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OZET

Pedersen ND. Yaslanmanin ve inflamasyonun dental pulpa hiicrelerinin kok
hiicre dzgiilliigii iizerine etkisi. Hacettepe Universitesi Dis Hekimligi Fakiiltesi,
Endodonti Anabilimdalhi Uzmanhk Tezi, Ankara, 2020. Bu c¢alismanin amaci
saglikli, geri dontistimlii pulpitisli ile geri dontistimsiiz pulpitisli geng ve yasl bireylere
ait dis pulpasinda mezenkimal kok hiicre varligi, sayis1 ve proliferasyon kapasitesinin
incelenmesidir. Bu ¢alismada, saglikli dis pulpalar1 ¢ekilen yirmi yas dislerinden,
inflame dis pulpalar1 da kok kanal tedavisi sirasinda uzaklastirilan pulpalardan elde
edildi. Calisma gruplari: Geng saglikli pulpa dokulari(n=2), gen¢ geri doniistimlii
pulpitisli pulpa dokulari(n=2), gen¢ geri doniistimsiiz pulpitisli pulpa dokulari(n=2),
yasli saglikli pulpa dokusu(n=1), yaslt geri doniistimlii pulpa dokusu(n=1). Elde edilen
pulpalardan primer hiicre kiiltiirii hazirlandi. Cogalan fibroblast hiicrelerinin
mezenkimal kok hiicre 6zgiilliigli akis sitometri yontemi ve immiinofloresan boyama
yontemi ile incelendi. Elde edilen kok hiicrelerin proliferasyon potansiyeli lateral
proliferasyon yontemi ile incelendi. Yash saglikli pulpadan elde edilen kok hiicreler
geng saglikli pulpadan elde edilenlere gore daha yavas prolifere olurken, geng geri
dontisiimlii pulpitisli kok hiicreleri, geng saglikli pulpa kok hiicrelerine gére daha hizli
prolifere oldu. Immiinhistokimyasal isaretleme ydntemine gore tiim érneklerin hiicre
stoplazmalarinda pozitif mezenkimal kok hiicre ylizey belirtecleri olarak CD73, CD90
ve CD105 antikorlarinin yaygin olarak isaretlendigi, negatif yilizey belirteci olarak da
CD34 ve CDA45 in hi¢ isaretlenmedigi gozlendi. Akis sitometri sonuglarina gore,
gruplar arasinda fark olmaksizin tiim gruplarin mezenkimal kok hiicre 6zgiilliigt %98-
%100 arasinda bulundu. Sonu¢ olarak inflamasyon ve yasa bagli olarak dental
pulpanin mezenkimal kok hiicre 6zgiilliigii degismezken, proliferasyon kapasitesinde
yasa bagl azalma gozlendi.

Anahtar kelimeler: akis sitometri, dental pulpa, immiinohistokimya,
mezenkimal kok hiicre, proliferasyon

Bu tez calismasi Hacettepe Universitesi Bilimsel Arastirmalar Birimi
tarafindan desteklenmistir.
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ABSTRACT

Pedersen ND. The effect of aging and inflammation on stem cell specificity of
dental pulp cells. Hacettepe University, Dental Faculty, Dept. of Endodontics,
Specialization Thesis, Ankara, 2020. The aim of this study is to investigate the
presence, number and proliferation capacity of mesenchymal stem cells in the dental
pulp of young and old individuals with healthy, reversible pulpitis and irreversible
pulpitis. In this study, healthy pulps were obtained from extracted wisdom teeth and
inflamed pulps were obtained during root canal treatment. Study groups as follow;
Young healthy pulp tissues(n=2), young pulp tissues with reversibl pulpitis (n=2),
young pulp tissues with irreversibl pulpitis(n=2), old healthy pulp tissues(n=1), old
pulp tissues with irreversibl pulpitis(n=1). Primer cell culture were set up witk
obtained pulp. Mesenchymal stem cell specificity of proliferating fibroblast cells was
examined by flow cytometry method and immunofluorescence staining method. The
proliferation potential of the obtained stem cells was analyzed by lateral proliferation
method. Stem cells from old healthy pulp proliferate more slowly than those from
young healthy pulp, while young reversible pulpitis stem cells proliferated faster than
young healthy pulp stem cells. According to the immunhistochemical marking
method, it was observed that CD73, CD90 and CD105 antibodies were commonly
labeled as positive mesenchymal stem cell surface markers in the cell stoplasmas of
all samples, and CD34 and CD45 were not marked as negative surface markers.
According to the flow cytometry results, the mesenchymal stem cell specificity of all
groups was found between 98% and 100%, without any difference between the groups.
As a result, while mesenchymal stem cell specificity of the dental pulp did not change
due to inflammation and age, age-related decrease in proliferation capacity was
observed.

Key words: dental pulp, flow cytometry, immunohistochemistry,
mesenchymal stem cell, proliferation.

This thesis study was supported by Hacettepe University Scientific Research
Foundation
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SEKILLER

Dis gelisim sirecleri. Dis gelisimi ektomezenkim ve oral epitel arasindaki
etkilesim sonucunda baslamaktadir ve alti evresi vardir; kalinlasma,
tomurcuk, kep, can, skretuar ve stirme evreleri (16).

(A)Matdir pulpanin tabakalarini gésteren kesit ve (B) Pulpanin tabakalarini
ve odontoblastlarin dentin tibdullerinin igerisine olan uzantilarini gosteren
sekil (21).

Dentin pulpa kompleksinin ¢lriik lezyonuna yanit olarak yanitinin sematik
olarak gosterilmesi. Reksiyoner dentin hafif diizeyli uyaranlara karsi olusur
(6rnegin, pulpa ekspozu olmayan minor clriikler sonucunda meydana
gelen dentin hasari) ve potansiyel olarak irritanlara karsi immin cevabi
aktive eden proanflimatdor medyatorler icerir. Reperatif dentin olusumu
daha siddetli bir hasara cevap olarak koék hiicre/progenitor hiicrelerden
yeni odontoblast benzeri hiicrelerin olusturulmasi strecidir (25).

Kok hicrelerin farklilasma potansiyellerine gore siniflaniriimasi.
Germ yapraklari ve dénustikleri yapilar.
Cesitli mezenkimal hiicre kaynaklari

In vivo ortamda perisitlerin hasar/tamir cevabi. Hasar durumunda ya da
doku hemostazinin saglanmasi amaciyla perisitler kan damarindan kopar.
pMS: premezenkimal kdk hiicre. pMSC'’ler hasar bolgesine go¢ edip dokuya
0zgli hicrelere donislip tamiri saglamaktadirlar (55).

Dental kok hiicre kaynaklari. SHED: Disen st disi kok hicreleri, DPSC:
Dental Pulpa Kok Hiicreleri, PDLSC: Periodontal Ligament Kok Hicreleri,
SCAP: Apikal Papilla Kok Hiicreleri DFSC: Dental Folikul Kok Hicreleri (4).

Oral mezenkimal hiicrelerin farklilasma kapasitesi (14).

2.10. Yaslanmanin dental pulpa koék hiicrelerine etkisi (25).

2.11. Inflamasyonun sebepleri ile fiziksel ve patolojik sonuclari.
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5.1. Yara iyilesmesini incelemek igin kullanilan iki ydntem. A) Hiicre tabakasinin
yiizeyinde bir pipet ile cizik olusturularak yara yiizeyi eldesi B) iki bdlmeli
alet ile yara bolgesi olugturulmasi (211).

XV

66



XVi

TABLOLAR

Tablo Sayfa
3.1. Mezenkimal kok hiicre 6zgllligl belirlemek igin kullanilan antikorlar. 41
3.2. Akig sitometrisi igin kullanilan antikorlar. 44

4.1. incelenen érneklerdeki hiicre sayisi ile akis sitometrisi asamasinda okunan

hiicre sayisi ve hiicrelerde yilizde oranlarina gore antikor isaretlenmesi

sonuclari. 54



1. GiRiS

Dis kuron ve kok olmak Gzere iki yapisal elemandan olusmaktadir. Matir bir
disin sert dokularini mine, dentin ve sement olustururken, yumusak dokusunu ise disg
pulpasi olusturur (1). Dis pulpasinin esas fonksiyonu diste dentin olusumunu
saglamak ve disin canliligini korumak olan dokudur (2). Dis pulpasi konnektif bag bir
bag dokusudur ve dentin yapimindan sorumlu odontoblastlar, kollajen yapimindan
sorumlu fibroblastlar, savunma hiicreleri ve farklilasmamis kok hiicreler gibi cesitli
hicreler icerir (3). Dis pulpasi mezenkimal kokenli olmasi nedeniyle progenitoér kok
hiicresi icerir. Yapilan calismalar dis pulpa kok hicrelerinin pek cok hiicreye
farklilasma kapasitesinin  oldugunu ve hasarl  dokularin  onarilmasinda
kullanilabilecegini gostermektedir (4-7). Dis pulpasinin en bliylik dezavantaji kolateral
dolagima sahip olmamasi ve bunun neticesinde enfeksiyon gelistigi durumlarda geri
donlisimsiz olarak hasara ugrama riskinin yiksek olmasidir (2). Dis pulpasi geri
donisimsiz hasara ugradigl zaman baslangicta damar gecirgenliginin bozulmasina
bagh olarak gelisen vazodilatasyonla geri donlsimli (reversible) bir iflamasyon
gelisirken, tedavi edilmedigi durumlarda, siddetli agrilara sebep olan geri
donistmsuz irreversible pulpitis dedigimiz patolojik durum ortaya cikabilir ve de dis
pulpasi canhiligini yitirerek devaminda disin periapikal bolgesinde patoloji gelisimi
gorilebilir. Bu durumda kok kanal tedavisi yapilmasi gerekmektedir. Kok kanal
tedavisi islemleri sirasinda dis pulpasi tamamen uzaklastiriir ve sekillendirilme
asamasinda kanallardan belli miktarda doku kaldirilir; bu durum disin zayiflamasi ile
sonuglanir (8). Pulpanin uzaklastiriimasi islemi sonucunda faydali olabilecek kok
hiicreler de elimine edilmektedir. Literatirde inflame dental pulpanin da kok hiicre
icerigine sahip oldugunu gosteren calismalar rapor edilmistir (9, 10). Diger taraftan
yaslanmayla beraber dentin yapiminin devam etmesiyle pulpa odasinda daralma,
odontoblast, fibroblast ve mezenkimal hiicre sayisinda azalma gibi hlicresel ve yapisal
degisiklikler meydana gelmektedir(11, 12). Bu degisimlere ragmen yasli bireylerin

azalarak da olsa kok hiicre kapasitesinin devam ettigi gosterilmistir(7).



Buradan yola ¢ikarak, bu galismada 15-30 yas araligindaki ve 60 yas Ustl olan
bireylerde geri dontsimli ve geri donlslimstiz pulpitisli disler ile saglikh pulpal
dislerdeki kok hicre varligl, miktari ve yara iyilesme kapasitelerinin incelenmesi

hedeflenmistir.

Hastalardan onam alindiktan sonra geng ve yasl bireylerin saglikl dis pulpalari
cekilen yirmi yas dislerinden, geri dontsimll pulpitis vakalari ¢liriik temizlenirken
pulpa odasi acillan ve kanal tedavisi yapilmasina karar verilen dislerden, geri
donisimsuz pulpitisli dis pulpalar ise koék kanal tedavisi sirasinda uzaklastirilan
pulpalardan elde edilmesi planlanmistir. Elde edilen fibroblast hiicrelerinin ¢cogalma
kapasitesi lateral migrasyon yontemiyle, mezenkimal koék hicre 6zgllliglu akis

sitometri ve imminofloresan boyama yontemi ile incelenecektir.

