in cells collected at the
end of 14 days after induction but not in the control group. There was statistically

significant difference between the groups (p <0,05).

The conditioned medium obtained from mesenchymal stem cells derived from
osteogenic differentiated human dental pulp can create an alternative medium for
inducing osteogenic uptake of cells.

Key words: Stem cell; Osteogenic Differantiation; Dental Pulp Derived Stem Cell,

Conditioned Medium
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1.GIRIS ve AMAC

MKH’ler, osteojenik hiicre hatlarina farklilasma yetenegindedirler. Bu calismanin
konusu, osteojenik farklilagtirilmis insan dental pulpa kaynakli mezenkimal kdk
hiicrelerin kosullu besiyerlerinin farklilasmamis mezenkimal kok hiicreler {izerine
uygulanmasi1 sonucu bu hiicreleri osteojenik yonde farklilasmaya yoOnlendirip
yonlendirmeyeceginin arastirilmasidir. Calismamizin  kapsami, insan dis pulpasi
dokularindan elde edilen mezenkimal kok hiicrelerin osteojenik farklilastiriimalari,
farklilagsmis hiicrelerin hiicre digina saldiklar1 sekretomlart igeren besiyerlerinin
farklilasmamis mezenkimal kok hiicreler lizerine uygulanmasi ve uygun inkiibasyon
stiresi sonunda bu hiicrelerin osteojenik farklilasma testlerine tabi tutularak polimeraz
zincir reaksiyonu (PCR) ve boyamalar ile farklilasmanin degerlendirilmesini
icermektedir. Literatiire bakildiginda, mezenkimal kok hiicrelerin osteojenik yonde
farklilagtiritlmast i¢in farkli bilesenlere sahip besiyeri ortamlar1 olmasina ragmen (1,2)
osteojenik farklilagmis hiicrenin kosullu besiyeri ile kademeli indiiksiyonunu gosteren
bir calisma bulunmamaktadir. Dental pulpa kaynakli kok hiicreler, ii¢ embriyonik germ
tabakasinda yer alan hiicre tiplerine doniisebilme yetenegine sahiptirler (3). Dental
pulpa kok hiicreleri, kemik iligi ve diger dokulara nazaran ekstra bir cerrahi islem
gerektirmeden kolaylikla elde edilebilmeleri ve zengin bir kok hiicre populasyonuna
sahip olmalar1 gibi avantajlara sahiptir. iDPKH’lerinin farklilagmasi, osteogenezi
diizenleyen ¢esitli regiilatorler, TGF-B siiper ailesi ve ¢esitli sitokinler ile diizenlenir (4).
Bununla birlikte, kok hiicreler bazal medyuma ¢esitli sinyal ve biiylime faktorlerinin
eklenmesiyle ya da gen transfeksiyonu gibi yontemlerle hiicre farklilagtirilmasi
artirllabilir.  Bu c¢alismada, kok hiicrelerin  osteojenik farklilasmasinda kosullu
besiyerinin farklilagsma ortamlarina alternatif bir kaynak olabililecegi hipotezinden yola

¢ikildi. Bu nedenle ¢alismamizda:



1. 1DPKH’lerin osteojenik indiiksiyonunun yapilabilmesi,

2. Farklilasan hiicrelerden, hiicre disina salinan sekretomlar1 iceren kosullu

besiyerlerinin toplanabilmesi,

3. Kosullu besiyerlerinin farklilasmamis iDPKH’ler {izerine uygulanarak bu hiicrelerin

osteojenik yonde farklilastirilabilmesi hedeflendi.

Dental pulpa dokusu, zengin kok hiicre igerigi, kolay elde edilebilmesi ve ¢ok yonlii
farklilasma potansiyeli ile oldukca etkili bir kdk hiicre kaynagidir. Calismamizda,
kosullu besiyeri araciligryla osteojenik indiiksiyon gerceklestirilebilirse; elde edilen
osteojenik hiicreler dejeneratif kemik hasarlarinin tedavisinde ve rejeneratif tip ve doku
yenilenmesinde kullanilabileceklerdir. Ayrica bu kosullu medyum ile hiicrelerin
osteojenik yonde indiiklenmesi icin alternatif bir besi ortami olusturacaktir. Bu sekilde
hiicreler tarafindan sekrete edilen igerikle yeni bir besiyeri ortami olusturmak basaril
sonuglar gosterir ise ithal edilen mevcut besiyerleri ile yapilan ileri karsilastirmali
calismalar yapilmasi hedeflenmektedir. MKH'ler ile gerceklestirilmis bdyle bir
calismanin literatiirde olmamasi nedeni ile yapilacak olan bu ¢alisma literatiirdeki bu
eksikligi tamamlamis olacak ve bilimsel birikime katki saglayacaktir. Elde edilen
sonuglardan sadece MKH ile ilgilenen arastirmacilar degil ayni zamanda kemik

rejenerasyonu ile ilgilenen ilgilenen klinik arastirmacilar da yararlanacaktir.



2. GENEL BIiLGILER

2.1. Kok Hiicreler

Kok hiicreler klonojenik, kendini yenileyen, 6zellesmis hiicre tiplerine farklilagabilen,
rejeneratif tip ve doku miihendislignde biliylime faktorleri/sinyaller ve hiicre iskeleleri
yada ekstraseliiler matrikslerle birlikte uygulanabilen anahtar 6ncii hiicrelerdir (5). Kok
hiicrelerin uzun periyotlar boyunca hiicre boliinmesini devam ettirerek kendini yenileme
potansiyelleri ve belirli fizyolojik yada deneysel kosulllar altinda 6zel fonksiyonlu
hiicrelere indiiklenebilmeleri miimkiindiir (6). Bu hiicreler kisaca; gelisimin blastokist
asamasindaki i¢ hiicre kitlesi i¢inde yerlesen embriyonik kok hiicreler ve dokularda
bulunan yetiskin kok hiicreler olarak smiflandirilir (7). Embriyonik kok hiicreler
embriyodan koken alan ve viicuttaki tiim dokular1 olusturma yetenegine sahip totipotent
hiicrelerdir. Erigskin dokulardaki kok hiicreler ise farklilasmamis hiicreler olup,
genellikle i¢inde bulunduklart dokuya ait olan hiicre tiplerini {iiretirler (Sekil 2.1). Bu
hiicreler ayn1 zamanda kendini yenileyebilir ve ait olduklar1 dokunun devamliligini ve
onarimini saglarlar (8). Yetiskin kok hiicreler kemik iligi, periferik kan, kordon kani,
amniyotik sivi, adipoz doku, retina, iskelet kas1 ve dental dokular gibi cesitli dokulardan
izole edilebilirler (9). Yetiskin kok hiicreler doku hasari, hastalik yada dokularin
devamliligin1 saglama durumlarinda fizyolojik olarak daha fazla hiicreye ihtiyag
duyacaklar1 icin aktif hale gelirler. Bu durum disinda genelde boliinmeden sessiz
kalirlar. Bu yiizden yetiskin kok hiicrelerin primer rolii bulunduklari dokunun onarimi
ve devamliliginin saglanmasidir. Bu hiicrelerin kok hiicre nisleri olarak adlandirilan

spesifik alanlarda yani bir mikrogevre igerisinde bulunduklar: diisiiniiliir (10).
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Sekil 2.1. Kok hiicre gesitleri ve farklilasma potensileri (Salkin H, 2015)

2.1.1.Mezenkimal Kok Hicreler

Mezenkimal kok hiicreler, multipotent 6zellige sahip yetiskin kok hiicrelerdir (11, 12).
Bu hiicreler, rejeneratif tipta ve doku miihendisliginde ¢ok yaygin bir sekilde kullanilir.
(13). MKH’ler adipoz doku, umblikal kord kani, periferal kan, dental pulpa, dermis,
amniyotik sivi ve hatta tiimor gibi bircok dokudan izole edilebilirler (14). Osteoblast,
adiposit, kondrosit, miyoblast ve ndronlara farklilasabilirler (15). Ozellikle osteojenik
farklilagsma potansiyelleri diger kok hiicre tiplerine gore daha iistiindiir ve bu nedenle
kemik rejenerasyonunu gelistirmek igin kullanilirlar (16). Kemik dokusunun
yenilenmesine gereksinim duyan hastaliklar arasinda travma, timor, enfeksiyon,
dejeneratif kemik hastaliklari, dogumsal anomaliler ve periprostetik kemik kayiplar
gelir. Bunun yani sira spinal flizyonlarda, eklemlerin revizyon amacl girisimlerinde,
diizeltici osteotomilerde, yiiz ve maksilla cerrahisinde kemik greftleri gerekir. Otolog
kemik grefti uygulamalarinda siklikla osteojenik biiylime faktorlerine, kemik yapimini
gerceklestirecek hiicrelere ve bir takim destek malzemelerine gerek duyulur. Ancak
otolog doku miktarmin siirlt olmasi, agri, enfeksiyon, pelvis kiriklar1 ve nérovaskiiler
yaralanmalar otolog uygulamalar1 sinirlar. Dolayisiyla yetersiz kemik iyilesmesi en
bliylik sorunlardan biridir. Bu baglamda hiicresel tedavi amaciyla mezenkimal kok

hiicreden yararlanmak son yillarda 6nemli bir secenek olarak goriilmektedir (17).
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Sekil 2.2. Mezengenik Siiregler

2.2.Dental Pulpa Kok Hiicreleri (DPKH)
2.2.1.Dental Pulpa Kok Hiicrelerinin Genel Ozellikleri

Dis, epitelyal hiicreler ve mezenkimal kok hiicreler arasindaki etkilesimden dolay:
gelisir. ik olarak dis minesi olusur, daha sonra da papilla ve dental folikiil meydana
gelir. MKH’ler; dentin, pulpa, sementum ve diger periodontal ligamentin bilesenlerini
olustururlar (18). Disde yer alan kok hiicreler genel olarak dental kok hiicreler olarak
tanimlanmasina ragmen bulundukar1 yere gore dental pulpa kok hiicreleri, periodontal
ligament kok hiicreleri, apikal papilla kok hiicreleri, dental folikiil kok hiicreleri ve
gingival doku kok hiicreleri gibi farkli mezenkimal kok hiicre popiilasyonlart mevcuttur
(19). Ancak dental kok hiicrelerin bu genis heterojenitesi, alt popiilasyonlarinin farkl
cogalma ve farklilasma yetilerinden dolay1 klinik uygulamalar i¢in bir engel olabilir
(3). Dental pulpa kok hiicreleri ilk olarak Gronthos ve arkadaslari tarafindan 3.
molarlardan izole edildi ve yogun kalsifik koloniler ve occasional nodiiller olusturma
yetenegi, ¢ogalma, yiiksek klonojenite seviyesine sahip hiicreler olarak karakterize
edildiler (7). Mezenkimal kok hiicreler olarak DPKH’lerinin kimligi onlarin noral

ektodermal hiicreler, adipositler, kondrositler, osteoblastlar, odontoblastlar ve



miyoblastlara doniisebilme yetenekleri ile desteklenir (20). Bu hiicreler pulpa olarak
bilinen baglayic dokuda “ niche sealing ““ veya “ pulpa ¢emberi “nde dental tag i¢inde
yer alirlar. Burada yerlesen hiicreler ayni zamanda pulpoblastlar olarak da bilinen
stromal fibroblastlar tarafindan temsil edilen heterojen bir popiilasyona sahiptir ve bu
hiicrelere odontoosteoprogenitdr popiilasyonlar, noral, vaskiilar hiicreler, graniilosit ve
makrofaj hiicreleri gibi inflamatuar immiin hiicreler eslik eder (21). Embriyonik gelisim
esnasinda dental pulpa bazi arastirmacilar tarafindan noral tiibiin periferinde biiyiiyen,
oral bolgeye goc eden ve mezensim fenotipindeki hiicrelere farklilasan ektodermal
hiicrelerden gelistiginden dolay1 *“ ektomezensim * olarak tanimlanan bir dokudur (22).
Ameloblastlar mineyi, MKH’ler ise odontoblast, pulpa ve periyodontal ligamenti
olustururlar (23). Fonksiyonel olarak dental pulpa, periyodontal dokunun tamiri ve
stirdiiriilmesinden sorumludur. Ayrica ¢esitli hasar tiplerine cevap verebilir ve yiiksek
rejeneratif kapasitesi sayesinde immiin sistem ile iliskilidir. Ormegin; pulpa
progenitorleri veya odontoblast tabakalarinin harabiyetine neden durumlarda veya derin
curiiklere neden olan ciddi tahris durumunda dental pulpa hiicreleri odontoblastlata
farklilagarak hasarli dokuya go¢ eder, ¢ogalir (24, 25) ve onarici dentinogeneze liderlik

eden ana mekanizma olan onarici dentini meydana getirir (26).
2.2.2.Dental Pulpa Kok Hiicrelerinin immiinfenotipik Ozellikleri

Mezenkimal Kok Hiicreler ve Hiicresel Terapi Igin Uluslararast Toplum Komitesi
(ISCT) 2005 yilinda, insan MKH’larinin en azindan CDI105, CD73, CD90 yiizey
antijenleri yoniinden poztif CD11b, CD14, CD19, CD34, CD45, CD79a ve HLA-DR
yiizey antijenleri agisindan ise negatif oldugunu onermislerdir. Dental pulpada yer alan
MKH’larin farkli biyolojik aktiviteler sahip ¢esitli alt popiilasyonlarimin varligi
DPKKH’lerin yiizey antijenlerinin bariz bir sekilde farkli seviyelerde ifadesine neden

olabilir.
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Sekil 2.3. Dental pulpa kok hiicreleri bu belirteclerin tamamuini eksprese etmez veya farkli seviyelerde
eksprse edebilirler (27).

2.2.3.Dental Pulpa Kok Hiicrelerinin Heterojenitesi

DPKH’ler insan eksfolyatif siit diglerinden (SHED), kalic1 sekonder dis sistemlerinden,
impaksiyon veya geriye dondiiriilemeyen periyodontitisden dolay1 ortodontist tarafindan
saglanan dis ekstraktindan, iltihaplanmis pulpa dokusundan elde edilen kok hiicrelerdir
(19,28). SHED hiicreleri Miura ve ark. tarafindan primer dis sistemlerinden izole edildi,
yiikksek cogalma oranlari, osteoblastlar, noral hiicreler, adipositler ve odontoblastlara
farklilagsma yeteneklerine sahip hiicreler olarak karakterize edilmislerdir. SHED
hiicreleri pulpa/dentin dokusu, kemik hiicre tipleri, odontoblast benzeri hiicrelerin farkli
seviyelerini ve mineralize dentini olusturabilirler (29). SHED hiicreleri daha fazla
olgunlagsmamis kok hiicre popiilasyonuna sahip olmalarindan dolayi; kemik iliginden
elde edilen kok hiicrelerden (KIKH), kesici disler,siiperniimiirer disler veya iigiincii
molarlardan elde edilen DPKH’lerden daha fazla ¢ogalma kapasitesine sahiptir (30,31).
Suchanek ve ark. yaptiklar1 ¢alismada gostermislerdir ki hiicre dongii evreleriyle tutarli
olarak SHED hiicreleri, DPKH’lerden daha yiiksek doubling time siiresine sahiptir.
SHED hiicrelerinin %69.8’1 S ve G2 fazindayken DPKH’lerin sadece %52’si bu
evredeydi (32). Ayrica, SHED hiicrelerinin yiizey antijenleri de DPKH’ler ve
KiKH’lerden farklidir. POUSF1 (OCT3/4), SOX2, ve NANOG gibi pluripotensi
markerlari, kollajen 1 ve 3 gibi molekiilleri kodlayan genler, transforme edici biiylime
faktorii ve fibroblast biiylime faktorii 2 gibi proliferasyon/ekstraselliiler matriks

olusumu ile ilgili genler DPKH’lerden daha yiiksek seviyede eksprese edilir (33).



Ayrica DPKH’ler ile karsilastirildiginda SHED hiicrelerinde daha zayif bir sekilde
eksprese edilen, néroepitelyal kok hiicreler i¢in bir marker olan nestinin ekspresyonu ile
iligkili olarak ndrosfer olusturma yetenekleri azalmistir (34,35). Siiperniimiirer dislerden
izole edilen DPKH’ler CD90+, CD146+, CD105+ ve CD45— olup farkli soylara
farklilasabilme kapasitesine sahiptirler. Ayrica OCT4+ ve NANOG+ ozellik tasirlar
(36). Akpmar ve ark. dogustan gelen DPKH’ler, SHED hiicreleri, gomiilii 3.
molarlardan elde edilen DPKH’lerin heterojenitelerini analiz etmisler ve bu hiicrelerin
morfolojileri, ¢ogalma oranlari, eksprese ettikleri yiizey markerlar1 ve farklilagsma
potansiyelleri bakimindan benzer 6zelliklere sahip olduklarmi bulmuslardir. Ilging bir
sekilde, bu 3 dental kok hiicre tipinde de yapilan flow sitometri analizleri sonucunda
CD13, CD29, CD44, CD73, CD90, CD146, CD166 ve HLA-ABC pozitif bulunmustur.
Bu nedenle DPKH’ler ve SHED hiicrelerinin birbirlerine ¢ok benzedikleri

varsayilmaktadir (3).
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Sekil 2.4. Bugiine kadar insan dental pulpa kdk hiicreleri ile elde edilen sonuglar. SHED: insan dokiilen
stit diglerinden elde edilen kok hiicreler

2.2.4.Dental Pulpa Kok Hiicrelerinin izolasyonu

DPKH’lerin izolasyonu i¢in 2 temel method tanimlanmistir: Eksplant methodu ve pulpa
dokusunun enzimatik pargalanmast methodu. Ilk methodda; pulpa dokusu cerrahi olarak
cikarilir ve hiicreler doku fragmentlerinden gelisir (37,38). Ikinci methodda ise; dental
pulpa kollajenaz ve dispaz kullanilarak sindirilir (39,40), sonra hiicreler ekilerek
proliferasyonlar1 gozlemlenir ve spesifik markerlarla flow sitometri y&ntemi

kullanilarak karakterizasyon gerceklestirilir (41). Alternatif olarak, bazi yazarlar



olgunlagsmamis kok hiicreler i¢in doku eksplant ¢oklu-evre siireci gerektigini
onermektedir. Bu yonteme gore progenitor hiicreler oncelikle kiiltiirde biiytitiiliir, daha
sonra enzimatik sindirim gergeklestirilir ve izole edilen hiicreler ¢ogaltilir (42,43).
Bugiine kadar ¢ogalma kapasitesi, karyotip stabilitesi veya DPKH’lerin klinik kullanimi
bakimindan digerlerinden daha {istiin bir izolasyon teknigi bulunmamustir fakat ¢ogu

protokol sistematik eksplantasyondan ziyade enzimatik sindirimi igerir.
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Sekil 2.5. DPKH izolasyon yontemleri. A) Eksplant metod. Dental pulpa dokusu mekanik olarak kii¢iik
fragmentlere ayrildiktan sonra medyum igerisinde kiiltlir edilir. B) Enzimatik par¢alanma
metodu. Dental pulpa dokusu kollajenaz/dispaz ile parcalanir ve daha sonra elde edilen hiicre
stispansiyonu akis sitometrisi ile kokliiliitk markirlariin ekspresyonlari i¢in 6l¢iimleri yapilir
(44).

2.2.5.Dental Pulpa Kok Hiicrelerinin Kiiltiirii

Plastik bir yiizey iizerinde MKH’larin baslangictaki biiylime periyodu, tek bir hiicreden
gelen kolonilerin olusumu tarafindan karakterize edilir. Primer kiiltiirdeki hiicrelerin
giiclii bir genisleme egilimine sahip olmalarindan dolayr pasajlanarak alt kiiltiirleri
devam ettirilebilir (45). Suchanek ve ark. kemik iligi i¢in dizayn edilen kiiltiir
besiyerinde 60 pasaj boyunca DPKH’lerini kiiltiire edebilmisler, Laino ve ark. ise bu
say1y1 80 pasaj olarak bildirmislerdir (32,41). Bu hiicrelerin sayilarin1 2 katina ¢ikarma
periyotlar1 12-50 saat arasindadir fakat baslangigtaki sayilar1 50 katina ¢iktiktan sonra
doubling time stireleri de 60-90 saate kadar artar (46). Cogalma periyodunu uzatmanin
genel olarak senesensi indiikleyebilecegi ve MKH’lerin bazi biyolojik aktivitelerini
kaybedebilecekleri kabul edilir. Bundan dolayr DPKH’lere iliskin en 6énemli konulardan
biri budur ve genellikle klinikte kullanilan tiim hiicrelerde in vitro pasajlama sayisi, in

vivoda terapotik etkiye izin vermek i¢in uygundur. MKH’lerin proliferasyon
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oranlarinin; medyum igerigi (bazal medya ve eklentiler), substrat, ekilen hiicrelerin
yogunluguna fiziksel-kimyasal ¢evreye (oksijen, ¢Ozlinmiis karbondioksit
orani,sicaklik, PH, osmolite ve tampon sistemi) yiiksek oranda bagli oldugu kabul
edilmistir. Olgun dis pulpa hiicreleri hiperoksik bir ¢evreye maruz kalmazken
geleneksel hiicre kiiltiirlerinde ortama ait oksijen orant %18’den %21’e cesitlilik
gosterir. Bunun aksine bir diste oksijenin fizyolojik seviyeleri %3 ile %6 arasindadir. El
Alami ve ark. %21 ve %3 oksijen oranina sahip atmosferik basing sartlari altinda
kiiltiire edilmis insan dis pulpa MKH’lerinin proliferasyon oranlarini karsilastirmislar ve
hiicre proliferasyonunu diizenlemede Onemli role sahip hiicre dongiisii ile iliskili
proteinlerle etkilesebilen oksidatif stres ve NRF-2 gibi antioksidan savunma genlerinin
aktivasyonuyla proliferasyonun diistiigiinii rapor etmislerdir. Bu yiizden normal hiicre
kiiltiirii oksijen konsantrasyon sartlari altinda gelisen DPKH’leri canli hiicrelerin yiiksek

sayisina erisilmesine izin vermez (47).
2.2.6.Dental Pulpa Kok Hiicre Uygulamalar: ve Doku Tamiri

Dental pulpa ortopedik, agiz ve maksillofasiyal rekonstriikksiyon i¢in potansiyel bir kok
hiicre kaynagidir. Bugiine kadar insan dental pulpa hiicreleriyle yapilan ¢alismalarin
cogunda tiglincii molarlardan, kesici disleren vaya SHED hiicrelerinden izole edilen
DPKH’ler kullanilmistir. Transplante edilen bu hiicrelerin mineralize doku, dentin
yapilari, periyodontal ligament veya dental pulpa olusturabildikleri rapor edilmistir. Bu
hiicrelerin periyodontal doku, osteonekrozun neden oldugu kemik hasari, karaciger,
noronal ve iskelet kas dokusu ve diger dokular arasindaki kan damarlar1 ve yaniklarin

neden oldugu deri lezyonlarim1 rejenere etmede etkili olduklar1 gosterilmistir
(31,48,49,50,51,52).