Gahsma gruplari:

1. Geng saglikh pulpa dokulari (n=2)

2. Geng geri dontisumli pulpitisli pulpa dokulari (n=2)

3. Geng geri donlstimsiiz pulpitisli pulpa dokulari (n=2)

4. Yash saglikli pulpa dokusu (n=1)

5. Yasli geri donistimli pulpa dokusu (n=1)



2. GENEL BIiLGILER

2.1. Dental Yapilarin Fizyolojisi

Dis gelisimi uterusun 6. haftasinda baglamaktadir ve birinci brankiyal ark
ektodermi (epiteli) ve noral krest kaynakli mezenkim arasindaki etkilesimler
sonucunda meydana gelmektedir. Tomurcuk evresi dis gelisiminin ilk morfolojik
belirtisidir; oral epitel kalinlagir ve altinda bulunan noral krest kékenli mezenkime
dogru uzanir (13, 14). Epitel mezenkime dogru derinlesmeye baslayip kep seklini
aldig1 kep evresi ve ardindan da ¢an evresi goriilmektedir (Sekil 2.1)(15). ilerleyen

donemlerde ise dis gelisim siirecleri tamamlaninca dis siirmesi gerceklesir (16)
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Sekil 2.1. Dis gelisim sirecleri. Dis gelisimi ektomezenkim ve oral epitel arasindaki
etkilesim sonucunda baslamaktadir ve alti evresi vardir; kalinlasma,
tomurcuk, kep, can, skretuar ve siirme evreleri (16).

Alveolar Kemik

Dental epitelyum ile cevrelenen mezenkim dokusu dental papilla olarak
adlandirilir ve dis pulpasi ile odontoblastlar bu yapidan meydana gelmektedir. Dis
minesini olusturan ameloblastlar ise epitel kodkenlidir (13). Kron formasyonu
tamamlandiktan sonra ameloblastlar programlanmis hiicre 6limi ile ortadan kalkar

ve boylece minenin tamir sansi kalmamis olur. Ameloblastlarla etkilesim sonrasinda



odontoblastlar primer dentini olustururlar ve sitoplazmik uzantilari dentin tibdulleri

icinde kalacak sekilde yeni olusmus olan dentin tabakasina dogru siralanirlar (17, 18).

2.1.1. Dis Pulpasi

Dis pulpasi sert dentin ile ¢evrelenmis olan bir bag dokusudur (19). Bu bag
dokusu ekstraselliler matriks, pek cok hilicre, damar ve sinir iceren bir damar sinir
paketidir. Apikal foramenden gecen damar sinir paketi ile kan dolasimi minimal de
olsa saglanir ve dis canhligini bu sekilde devam ettirir. Kan damarlari dis pulpasinin
beslenmesini saglar. Dis pulpasinin yapisindaki sinir agi ise agri yoluyla zarar veren bir
uyaran oldugu zaman bunu iletmekten sorumludur. Pulpa yapisinda dendritik
hiicreler, makrofajlar ve lenfositler gibi immin sistem hiicreleri mikroorganizmalarin
ve yabanci antijenlerin pulpa dokusuna ge¢mesine engel olurlar. Dis pulpasinda
ylksek miktarda kollajen ve fibroblast bulunur, fibroblastlar ekstraselliler matriksin

yapimindan sorumludur ve dis hasari meydana geldigi zaman da gorev alirlar(20, 21)

Odontoblastlar ve preodontoblastlar dental pulpa ile dentini birbirinden
ayirmaktadir. Bu hticreler reaksiyoner dentin olusumundan sorumludurlar (22). Bu
tabakanin yakininda pulpa dokusu kolajen fibrinleri acisindan zenginken hiicre
acisindan fakirdir. Daha derinde ise progenitor hiicreler ve farklilasmamis hiicreler
bulunmaktadir. Bu hicrelerin bazilarinin kdk hiicre 6zelligine sahip oldugu
dislinilmektedir. En icteki tabaka dental pulpanin merkezidir ve vaskdler pleksus ile
sinirleri icerir. Ancak bazi sinir dallari ve kapiller damarlar odontoblast tabakasina

uzanir(Sekil 2.2) (23).
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Sekil 2.2. (A) Matir pulpanin tabakalarini gésteren kesit ve (B) Pulpanin tabakalarini
ve odontoblastlarin dentin tlbiillerinin igerisine olan uzantilarini gosteren
sekil (21).

Dis fonksiyonel hale gelip Ust ve alt ¢ene disleri arasindaki temaslar olusana
kadar primer dentin olusumu devam eder. Ardindan hayat boyu devam eden
sekonder dentin olusumu baslar (3, 23). Tersiyer dentin olusumu fizyolojik degildir ve
lokal uyaranlara karsi olusmaktadir. Bu durumda ya odontoblastlar reaksiyoner
dentin olustururlar ya da odontoblast hicreleri 6lir ve bolinme yetenekleri
olmadigindan yerlerine pulpada yer alan progenitor/kék hiicreler gecip reparatif

dentin olustururlar (Sekil 2.3) (23, 24).
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Sekil 2.3. Dentin pulpa kompleksinin clirik lezyonuna yanitinin sematik olarak
gosterilmesi. Reksiyoner dentin hafif dizeyli uyaranlara karsi olusur
(6rnegin, pulpa ekspozu olmayan minor cirikler sonucunda meydana
gelen dentin hasari) ve potansiyel olarak irritanlara karsi immiin cevabi
aktive eden proanflimator sitokinleri icerir. Reperatif dentin olusumu daha
siddetli bir hasara cevap olarak kok hlcre/progenitor hiicrelerden yeni
odontoblast benzeri hiicrelerin olusturulmasi stirecidir (25).

2.1.2. Yaglanma ile Beraber Pulpa Dokusunda Goriilen Degisimler

Dis pulpasi da viicudun diger dokulari gibi yasa bagli degisimlere ugramaktadir
ve bunun sebebinin kdk hicrelerinde gorilen senescence(yaslanma) olabilecegi

diuslintlmektedir (26).

Yaslanmaya baglh dentin tibdllerindeki sklerozis ve pulpa odasinin genisliginin
azalmasi da yaslilarda pulpa duyarhliginin azalmasina sebep olur (27). Bunun yani sira
yasl hastalarda daha az sinir dallanmalari ve bu sinir dokusunda daha fazla
mineralizasyon gorliir. Bu durum termal uyaranlara karsi azalmis ve gecikmis cevap
alinmasina bunun sonucu olarak pulpa testlerine yanlis cevap olusumuna neden

olabilir (28-30)



Yasla beraber pulpa hiicreleri degisime ugrar, pulpanin hacmi azalip,
innervasyonunda disis olurken kan akisi ve fibroblast sayisi da azalir (26, 31),
hicrelerinin morfolojisi degisir ve daha igsi (spindle like) bir sekil alir (32). Otofajik
aktivitelerinde azalma sonucunda hiicre igi lipit birikimi ve neticesinde fonksiyon
kaybi gorilar (33). Pulpadaki hiicre yogunlugundaki degisimler ve azalmis pulpa kok
hiicre aktivitesi dis zedelenmesi karsisinda pulpanin rejeneratif kapasitesinin
azalmasina sebep olsa da (34) yasli bireylerden elde edilen pulpa dokularinda Alkalen
fosfataz (ALP) aktivitesinin arttigi gosterilmistir (35). Gercekte, dental pulpa
dokusundan elde edilen kimi hiicrelerin kendini yenileme ve rejenerasyon
kapasitesinin oldugunu gosteren bircok calisma mevcuttur. Dental pulpanin
rejeneratif kapasitesinin olmasi yapisinda bulunan kék hiicreler sayesindedir (5, 36,
37). Dental pulpa kok hiicrelerinin isleyisini anlayabilmek igin dncelikle kok hiicrelerle

ilgili genel bilgilere g6z atmamiz gerekir.

2.2. Kok Hiicreler

Kok hiicreler; kendini yenileme ve cesitli fiziksel ve deneysel kosullar altinda
Ozellesmis olgun hiicrelere donisme 6zelligi bulunan hiicrelerdir (38). Bu tip hiicreler
kemik iligi, kan, kalp, bagirsak, adipoz doku, karaciger, pankreas ve disler gibi bircok

organ ve dokudan izole edilmistir (39).

Kok hicreler;

1. Embriyonik kok hicreler
2. indiiklenen pliiripotent kok hiicreler
3. Post-natal(yetiskin) kdk hiicreler olmak Gzere g gruba ayrilmislardir (14).

indiiklenen pliiripotent kék hiicreler belirli transkripsiyon faktérleri tarafindan
embriyonik  kék hicre benzeri hicreler olusturmak (zere vyeniden

programlanmaktadirlar (40). Embriyonal kok hicreler 3 germ tabakasina



farklhlasabilirken, yetiskin kok hiicreleri sadece belirli hiicre gesitlerine dénusebilirler.
Dolayisiyla Embriyonal kok hiicrelerin doku rejenerasyonu icin kullaniima
potansiyelleri yetiskin kdk hiicrelerden daha fazladir. Ancak bu tarz hiicrelerin klinik
olarak kullanimi etik ve yasal olarak uygun degildir. Yetiskin kok hiicrelerinin esas

gorevi bulunduklari dokunun devamliligini ve tamirini saglamaktir (41).

Totipotent Kok Hucre

“y

. Pluripotent K&k HUcre

. Multipotent Kék Hicre

Progenitér Hicreler
¥ R}

Hematopoetik Kardiyak Endotelyal Mezenkimal

Sekil 2.4. Kok hiicrelerin farklilasma potansiyellerine gore siniflaniriimasi.

Kok hiicreler farklilasma potansiyellerine goére totipotent, pluripotent,
multipotent ve unipotent olmak Uzere siniflandirilirlar (Sekil 2.4). Totipotent kok
hiicreler organizmanin butin hiicre tiplerine doénisebilir, pluripotent kok hicreler
biitlin germ tabakalarinin hiicrelerini olusturabilirlerken, multipotent kok hiicreler ise
bulunduklari germ yapragindaki tiplerine (unipotent hiicrelere) doniisme yetenegine

sahiptirler ve unipotent kok hiicreler sadece tek bir hiicre tipine donusebilirler (42).

Embriyogenez sirasinda hicreler germ tabakalari olarak adlandirilan
agregatlar olusturur. Germ tabakalari; endoderm, mezoderm ve ekdoderm olmak
Uzere Uge ayrilmaktadirlar (43). Endodermden akciger, mide, karaciger, pankreas ve
bagirsak gibi solunum ve sindirim sistemi organlari gelisir (44).Mezoderm
tabakasindan kemik, kalp kasi ve iskelet kasi, kan, damar ve Urogenital sistemler ile
bag dokusu gelismektedir (45). Ektoderm epidermis, sinir sistemi ve ekzokrin bezlerin

gelistigi germ tabakasidir (Sekil 2.5)(46).
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Sekil 2.5. Germ yapraklari ve donusttkleri yapilar.

Bircok yetiskin doku travma, hastalik ya da yaslanma gibi durumlarda kendini
yenileme 6zelligi olan bu kok hiicreleri bulundurur (47). Boylece kan, kemik, epitel ve
sinir sitemi gibi dokulara hayat boyunca yeni hiicreler saglanabilir. Yetiskin kok
hiicreler nis (niche) denilen kiicik bolgelerde bulunur; bu bolgelerde kok hiicre

davranisi ve hiicre 6limii ile kendini yenileme arasindaki denge diizenlenir (48).