2.3.Kok Hiicrelerin Osteojenik Farkhlastiriimasi

Kemik hastaliklar1 ve dolayisiyla kemik dokusunun onarimi bugiiniin tibbinda 6nemli
bir yer tutar. Oyle ki, Diinya Saglik Orgiitii 2000-2010 yillar1 arasidaki 10 yil1 “Kemik
ve Eklem On Yil1” olarak duyurmustur. Kemik dokusunun yenilenmesine gereksinim
duyan hastaliklar arasinda travma, timdor, enfeksiyon, dejeneratif kemik hastaliklari,
dogumsal anomaliler ve periprastatik kemik kayiplart gelir. Bunun yani sira spinal
fiizyonlarda, eklemlerin reviizyon amagl girisimlerinde, diizeltici osteotomilerde, yiiz

ve maksilla cerrahisinde kemik greftleri gerekir. Otolog kemik grefti uygulamalarinda
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siklikla osteojenik biliylime faktorlerine, kemik yapimimi gergeklestirecek hiicrelere ve
birtakim destek malzemelerine gereksinim duyulur. Ancak otolog doku miktarinin
siirli olmasi, agri, enfeksiyon, pelvis kiriklar1 ve norovaskiiler yaralanmalar otolog
uygulamalar1 kisitlar. Dolayisiyla yetersiz kemik iyilesmesi en biiyiilk sorunlardan
birisidir. Bu baglamda hiicresel tedavi amaciyla MKH’den yararlanmak son yillarda
onemli bir secenek olarak goriilmektedir. MKH’ler osteoblastlara farklilagirken
fibroblast benzeri yapilarmi degistirerek kiibik sekle dontsiirler ve hiicreler arasi
matriks elemanlarindan ozellikle tip 1 kollajeni sentezlerler. Daha sonra ¢okiintlii ve
nodiiller olusturarak kemiklesmenin baslangicini ortaya ¢ikarirlar. Alizarin kirmizisi ve
von Kossa boyama yontemleriyle gosterilen bu yapilar mikroskobik o6l¢eklerden
makroskopik 6lgege dogru biiylirler.Artan alkalin fosfataza (AF) kosul olarak kalsiyum
birikimleri de ortaya ¢ikar. AF’nin enzim etkinligi ve kalciyum artisi kolorimetrik
analizlerele oOlgtilebilir (53). Osteojenik farklilagma molekiiler diizeyde bir takim
hormonlarin birbiri arasindaki etkilesimi ve transkripsiyon faktorlerinin etkisi ile
gerceklesir. Runt ile iliskili TF2 (Runx2) promotdér bolgelerine baglanarak kemige
iligkin genlerin ifadesini artirir. Bunlarin basinda osterix (Osx), kollajen tip 1 a-1
(Collal), osteocalcin (OC) ve kemik sialoprotein (BSP) gelir. Genellikle Runx2, AF,
Collal, TGFBI, osteonectin(ON) ve BMP2 osteoblastik farklilagmanin erken
belirtegleri olarak kabul edilirken osteonectin (ON) ve osteopontin (Opn) daha ileri
sireclerde ifade edilir (54). Osteojenik farklilasmada kullanilan klasik ydntem
MKH’nin tek tabaka kiiltiirlerini deksametazon,B-gliserofosfat ve askorbik asit ile
haftalarca kiiltiire etmektir. Bunlara ek olarak D3 vitamini ve TGFB da
kullanilir.Osteojenik eklentileir icermeyen bazal Kkiiltiir ortami ile inkiibe edilen
MKH’de AF diizeyi artsa da hiicre dis1 ortamda mineralizasyon ve kollajen sentezi gibi
onemli islevsel doniistimler gézlenmez (55). Deksametazon, bir sentetik gliikkokortikoid
olarak MKH’nin osteojenik farklilasmasi i¢in gerekli biyomolekiillerin basinda gelir.
Her ne kadar deksametazonun kok hiicre farklilasmasindaki etki mekanizmasi tam
olarak bilinmese de transkripsiyon etkinligini artirdigi diisiiniilmektedir. Ote yandan
deksametazon B-catenin benzeri bir molekiil olan TAZ (PDZ baglayan motifi olan
transkripsiyon es etkinlestiricisi)’in ve aS-integrinin ifadelerini artirir. Bu iki eleman
Runx-2 bagimli gen ifadesini artirarak osteojenik doniisiimii gergeklestirir (56). Walsh
ve ark. MKH’yi deksametazonun 10 pM-1 uM arasindaki dozlarinda 28 giin boyunca

inkiibe etmis ve kritik derisimin 10 nM oldugunu saptamistir (57). Deksametazonun
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fizyolojik dozlarinin iizerine c¢ikilmasiyla osteoblastik etkinlik baskilanir ve
gliikokortikoide bagli osteoporoz ortaya cikar (58). Ayrica deksametazon kollajen
sentezi lizerine olan negatif etkisiyle hiicre ¢ogalmasini olumsuz yonde etkiler. Bu
etki,ortama askorbik asit eklenmesiyle giderilir.Bir bagka deyisle,askorbik asit
deksametazonun kollajen sentezi lizerine olan olumsuz etkilerini maskeler.100 nM
deksametazon 1ile 5 hafta siiresince inkiibe edilen MKH’nin SCID farelere
verilmesi,kemik dokusu yapimini inkiibe edilmeyenlere oranla 6nemli Ol¢lide artirir
(53). MKH’nin in vitro ortamda tam anlamryla kemik yapimini gergeklestirmesi igin en
az 3 hafta siliresince deksametazon ile inkiibe edilmesi gerekir (56,57,58). In vitro
dexamethasone pretreatment enhances bone formation on human mesenchymal stem
cells in vivo. Hiicreler arasidaki matriksin mineralizasyonu i¢in kalsiyum ve fosfat
iyonlarinin varligi yasamsaldir. Enzimatik olarak AF tarafindan hidrolize edilen 8-
gliserofosfat,inorganik fosfat kaynagi olarak gorev yapar (59). Osteoblast benzeri
hiicrelerin B-gliserofosfat ile kiiltiire edilmesi matriks minerallerinin yapimina,laktat
olusumuna, AF etkinliginin,protein ve fosfolipid sentezinin artmasina neden olmakta,bu
da osteojenik uyarimi baslatmaktadir (60). In vitro osteojenik farklilasma igin kullanilan
hiicrelerin B-gliserofosfat dozu 5-10 mM’dir (59,60). Askorbik asit (C vitamini)
kollajen sentezinde prolin ve lizin aminoasitlerinin hidroksilasyonunda bir kofaktor
olarak gorev yapar. Kollajen bilindigi gibi viicutta en ¢ok bulunan proteindir. Askorbik
asitin olumsuz yonii kiltliir ortaminda sabit diizeyde tutulamamasidir. O nedenle C
vitamininin uzun etkili sekli olan askorbik asit 2-fosfatin kullanimi tercih edilir ki,bu
kiiltiir kosullarinda daha uzun siire etki gdstermeyi basarir.Askorbik asitin varliginda
hiicre dongiisii ve mitoz ile ilgkili genlerin ifadesi artarken askorbik asitin yoklugunda
AF etkinligi azalir,kalsiyum birikimi baskilanir (61). Askorbik asitin bu mitojenik etkisi
bliylime faktorlerinin biriktigi bolge olan hiicre disi matriksini artirmasiyla veya
dogrudan mitojenik yolaklar1 uyarmasiyla olur.Kollajenlerin olmadigi durumlarda
integrin sinyalleri olumsuz etkilenerek hiicre i¢inde protein kinaz etkisiyle ortaya ¢ikan
mitojenik etki kaybolur.Askorbik asitin kullanim dozu 50-500 puM arasindadir.Asiri
dozda uygulandiginda hiicreleraras1 ortamda asir1 kalsiyum okzalat kristallerinin ortaya
cikmasi dikkat ¢ekicidir (61). D3 vitamini sekosteroid bir hormon olarak osteoblast
islevleri i¢in yagamsal dnemdedir. Etkin bi¢imi olan 10,25-dihidroksi vitamin D3 hiicre
dongiisiinde G1-S evresi gegisini engelleyerek hiicre ¢ogalmasi ilizerinde negatif etki

gosterir,boylece cogalmanin engellenmesiyle osteojenik farklilasma uyarilmis olur (62).
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Ayrica hiicre zarn iizerindeki 6zgiin reseptoriine baglanarak ¢ AMP yolagi iizerinden
kalsiyum kanallarinin agilmasini saglar,¢ekirdek zarindaki reseptorii iizerinden kemik
ile iligkili TF’nin ve osteojenik farklilagsma belirteci olan proteinlerin ifadesini artirir
(62). Yukarida 6zetlenen dort maddeye ek olarak 6zellikler TGFB’nin kemikte bulunan
izoformu olan TGFB1 hiicre biiyiimesini uyararak kemik yapiminda rol alan kollajen ve
kollajen olmayan bir¢ok matriks bileseninin sentezinin diizenlenmesini saglar (63).

TGFB1, Runx-2’nin ifadesini artirirken ileri evrelerde osteoblast farklilasmasini baskilar
(63).

2.4.Kosullu Besiyeri ve Osteojenik Farklilasma

Mezenkimal kok hiicrelerin in vitro ortamda osteojenik farklilagmalar1 3 evre icine
ayrilir (64). Ik evre 1-4 giin aras: siirer ve hiicre sayis1 bu evrede maksimuma ulasir.
Bunu takiben 5-14 giin arasi siiren erken hiicre farklilagmasi meydana gelir. Bu evre,
alkalin fosfatazin transkripsiyon ve protein ekspresyonu ile karakterize edilir (65).
Ikinci evre, AF’nin bastaki ekspresyon seviyesinin azalmasi ile baslar. Bu evrede;
matriks igerisinde mineral depolanir ve erken evrede kollajen tip 1 ekspresyonu goézlenir
(66). Son evre ise 14-28 giin arasi siirer. Bu asamada, kalsiyum ve fosfat birikimini
takiben OCN ve OP genlerinin yiiksek ekspresyonu saptanir (64,67). Kok hiicreler,
sekretom olarak bilinen trofik ve immiinmodiilator faktorlerin genis bir repertuarini
sekerete ederler (68). Kosullu besiyeri; kiiltiire edilmis hiicrelerden salinan cesitli
biliylime faktorleri, sitokinler, eksozomlar, farklilasmay:1 diizenleyici faktorler, mikro
RNA’lar tasir ve ortamda bulunan diger hiicrelerin farklilasma yetilerini etkileyebilir
(69, 1). Ekstraselliiler matriks i¢ine salinan eksozomlar hiicrelerarasi iletisimin araglari
olarak fonksiyon yaparlar (1). Yuji Ando ve ark. (2014) serum i¢ermeyen insan MKH
kosullu besiyerinin yiiksek hizli distraksyon osteogenezis fare modelinde; kallus
olusumu, osteoblast farklilasmasi, damarlanma ve hiicre g¢ogalmasini artirdigini,
apoptoz ve iltihabi ise inhibe ettigini bildirmislerdir (70). Carbone A. ve ark. 2016
yilinda yaptiklar1 ¢aligmada kiiltiire edilmis kondrosit ve dental pulpa kok hiicrelerinden
elde etikleri kosullu besiyerini adipoz kaynakli kok hiicreler iizerine uyguladiktan sonra
bu hiicrelerin glikozaminoglikan ve mineralize matriks irettigini gézlemlemislerdir
(71). Heino ve ark. osteosit kosullu besiyerinin fare kemik iligi osteoblastlarinin alkalin
fosfataz aktivitesi ve osteokalsin ekspresyonunda, kemik olusumu ve hiicre

cogalmasinda onemli bir arti meydana getirdigini 2003 yilinda yaptiklar1 ¢aligmada
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gostermislerdir (72). Benzer bir calismada Ilmer ve ark. 2009’da insan osteoblast
kosullu besiyerinin insan MKH’lar1 {lizerinde alkalin fosfataz, kemik sialoprotein 2,
leptin reseptorii, dekorin ve katepsin K gibi erken osteojenik belirtegleri indiiklemede
etkili oldugunu bildirmislerdir (73). Jin Z. Ve ark. 2016 yilinda insan periyodontal
ligament hiicrelerini 10 ve 15 giinliilk osteojenik indiiklenmis kemik iligi stromal
hiicrelerinden elde ettikleri kosullu besiyerinde kiiltiire ettiklerinde proliferasyonun ve
osteogenezin Onemli derecede hizlandigini gdstermiglerdir. Osteojenik indiiklenme
uygulanmayan gruptan elde edilen kosullu besiyerinin ise bdyle bir etkisi
gozlemlenmemistir (74). Lee TJ. ve arkadaslarinin 2014 yilinda yaptiklar1 benzer bir
calismada insan MKH’larindan elde edilen kosullu besiyeri ile insan embriyonik kok
hiicrelerini kiiltiire etmisler ve bu grubu kosullu besiyeri uygulanmayan grup ile
karsilastirdiklarinda; osteojenik ve kondrojenik farklilagmanin hizlandigini, ALP, OPN,
ON, OC gibi osteojenik farklilasma genlerinin ekspresyon diizeylerinin arttigini ve
ortamda kalsiyum birikiminin hizlandigin1 bildirmislerdir (69). Wang KX. ve ark. ise
2015 yilinda insan umblikal kord MKH kiiltiiriinden topladiklar1 kosullu besiyerinden
izole ettikleri sekretomlari, insan kemik iligi MKH kiiltiiriine ilave etmisler ve
osteojenik indiiksiyon besiyeri olmaksizin bu hiicrelerde osteojenik farklilasmanin
basladigini, kalsiyum birikiminin kayde deger bicimde arttigin1 ve yine osteogenez ile
iligkili genlerin ekspresyon seviyelerinin yiikseldigini kaydetmislerdir (1). Yu F. ve ark.
2011 yilinda insan periferal kanindan osteoklast benzeri hiicreler elde ettiler . Bu
hiicrelerden topladiklart kosullu besiyerini fibroblastlar iizerine uyguladiklarinda
fibroblastlarin alkalin fosfataz ve mineralizasyon seviyelerinin dnemli derecede arttigini
gostermiserdir (2). Literatiirde hipotezimizi destekleyen bu olumlu caligsmalar rapor
edilmesine ragmen; MKH’larin osteojenik olarak farklilagtirilip, her 3 giinde bir
toplanan farklilasmis hiicrelerin kosullu medyumlar1 ile MKH’ lerin osteogeneze
yonlendirildigi bir ¢aligma bulunmamaktadir. Literatiirdeki bu eksikligi gidermek i¢in
bu tez c¢alismasinda; DPKH’lerin osteojenik yonde indiiklenmesi, farklilagsmig
hiicrelerden 3’er giin araliklarla kosullu besiyerlerinin toplanmasi ve farklilasmamaisg
DPKH’ler iizerine uygulanmasi sonucu bu hiicrelerin osteojenik yonde farklilasmasi

degerlendirildi.



3. GEREC ve YONTEM

3.1. Kullanilan Kimyasallar, Antikorlar, Primerler ve Kitler Listesi

Dispaz (Stem Cell Technologies-07913)

Kollajenaz tip 1 (Serva-17454)

%20 FBS (Fotal Bovine Serum) (Biological Industries 04-001-1A)

100 1U/ml penisilin-100 pg streptomisin (Biological Industries- 03-031-1C)
L-Ascorbik acid 2-phosphate sesquimagnesium (Sigma-A8960)

Apha MEM with nucleoside (Biochrom-F0915)

PBS (Phosphate-buffer-saline) w/o Ca, Mg (Biological Industries 02-023-1A)
% 0,25 Tripsin- EDTA (Biological Industries 03-046-5B)

PBS (Phosphate-buffer-saline) with Ca, Mg (PAA - H15-001)

CD44 Primer antibody

CD45 Primer antibody

CD73 Primer antibody

CD90 Primer antibody

CD105 Primer antibody

Negatif Yiizey belirte¢ kokteyli

% 4 Paraformaldehid

% 0,3 Triton x100



Mouse-anti kegi sekonder antibody

DAPI

B- aktin gen ekspresyonu i¢in primer

Trizol

Kloroform

Izopropanol

% 70 Etanol

Niikleazsiz su

Transcriptor High Fidelity cDNA Synthesis Kit (Roche)
Ters transkriptaz

Adipojenik indiiksiyon besiyeri

Adipojenik devam besiyeri

Adipo Red

% 0,1 Jelatin

Osteojenik farklilasma besiyeri

Alizarin Red

% 10 Formalin

100mM Tris

2 mM glutamin

Muse Hiicre Sayim ve Canlilik Kiti MCH100102
Muse Mitopotential Assay Kit

Kondrojenik farklilagtirma kiti (Lonza PT-4121)
10 ng/ml TGF-B3 (Lonza PT-4124)

%8,4 Sodyum-Bikarbonat (Gibco 25080-094)

Safranin O (Sigma-S2255)
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Prolong Gold antifade reagent (Invitrogen-P36930)
RUNX2 gen ekspresyonu i¢in primer

Osteopontin gen ekspresyonu i¢in primer
Osteokalsin gen ekspresyonu i¢in primer

- aktin gen ekspresyonu i¢in primer

Gen ekspresyonu i¢in Roche Master Mix

CryoSure-DMSO (WAK-Chemie Medical GmbH, D-61449)

3.2. Kullanilan Cam, Plastik ve Sarf Malzemeler Listesi

5 ml disposable serolojik pipet

10 ml disposable serolojik pipet
25 ml disposable serolojik pipet
10 pul mikropipet tip

100 pl mikropipet tip

200 pl mikropipet tip

1000 pl mikropipet tip

1.5 ml mikrosantrifiij ependorf tiip
2 ml mikrosantrifiij ependorf tiip
0.2 ml PCR tiip

0.5 ml mikrosantrifiij ependorf tiip
15 ml Polipropilen falcon tiip

50 ml Polipropilen falcon tiip

55 cm? Hiicre kiiltiir petri kab1

6 kuyucuklu kiiltiir kab1

12 kuyucuklu kiiltiir kab1

24 kuyucuklu kiiltiir kab1
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- 96 kuyucuklu kiiltiir kab1

- 25 cm” Hiicre kiiltiir flaski
- 75 cm? Hiicre kiiltiir flaski
- 175 cm? Hiicre kiiltiir flask:
- 225 cm? Hiicre kiiltiir flaski
- Cam Sise

- Beher

- 5 ml enjektor

- 10 ml enjektor

- 20 ml enjektor

- 50 ml enjektor

- Steril eldiven

- 70 um naylon filtre

- 0,22 pm enjektor filtresi

- 0,45 um enjektor filtresi

- Bisturi ucu

- Lam

- Lamel

- Thoma Lam1

- Steril tirnerf

3.3. Kullanilan Aletler ve Cihazlar Listesi
- Cerrahi El Aletleri

- Pipette Aid (Gilson)

- Mikropipet seti (Gilson, Eppendorf)

- -80 C° Derin dondurucular 720 Lt (Sanyo Panasonic VIP/ Binder)



CO, Inkiibatérleri (Sanyo, Panasonic)

Multiplate Reader Promega Glomax
Termocycler PCR Cihaz1 (C1000Biorad)

Steril Kabin Lamin Air Class Il (Clean Air)
Sogutmali1 Santrifiij (Becman Coulter)

Kar-Buz makinas1 (Scotman AF 100)
Termomikser Ependorf

Acilir baglik Sanrifiij (Hetich 380)

Invert mikroskop (Nicon Eclips Ti Floresan atagmanl)
Leika DMI 3000 Mikroskop

ELGA Pure Pack saf su sistemi

pH metre (Hanna)

Agaroz jel elektroforez cihazi (Thermoscientific)
Buzdolaplar1 (Sanyo, Simens)

Hassas terazi (Sartorius Bp100S)

Manyetik karistiric1 (Heidolph MR 3001)
Mikrofiij (Sigma aldrich Sogutmali / Hetich 220)
Calkalamal1 inkiibator

Muse Cell Analyzer

-196°C Siv1 azot tank1

Vortex

Light cycler-480 (Roche)

Bilgisayarlar

FACS Canto 2 Flow Sitometri Cihazi (BD, Biosciences)

Ceker ocak
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- Su banyosu
- [sitict tabla
3.4. insan Dis Pulpa Kaynakh Kok Hiicre Izolasyonu ve Kiiltiirii

DPKH Erciyes Universitesi Betiil-Ziya Eren Genom ve Kok Hiicre Merkezinden
(GENKOK) temin edildi. Hiicreler %20 F&tal Bovine Serum (FBS) (Biological
Industries, Israel Beit Haemek) ve 100 IU/ml penisilin-100 pg streptomisin igeren
askorbat-2-fosfat ile takviye edilmis niikleozidli Alpha MEM (Biochrom, America)
icerisinde kiiltiire alindi. Hiicrelerin yogunlugu %70-80 oldugunda pasajlandi.
Pasajlama icin hiicreler Ca** ve Mg*" icermeyen PBS (Phosphate Buffer Saline) ile
yikandi ve % 0.25 Tripsin- EDTA soliisyonu ile 37°C’de 3 dk inkiibe edildi. Tripsini
inhibe etmek i¢in en az iki kat1 kadar serumlu biiyiime medyumu ilave edildi. Daha
sonra hiicreler 350 x g‘de 5 dk santrifiij edilerek pellet olusmast saglandi. Siipernatant
atilarak hiicreler medyum ile resiispanse edildi ve Thoma laminda sayildi. Daha sonra
75 cm? doku kiiltiir flasklarinda 1x10° hiicre/flask yogunlukta olacak sekilde ekildi. 10-
14 giinliik periyotta her li¢ giinde bir biiylime medyumu degistirildi ve hiicreler

konfluensiye ulastikca pasajlandi.
3.5. Insan Dis Pulpa MKH Karakterizasyonu
3.5.1. Akim Sitometri

Dental pulpa kok hiicrelerinin kiiltiirde biiyilidiikten sonra fenotipik 06zelliklerini
stirdiirdiiklerini dogrulamak i¢in farklilasmamis kok hiicreler akim sitometri analizine
tabi tutuldu. 3. pasaj (P3) sonrasi kok hiicreler bulundugu flasklardan tripsinizasyon ile
kaldirildi ve 2 defa Ca?* ve Mg2+ iceren PBS ile yikandi. CD44, CD73, CD90, CD105
ve Negatif ylizey markir kokteyli (BD Biosciences, San Diego, USA-562245)
antikorlarin1 ¢alismak igin hiicreler 1x10° hiicre/ml yogunlukta Ca®* ve Mg?* igeren PBS
icerisinde tiliplerde toplandi. Hiicreler %4 paraformaldehit ile fikse edildi ve 10 dk oda
sicakliginda inkiibe edildi. Inkiibasyon sonrasi hiicreler Ca®" ve Mg”" igeren PBS ile iki
defa yikandi. Hiicreler {izerine 1:100 diliisyon ile CD44, CD73, CD90, CD105 ve
Negatif yilizey markir kokteyli antikorlar1 eklendi ve 1 saat karanlikta oda sicakliginda
bekletildi. Inkiibasyon sonrasi primer antikorlar ile muamele edilen hiicreler santrifiij

edildi ve sekonder antikorlari eklendi. Hiicreler 30 dk karanlikta isaretli sekonder
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antikor ile inkiibe edildi. inkiibasyon sonunda hiicreler 2 defa yikandi. FACS Canto 11

(BD Biosciences, San Diego, USA) cihazi kullanilarak akim sitometri gerceklestirildi.
3.5.2. Iimmiinofloresan Boyama

Alternatif yontem olarak karakterizasyon esnasinda, immunboyama da gergeklestirildi.
Immunfenotiplemesi yapilan hiicreleri boyama igin ornekler, PBS ile kisa bir siire
durulandi ve soguk metanolde 10 dakika fikse edildi ve sonra tamamen kurumaya
birakildi. 37 derecede 30 dk PBS de immunoglobulinlerin nonspesifik baglanmasini
bloke edilmesi amaciyla inkiibe edildi. PBS ile hiicreler {i¢ kez yikandiktan sonra
hiicreler primer antikorlar ile +4 derecede tiim gece inkiibe edildi. Sonra 3 kez PBS ile
tekrar yikanarak FITC ve Texas kirmizisi ile etiketlendikten sonra uygun sekonderleri
ile karanlikta 25 dk inkiibe edildi. Sonra 3 kez PBS ile yikandi ve hiicreler DAPI igeren
destek besiyeri ile muamele edildi.