Kok hicrelerinin Parkinson, Amniyotrofik Lateral Skleroz(ALS), Alzheimer,
inme, omurilik hasari, Multipl Skleroz, radyasyona bagh bagirsak hasari, enflamatuar
bagirsak hastaligi, karaciger rahatsizliklari, Duchenne kas distrofisi, diyabet, kalp
hastaligi, kemik hastaliklari, bobrek hastaliklari, kronik yaralar, Graft-versus-host
hastaligi ve solunum vyolu hastaliklarinda kullanilabilecegi yapilan c¢alismalar

neticesinde bildirilmistir (43).
2.2.1. Mezenkimal K6k Hiicreler

Mezenkimal terimi mezodermal orijinli dokuyu tanimlamaktadir. Gelisimsel
olarak bakildigi zaman mezodermal orijinli dokular; orta embriyolojik germ
tabakasindan olusurlar ve kas-iskelet, kan, damar ve lirogenital sistemler ile bag
dokusu bu tabakadan gelismektedir. Mezenkimal koék hicreler; kan dokusu
hiicrelerinden farkli olan ve bag dokusundan izole edilen, in vitro ortamda kok hticre

ozelligi gésteren hiicreler olarak tanimlanmaktadir (49-51). ilk olarak kemik iliginde
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1974 yilinda Friedenstein ve ark. tarafindan kesfedilmistir (51). Mezenkimal kok
hiicreleri ig seklinde, fibroblast benzeri yapiskan (adherent) hicrelerdir ve
farklilasmamis hicrelere replike olabilirler (52). Her ne kadar kemik iligi kok hicreleri
mezenkimal kok hicreler igin asil kaynak olarak gorilse de bilimsel ve preklinik
calismalarda; plasenta, umblikal kord (gébek bagi), kan, adipoz doku, dermis, sac
foliklill, periosteum, kemik iligi, iskelet kasi, amniyotik sivi ve orofasiyal bolgelerde
de mezenkimal kdk hicre saptanmistir (Sekil 2.6)(53). Mezenkimal kdk hicreler
bltlin mezodermal hiicre gesitlerine donilisebilmelerinin yani sira; ektodermal ve
endodermal hiicre cesitlerine de donisebilmektedirler (54). Kemik, kikirdak, yag,
tendon, kas ve kemik iligi stromasi gibi bircok mezenkimal kékenli dokuya

farkhlasabilmektedirler (47).

Bag dokusu tim vicutta bulunmaktadir ve bu durum bag doku hiicrelerinin
preklsorlerinin bircok dokuda bulunabilecegini ve bu bolgelerde homeostaz ve tamir

icin mezenkimal kok hiicre olarak gérev alabileceklerini diisindirmektedir (55).

Dental ve orofasiyal bolge: dental doku
(dental pulpa, diisen sut disi, apikal
~___ papilla, periodontal ligament, dental
B folikdil),oral kavite mukozasi, orofasiyal
kemik dokusu, adipoz doku, tiikiriik bezi
maksiller sinus

Sag folikGli

———— liskelet kasi
Adipozdoku —
Amniotik sivi —— ___— Kemikiligi
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///
Plasenta ~ \
\\
D
N
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Sekil 2.6. Cesitli mezenkimal hiicre kaynaklari

Mezenkimal kok hicrelerinin tanimlanmasi igin kdk hicre reseptoérlerine

baglanan antikorlardan faydalanilir. Tek basina bir belirte¢(marker) bulunmamasina
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ragmen bu tir hicrelerin tanimlanmasi igin belirli kriterler bulunmaktadir. Bu
kriterler Uluslararasi Hicresel Tedavi Dernegi bildirisinde (The International Society

for Cellular Therapy position statement) belirtilmistir (56);

1. Mezenkimal kok hicreler plastik adherent (yapisan) 0Ozellik
gostermektedirler ve standart kdltir kosullarinda doku kilttr flasklarinda

bulunduklari zaman colony-forming unit fibroblasts (CFU-f) olarak anilmaktadirlar.

2. Mezenkimal kok hiicre popillasyonlari CD105, CD73 ve CD90 gibi
belirtecleri eksprese ederlerken (>%95), CD45, CD34, CD14, CD11b, CD79a, CD19 ve
insan lokosit antijen — antijen D’ye bagl (HLA-DR) yizey belirteclerini eksprese

etmezler (<%2).

3. Bu hicrelerin belirli kosullarda osteoblast, adiposit ve kondrositlere

donisme o6zelliklerinin bulunmasi zorunludur.

Mezenkimal kék hicrelerinin bélinme dengesi, uygun sayida kok hiicre ve
farklilasmis hiicre olusturmak icin gelisimsel ve cevresel sinyallerle kontrol edilir (57).
Aslinda farklilasmis hicrelerin ¢ogalma kapasiteleri her béliinmeden sonra azalan
telomer uzunlugundan dolayi sinirhdir. Fakat mezenkimal kok hiicreleri telomeraz
eksprese ettikleri icin diger somatik hiicrelere gére daha uzun telomerlere sahiptirler
ve bu sayede cogalma kapasiteleri oldukca yliksektir (41). Sonug olarak mezenkimal
kok hicreleri 6zgin 6zelliklerini kaybetmeden in vitro olarak 10 pasajdan daha fazla
cogalabilme yetenegine sahiptirler (58). Her ne kadar bir¢ok dokunun mezenkimal
kok hiicrelerinin osteoblast benzeri, kondrosit benzeri ve adiposit benzeri hiicrelere

donlisme kapasitesi olsa da bunu homeostas sirasinda in vivo olarak yapmazlar (55).

Mezenkimal kok hiicrelerinin fibroblastlardan ya da perisitlerden gelisiyor
olabilecegi duslinilmektedir. Fibroblastlar kollajen sentezleyen hicrelerdir ve
vicudun bitlin organlarinda bulunmaktadirlar (59). Mezenkimal kok hiicreleri plastik
adherent o6zellikleri ve morfolojik yapilari bakimindan fibroblastlar ile benzerlikler

gostermektedirler (60). Persitler kapillerlerin etrafinda kontraksiyonu saglayan hiicre
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popilasyonudur (Sekil 2.7). Yapilan bazi calismalarda perisitlerin mezenkimal kok
hiicre belirteclerini eksprese ettigi ve adipozit, osteoblast, odontoblast, miyoblast ve

kondrosit benzeri hiicrelere doniisebilecegi bildirilmistir (61-64)

Mezenkimal kok hicreler ile perisitler arasindaki bu ortak 6zellikler (61, 65)
perisitlerin bircok dokuda mezenkimal kok hiicre 6nclsi olabileceginin gdstergesi

olarak kabul edilmektedir (66, 67).
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Sekil 2.7. In vivo ortamda perisitlerin hasar/tamir cevabi. Hasar durumunda ya da
doku hemostazinin saglanmasi amaciyla perisitler kan damarindan kopar.
pMS: premezenkimal kok hiicre. pMSC'ler hasar bolgesine go¢ edip dokuya
0zgl hicrelere donlslip tamiri saglamaktadirlar (55).

2.2.2. Orofasiyal Kok Hiicreler

Orofasiyal mezenkimal kék hiicrelerinin kendini yenileme ve bircok hiicre
tirine donusebilme 06zelligi, doku rejenereasyonu icin ideal bir secenek haline
gelmelerini saglamistir. Orofasiyal dokulardan elde edilmis olan mezenkimal kok
hicreleri kemik iligi mezenkimal kok hiicreleri ile karsilastirildiklarinda Gstiin olan
Ozellikleri sayesinde sert doku rejenerasyonunda onerilmektedir (41). Ayni zamanda
bu kok hicrelerin néral krest orijinli olmalari néral krest kékenli kraniyofasiyal

dokularin rejenerasyonunda kullanilmalari icin uygun olmalarini saglamaktadir (68).
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Dental ve orofasiyal boélge kok hiicrelerinin siniflandiriimasi

1. Dental doku mezenkimal kok hiicreleri (sekil 2.8)

2. Oral kavite mukozasi mezenkimal kok htcreleri

3. Orofasiyal kemik dokusu mezenkimal kok hiicreleri

4. Adipoz doku ve tiikirik bezi mezenkimal kék hiicreleri

5. Maksiller sints kok hiicreleri

PDLSC SCAP DFPC

Sekil 2.8. Dental kok hiicre kaynaklari. SHED: Diigsen sut disi kdk hticreleri, DPSC:
Dental Pulpa Kok Hiicreleri, PDLSC: Periodontal Ligament Kok Hucreleri,
SCAP: Apikal Papilla Kok Hiicreleri DFSC: Dental Folikll Kok Hicreleri (4).

Orofasiyal mezenkimal kok hiicreler odontoblast, osteoblast, néral hiicreler,
kondrosit, adiposit, miyoblast, fibroblast ve endotelyal hiicrelere farkhlasabilirler

(Sekil 2.9) (69).
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Sekil 2.9. Oral mezenkimal hiicrelerin farklilasma kapasitesi (14).

Periodontal

Dental kok hiicreler ektomezenkimal orijinli olduklari igin hem mezoderm
hem de ektoderme ait Ozellikler tasiyabilmektedirler (68). Yumusak dental dokular
multipotent postnatal kok hicreler icin kolay ulasilabilir kaynaklardir (4). Ayni
zamanda kemik iligi ve adipoz dokulardan kdk hiicre alinmasi gibi girisimsel yontemler

icermedigi gibi embriyonik kok hiicrelerdeki etik sorunlar da s6z konusu degildir (39).

2.2.3. Dental Pulpa Kok Hiicreleri

Dental pulpa kok hicreleri ilk defa Gronthos ve ark. tarafindan 2000 yilinda
Uclinct molar dislerin pulpa dokusundan elde edilmistir (5). Dental pulpa kok
hiicreleri kemik iligi kdk hicreleri ile benzer karakteristik 6zelliklere sahiptir. Her iki
doku benzer kok hiicre belirteglerini eksprese etmektedirler ve mineralize doku
formasyonundan sorumlu matriks proteinlerine (alkalin fosfataz, osteokalsin ve

osteopontin) sahiptirler (70-72).

Yetiskin dis dokusunda kok hicreler genel olarak pulpa kavitesinin
perivaskiler bdlgelerinde ve odontoblastik tabaka yakinindaki hicreden zengin
tabakada bulunmaktadirlar ve hasar bolgesine buralardan goc¢ ederler. Yapilan bir
calismada hasar géren odontoblastlarin yerine gecen odontoblast benzeri hiicrelerin

perivaskiler fibroblastlardan kaynagini  aldigi  gosterilmistir.  Ayni  sekilde
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preodontoblastlarin kdkeninin kapillerlerin duvarlarinda bulunan perivaskiler

hiicreler oldugunu rapor eden ¢alismalar bulunmaktadir (73-76).

Dental pulpa kok htcrelerinin morfolojik 6zellikleri incelendiginde dental
pulpa kok hiicrelerinin fibroblast benzeri bir morfolojiye sahip oldugu goézlenmistir (9,
77, 78). Ancak degisik morfolojiler tek bir dental pulpa koék hiicre kolonisinde
gozlenebilir. Bu durum vyetiskin dental pulpasinda cesitli progenitér kék hicre

populasyonlarinin bulundugunu gostermektedir (5).

Literatlirde dental pulpa kok hicrelerinin  ¢ogalma potansiyelleri, yara
iyilesmesi (10), metbolik aktiviteleri (79) ve hiicre sayim deneylerinin yapildigi
calismalar vardir (10, 80-82). Yapilan calismalarda Dental pulpa kok hiicrelerinin hizh
prolifere oldugu ve bu ¢ogalma kapasitesinin kemik iligi kok hiicreleriden daha fazla

oldugu gozlenmistir (83, 84).

Dental pulpa kok hiicreleri osteojenik, kondrojenik, adipojenik, nérojenik ve
miyojenik farklilasma yetenekleri de olan hiicrelerdir (5, 68). Ayni zamanda dental
pulpa kok hicrelerinin melanoma hiicrelerine (85), endotelyal hiicrelere (86),
hepatostilere (71, 87, 88) ve indiiklenmiis pluripotent koék hiicrelere(iPSC) de in vivo

ortamda donUsebilecegi gosterilmistir(54, 89).

Literatlirde yapilan calismalarda o©ncelikle pulpa hiicrelerinin kdk hicre
ozgulliklerinin karakterizasyonu Uzerine c¢alismalar yapilmaktadir. Bu ¢alismalarda
cesitli ylzey belirteglerinin eksprese edilip edilmedigine gore kok hicrelerin

ozgullukleri tayin edilir (5, 7, 79, 90-92).