3.5.3. Koloni Olusturan Uniteler- Fibroblastlar (CFU-F)

Kok hiicrelerin klonojenik o6zelliklerini gdstermek amaciyla CFU-F assay yapildi.
Hiicreler 50 hiicre/cm?, 100 hiicre/cm? ve 150 hiicre/cm? olacak sekilde petri kaplaria
ekildi ve 2 hafta MKH biiyiime besiyerinde kiiltiir edildi. Iki hafta sonunda hiicreler

kristal viyole ile boyanarak meydana gelen koloniler gosterildi.
3.5.4 Farkhlasma Testleri

Hiicrelerin MKH oldugunu gostermek amaciyla osteojenik farklilagmanin yanisira
adipojenik ve kondrojenik farklilasmasina da bakildi. Adipojenik farklilasma igin
MKH’ler 3-izobiitil-1- metil ksantin, Insiilin ve Indometazin ile takviye edilmis
besiyeriyle 2 hafta inkiibe edildi ve olusan yag damlaciklar1 adipo red assay (Lonza,
MD, USA) ile boyanarak gosterildi. Kondrojenik farklilasma i¢in ise deksametazon,
insulin transferrin, sodyum selenit, askorbik asit, prolin, sodium piriivat igeren besiyeri
ile inkiibe edildi. Ayrica besiyerine TGFRB3 takviye edildi. Bu bilesenleri igeren
farklilasma besiyerinde hiicreler 15 ml polipropilen tiiplerde 250 000 hiicre olacak
sekilde pellet kiiltiir halinde 21 giin inkiibe edildi. 21. gilinlin sonunda pellet parafine
gomiiliip 5 um kalinliginda kesitler alinarak safranin-O ile boyanarak kondrojenik

farklilasma gosterildi.
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3.6. Osteojenik Medyum ile Farkhlasmanin Indiiklenmesi

Pasaj 3’deki iDPKH ‘ler 5 x 10® hiicre/cm?® olacak sekilde jelatinle kaplanmis 6 well
plate’lere ekildi. Hiicreler 24 saat %50-70 konfluensiye gelene kadar standart biiylime
besiyerinde inkiibe edildi. Besiyeri, %10 FBS, %1 penisillin-streptomisin, 10 mM L-
glutamin, 50 uM L-askorbik asit, 10 mM B-gliserofosfat ve 100 nM deksametazon
iceren osteo indiiksiyon besiyeri ile degistirildi. Her 3 giinde bir osteojenik indiiksiyon
besiyeri degistirilerek 14 gilin inkiibe edildi. Farklilagsma, alizarin red boyama ve

RUNX2, OCN ve OP i¢gin gen ekspresyonu ile degerlendirildi.

3.7. Kosullu Besiyerinin Farkhilasmamis Mezenkimal Kok Hiicreler Uzerine

Uygulanmasi

iDPKH ler osteojenik farklilastirma besiyeri ile 14 giin farklilagtirildiktan sonra,
farklilagsma besiyeri kesildi , bu hiicreler {lizerine bazal besiyeri (serum igermeyen)
eklenerek her 3 giinde bir kosullu besiyeri ve hiicre topland1 (grup 1) ve farklilagmamis
hiicreler iizerine (grup 2) uygulandi. Kontrol grubu i¢in iDPKH 'ler complete
besiyerinde 14 giin boyunca kiiltiire edildikten sonra besiyeri kesildi, bu hiicreler
lizerine bazal besiyeri (serum igermeyen) eklenerek her 3 giinde bir kosullu besiyeri ve

hiicre toplandi (grup 3) ve farklilagsmamis hiicreler lizerine ( grup 4 ) uygulandi.

Tablo 3.1. Deney Gruplari

Grup 1 (POZITIF

Grup 2 (DENEY)

Grup 3 (KONTROL)

KONTROL)
iDPKH iDPKH iDPKH
+ + +
Osteojenik Kosullu besiyeri Standart Kiiltiir
Indiiksiyon Besiyeri Besiyeri
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3.8. Senesens Testi icin B-Galaktozidaz Aktivitesinin Degerlendirilmesi

Osteojenik farklilasma sirasinda kontrol grubundaki (Grup 3) ve kosullu besiyeri
uygulanan gruptaki (Grup 2) iDPKH’ler B-Gal ile boyandi ve senesense girip
girmediklerine bakildi. Analizler, 7. ve 14. Giinlerde gergeklestirildi. Deneyler -
Galactosidase assay kit (Promega, USA) {iriin protokoliine gore yapildi. Hiicre lizatlari
Ix raportor lisis buffer (RLB) ile hazirlandi. Her kuyucuga 150 ul hiicre lizat1 eklendi
ve daha sonra her kuyucuga 150 ul assay 2x buffer takviye edildi. 37°C’de sar1 bir renk
olusana kadar reaksiyon inkiibe edildi. Daha sonra reaksiyon 150 pl 1M sodyum

karbonat ile durduruldu ve 420nm de absorbans 6l¢iildii.
3.9. Canhilik Testi

Kontrol grubunda (Grupl) ve kosullu besiyeri uygulanan grupta (Grup4) yer alan
iDPKH 'ler 7. Ve 14. Giinlerde muse cell analyzer cihazi ile viability&count Kkiti
(Millipore, USA) kullanilarak iiriin protokoliine gore canlilik analizine tabi tutuldu.
Deneyler 3 tekrarli gergeklestirildi ve standart prosediire gére Muse EasyCyte yazilimi

kullanilarak analiz edildi.

Sekil 3.1. Muse Cell Analyzer Cihaz ile Canlilik Aktivitesi Olgiimii

3.10. Mitokondri Aktivitesi

Kontrol grubunda (Grupl) ve kosullu besiyeri uygulanan grupta (Grup4) yer alan
iDPKH’lerinde deney siirecinde hiicrelerde oksidatif stres ve mitokondriyel
depolarizasyon gibi hasar olup olmadigin belirlemek i¢in 7. ve 14. giinlerde, muse cell

analyzer mitopotential kit (Millipore, USA) kullanilarak mitokondriyal aktivite
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degerlendirildi. Deneyler Millipore Muse Mitopotential Assay kit prosediiriine gore 3
tekrarli ¢alisild1 ve standart prosediire gore Muse EasyCyte yazilimi kullanilarak analiz
edildi.

3.11. Farkhlastirmanin Degerlendirilmesi:

Calismamizda yer alan deney gruplarinda osteojenik farklilasma, alizarin red boyamasi
(Sigma, USA) ve osteolmage mineralization assay kit (Lonza, MD, USA) kullanilarak

gruplar arasinda kalitatif ve kantitatif olarak karsilagtirildu.
3.11.1. Alizarin Red Boyama

7 ve 14. giin sonunda osteojenik farklilastirilan hiicreler iizerinden medyum
uzaklastirildi. PBS ile bir kez yikandi. Well bagina soguk %70 lik etanolden 2-3 ml
eklendi.10 dk oda sicakliginda inkiibe edildi. PBS ile 3 kez yikandi. Her bir well’e %1
lik Alizarin Red ilave edildi. 10 dk oda sicakliginda inkiibe edildi. Tekrar PBS ile 3 kez

yikandiktan sonra hiicreler mikroskop altinda gozlendi.
3.11.2. Floresan Tabanh Mineralizasyon Testi

Osteojenik indiiklenmis hiicrelerden toplanan kosullu besiyeri ve kontrol grubu
hiicrelerinden toplanan kosullu besiyeri ile kiiltiire edilen grup 2 ve grup 4 hiicrelerine 7
ve 14. giinlerde floresan tabanli mineralizasyon testi yapildi. Mineralizasyonu
saptanmaya hazir hiicreler, inkiibatérden alinarak oda 1sisina gelene kadar bekletildi.
Kiiltiir besiyeri uzaklastirilarak hiicreler bir kez PBS ile yikandi. 20 dakika ethanol ile
inkiibasyon yapilarak hiicrelerin fiske olmasi saglandi. Fiksasyon sonrasi 1X olacak
sekilde sulandirilmis yikama soliisyonu ile 1-2 kez hiicreler yikandi. Her kuyucuga
uygun oranda diliie edilmis boya soliisyonu eklendi. 30 dakika boyunca hiicreler
karanlikta inkiibe edildi. Siire sonunda boya uzaklastirildi. Yikama soliisyonu ile her
kuyucuk yaklasik 5 dakika 3 kez yikandi. Boyanan mineraller fluoresan mikroskop

altinda go6zlemlendi.
3.12. Kantitatif Real Time PCR ile Osteojenik Gen Ekspresyon Analizi

Deney gruplarindaki, kontrol hiicreleri ve farklilastirilan hiicrelerden 3 giinde bir RNA
izolasyonu yapildi ve RUNX2, OCN ve OP gen ekspresyonlar1 (-aktin’e normalize
edilerek degerlendirildi. Bu amagla Roche protokoliine gore kisaca, farklilastirma
gerceklestirilen 4. pasajdaki 1x10® MKH’den Trizol ile total RNA izole edildi.
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Izolasyondan sonra RNA konsantrasyonu bir nano drop spektrofotometre kullanilarak
260 nm’de oOlgiildii. 1 pg total RNA, oligo (dT) ve random heksamerler ile Transcriptor
High Fidelity cDNA Synthesis Kit kullanilarak cDNA’ya ters transkribe edildi. cDNA
sentez reaksiyonu RNA izolasyonundan hemen sonra uygulandi ve reaksiyon karigimi 5
ng RNA, 1 mM dNTPs, 0,23 pq primerler, 20 {inite riboblock inhibitor ve 200 iinite M-
MuLV ters transkriptazdan olusmaktadir. RNA primeri ve dNTP karisimi1 90 °C’de 1 dk
denatiire edildi. Sicaklik M-MuLV RT enzim plus riboblok inhibitdriiniin
eklenmesinden once 42 °C ye diisiiriiliip, Reaksiyon 1 saat 42 “C’de calistirilds. Ikincil
strand sentezi i¢in bir PCR reaksiyon karigimi (PCR buffer, her ANTP’den 0,2 mM, her
primerden 0,5 pM, 1,25 mM MgCl, 1,5 Unite Taqg DNA polimeraz, 2 ul birincil
strandcDNA) ile gergeklestirildi. Baglangi¢ 5 dk 94 °C’de denatiirasyon adimi olup daha
sonra sicaklik 54 °C’ye getirilerek primerlerin baglanmasi saglandi. PCR reaksiyonlari
son olarak 72 °C’de primerlerin uzamasi adimi ile son buldu. Deneyler iki defa

tekrarlandi.

Ekspresyon asamasi: LightCycler 480 IlI (Roche) Real-Time PCR cihazinda
calisilmigtir.

1. ¢cDNA's1 hazirlanan 6rnekler (20ul) 80ul Niikleaz Free Water ile sulandirilir.
Ornekler ile ¢alisirken, buz iizerinde olmalarina dikkat edilir. ¢cDNA'dan S'er ul

kullanilir.

2. Her bir galisilacak gen i¢in mix hazirlanir. B-aktin house keeping gen olarak

kullanilmistir.