Chmilewsky ve ark. yaptiklari ¢alismada gram negatif bakteri (irlinG olan
lipopolisakkarit (LPS)'nin fibroblast aktivasyon neticesinde kompleman sistemini
aktive ettigini ve bdylece dental pulpadaki progenitér hicrelerin LPS salgilanan
bolgeye gocliniin gergeklestigini bildirmislerdir (90). Ayrica yapilan hayvan deneyleri

ile de dental pulpa kok hiicelerinin davranissal 6zellikleri incelenmistir (5, 93, 94).
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Dislerin donduruldugu (kriyopreserve) edildigi bir calismada dental pulpa kok
hiicrelerinin mezenkimal kok hicre morfolojisi, immunofenotipi, canlligi ve
proliferasyonunun krityopreserve edilmemis dislerden alinan pulpa dokusu ile benzer
oldugu sonucuna varmislardir (95). Baska bir ¢alismada dis bitlnligl bozulmadan
kriyopreserve edilmis eksfoliye st dislerinin de dental kok hiicre kaynagi icin uygun

oldugu bulunmustur (96).

Yaslanma ile beraber dental pulpa koék hicreleride artmis hiicre boyutu,
azalmis prolifersyon ve diferansiyasyon potansiyeli ile mineralizasyon sirecinin
calismalarda yasa bagl disfonksiyonlarin dental pulpa kék hiicrelerinin adiopojenik,
norojenik ve osteojenik diferansiyasyon kapasitelerinin ve proliferasyon

yeteneklerinin azaldigini rapor etmislerdir (25, 97-99).

cell-free therapies for young teeth aged teeth biomarkers for

age-related diseases age-related diseases
oy exosomes
. ‘ exosomes @) Eo> SA-B-Gal activity
dental pulp stem cells senescence-associated
(DPSCs) dental pulp stem cells secretory phenotype (SASP)

Sekil 2.10. Yaslanmanin dental pulpa kdk hiicrelerine etkisi (25).

2.2.4. Dental Pulpa Kok Hiicrelerinin Dental Doku Miihendisliginde Kullanimi

Hasar gérmis olan kraniyofasiyal dokularin tamiri ve yeniden olusturulmasi
zorlayici bir klinik durumdur. Clinki kraniyofasiyal bolge kemik, kikirdak, ligamenter
doku, yumusak doku ve norovaskiler igerigi olan kompleks bir yapiya sahiptir.

Rejeneratif tipta mezenkimal kok hicre kullanimi umut vericidir (100, 101).

Rejeneratif tibbin ve doku muihendisliginin esas amaci insan hicrelerinin,
dokularinin ya da organlarinin normal fonksiyonlarini kazanmalarini ya da tamir
edilmesini saglamaktir (102). Doku miihendisliginin 3 esas komponenti kdk hicreler,

hiicre iskeletleri ve bliyime faktorleridir (103).
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Dental pulpa kok hiicrelerinin yiksek diizeyde proliferasyon, kendini yenileme
ve cesitli hicre tiplerine farklilasabilme 06zelliklerine sahip olmasi rejeneratif
endodonti dahil diger doku rejenerasyonlarinda kullanilabilmelerinin yolunu agmistir

(4, 14, 104).

2.2.5. Dental Pulpa Kok Hiicrelerinin Farklilagsma Potansiyeli

Odontoblastlar dental papilladan diferansiye olan post-mitotik hicrelerdir
(105). Dental pulpa hasari sebebiyle odontoblastlar 6ldugi/hasar gordigii zaman,
odontoblastlarin bélinme kapasitesi olmadigi icin, 6len odontoblaslarin yerine pulpal
kaynakl kok hiicreler gecer ve odontoblast benzeri hiicrelere doniislip tersiyer dentin
salgilanmasini saglarlar (23). Bu sebeple odontoblastik diferansiyasyon potansiyeli

dental kok hiicreler igin 6nemli bir 6zelliktir.

Pulpa cesitli sebeplerle ekspoz oldugu zaman uygun bir pulpa kaplama ajani
ile pulpa hicrelerinin farklilasmasi ve dental pulpa dokusunun canhliginin devamini

saglamak amaglanmaktadir (106, 107).

Mineral trioxide aggregate (MTA) ve Biodentine perforasyon tamiri, kok ucu
dolgu maddesi, apeksifikasyon materyali ile pulpa kaplama ajani olarak
kullanilmaktadir (108). Yapilan ¢alismalarda MTA’nin ve Biodentine’in odontoblastik

farklilasmayi sagladigi gésterilmistir (106, 108).

Daha sonraki yillarda non-kollajen ekstraseliiler matriks protein ekstrakti olan
dentin matrix proteinl (DMP1)’in ve transforming growth factor-B1 (TGF-1) tek
basina ya da fibroblast blylime faktori 2 (FGF2) ile kombine kullanildigl zaman dental
pulpa kok hiicrelerinin odontoblastlara farklilastigini ve ekspoz olmus pulpa
dokusunda reperatif dentin olusumunu sagladigini géstermistir (105, 109). Bunlarin
yani sira calismalarda hiicre iskeletleri dental pulpa kok hicreleri ile beraber
kullanildiginda odontoblastik farklilasmalar ve dentin yapiminin oldugu gosterilmistir

(110-114).
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Huang ve ark. 2006 yilinda yaptiklari ¢alismada izole edilmis dental pulpa kok
hiicrelerini mekanik ve kimyasal olarak islem gormis dentin yiizeylerine in vitro
olarak ektikleri zaman bu hiicrelerin dental tiibillere uzanan sitoplazmik uzantilari
olan odontoblast benzeri hiicreler olusturduklarini scanning electron microscope

(SEM) analizi ile gostermislerdir (115).

Gronthos ve ark. yaptiklari calismada imminoslprese farelere dental pulpa
kok hiicreleri implante etmislerdir. Ardindan yaptiklari incelemelerde dental pulpa
kok hucrelerinin insan dislerinde oldugu gibi bir bag dokusu olusturdugunu
bulmuslardir. Bu bag dokusunda odontoblastlarin siralandigini ve bu dokunun dentin

tubulleri ile kan damarlari icerdigi bulunmustur (5).

Literatlirde dental pulpa kok hiicreleri ex vivo olarak g¢ogaltildiktan sonra
hidroksiapatit/trikalsiyum fosfat ile beraber immiin sistemi baskilanmis farelere
implante edildiginde pulpa ve dentine benzer yapi olustugunu, olusan bag dokusunda
odontoblastlarin siralandigini ve bu dokunun dentin tibdlleri ile kan damarlari

icerdigi gosterilmistir (5, 116).

Dental pulpa kok hicrelerinde alkaline fosfataz, osteokalsin ve osteopontin
gibi mineralize dokulara benzer belirtecler ve matriks proteinleri bulunmaktadir.
Kiltdr besiyerine ilave edilen gesitli maddeler (6rnegin; gliserolfosfat, deksametazon,
L-askorbik asit) ile osteojenik degisim saglanabilir (9, 117). Literatiirde yapilan pek
¢ok calismada dental pulpa kdk hiicrelerinin osteojenik degisim kapasitesinin oldugu

gosterilmistir (118-121).

Laino ve ark. 2005 yilinda yaptiklari galismada dental pulpa kék hiicrelerinden
in vitro ortamda canl otolog fibréz kemik olustugunu goézlemislerdir. Bu kemik
dokusu imm{in sistemi baskilanmigs farelere transplante edildigi zaman osteosit iceren

lamellar kemik dokusu olustugu belirtilmistir (122).
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Dental pulpa kok hiicrelerinin osteoblast/osteosit farklilasmasi bakimindan bir
kaynak olusturabilecegi ve boylece kraniyofasiyal dokularin rejenerasyonunda

kullanilabilecegi dislintiimektedir (14, 16).

Yapilan gesitli calismalardan dental pulpa kdk hiicrelerinin kondrojeik degisim
kapasitesinin oldugu gosterilmistir. Kondrojenik degisimin gergeklesmesi igin
besiyerine (a-MEM) fetal bovine serum, transforming growth factor-f3,
dekstametazon, insiilin, askorbat-2-fosfat ve sodyum pirtivat gibi maddeler eklenerek
ve 3 haftalik inkiibasyon silirecinden sonra farkhlasmanin gorilebilecegi
belirtilmektedir (123). Westin ve ark. yaptiklari calismada kitosan-ksantan matriksli
iskelet kullanarak dental pulpa koék hicrelerinin kondrositlere farklilastigini
gostermislerdir (124). Osteoartritin dental pulpa kdk hicrelerinin kondrojenik
farklilasma potansiyellerinden faydalanarak tedavi edilebilecegi dustnilmektedir

(14).

Norodejeneratif hastaliklar, Alzheimer hastaligl, Parkinson hastaligi, inme,
omurilik yaralanmasi ve periferal sinir yaralanmasi; noronlarin dejenerasyonu ve
fonksiyon kaybi ile karakterize durumlardir (125). Bu tarz hastaliklarda tedavi
yaklasimi, néron ve diger noronal hiicre gesitlerinin kaybindan kaynaklanan etkileri
ertelemektir (126). Kok hicreler kullanilarak bu tir hastaliklarin éniine gegilmesi
hedeflenmektedir (14). Noronal kok hicreler vicutta ulasiimasi zor alanlarda

bulunmaktadirlar ve ancak beyin ameliyati ile elde edilebilirler (14, 127).

Noral krest hiicrelerinden bas ve boyun bdlgesindeki iskelet ve bag dokusu
gelisir ve ayni zamanda kranyal gangliyondaki néron ve glial hiicreler meydana
gelir(128). Dental pulpa kok hiicreleri néral krest orijinlidir ve bu sebeple cesitli noral
krest gelisimsel genlerine ait mRNA ve noral kok hiicre belirteci olan nestin
ekspresyonu goriilmektedir(58, 128). Rafiee ve ark. 2019 yilinda yaptiklari calismada
epidermal blylime faktori (EGF), FGF2 ve heparin gibi bliyiime faktoérlerini kullanarak
dental pulpa kok hiicrelerinin noron benzeri hiicrelere donistiklerini rapor

etmislerdir (129). Bunun yani sira Zhang ve ark. 2016 yilinda yaptiklar ¢calismada
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noronal farkhlasma faktéleri igeren kitosan iskeletler kullandiklari zaman dental pulpa
kok hicrelerinin néronal farkhlasmaya ugradigini ve bu durumun omurilik hasari icin

umut veren bir durum oldugunu bildirmislerdir (130).

Son vyillarda yapilan ¢alismalarda dental pulpa koék hicresinin uygun
besiyerlerinde dopaminerjik ve motor noéronal farklilasma gosterdigini (131),
kriyoprezervasyon isleminden sonra dahi dental pulpa kék hicrelerinin néronal
degisim kapasitelerini korudugu belirtilmistir (132-134). Diger taraftandental pulpa
kok hucrelerinin aktif noronlara donustligini bildiren herhangi bir c¢alisma

bulunmamaktadir (14, 129).

Zou ve ark. 2019 yilinda yaptiklari ¢calismada dental pulpa kék hiicrelerinin
endotelyal degisim kapasitesinin oldugunu gostermislerdir (135). Aksel ve ark.
yaptiklari calimada dental pulpa kok hicrelerinin anjiogenezizi arttirici etki

gosterebilecegini belirtmislerdir (136).

Yapilan galismalarda dental pulpa kdk hicrelerinin adipojenik farkhlasma
kapasitesinin oldugu gosterilmistir (58, 132, 137, 138). Kdiltlir besiyerine
isobutilmetilksantin, deksametazon, insulin, indometaksin, gentamisin gibi maddeler
ilave edilerek pulpa kdok hicrelerinin adipozitlere dénisebilecegi gosterilmistir(5, 14,

132, 137).