3. Tablo 3.2” deki protokol uygulanip ekspresyon ¢alismasi i¢in cihaza alinir.

Tablo 3.2. Osteojenik gen ekspresyonu i¢in ekspresyon karigiminin hazirlanmasi

Prob master mix 10ul

Prob gen 1wl

PCR Grade H,0 4ul
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4. Hazirlanan mix multichannel pipet yardimiyla 96'lik plate'ye (Roche) 15'er pl

dagitilir. NTC olarak niikleaz free water kullanilir.

5. Veriler delta ct metodu kullanilarak hesaplanmaistir.

6. Veriler normalize edilmistir.

Tablo 3.3. Ekspresyonu ¢alisilan genlere ait bilgiler

Gen Ad1 Primer Prob Dizisi
TGCCACCTCTGACTTCTGCAAAGGGCCCAGTTCTGA
RUNX2 AG
CCAGCCCTATGGATGTGGTTTTCAGATTCCTCTTCT
OCN GGAGTT
CGCAGACCTGACATCCAGTAGGCTGTCCCAATCAG
OPN AAGG
TCCTCCCTGGAGAAGAGCTACGTGGATGCCACAGG
B-actin ACT

3.13. istatistiksel Analiz

Gruplar arasinda boyamalar, canlilik, senesens ve mitokondri potansiyeli verileri ve

MRNA ekspresyon deneyleri sonucunda elde edilen veriler istatistiksel olarak Graph

Pad Prism Version 6.00 kullanilarak analiz edildi. p<0,05 olan veriler anlamli kabul

edildi. * P<0.05, ** P<0.01, ve *** P<0,001.



4. BULGULAR
4.1. insan Dis Pulpa Kaynakh Kok Hiicre izolasyonu ve Kiiltiirii

Kiiltiire alinan dental pulpa kaynakli kok hiicrelerin kiiltiiriin ilk giinlerinde ylizeye
tutundugu, ilerleyen giinlerde fibroblastik morfoloji gosterdikleri ve koloni halinde
cogaldiklart gozlendi. ilerleyen pasajlarda da hiicrelerin morfolojilerini koruduklari

tespit edildi.

e N
e

e
e (S e

Sekil 4.1. iDPMKH izolasyonu. Primer kiltiirdeki hiicreler (A), Primer kiiltiirde fibroblast benzeri
morfoloji gosteren tutunmus hiicreler (B), ekim isleminden 7 giin sonra hiicreler (C), ikinci
pasaj hiicreler (D). Mikroskop objektifi 10x. Skala bar: 100pm

4.2. Akim Sitometri

Mezenkimal kok hiicrelerin yilizey marker1 ekspresyonlart akim sitometri ile

degerlendirildiginde %91.91 CD44, %95.62 CD73, %99.96 CD90 ve %95.90 CD105
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markerlarini pozitif bir sekilde eksprese ettigi CD45, CD34, CD11b, CD19 ve HLA-

DR negatif kokteyl markerlarini ise bulundurmadigi tespit edilmistir.

80

60

l599.96%

204

10° 10' 10° 0 s Jol 10° ot 10° 10° 10° 10°
CD44 PE CD73 APC CD90 FITC

200+

150

fc0.07%]

50

t T T
10° 10' 10 10° 10° 10' 10? 10°

Negatif Kokteyl
CD105 PerCP5.5 CD45/CD34/CD11b/CD19/HLA-DR

Sekil 4.2. Insan dental pulpa kék hiicrelerinin akim sitometri ile immiinfenotiplendirilmesi

4.3. Immiin-floresan boyama

Akim sitometri ile bakilan CD markerlarinin pozitifligi immiinsitokimyasal boyamalar
ile de dogrulanmistir. Floresan mikroskop altinda yapilan gozlemler sonucunda
hiicrelerin CD90, CD73, CD44 ve CD105 markerlarim1 giiglii bir sekilde eksprese
ederken CD34 ve CD45 agisindan negatif olduklar: tespit edilmistir.



CD90/DAPI CD90/FITC

CD34/DAPI ° CD34/FITC

CD45/DAPI

CD73/DAPI

coaa/pApr - .l cpa4/Texas Red

CD105/DAPI 4 " - @ CD105/FITC
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CD90/Merged

CD34/Merged

CDAS/FITC

CD44/Merged

CD105/Merged

Sekil 4.3. immiinfloresan boyama. CD73, CD44, CD105, CD34 ve CD45 igin mikroskop objektifi 20x,

CD90 i¢in mikroskop objektifi 10x, Skala bar: 100pm.
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4.4. Koloni Olusturan Uniteler-Fibroblastlar (CFU-F) Testi

Insan dental pulpa kaynakli kok hiicreler normal kiiltiir besiyerinde cmz’ye 50 hiicre
olacak sekilde ekildikten 10 giin sonra mezenkimal kok hiicrelerin koloni olusturduklari
ve kolonilerin diizgiin morfoloji gosterdikleri, cm*’ye 100 ve 150 hiicre ekildiginde ise

koloni morfolojisinin bozuldugu, kolonilerin birlestigi gézlendi.

50 hiicre/cm? 100 hiicre/cm? 150 hiicre/cm?

Sekil 4.4. Kristal viyole ile boyanan koloniler.
4.5. Farkhilasma Testleri

Mezenkimal kok hiicreler adipojenik ve kondrojenik farklilasma besiyerinde
indiiklendiklerinde hiicrelerin sitoplazmalarinda lipid damlaciklar1 biriktirerek yag
hiicrelerine  farklilagtiklart  ve 3  boyutlu pellet kiiltiirlerde bu  hiicrelerin
glikozaminoglikan ve proteoglikanlarca zengin ekstraselliiler matriks ftrettikleri

sirasiyla adipo red ve safranin O boyamalari ile kirmizi renkte gosterildi.

Sekil 4.5. Standart besiyeri uygulanmis DPKH’lerde adipored boyama (A), Adipojenik indiiksiyon
besiyeri ile farklilagtirlan DPKH’lerde lipid damlaciklarinin adipored boyama ile gosterimi
(B), Standart besiyeri uygulanmis DPKH’lerde safranin O boyama (C), Kondrojenik
indiiksiyon besiyeri ile farklilastirilan DPKH’lerinde safranin O boyama ile ektraselliiler
matriks alanlarinin gésterimi (D). Mikroskop biiyiitmesi 10x.
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4.6. Osteojenik Medyum ile Farkhlasmanin Indiiklenmesi

Osteojenik besiyeri ile indiiksiyondan sonra kiiltliriin baslarinda proliferasyonun iyice
artt1g1, ilerleyen giinlerde ¢okiintiiler halinde nodiil ve agregatlarin olusmaya basladigi,
kiiltiirtiin son gilinleri olan 13 ila 14. giinlerde ise hiicrelerin kalsiyum biriktirdigi
gozlendi. Hiicrelerdeki bu kalsiyum- mineral depozitleri alizarin red ile boyandi.
Osteojenik farklilasmis hiicreler ve minerallesme kirmizi renkte gosterildi. Ayni
zamanda osteojenik farklilagma floresan tabanli mineralizasyon testi ile kalsiyum
depozitlerinin biriktigi floresan mikroskop altinda dogrulandi. Bu sonuglar, osteojenik
indiiksiyonun basarili bir sekilde gerceklestigini bize gosterdi ve bu asamadan sonra

hiicrelerin kosullu besiyeri toplanmaya hazir hale geldigine karar verildi.

Sekil 4.6. Hiicrelerin osteojenik olarak farklilagtirildiginin alizarin red ve floresan tabanli mineralizasyon
boyamalar1 ile gosterimi. Standart besiyeri ile muamele edilmis DPKH’lerinin alizarin red
boyamasi (A), Osteojenik besiyeri ile muamele edilmis DPKH’lerinin alizarin red boyamast
(B), Standart besiyeri ile muamele edilmis DPKH’lerinin floresan tabanli boyamasi (C),
Osteojenik besiyeri ile muamele edilmis DPKH’lerinin floresan tabanli boyamasi (D),
Mikroskop objektifi 20x, Skala bar: 100 um.

4.7. Canlilik Testi

Farklilastirilan DPKH’lerin kosullu besiyerleri farklilasmamis DPKH’ler {izerine
uygulandiginda, hiicrelerin canliligini olumsuz yonde etkilemedigini gostermek igin
yapilan canlilik testi sonucunda 7. giinde kontrol grubunda %76,89+0,975, n=9 kosullu
besiyeri uygulanan grupta ise canlilik %85,02+0,959, n=9 (p<0,0001) olarak

Olciilmiistiir. 14. Gilin analizleri sonucunda ise kontrol grubunun canlilik oram
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%86,17+£0,38, n=9 deney grubunun canlilik orani ise %92,78+0,147, n=9 (p<0,0001)

olarak tespit edilmistir.
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7.Gun Canhlik %
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14.giin canlhilik %
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Sekil 4.7. Kosullu besiyeri uygulandiktan sonra muse cell analyzer count and viability kiti ile

4.8. Senesens Testi

gerceklestirilen 7. Ve 14. giin canlilik analiz sonuglari.

Kosullu besiyerinin hiicrelerin senesensini nasil etkiledigini belirlemek amaciyla

yapilan analizler sonucunda 7. giinde kontrol grubunun %35,65£1,035, n=6 deney

grubunun ise %1,875+0,2686, n=6 B galaktozidaz aktivitesi gosterdigi tespit edilmistir

(p=0,0054). 14. giin analizleri sonucunda ise kontrol grubunun %7,68+1,124, n=5 deney

grubunun ise %2,909+0,414, n=5 P galaktozidaz aktivitesi gosterdigi saptanmistir
(p=0,0040).
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Sekil 4.8. SA- B gal. boyama. 7. giin  gal. aktivitesi gosteren kontrol hiicreleri yesil renkte boyanmis
olarak goziikmektedir (A), 7. giin  gal. aktivitesi gosteren deney grubu hiicreleri yesil renkte
boyanmis olarak goziikmektedir (B), 7. giinde kontrol ve deney grubunda senesens
degerlerinin karsilastirilmast (C), 14. giin B gal. aktivitesi gosteren kontrol hiicreleri mavi
renkte boyanmis olarak goziikmektedir (D), 14. giin B gal. aktivitesi gosteren deney grubu
hiicreleri mavi renkte boyanmis olarak goziikmektedir (E), 14. giinde kontrol ve deney
grubunda senesens degerlerinin karsilastiriimasi (F).

4.9. Mitokondri potansiyeli testi

Kosullu besiyeri uygulandiktan sonra 7. gilinde kontrol grubunda mitokondri
depolarizasyonu %9,5+1.14, n=4 deney grubunda ise mitokondri depolarizasyonu
%10,4+0.62, n=9 olarak olgilmiistiir (p=0,4865). Gruplar arasinda istatistiksel olarak
anlami bir fark bulunamamistir. 14. giin analizlerinde ise kontrol grubunda mitokondri
depolarizasyonu %4,59+0.74, n=7 deney grubunda ise mitokondri depolarizasyonu
%3,92+0.2, n=6 olarak Olciilmistiir (p=0,4386). Yine gruplar arasinda istatistiksel

olarak anlamli bir fark bulunamamastir.
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Sekil 4.9. 7 ve 14. giinlerde muse cell analyzer cihazi kullanilarak mitopotantial assay kiti aracilig: ile
kontrol ve kosullu besiyeri uygulanan hiicrelerin mitokondri membranlarinda %
depolarizasyon degerleri.

4.10. Alizarin Red Boyama

7. gin sonunda kosullu besiyeri uygulanan grupta minerallesmenin yavas yavas
basladig1 ve nodiiller halinde kemik doku agregatlarinin olustugu gézlenmistir. 14. Giin
sonunda ise kosullu besiyeri uygulanan grupta hiicrelerin tamamen osteojenik

farklilastig1 ve kalsiyum depozitleri biriktirdigi tespit edilmistir.
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hDPSC-7.glin hDPSC+CM-7.giin

hDPSC-14.giin hDPSC+CM-14.giin
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Sekil 4.10. Kontrol ve deney gruplarinda 7 ve 14. giin sonunda osteojenik farklilasmanin alizarin red
boyama ile degerlendirilmesi. Kirmizi1 alanlar osteojenik farklilasmis bolgeleri
gostermektedir.