Dental pulpa kdk hiicrelerinin adipojenik farklilasmasindan faydalanarak
kardiyo-metabolik hastaliklar, diyabet ve obezite kaynakh hastaliklarda
kullanilabilecegi dusinilmektedir (139, 140).

Bunlarin yani sira dental pulpa koék hicrelerinin ameloblastik(141),
sementoblastik (16), miyoblastik (142) ve epitelyal farklilasma (143, 144)
kapasitesinin oldugunu gosteren c¢alismalar da vardir. Son yillarda dental pulpa kok

hiicreleri iskemik hastaliklarda kullanildiginda kan akisinda ve kapiller formasyonda
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artis oldugu ve gelecekte umut vadeden bir alan olarak galismalarin yaritilmesi

gerektigi vurgulanmistir (140, 145).

2.2.6. Rejeneratif Endodontide Kék Hiicre Uygulamalarindan Yararlanilmasi

Pulpa revaskiilasizasyonu nekrotik pulpali dislerin yeniden canlandirilmasini
(revitalizasyonunu) saglayan bir yontem olarak tanitilmistir(146). Bu yontemde kok
gelisiminin devamhligi ve kok duvarlarinin kalinlasmasi sert doku birikimi ile
saglanmaktadir (147). Vaka raporlarinda nekrotik pupali ve apikal periodontitisli
diserde periapikal iyilesme saglandiktan sonra kék formasyonunda artis oldugu

gosterilmistir (148, 149).

Pulpa revaskilarizasyonu ile pulpa rejenerasyonu arasinda bazi farkliliklar
vardir (147). Rejenerasyon, dokunun yapisinin ve biyolojik fonksiyonunun orjinal
doku ile benzer sekilde restore edilmesi olarak tanimlanmaktadir (150).
Tamir/revaskilerizasyon ise, hasarli dokunun esas dokudan farkli bir doku ile yer

degistirmesi ve biyolojik 6zelliklerini yitirmesidir (150).

Pulpa boslugunda doku rejenerasyonunu indiklemek igin uzun zamandir
calismalar yapilmaktadir. Basta arastirmacilar kan pihtisi olusumu ile matur dislerde
doku tamirini denemislerdir (41). Fakat kanal boslugunda bag dokusu gelisimi sinirh
kalmistir ve olusan dokunun gercek pulpa dokusu olmadigi gézlenmistir (151, 152).
Bu nedenle rejeneratif endodontik tedavi, rejeneratif degil reperatif bir tedavi olarak
gorilmektedir (153, 154). GunUmizde uygulanan rejeneratif endodonti
calismalarinda kanal iginde olusan dokunun sement ve kemik benzeri doku oldugu
histolojik incelemelerle gosterildigi icin bu islem sirasinda indlklenen kok
hicrelerinin apikal papilladan ziyade peridontal ligament ve kemik iligi kaynakl
oldugu dasuntlmektedir (150, 155, 156). Ayni zamanda bircok calismada
revaskilarizasyon sonrasinda kanal icinde kalsifikasyonlarin olustugu ve bu durumun,
revaskilarizasyonun pulpa fonksiyonlarinin restorasyonunda vyetersiz oldugunu

duslindirmektedir (148, 157).
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Dental pulpa kok hicreleri rejeneratif endodonti igin 6nemli bir potansiyele
sahiptirler (158).Postnatal pulpal mezenkimal kok hiicre popilasyonlarinin in vivo
ortamda transplantasyonu pulpa-dentin kompleksini yapi ve fonksiyon olarak andiran
rejenere doku olusumu agisindan olumlu sonuglar vermistir (159, 160). Dental pulpa
kok hicreleri hidroksiapatit/trikalsiyum fosfat partikdlleri ile beraber immun sistemi
baskilanmis farelere subkutandz olarak transplante edildigi zaman in vivo ortamda
dentin-pulpa-benzeri bir yapi olusumu gorilmustir (5). lohara ve ark. 2009 yilinda
kopekler Ustlinde yaptiklari ¢calismada pulpa-dentin kompleksinin rejenerasyonunu
gostermislerdir (161). 2011 yilinda ayni arastirmacilar gene kopeklerde yaptiklari bir
¢alismada mezenkimal kok hiicre iceren dental pulpayi pulpa bosluguna transplante
ettikleri zaman pulpa dentin kompleksinin olustugunu gérmuslerdir (162). Bu ¢alisma
ile dezenfekte edilmis kanal boslugunda pulpa-dentin rejenerasyonunun elde

edilmesi icin pulpa hiicresine ihtiyag duyuldugu ilk defa gosterilmistir (162).

Eksfoliye olmus st disi (biodegradable) iskeleler ile insan disi kesitlerine
ekildigi zaman dentin ylizeyinde basarili bir sekilde odontoblast benzeri hiicrelere
donisme gerceklestigi gorulmisken (163, 164), bu yaklasim pulpa bosluguna
uygulandigl zaman vyetersiz kanlanmadan otlrli pulpa-benzeri doku olusumu
gorilmemistir (41). Kanlanmadan kaynakli endiselerden o6tiri istenilen pulpa
rejenerasyonunun elde edilmesiicin asamali olarak doku mihendisligi ile elde edilmis
pulpanin klinik olarak uygulanmasi gerekebilir(165). Yapilan hem in vitro hem de in
vivo galismalar biyime faktorlerini TGF-B ve DMP1 igeren dentin matriks ekstraktlari
ile benzer sekilde dentin-pulpa kompleksi rejenerasyonunu indiikleyebilecegini 6ne
sirmektedirler (166, 167). Temizleme ve sekillendirme islemlerininin ardindan
laboratuvarda vyapilmis olan dental pulpa dokusu vyapilarinin implantasyonu

gelecekteki rejeneratif endodontik tedaviler icin onerilmektedir (41)

Pulpal mezenkimal kok hicrelerin transplantasyon igin g¢ogaltiimalari
gerekmektedir ancak bu hiicreler in vitro olarak kiiltlire edildikleri zaman ¢ok sayida
bélinme meydana gelir ve bir slire sonra senescense yani hiicrelerin yaslanmasi

durumu ortaya ¢ikar ve hiicrelerdeki odonto/osteojenik degisim kapasitesi azalmaya
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baslar (168). Bu durumun 6niine gegebilmek igin Zhangrui ve ark. kiltlr hazirlama
ihtiyacini ortadan kaldiracak sekilde ezilerek kiciltlilmis (mins edilmis) pulpa
dokusunun direkt transplante edilebilecegi bir ydontem lizerinde ¢alismislardir (147).
Bu yontemin ozellikle endodontik tedavi ihityaci olan vital disler (6rnegin parsiyel
pulpotomi ya da pupektomi) icin faydali olabilecegi distunilmuistir. Bu calismada
ezilerek kigulltilmis pulpa dokusunda kok hiicre 6zellikleri ve multipotent 6zellik
gosteren mezenkimal hicrelerin var oldugu, (ic boyutlu hiicre iskelelerine dogru
blylyebildikleri ve mineralize doku olusturmak (zere diferansiye olabilecegi

gosterilmistir (147).

Dis pulpasinda ¢lirtik, travma, mekanik irritasyon gibi bazi dissal uyaranlara
karsi inflamasyon gelisebilmektedir (21). Son yillarda saglikh dental pulpa dokusunun
yani sira inflame pulpa dokusunun da kok hiicre kapasitesine ve farkli hiicrelere

donlisebilme yetenegine sahip oldugunu gosteren galismalar yapiimistir (9, 169).

2.3. inflamasyon

Inflamasyon: dokularin enfeksiyon ve doku hasarina karsi vermis olduklari

hiicresel ve damarsal yanittir (Sekil 2.11) (170, 171).

Akut inflamasyon: Baslangicta ani olarak gelisen bir yanittir ve kisa surelidir;
bu sirecte sivinin, serum proteinlerinin, enflamatuar mediyatorlerin ve hiicrelerin,
ozellikle polimorfonikleer I6lositlerin, hasar alanina dogru goc ettikleri bir durumdur

ve hasar verici durum devam ederse kroniklesebilir (170).

Kronik Inflamasyon: Fibroblastlarin ve vaskiler endotelyumun proliferasyonu,
lenfositlerin, plazma hicrelerinin, makrofajlarin ve enflamatuar medyatérlerin
ortama gelmesiyle karakterize yavas gelisen, uzun sireli bir cevaptir(170). Primer

olarak ya da akut inflamasyona yanit olarak gelisebilir (170).
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Sekil 2.11. Inflamasyonun sebepleri ile fiziksel ve patolojik sonuglari.

2.3.1. Pulpada Inflamasyon
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Diger dokularda oldugu gibi pulpa dokusu da patojenleri elimine edip tamiri

stimile etmek adina enflamatuar yanit vermektedir. Pulpa inflamasyonu dentin

pulpa kompleksinin tamiri ve rejenerasyonu icin gereklidir, aksi takdirde pulpa

nekrozu gelisebilir (172).

2.3.2. Pulpa Hastaliklari

Normal/Saglikh Pulpa

Amerikan Endodonti Dernegi’nin Endodontik Terimler S6zIUgi’nde (American

Association of Endodontists: Glossary of endodontic terms, ed 8, Chicago, 2012)

anlatildig1 sekilde normal, saglikh pulpali disler semptomsuzdur ve elektrikli pulpa

testi, soguk testi, sicak testi gibi vitalite/canlilik testlerine normal yanit vermektedirler

Saglikh pulpali disler spontan semptomlar gostermezler. Pulpa testlerine yanit hafiftir

ve saniyeler iginde kaybolan bir hassasiyet hissedebilebilir. Radyografik olarak

degisen diizeylerde kalsifikasyon gorulebilir fakat rezorpsiyona, ¢liriige ya da mekanik
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faktorlere bagh pulpa ekspozu gorilmez. Bu disler icin endodontik tedavi endike

degildir (173).

Pulpitis

Dental pulpanin inflamasyonunu tarif eden klinik ve histolojik bir terimdir.
Klinik olarak geri dontstimli (reversible) ya da geri donlsimsiz (irreversible) olarak
tanimlanmaktayken, histolojik olarak ise akut, kronik ya da hiperplastik olarak

tanimlanmaktadir (173).

Klinik diyagnozu objektif ve slbjektif bulgulara dayanip inflamasyonun
ortadan kalkarak pulpanin normale dénebilecegi bir duruma geri donistimli pulpitis
denilmektedir. Pulpa dokusu uyaranlar ile irrite olur ve uyaran ortadan kalktigi zaman
tekrardan eski semptomsuz haline geri doner. Reversible pulpitis sebepleri arasinda
clirik, ekspoz olmus dentin, yeni yapilmis dental tedavi ve hasar gormis
restorasyonlar gosterilebilir. irritanin konservatif olarak ortadan kaldirilmasi
semptomlarin ortadan kalkmasini saglar. Pulpada patolojisi olmadigi halde dentin
ekspozunun gorildiglu durumlarda kafa karisikligi olabilir; termal, taktil, mekanik,
osmotik ya da kimyasal uyaranlara karsi gelisen keskin geri dontsimli bir agri
gorilebilir. Dentin hassasiyeti ya da hipersensitivite olarak bilinir. Bu durum dentin
tibdllerindeki sivi akisindan 6tiri meydana gelmektedir ve tani koyarken reversibl

pulpitis ile ayrimini dogru yapmak énemlidir (173, 174).

Pulpadaki inflamasyon durumu ilerledik¢e geri dontsiimsiz bir hal alir. Bu
evrede pulpanin uzaklastirihp kalan boslugun kanal tedavisi ile tedavi edilmesi
gerekmektedir. Bu duruma geri donistiimsuz pulpitis denilmektedir. Semptomatik ve
asemptomatik olmak Uzere iki ¢cesit geri donlsimsiz pulpitis vardir. Semptomatik
pulpitis durumunda aralikli ya da spondan agrilar gorulebilmektedir. Isi
degisikliklerine (6zellikle soguk uyaranlar) abartili ve uzamis agri olusumuna
sebebiyet verir. Bu vakalarda agri keskin ya da kiint, lokalize veya diffiiz olarak

gorulir. ilerlemis irreversible pulpitis vakalarinda cekilen radyograflarda genislemis



26

periodontal ligament goérilebilir. Bu tir dislerde derin restorasyonlar, ¢liriik, pulpa
ekspozu ya da yakin donemde veya daha 6nceden pulpanin hasara ugramis oldugu

gozlenebilir (174).

Dental pulpadaki siddetli hasar geri donisimsiz pulpitis durumunu
tetikleyebilir. Bu durumda kan akisi degisir, vazodilatasyon gorliir ve yliksek vaskiiler
gecirgenlik s6z konusudur; neticede pulpa basinc artar, immin hicreler
etkinlestirilip ve ciddi agriya sebep olan bir sinirsel aktivite goruliir (175-177). Bu
inflamasyonun geri dénlsimsiz olmasi vicudun savunma mekanizmasinin etken
ortadan kaldirilsa bile bu siireci geri dontstlirememesidir. Geri donitsiimsiiz durum
iyiletirilemedigi icin bu tarz durumlarda pulpanin tamamen uzaklastirihp kék kanal
tedavisi yapilmasi gerekmektedir. Doku hasari meydana geldigi zaman farklilasmamis

hicreler iyilesmeden sorumludur (169).

Zanini ve ark. 2017 yilinda yayimladiklari derlemede klinik olarak muayene
edildiginde geri donlstiimstiz pulpitis olarak teshis konulan vakalarda interlokin-8 (IL-

8), TNF-a. ve MMP-9’iin protein ve gen ekspresyonunun arttigini belirtmislerdir (172).

2.3.3. Geri DOniisiimsiiz Pulpa Hasari Olan Dislerde Kok Hiicre

Genel saghgin korunmasinda dental pulpa inflamasyonunun ve enfeksiyonun
yonetimi ¢ok o6nemlidir. Gincel endodontik tedaviler pulpa canliigini ortadan
kaldirabilir ya da hasar verebilir. Bu ylizden pulpa vitalitesini ve dis émriini uzatmaya
yonelik biouyumlu tedaviler gelistirmek dnemlidir. Dental pulpada geri donlisiimsiiz
pulpitis tanisi kondugunda pulpa dokusunun inflame veya enfekte olduguna
inaniimaktadir. Wang ve ark. yaslari 6-40 arasinda degisen 8 saglikh pulpali ve 8 geri
donistmsuz pulpitisli disi olan hastada yaptiklari ¢calismada geri donlsimsiz pulpali
dislerde kok hiicre bulunabilecegini tespit etmislerdir. Hastalikli gruptan elde edilen
kok hicreler daha disiik koloni formasyonu ve proliferasyon kapasitesi
gostermislerdir (9). Pereira ve ark. 2012 yilinda yaptiklari calismada saglikli ve inflame

pulpa karsilastirildigi zaman dental pulpa kok hiicrelerinin morfoloji, proliferasyon ve
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differansiyasyon kapasitesi agisindan benzer oldugunu gostermislerdir; sonug olarak
enflamatuar sirecin kok hicre 6zelliklerini etkilemedigi gosterilmistir (169). Inflame
dental pulpalardan hiicre kultiri elde edilmesi saglikh dislerden hiicre kiltira
edilmesinden daha zor oldugunu belirten ¢alismalar mevcuttur (6, 169). Alongi ve ark.
inflame pulpalardan elde ettikleri dental pulpa kok hicrelerinin normal pulpalara
kiyasla daha yliksek seviyelerde mezenkimal hiicre markerlari olan CD90 ve CD105’i
eksprese ettiklerini bulmuslardir (6). Malekfar ve ark. 2016 yilinda yaptiklari
calismada geri donlsimsliz  pulpitis gorilen disler donduruldugunda
(cryopreservation) normal karakteristik ozelliklerini kaybetmediklerini

gostermislerdir (10).

Odontoblastlar dental pulpada bulunan osteoblast benzeri hiicrelerdir. Ancak
her iki hiicre de sert doku olusturmaktan sorumlu olsa da odontoblastlar son derece
differansiye olmus hicrelerdir ve c¢ogalamazlar. Ayni zamanda kimyasal
benzerliklerine ragmen olusturduklari dentin dokusu vyapisal olarak kemik
dokusundan oldukga farklidir. Dise gelen hasarlar sonucunda odontoblastlar zarar
gordigli zaman pulpa dokusunda bulunan farklilasmamis mezenkimal hiicrelerden
gelisen odontoblastlar bunlarin yerine gecer (6). Bu degisime ugramamis mezenkimal

kok hicrelerinin dental pulpa kdk hiicreleri olduklari diisiintilmektedir (58, 178).

Alongi ve ark. 2010 yilinda yaptiklari calismada geri dontistimsiiz pulpitis tanisi
konan inflame dental pulpadan alinan dental pulpa kok hiicrelerini farelere implante

ettikleri zaman pulpa-dentin benzeri bir yapi olustugunu bulmuslardir (6).

2.4. Dental Pulpa Kok Hiicresi Eldesi

Dental pulpa kok hicrelerinin rejeneratif tedavilerde kullanilabilmeleri igin
izole edilmeleri ve ¢ogaltilmalari gerekmektedir. Dental pulpa koék hicrelerinin
¢ogalmalari icin, transplante edilmeden o6nce kiltirleme ve pasajlama yapilmasi

gereklidir. Hiicre cogalmasi sirasinda kok hiicrelerin 6zellikleri kiltiir sartlarindan
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kolaylikla etkilenebilir (179). Bunlar; sicaklik, nem, ortamin asidik olmasi ve ortamin

oksijen konsantrasyonu gibi faktorlerdir (39).

Dental pulpa kok hiicreleri eksplant kiiltlr, enzimatik ve mekanik yontemlerle
izole edilebilir. En sik kullanilan yontemin enzimatik yontem oldugu bildirilmistir
(180). Birinci sirada kollajenaz tip I'in dispaz ile beraber kullaniminin oldugu ifade
edilmistir (181, 182). ikinci sirada ise en ¢ok goriilen yéntem kollajenaz tip I'in tek
basina (139) kullanimidir (183). Eksplant kiltir tekniginde doku parcalarinin boyutu
onemlidir ve mekanik teknikte genellikle bir filtrasyon asamasi uygulanmaktadir
(183). Enzimatik teknikle benzer olarak eksplant teknikte de bircok hiicre cesidine

donisebilen hiicreleri izole etmek mimkindir (184).

Ferrua ve ark. yaptiklari derlemede en sik kullanilan besiyeri olarak a-
minimum essential medium (a-MEM) (185, 186) ikinci en sik kullanilan Dulbecco’s
modified Eagle’s medium (DMEM) ,lglnci en sik kullanilan besiyeri ise DMEM/12
olarak belirtilmislerdir (183).

2.5. Kok Huicre Belirleme Yéntemleri

1. Akis Sitometrisi (Flow Sitometre)

2. immiinofloresans

3. Koloni Olusturan Unit

4. Polimeraz Zincir Reaksiyonu (Polymerase Chain Reaction,PCR)
5. Protein Ekstraksiyonu ve immiinoblotlama (91)

2.5.1. Akis Sitometrisi

Akis sitometrisi, bir hlicre veya parcacik poptlasyonunun lazer ile fiziksel ve
kimyasal 6zelliklerini tespit etmek ve 6lgmek igin kullanilan bir tekniktir (187, 188).

Hicre veya partikiil iceren bir numune bir sivi icinde slispansiyon haline getirilir ve
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akis sitometre aletine enjekte edilir (189). Numune ideal olarak bir hiicreyi bir lazer
Isini icinden bir seferde akitmaya odaklanir ve sacilan isik hiicrelere ve bilesenlerine
Ozgudir. Hicreler genellikle floresan isaretleyicilerle etiketlenir, boylece 1sik 6nce
absorbe edilir ve daha sonra bir dalga boyu bandinda yayilir (189). On binlerce hiicre

hizlica incelenebilir ve toplanan veriler bir bilgisayar tarafindan islenir (189).

Akis Sitometrisi Kullanim Alanlari:

e Hiicre sayimi

e Hiicre siniflandirma

e Hiicre karakteristiklerinin ve fonksiyonunun belirlenmesi

e Mikroorganizma tespiti

e Biyobelirte¢ (biyomarker) tespiti

* Protein mihendisligi tespiti

e Kan kanserleri gibi saglik bozukluklarinin teshisi (189).

Dental Pulpa Kok Hiicre Belirtegleri

Bagisiklikta gorev alan hiicreler ve kok hiicreler gibi bircok hicre ¢esidini

karakterize etmek icin CD (cluster of differentiation) belirtecleri gelistirilmistir (190)

Dental pulpa kok hiicrelerinde goriilen ylzey belirtecgleri; CD9, CD10, CD13,
CD29, CD44, CD59, CD73, CD90, CD105, CD106, CD146, CD166, CD271

Dental pulpa kok hiicrelerinde goriilmeyen yiizey belirtegleri; CD14, CD19,
CD24,CD31,CD34, CD45, CD117,CD133 (54).
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CD29 (integrin B1) in vivo mezenkimal kok hiicre migrasyonu ile ilgili bir
belirtectir (191), CD73 (ecto-5'-nucleotidase), ve CD90 (Thy-1) immiin sistemde
hiicre-hiicre ve hiicre matriks etkilesimlerinden sorumlu olan belirteglerdir (192),

CD105 (endoglin) ise bir integrin ve TGF-[3 baglayici bir molekildiir (193).

Mezenkimal kék hiicreler hematopoetik belirtecleri eksprese etmezler. CD45
bir hematopoetik hiicre belirtecidir, CD34 primitiv hematopoetik progenitérleri ve
endotelyal hicreleri belirtmektedir. CD14 ve CD11b monositler ve makrofajlar
tarafindan eksprese edilmektedirler. CD79a. ve CD19 B lenfosit belirtegleridir. HLA-

DR mezenkimal kok hiicreler stimile edilmedigi stirece ekspres edilmemektedir (56).

2.5.2. immiinofloresans

imminofloresan veya fliioresan antikor boyamasi, dncelikle donmus doku
kesitleri, hiicre “smear'lari” veya kiltlrlenmis hiicreler izerinde kullanilan bir antijen
tespit testidir. Antijen, 6zel olarak modifiye edilmis, ajana 6zgl antikorlarin 6rnek

matrisine baglanmasiyla tespit edilir (194).

2.5.3. Polimeraz Zincir Reaksiyonu (Polymerase Chain Reaction,PCR)

DNAlarin, DNA polimeraz enzimi ile belirli sayilarda cogaltilip belirli sekilde
dizilmesini saglayan bir yontemdir. Bu yontem ayesinde genlerin foksiyonu, genetik
ya da enfeksiyonel hastaliklarin incelenmesi, genetik parmak izlerinin incelenmesi

gibi cesitli incelemeler yapilabilmektedir (195).

2.5.4. Protein Ekstraksiyonu ve Immunoblotlama

Western blotlama, belirli bir doku homojenati veya ekstrakti drnegindeki
spesifik proteinleri saptamak icin kullanilan analitik bir tekniktir. Dogal veya denatiire
proteinleri polipeptidin uzunluguna (denatiire edici kosullar) veya proteinin 3-D
yapisina (dogal / denatire edici olmayan kosullar) ayirmak icin jel elektroforezini

kullanir. Daha sonra proteinler bir membrana (tipik olarak nitroseliiloz veya PVDF)
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aktarilir, burada hedef proteine 6zgi antikorlar kullanilarak tespit etmektedir (196).
Southern Blotlama DNA blot hibridizasyon teknigidir (197). Northern Blotlama ise bir
RNA blot teknigidir (197).