4.11. Floresan Tabanh Mineralizasyon Testi

Osteojenik farklilasma esnadinda biriken mineralize matriks alanlar1 floresan tabanli

mineralizasyon testi (Lonza,USA) ile pozitif boyanarak gosterilmistir.
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hDPSC hDPSC+OM hDPSC+CM

7.gun

hDPSC

14.gun

Sekil 4.11. 7 ve 14. giinlerde standart besiyeri, osteojenik besiyeri ve kosullu besiyeri uygulanan
gruplarda osteojenik farklilasma sirasinda meydana gelen mineralizasyonun floresan
mikroskopta gosterilmesi. Yesil alanlar, minerallesmenin oldugu bolgeleri gostermektedir.
Mikroskop biiyiitmesi: 20x, Skala bar: 100pm.

4.12. Osteojenik Gen Ekspresyon Profili

Sekil 4.12°de  RUNX2, OPN ve OCN genlerine ait ekspresyon sonuglari
gosterilmektedir. 3. gilin verilerine gore RUNX2 ekspresyonu osteojenik besiyeri
uygulanan grupta, kontrol ve kosullu besiyeri uygulanan gruba gore daha yliksek
bulunmustur (p=0,034). Kosullu besiyeri uygulanan grupta ise kontrol grubuna
artmistir. 6. glin ekspresyon sonuglar1 her 3 grupta da RUNX2 ekspresyonunun artmis
oldugunu gostermis olup, en yiiksek artis sirasiyla; kosullu besiyeri uygulanan grupta,
osteojenik besiyeri uygulanan grupta ve en son kontrol grubunda gozlenmistir. Fakat
aralarinda istatistiksel olarak anlamli bir fark bulunamamistir (p=0,1149). 9. giinde
RUNX2 ekspresyonu osteojenik besiyeri ve kosullu besiyeri uygulanan gruplarda
kontrol grubuna kiyasla kayda deger bigimde artmistir (p=0,0010). Osteojenik besiyeri
ve kosullu besiyeri uygulanan gruplar arasinda ise RUNX2 ekspresyon degerleri
birbirlerine ¢ok yakin olup aralarinda istatistiksel olarak anlamli bir fark
bulunamamistir. 12. giinde RUNX2 ekspresyonunun osteojenik besiyeri uygulanan
grupta diismesine ragmen kosullu besiyeri uygulanan grupta sabit bir sekilde devam

ettigi tespit edilmistir (p=0,0006). 15. giinde ise osteojenik besiyeri uygulanan grupta
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RUNX2 ekspresyonunun bir miktar artmis oldugu, kosullu besiyeri grubunda ise sabit
sekilde devam ettigi tespit edilmistir (p=0,0120).

Osteojenik besiyeri ve kosullu besiyeri uygulanan gruplarda OPN ekspresyonlari
kontrol grubuna gore artis gostermistir (p=0,0164). Kosullu besiyeri uygulanan grupta
OPN ekspresyonu osteojenik besiyeri uygulanan gruptan fazla olmasina ragmen
istatistiksel olarak anlamli bir fark bulunamamistir. 6. giinde hem osteojenik besiyeri
hem de kosullu besiyeri uygulanan gruplarda OPN ekspresyon artisi devam etmistir
(p=0,0009). 9. giinde OPN gen eskpresyon seviyesi osteojenik besiyeri uygulanan
grupta bir miktar diismesine ragmen kosullu besiyeri uygulanan grupta bir miktar
artmaya devam etmistir (p<0,0001). 12. giin sonunda OPN ekspresyonu o0steojenik
besiyeri uygulanan grupta sabit sekilde devam ederken kosullu besiyeri uygulanan
grupta bir miktar artis gdstermistir (p<0,0001). 15. giinde osteojenik ve kosullu besiyeri
uygulanan gruplarda OPN gen ekspresyon ifadesi diismiis olup, kontrol grubunda
artmistir (p=0,1224).

OCN gen ekspresyonu 3. giinde en fazla osteojenik besiyeri uygulanan grupta
gozlenmistir (p=0,0001). 6. giinde osteojenik ve kosullu besiyeri uygulanan gruplarda
OCN ekspresyonlarinda istatistiksel olarak anlamli olmayan bir diisis meydana
gelmistir. 9. giinde ise OCN ekspresyonu kosullu besiyeri uygulanan grupta kayda deger
bicimde artis géstermistir (p=0,0011).
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OCN

ve OPN genleri i¢in 3,6,9,12 ve 15. giinlerde
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4.13. istatistiksel analiz

Canlilik, senesens ve mitokondri potansiyeli testleri “ GraphPad Prism 6 ” programi
kullanilarak “ Student T * testi ile karsilagtirllmis olup isttaistiksel olarak gruplar
arasinda p<0,05 olan sonuglar anlamli kabul edilmistir. Gen ekspresyonu verileri ise
gruplar arasinda “ One Way ANOVA *“ ile karsilastirilmis olup “ TUKEY “ testi ile de
coklu karsilastirma yapilmistir. P<0,05 olan degerler istatistiksel olarak anlamli kabul
edilmistir. Elde edilen p degerleri ve istatistiki veriler sonuglar boliimiinde her grup i¢in

ayrintili bir sekilde belirtilmistir.



5.TARTISMA VE SONUC

Kok hiicreler, kendini yenileyebilme ve farkli hiicre tiplerine doniisebilme
yetenekleriyle tanimlanan hiicrelerdir. Yetiskin organizmalarda bu hiicreler, icinde
bulunduklar1 dokunun homeostazisini stirdiirmeden sorumludurlar (75). Kok hiicreler
elde edildikleri kaynaklara gore embriyonik kok hiicreler ve yetiskin kok hiicreleri
olmak tizere iki grupta toplanirlar. Embriyoda blastositin i¢ hiicre kitlesinden elde
edilen hiicreler embriyonik kok hiicreler olarak adlandirilirlar. Bu hiicreler embriyonun
tim hiicre tabakalarmi ve ondan koken alacak olan organ sistemlerini olusturma
yetenegine sahiptir. Differensiye olmus bir dokuda farklilagmamis halde bulunan ve
kendini yenileyip koken aldigi organin spesifik hiicrelerine doniisebilen hiicrelere
yetiskin (eriskin) kok hiicreler denir. Bu hiicreler somatik kok hiicreler olarak da
adlandirilirlar ve 6zel kosullar altinda diger dokulara ait hiicre tiplerine de doniisebilirler
(76). Eriskin dokulardan elde edilen kok hiicre kaynaklarindan birisi de mezenkimal kok

hiicrelerdir.

1976 yilinda Fridenstein mezenkimal kok hiicreleri ilk kez tanimlamistir (77).
Uluslararas1 Hiicresel Terapi Toplulugu (ISCT), mezenkimal kok hiicre tanimi igin
minimal kriterleri belirtmislerdir. Bu tanimlamaya gore bir hiicre toplulugunun MKH
sayilabilmesi icin; standart kiiltiir sartlar1 altinda plastik ylizeye tutunmalar1 (I), CD90,
CD73, CD10S5 hiicre yiizey markerlarin1 eksprese etmeleri CD14, CD34, CD45, CD79,
CD19 ve HLA-DR hiicre ylizey markerlarini ise eksprese etmemeleri (II) ayrica
adiposit, kondrosit ve osteoblast hiicrelerine farklilasabilme kapasitelerine (III) sahip
olmalar1 gerekmektedir (78,79). Caligmamizda dental pulpa dokusundan elde ettigimiz
hiicrelerin belirtilern 3 kriteri de sagladigini in vitro kiiltlir, akim sitometri analizi ve

farklilagsma testleri ile gosterdik. MKH’ler adipoz doku, eklem kikirdagi, beyin, deri,
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ebdometriyum, dis pulpasi, amniyotik sivi gibi bir¢ok kaynaktan izole edilebilirler
(80,81,82,83,84,85,86,87). Fakat farkli kaynaklardan izole edilen MKH’lerin kalitesi,
karakteri ve farklilasma potansiyelleri hala tartismalidir. Kok hiicre caligmalarinda
hiicre kaynagi cok onemli rol oynayabilir. Segilecek olan kaynagin avantajlart ve
dezavantajlar1 6nceden diisiiniilmelidir. Son zamanlarda dental pulpadan kok hiicreler
iiretilmeye baslanmis olup ¢ok sayida caligma bu hiicrelerin multipotansilerinin yaninda

noron, dentin ve kas hiicreleri gibi hiicrelere de farklilastigini ortaya ¢ikarmistir (88).

Dental pulpa kok hiicreleri ilk kez Gronthos ve ark. tarafindan 2000 yilinda izole
edilmistir (89). ISCT 2006 yilinda dental pulpa kok hiicreleri i¢in 3 minimal kriter
belirlemistir. (I) Plastik kiiltiir kaplarmma hizli bi¢gimde yapisabilme, (II) uygun
indiiksiyon sartlar1 altinda adiposit, kondrosit ve osteoblastlara doniisebilme potansiyeli,
(II) yaygin MKH markerlar1 olan CD105, CD73 ve CD90’1 pozitif eksprese ederken
CD45, CD34, CD14, CD11b, CD79a, CD19 ve HLA-DR markerlarimi eksprese
etmezler (90,91,92). En biiyiik avantajlar1 herhangi bir cerrahi islem gerektirmeden ve
hicbir etik problemi olmadan iiretilebilmeleridir. Bu gibi avantajlarin yaninda zengin
kok hiicre popiilasyonu ve ¢ok sayida hiicre tipine farklilagmalar1 sayesinde glinlimiizde
dental pulpa dokusuna olan ilgi giderek artmaktadir. Biz c¢alismamizda bu gibi
avantajlar1 goz onilinde bulundurarak kok hiicre kaynagimizi insan dis pulpasi olarak
sectik. DPKKH’lerin izolasyonu i¢in 2 temel method tanimlanmistir: Eksplant methodu
ve pulpa dokusunun enzimatik par¢alanmasi methodu. ilk methodda; pulpa dokusu
cerrahi olarak ¢ikarilir ve hiicreler doku fragmentlerinden gelisir (37,38). lkinci
methodda ise; dental pulpa kollajenaz ve dispaz kullanilarak sindirilir (39,40), sonra
hiicreler ekilerek proliferasyonlari gozlemlenir ve spesifik markerlarla flow sitometri
yontemi kullanilarak karakterizasyon gerceklestirilir (41). Biz g¢alismamizda pulpa
dokusunu kollajenaz ve dispaz enzimleriyle parcalayarak izolasyonu gercgeklestirdik.
Enzimatik yontemi tercih etmemizin sebebi hiicrelerin tek tek diisiiriilerek flasklara
daha hizli tutunmasini saglamak ve kiiltiir siirecini hizlandirmaktir. Eksplant ekimde ise
hiicrelerin ayrigsmasi nispeten daha zordur. Calismamizda dental pulpa dokusundan elde
ettigimiz hiicrelerin 2006 yilinda ISCT tarafindan belirtilen dental pulpa kaynakli MKH
olarak tanimlanmasi i¢in gerekli 3 minimal kriteri de sagladigini in vitro kiiltiir, akim

sitometri analizi ve farklilasma testleri ile gosterdik.
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Akim sitometri analizini MKH ylizey markirlarinin ekspresyonlarinin  varligim
gostermek amaciyla gerceklestirdik. CD44, CDI105, CD90 ve CD73 markerlarini
hiicrelerimizin kuvvetli bigcimde eksprese ettigini CD34, CD45, CD11b, CD19 ve HLA-
DR markerlarin1 ise bulundurmadigini gosterdik. Ciinkii CD45, CD34 temelde
hematopoetik kok hiicre markirlaridir. Ancak bircok ¢alisma dental pulpa kok
hiicrelerinin bir alt grubunun ayn1 zamanda CD34 pozitif oldugunu ortaya koymustur.
Bu durum, dental pulpa kok hiicrelerinin multipotensiden daha {istiin olan pluripotent
0zellige sahip olabilecegini diigiindiirmektedir. Akim sitometriye ek olarak dental pulpa
kok hiicrelerinin karakterizasyonu i¢in immiinfloresan boyama yaptik. Hiicrelerimizin
CD90, CD73, CD44 ve CD105 markerlarii giiclii bir sekilde eksprese ederken CD34
ve CD45 acisindan negatif olduklarini tespit ettik. MKH’larin adiposit, kondrosit ve
osteoblastlara farklilasabilmeleri bu hiicrelerin tipik o6zelliklerindendir. Biz de
calismamizda hiicrelerimizin bu 3 hatta farklilagabildiklerini farklilagsma testleri ile
saptadik. Ayrica hiicrelerimizin klonojenik o6zelliklerini gdstermek amaciyla CFU-F

testi yaparak koloni halinde ¢ogaldiklarini1 gosterdik.