2.5.5. Koloni Olusturan Unit

Koloni olusturan birim (CFU), CFU / mL cinsinden yasayabilir kolonojenik hiicre
sayilarinin bir 6lgtstdir. Bunlar, cogalmaya ve kiglk koloniler olusturmaya yetecek
kadar canli kalan hiicre sayisinin bir gostergesidir (198). Mezenkimal kok hiicrelerin

ozelligi in vitro ortamda CFU olusturmalaridir (199).

2.6. Amag ve Hipotez

Yapilan tez calismasinda saglikli, geri dontstmli pulpitisli ile geri donlstimsiz
pulpitisli dislerde geng¢ ve yaslilarda kok hiicre varhgi, sayisi ve yara iyilesme
kapasitesinin incelenmesi amaclanmaktadir. inflame pulpal disler saglikh dislerle
karsilastirildigi zaman mezenkimal kok hiicre varliginin inflame pulpali dislerde daha
az sayida olacagi ve lateral migrasyon yeteneginin daha dusliik olacagi
dislinilmektedir. Ayni zamanda yaslilarda genglere gére mezenkimal kék hiicre

varliginin ve lateral migrasyon kapasitesinin daha disiik olacagi 6ngorilmektedir.
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3. GEREG VE YONTEM

Bu tez calismasi, GO 18/574-07 Kayit numaral ve 12.06.2018 tarihli T.C.
Hacettepe Universitesi Girisimsel Olmayan Klinilk Arastirmalar Etik Kurulu raporu ile

Tibbi etik agidan uygun bulunmustur (Ek...)

Yapilan tez ¢alismasinda saglikli, geri dontstimli pulpitisliile geri dontigimsiiz
pulpitisli dislerde geng¢ ve yashlarda kok hiicre varligl, sayisi ve yara iyilesmesi

incelenmesi amaclanmaktadir.

3.1. Dis Pulpa Calisma Gruplari ve izolasyon Yontemleri

Calismada oncelikle 15-30 yas araligindaki sistemik hastaligi olmayan ve son 3
haftallk donemde antibiyotik kullanmamis olan hastalardan dis pulpalari elde
edilmistir. Calismaya baslama asamasinda yash bireylerden elde edilen saglkli ve
inflame pulpa dokulariyla, genc bireylerden elde edilen dokulardan elde edilen kdk
hicrelerin  karsilastirilmasi  hedeflenmekteydi. Fakat vyasli bireylerden pulpa
dokusunun elde edilmesindeki zorluklar nedeniyle 60 yas Ustl bireylerden elde edilen
pulpa o&rneklerinden kok hiicre eldesi bu c¢alismada pilot ¢alisma olarak
dizenlenmistir. Bu amagla yasli hastalardan elde edilen saglkli ve geri dontistimli

pulpitisli pulpalardan birer 6rnekle 6n ¢alisma yapilmistir.

3.1.2. Calisma Gruplari

Hiicre Kultiirt icin Kullanilan Gruplar

1.Grup: Geng saghkli pulpa (GSP) grubu (n=2)
2.Grup: Geng reversibl pulpitisli pulpa (GRP) grubu (n=2)
3.Grup: Geng irreversibl pulpitisli pulpa (GiP) grubu (n=2)

4.Grup: Yagh saglikl pulpa (YSP) grubu (n=1)
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5.Grup: Yasli reversibl pulpitisli (YRP) pulpa grubu (n=1)

3.2. Saglikh ve Inflame Dislerden Doku Temini

Saglikli pulpalar igin Hacettepe Dis Hekimligi Fakultesi Cerrahi Bolimi’nde
¢ekilmis olan gomik yirmi yas disleri hastalardan ve gerekli durumlarda hastalarin
ebeveynlerinden yazili onam alindiktan sonra pulpa izolasyonu igin kullanildi. Disler
salin icerisinde Hacettepe Universitesi Endodonti Béliimii’ne getirildi. Disler %70 etil
alkol ile silinip, salinle temizlendikten ve tim periodontal artiklar uzaklastirildikran
sonra steril bir fisslir frez ile dikey olarak tiim disin etrafindan dolasilacak sekilde
oluklar hazirlandi. Pulpaya yeterli yakinlk saglandiktan sonra frez ile acilan kisma
steril elevator yerlestirildi ve steril davye ile elevatére vurarak disin ikiye ayrilmasi
saglandi. ikiye ayrilan disten pulpa dokusu ekskavatér yardimi ile cikarihp
streptomisin ve penisilin iceren DMEM tasima besiyeri bulunduran steril

mikrotilplere yerlestirildi (Sekil 3.1).
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Sekil 3.1. A) Hacettepe Universitesi Cerrahi Béliimi’nde ¢ekilen dislerin Hacettepe
Universitesi Endodonti béliimiine salin icerisinde tasinmasi B) Tasinan dis
ornegi C) Cekilen disin ikiye ayrilmasi igin fissiir frez ile ¢evresel olarak
prepare edilmesi D) Cekilen disten ¢ikarilmis olan pulpa 6rnegi E) ikiye
ayrilmis olan dis F) Steril mikrotiipe yerlestirilmis olan pulpa

Mikrotipler alkolle dezenfekte edilip Hacettepe Universitesi Tip Fakiltesi

Histoloji Bolim{’ne en kisa zamanda ulagtirildi.

Klinigimize gelen hastalara vitalite testleri uygulandiktan, detayli anamnez
alinip onam formu imzalatildiktan sonra; geri dénusiimsiz pulpitis tanisi olup protetik
amacli ya da genis ekspoz alanlari sebebi ile kok kanal tedavisi yapilmasina karar
verilen dislerden alinan pulpa dokulari ile geri donlisimsliz pulpitis tanisi olan
hastalarda ise direk uzaklastirilan pulpa dokulari calismamizda kullanildi. Anamnez ve
teshis asamalarindan sonra hastalara gerekli anestezi uygulanip ardindan rubber-
dam uygulandi. Giris kavitesi olusturulup tirnerf ve ekskavator yardimiyla pulpa
dokulari disten uzaklastirildi. Uzaklastirilan pulpa dokulari antibiyotik ile yikandiktan
sonra %10 antibiyotik (penisilin-streptomisin) iceren DMEM iceren tasima besiyeri

bulunduran steril eppendorf tiplerine yerlestirilip eppendorf tiplerinin disi alkolle
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dezenfekte edildikten sonra Hacettepe Universitesi Tip Fakiiltesi Histoloji Anabilim

Dali’na teslim edildi (Sekil 3.2).

Sekil 3.2. A) Geri donlisumli pulpitisli disten elde edilen pulpa dokusu B) Geri
donidsimli  pulpitis dokusundan elde edilmis pulpanin antibiyotik
solisyonu ile yikanmasi islemi C) Geri donisimli pulpitisli disten elde
edilmis pulpanin Hacettepe Universitesi Tip Fakiiltesi Histoloji Anabilim
Dali’'na teslim edilmek Gizere besiyeriiceren eppendorf tliplne yerlestirilmis
goruntisu.

3.3. izole Edilen Pulpa Dokularinin Kiiltiire Edilmesi

Hacettepe Universitesi Tip Fakiltesi Histoloji Béliimii’e gétiiriilen eppendorf
tuplerindeki pulpa érneklerinin tasima besiyeri akis kabini (Metisafe, Ankara, Tlrkiye)
icerisinde pipet ile uzaklastirildi. Daha sonra 5dk 1200rpm’de santrifiij edildi (#NF
800R, Niive NF, TR) (Sekil 3.3).

Sekil 3.3. Pulpa dokularinin santriflij edilmesi icin kullanilan santrifiij cihazi (#NF 800R,
Nive NF, TR)

Santrifiij edilen eppendorf tiplerinde dibe ¢dken pulpa dokusu Ust kisimda

kalan slpernatanttan ayrilip 2-3 Dulbecco’s Phosphate Buffered Saline (DPBS)



36

(Biological Industries, israil) ile yikandiktan sonra pulpalar steril bistiriler ile kiigiik
parcalara ayrildi. Onceden kiiltiir flasklarina (sarstedt Inc T25 FLASK CN VENT
CAP/CS300) besiyeri (#01-196-1A, BIOAMF™-3 Complete Medium, BI, ABD) ile
olusturulan yolaklar lizerine doku parcalari yerlestirildi. Doku parcalarinin tutunmasi
icin yaklasik 30 dk beklendikten sonra kdltir flasklarina besiyeri eklendi. Hiicre
kaltirine uygun kosullarda 37°C’de %5 COzigeren inklibatorde (Sekil 3.4) takip edilen
eksplant kultiirler doku parcaciklari flask tabanina tutunduktan sonra her 3 giinde bir
beslendi. Doku eksplantlarindan hiicre atimi, faz kontrast mikroskop (Nikon HFX-IIA,
Japonya) ile kontrol edildi (Sekil 3.5). Doku eksplantlarindan hiicre eldesi yaklasik 6
hafta icerisinde gergeklesti. Hiicre yogunlugu yaklasik %70-80 konfluensiye ulastigi
tespit edilen 6rnekler pasajlamaya hazir olarak kabul edildi. Pasajlama islemi icin
oncelikle besiyeri ortamdan uzaklastirilmis ve hiicreler DPBS ile yikandi (Sekil 3.6).
Sonra Tripsin ve Etilendiamin tetraasetik asit (EDTA) (Trypsin EDTA Solution A,
Biological Industries, israil) iceren soliisyon ile 37°C’de %5 COzinkiibatér ortaminda 5
dakika boyunca bekletildi (Sekil 3.7). Mikroskop altinda incelenip, flask tabanindan
kalktigi onaylanan hiicrelere sonra Tripsin EDTA solisyonunun nétrlenmesi icin
besiyeri eklendi. Ardindan hiicreler 5 dk 1200 rpm’de santriflj edildi. Santrifdj islemi
sonrasinda slipernatant uzaklastirilip hiicreler yeni besiyeri ile hazirlanmis olan kiltir
kaplarina aktarildi. Béylece 0. Pasajdan (P0O), 1. Pasaja gec¢en hiicrelere ait kiltur

kaplarina grup ismi, pasaj numarasi ve tarih not edildi.
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Sekil 3.4. A)Hicrelerin saklandiklari kiiltiir flasklari (T 25 flask, isvigre) B)inkiibatérde
(Heraeus HERA cell, Turkiye) saklanma ortamlari C) VE D) Kaltur flasklarinin
saklandiklari inkiibat6r (Heraeus HERA cell, Turkiye)

Sekil 3.5. A) Hucrelerin kiltir asamasi ve beslenmesi icin kullanilan BIOAMF™-3
(Biological, Inc., Kibbutz Beit Haemek, Israil) B) Besiyeri ve hiicrelerin
beslenmesi asamasi C) Hiicre kiltir kaplarinin incelenmesi igin kullanilan
mikroskop (Nikon HFX-1IA, Japonya) ve hiicre kiltlr kaplarinin mikroskopta
incelenmesi islemi.
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Sekil 3.6.A) Pasajlama, dondurma ve sayim oOncesinde hicreleri yikamak igin
kullanilan DPBS (Biological Industries, israil) ve B) Bu sollisyonun hiicre
kultir kaplarina uygulanmasi.

Sekil 3.7. A)Huicrelerin kiiltiir kaplarindan (T 25 flask, isvicre) kaldiriimasi igin
kullanilan soliisyon (Trypsin EDTA Solution A, Biological Industries, israil)
B)kultir kaplarina bu soliisyonun hiicreleri kaldirmak igin uygulanmasi

3. pasaja ya da 4.pasaja gelen hiicreler deneylerde kullaniimistir ve geriye

kalanlar donduruldu.