MKH’lerin osteojenik farklilastirilmasi igin ticari olarak temin edilebilen kitler veya
manuel olarak hazirlanabilen indiiksiyon besiyerleri mevcuttur. Biz ¢alismamizda dental
pulpa kok hiicrelerini osteojenik farklilastirmak i¢in kendi hazirladigimiz ve daha once
laboratuvarda ¢alisirligini test ettigimiz %10 FBS, %1 penisillin-streptomisin, 10 mM
L-glutamin, 50 uM L-askorbik asit, 10 mM p-gliserofosfat ve 100 nM deksametazon
iceren indiiksiyon besiyeri kullandik. Literatiire bakildiginda kok hiicrelerin osteojenik
indiiklenmesinde son zamanlarda alternatif bir ortam olarak kosullu besiyerleri
kullanildig1 goriilmektedir. Kosullu besiyeri; kiiltiire edilmis hiicrelerden salinan gesitli
biliylime faktorleri, sitokinler, eksozomlar, farklilasmay1 diizenleyici faktorler, mikro
RNA’lar tasir ve ortamda bulunan diger hiicrelerin farklilasma yetilerini etkileyebilir

(69, 1).

2014 yilinda Yuji Ando ve ekibi serum igermeyen insan MKH’larindan elde ettikleri
kosullu besiyerlerini osteoblastlar {izerine uyguladiklarinda osteoblast farklilasmasini
artirdigin1 gostermislerdir (70). Carbone A. ve ark. 2016 yilinda yaptiklar1 ¢aligmada
kiiltiire edilmis dental pulpa kok hiicrelerinden elde etikleri kosullu besiyerini adipoz
kaynakli kok hiicreler iizerine uyguladiktan sonra bu hiicrelerin mineralize matriks

irettigini gozlemlemislerdir (71). Lee TJ. ve arkadaglarinin 2014 yilinda yaptiklar
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benzer bir c¢alismada insan MKH’larindan elde edilen kosullu besiyeri ile insan
embriyonik kok hiicrelerini kiiltiire etmisler ve bu grubu kosullu besiyeri uygulanmayan
grup ile karsilagtirdiklarinda; osteojenik ve kondrojenik farklilagmanin hizlandigini,
ALP, OPN, ON, OC gibi osteojenik farklilasma genlerinin ekspresyon diizeylerinin
arttigini ve ortamda kalsiyum birikiminin hizlandigini bildirmislerdir (69). Yu F. ve ark.
2011 yilinda insan periferal kanindan osteoklast benzeri hiicreler elde ettiler . Bu
hiicrelerden topladiklart kosullu besiyerini fibroblastlar iizerine uyguladiklarinda
fibroblastlarin alkalin fosfataz ve mineralizasyon seviyelerinin dnemli derecede arttigini
gostermislerdir (2). Literatiirde yer alan bu calismalarda kosullu besiyeri toplanan
hiicrelere osteojenik indiiksiyon uygulanmamistir. Fakat bizim ¢alismamizin amact;
farklilasan hiicrelerden, hiicre disina salinan sekretomlari iceren kosullu besiyerlerinin,
farklilasmamis dis pulpa kok hiicrelerini osteojenik indiiksiyona ydnlendirmesidir.
Bizim ¢alismamiza benzer olarak Jin Z. ve ark. 2016 yilinda insan periyodontal
ligament hiicrelerini 10 ve 15 giinliik osteojenik indiiklenmis kemik iligi stromal
hiicrelerinden elde ettikleri kosullu besiyerinde kiiltiire ettiklerinde proliferasyonun ve
osteogenezin Onemli derecede hizlandigini gostermislerdir. Osteojenik indiikklenme
uygulanmayan gruptan elde edilen kosullu besiyerinin ise bdyle bir etkisi
gbzlemlenmemistir (74). Literatiirde bildirilen bu rapor ¢alismamizi desteklemektedir.
Ancak bu ¢aligmada kosullu besiyeri, kemik iligi stromal hiicrelerinden toplanmaistir.
Kemik iliginin, osteoprojenitor hiicrelerin temel kaynagi oldugu bilinmektedir. Ancak
kemik iligi izolasyonu donér i¢in invaziv bir islem gerektirir ve agrili bir siirectir.
DPKH’leri cerrahi islem gerektirmeksizin basit bir dis ¢ekimi operasyonu ile elde
edilebilir ve elde edilen kok hiicreler osteojenik olarak indiiklenebilir, rahatlikla kosullu

besiyeri toplanabilir. Bu acidan ¢alismamiz 6zgiindiir.

Kosullu besiyeri uygulanan hiicrelerin biyolojik aktivitelerinin olumsuz yonde
etkilenmediginin de yapilan ¢aligmada test edilmesi gerekmektedir. Bu amagla biz
calismamizda kosullu besiyeri uyguladigimiz deney ve kontrol gruplarinda canlilik,
senesens ve mitokondri potansiyellerini karsilastirdik. 7. ve 14. giinlerde Olciilen
canlilik sonuglaria bakildiginda osteojenik farklilasmis hiicrelerden toplanan kosullu
besiyerinin, uygulandigt DPKH’lerinin canlilik yiizdelerini kontrol grubuyla
karsilagtirildiginda artirdigr saptanmustir. 7 ve 14. giinlerde yapilan senesens testi

sonuglart da canlilik testi sonuclarin1 desteklemektedir. Farklilasmis hiicrelerden elde
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edilen kosullu besiyerinin, uygulandigi hiicrelerin B- galaktazidaz aktivitesini kontrol
grubuna oranla azalttig1 tespit edilmistir. Mitokondri potansiyeli testi sonucglarinda ise
kontrol ve deney gruplar1 arasinda istatistiksel olarak anlamli bir fark bulunamamastir.
Bu sonug, kosullu besiyerinin uygulandigi hiicrelerin mitokondri depolarizasyonunu

etkilemedigini gostermektedir.

RUNX2 osteoblastik farklilasmada Onemli bir role sahiptir (74). Eksikligi veya
mutasyonu kemik anomalileriyle sonuglanabilir. Runx2, osteojenik farklilagma sirasinda
erken bir osteojenik marker olarak kabul edilmektedir. Dolayisiyla erken giinlerde
kemik olusumu esnasinda ekspresyon seviyesi artmaktadir. Calismamizdan elde
ettigimiz veriler sonucunda osteojenik besiyeri ve kosullu besiyeri uygulandiktan sonra
3. giinde Runx2 ekspresyonlarinin anlamli derecede arttig1, 6 ve 9. giinlerde sabit bir
sekilde devam ettigi, ilerleyen giinlerde ise ekspresyon seviyelerinin giderek azaldigi
deney gruplarinda tespit edilmistir. Kontrol grubunda Runx2 ekspresyonu deney
gruplarina nazaran diisiik bir sekilde ifade edilmis olup, sabit seviyede devam etmistir.
Ancak 12. giinde kontrol grubunda Runx2 ekspresyonunun bir miktar arttig1
gozlenmistir. Bunun sebebi, DPKH’lerinin kiiltiiriin ilerleyen giinlerinde osteojenik
yolaga girme egilimi gosterdiginden erken osteojenik marker olan Runx2 ifadesi artmis
olabilir. OP kemik dokuda yiliksek bir sekilde eksprese edilen genlerden biridir.
Osteoblast farklilagmasini takiben OP’in ekspresyon seviyesinde artis gozlenir (74).
OCN ise olgun osteoblastlar tarafindan sentezlenen osteoblast iliskili major bir lirtindiir.
Osteoblast farklilasmasini takiben OP gen ekspresyonu 3-6 ve 9. giinlerde osteojenik ve
kosullu besiyeri uygulanan gruplarda artmis olup, kontrol grubunda ise ekspresyon
seviyesinin diisiik oldugu goriilmistiir. 12 ve 15. gilinlerde osteojenik besiyeri
uygulanan grupta OP ekspresyonu bir miktar azalsa bile kosullu besiyeri uygulanan
grupta sabit bir sekilde devam etmistir. Normal bir farklilasma senaryosunda,
farklilasmay1 indiikleyecek ajanin ekspresyonlart erken giinlerde artirdigi ilerleyen
giinlerde ise ekspresyon sonucu olusan transkriptlerin proteine kodlandigi igin
ekspresyon seviyelerinin distiigii kabul edilebilir. Bu gibi durumlarda, ilerleyen
giinlerde gen ekspresyon seviyesinin degil protein seviyesinin artmasi beklenir.
Yaptigimiz ¢alismada da osteojenik besiyeri uygulanan grupta hem OP hem de OCN
gen ekspresyonlarinin bu senaryoya uydugu goriilmiistiir. Ancak kosullu besiyeri

uygulanan grupta erken giinlerde pik yapan osteojenik genlerin ekspresyonlar ilerleyen
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giinlerde de yliksek seviyede devam etmistir. Bu bize kosullu besiyeri uygulanan grupta
osteojenik farklilagmanin kok hiicre havuzunda siirekli bir sekilde devam ettiginin

acikea bir gostergesidir.

Sonug olarak, DPKH’leri etik problemi olmaksizin elde edilebilmeleri, kolay bir sekilde
iiretilebilmeleri ve c¢oklu hiicre hatlarina farklilasabilme yeteneklerine sahiptir. Bu
nedenle ¢alismamizda iDPKH hatt1 kullanmayi tercih ettik. Bu hiicreler klinik anlamda,
ozellikle de dis hekimligi, rejeneratif tip ve doku miihendisligi gibi alanlarda
ontimiizdeki birkag yil icerisinde kullanilabilecek 06zel hiicrelerdir. Klinik
uygulamalarda giliniimiizde yapilan calismalarda hastaya hiicre yerine, Sekretom
verilmeye baslanmistir. Osteojenik farklilasmis hiicrelerden elde edilen kosullu
besiyerinin in vitroda MKH’leri osteojenik yolaga indiikledigini ¢alismamizda
gosterdik. In vivoda hasarli kemik bolgesine kosullu besiyeri verilmesi sonucu bélgede
bulunan MKH’leri indiikleyip kemik dokusunun tamirini saglayip saglayamayacagi
yeni bir arastirma konusu olabilir. MKH’lerin farklilastirilmalar1 besiyerine eklenen
indiiksiyon bilesenleri ile saglanabilse de her hiicrenin in vivo ortamda yer aldig1 nisi bu
indiiklenmede etkilidir. DPKH’leri de kemik hiicrelerine doniisme egilimindedirler. Bu

nedenle farkli bir hiicre hattiyla da bu ¢aligsma tekrarlanabilir.
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