3.4. Hiicrelerin Bir Sonraki Deneyler igin Dondurulmasi

Hicreler daha 6nceden belirtilmis olan yontemlerle hiicre kiltir kaplarindan
izole edildi. Elde edilen hiicre pelleti Gzerine (5:4:1) uygun oranda besiyeri: fetal
bovine serum: kriyoprotektif ajan (BIOAMF-3:FBS (FBS, PAN Biotech, Almanya)
Dimetil sulfoksit (DMSO, SERVA, Almanya)) eklenerek -800C’de (DF 290, nive,
Tirkiye) yavas olarak donduruldu (Sekil 3.8). .
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Sekil 3.8. A) Dimethyl sulfoxide (SERVA, Heidelberg, Almanya) B)Kriyoprezervasyon
tiplerinin  vyerlestirildikleri... Q) dondurulmus pulpa iceren
kriyoprezervasyon tlipii D) Dondurma tanki (DF 290, niive, Tiirkiye)

3.5. Lateral Proliferasyon Deneyi

Mezenkimal kok hiicrelerin lateral migrasyon kapasitesinin belirlenmesi igin
yara iyilesmesi deneyi yapildi. Bu amacgla 3. Veya 4. Pasaja gelmis olan hiicreler 6
kuyucuklu hiicre kiltiir kaplarina (#NC0506, Starstedt, ABD) (Sekil 3.9) ekildi. Kaltur
kaplarindaki hiicrelerin besiyeri 2-3 giinde bir degistirildi. Mikroskop incelemesi ile
konfluense ulastiklari tespit edilen hicreler deney igin hazir kabul edildi. Bu hicre
kilturlerine bir pipet yardimi ile yara bolgeleri olusturuldu. Olusturulan yara bélgeleri
0.,6.,24. Ve 48. Saatlerde mikroskop (Olympos, Japonya) altinda incelendi ve
fotograflandi. Fotograflarin Ustlinde yara bolgesi mesafesi 0., 6.,24. Ve 48. Saatlerde

slciildi (Sekil 3.10).

Sekil 3.9. Hiicrelerin lateral migrasyon kapasitelerini incelemek igin ekildikleri 6
kuyucuklu hiicre kiltiir kaplarinin gérintisa.
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Sekil 3.10. A) Lateral migrasyon incelemek igin kullanilan mikroskop B)Lateral
migrasyon izlemek igin GSP, GRP ve YSP 6rneklerinde olusturulan yara
yuzeleri

3.6. immiinofloresan Yontemi ile Mezenkimal Belirteglerinin isaretlenmesi

Hicre kiltarinde 3-4. Pasaja gelmis olan hiicreler kuyucuklu lamlara (#30108,
SPL, GuneyKore) (Sekil 3.11) ekilip konfluense ulasmalari beklendi. Besiyeri
uzaklastirildiktan sonra DPBS ile hiicre yikamasi yapildi. Sonrasinda Aseton (ice cold)
ile 4°C'de 5 dakika boyunca fiksasyon ve permeabilizasyon yapildi. Aseton ortamdan
uzaklastinldi ve 10 dakika hava ile kurutuldu. Kuyucuklu lamlar, daha sonra
immiunofloresan isaretleme optimizasyonu yapilana kada etrafi sarili sekilde -20°C’de
muhafaza edildi. Immiinofloreasn isaretleme yapilmadan 30 dakika 6nce oda isisinda
kurutulan lamlar PBS ile iki kere 5’er dk yikandi. Spesifik olmayan bolgelerin
hicrelerle boyanmasini bloke etmek Normal Serum Block (BioLegend, Amerika
Birlesik Devletleri) ile 1 saat boyunca oda isisinda hiicreler muamele edildi (Sekil
3.12). Daha sonra blokaj sollisyonu uzaklastirilan hiicrelere primer antikorlar blokaj
soliisyonunda dilGie edilerek damlatildi (Tablo 3.1) (Sekil 3.13). Primer antikorlar ile
gece boyunca 4oC’de inkiibe edilen hiicreler PBS ile 3x5 dk yikandi. Sekonder
antikorlari da blokaj sollGisyonunda diliie ederek 1 saat boyunca karanlikta inkiibe

edildi. PBS ile 3x5 dk yikanan lamlara, ¢ekirdek isaretleyici olan 4’,6 diamidino-2-
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fenilindol (DAPI) uygulandi. Yikanan lamlara floresan ile uyumlu kapama mediumu
damlatildi ve lameller ile kapatildi. Hicrelerin belirtegler ile isaretlenmesi (Leica,
DM6B, Almanya) floresan mikroskopla incelendi. Hiicrelere ait mikrograflar, x400

blyltmede elde edildi.

Tablo 3.1. Mezenkimal kok hiicre 6zgulligu belirlemek igin kullanilan antikorlar.

Kullanilan Antikorlar Miktar
Purified anti-human CD73 (Biolegend, ABD) 10ug/mL
Purified anti-human CD90 (Biolegend, ABD) 10 ug/mL
Purified anti-CD73 (Biolegend, ABD) 1/40
Purified anti-CD34 Antibody (Biolegend, ABD) 1/1000
Alexa Flour® 594 anti-human CD45 Antibody 5 ug/mL

Sekil 3.12. A) Normal Serum Blok ile yapilan bloklama islemi B) Kullanilan Normal
Serum Block ajani, C) Normal Serum Block Uygulanmis olan kuyucuklu
lamlar
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Sekil 3.13. A) imminofloresan boyama icin kullanilan antibodyler B) Atibody eklenen
kuyucuklu lamlar

3.7. Akis Sitometrisi (Flow Sitometri) ile Mezenkimal Belirteglerin

isaretlenmesi

Akis sitometrisi yontemi ile mezenkimal belirteclerin isaretlenmesi icin elde
edilen 3. Ya da 4.pasaja gelmis olan hiicreler daha 6nce belirtilen yontemlerle hiicre
kaplarindan izole edildi. Daha sonra santrifiijlenip PBS sollisyonu iceren tiplere
tasinip pipetaj islemi yapildi. Bu islemden sonra 5 ml DPBS ile sulandirilan tiiplerden
100ul 6rnek alinarak mikrotlpe aktarildi. Canli hiicre sayisi tayini igin tGzerine 100pl
de Tripan mavisi eklendi. Thoma lami (#409026078, Thoma, Marienfeld Superior,
ingiltere) (Sekil 3.14) tizerine yayilan hiicrelerin sayimi (3.1. ve 3.2.) formiillerine gére
blylk kareye denk gelen boya almamis canli hiicreler tespit edildi. Toplam sayilan
hicre sayisi; diliisyon oranlari ve total volim dikkate alinarak 5 ml’de kag hiicre

oldugu belirlendi.

Sayilan orneklerdeki toplam hiicre miktari asagida belirtilen formile gore

belirlenmistir:

Hiicre /ml = bir kare basina diisen ortalama sayi x 10* (3.1)
Toplam hiicreler = hiicre/ml x seyreltme faktérii x érnedin alindigi hiicre

¢ozeltisinin toplam hacmi (3.2)
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Sekil 3.14. A) Hiicre sayim islemi icin Triphan Blue ve hiicre iceren sollisyonun Thoma
lamina aktarilmasi ve B) Sollisyonun lamdaki gérintisu

Sekil 3.15. Akis sitometrisi analizi i¢in gotirilen tiip

Sayimi tamamlanmis olan tiplerdeki hiicreler akis sitometrisi analiz yapilmasi
tizere en kisa siirede Ankara Universitesi ibni Sina Hastahanesi Merkez Laboratuvari

Hematoloji Bolim’'ne gotaralda (Sekil 3.15).

Akis sitometri analizi igin getirilen tipler ilk olarak 300 rpm’de 10 dk (Sekil
3.16) santrifljlendi (eppendorf Centrifuge 5810, Hamburg, Almanya). Santrif(j
sonrasinda Ustte kalan fosfat ile tamponlanmis salin (phosohate buffered saline,PBS)
uzaklastirildi ve tuplere 300ul RPMI-1640 (ATCC, ABD) eklenerek ve ardindan nazikge

vortekslendi.

Gahsmada kullanilan tiplerin Gzerine grup ismi, kurulacak panel ve
kullanilacak antikorlar yazildi. Antikorlar ¢alisma tlpliniin en alt kismina gelecek
sekilde yerlestirilip dagitildi. Antikor ve 100ul 6rnek eklenmis ¢alisma tipleri 15
dakika karanlikta bekletildi. Calisma tupleri 1070 rpm’de 5 dk santrifijlenmistir.
Tlpler tek hamlede ters dondiriilerek sipernatant atildi. Calisma tiiplerine 1500pl
Sheath fluid eklendi. Calisma tlpleri 1070 rpm’de 5 dk santrifljlendi. Tipler tek

hamlede ters cevrilip slipernatant atildi. Calisma tuplerine 1500ul Shead fluid
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(LeincoTechnologies Inc., ABD) ilave edildi. Akis sitometrisi cihazina ait dairesel tiip
tasima tablasina ornekler okumak Gzere dizildi (Sekil 3.17) . Veri toplama islemi en

gec 4 saat icinde tamamlandi.

Cahsmamizda kullanilan pozitif belirte¢ antikorlari; CD 29 (Beckman Coulter,
Ref:IM0791U), CD73 (Beckman Coulter, Lot:200018, ABD), CD90 (Beckman Coulter,
Lot:200038, ABD), CD105 (Beckman Coulter, Lot: 200026, ABD) iken negatif belirtec
antikorlar olarak; CD31 (Beckman Coulter, Ref: B13035, ABD), CD34 (Beckman
Coulter, Ref IM2473, ABD), Anti-HLA-DR-ECD (Beckman Coulter, Ref: IM3636) ve LIN
(CD11b, CD16, CD45, CD66b ve CD19 karisimi) kullanildi (Sekil 3.18).

Tablo 3.2. Akis sitometrisi icin kullanilan antikorlar.

. Kullanilan 100 pl igin
Kullan Antikor Antikorun Rengi kullanilan miktar
CD73 PE Sul
DR ECD 3ul
CD90 PC5.5 1l
CD105 PC7 Sul
CD34 APC 1l
CD29 FITCH Sul
LIN (CD11b, CD16, CD45, CD66b, CD19) A750 1l
CD31 PB 1l

Sekil 3.16. A) Akis stometreye gotirilen Orneklerin santrifij edildigi santrifij
cihazi(eppendorf Centrifuge 5810, Hamburg, Almanya)ve B) santrifij
ayari



Sekil 3.17. Akis sitometri analizi yapilan akis sitometri cihazi (BECKMAN COULTER,
NAVIOS FLOW CYTOMETER, Kaliforniya, Amerika Birlesik Devletleri)

-'7'

Pozitif Belirte¢ Antikorlari

Negatif Belirte¢ Antikoarlari

CD29

CD105

 CD90

CD31

CD34

Sekil 3.18. Akis sitometrisi analizi icin kullanilan antikorlar

Elde edilen verilerin analiz edilmesi igin yazilm olarak

Coulter, ABD) kullanild.

Kaluza (Beckman
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4. BULGULAR

4.1. Lateral proliferasyon sonuglari

Bu calismada geng saglikli, geri donidsimli pulpitisli ve geri donlstimsiz
pulpitisli pulpalarla yash saglikh ve yash geri dontsimli pulpitisli hastalarin
pulpalarindan elde edilen kok hiicrelerin proliferasyon kabiliyetleri ve kok hiicre
6zgulligi incelendi. Ornek sayilarinin azligindan dolay lateral proliferasyon ve akis

sitometre sonuclarinda istatistiksel inceleme yapilmadi.

Geng saglkh, genc¢ geri donisimll pulpitis ve yash saglikh dis pulpa kok
hiicrelerinden 1’er 6rnek proliferasyon kabiliyetleri acisindan 0., 24., 48. ve 72. saat

dilimlerinde 3 glinliik stre ile gézlendi.

Geng geri donlsumli pulpitisli kok hicrelerin proliferasyon potansiyeli
incelendiginde geng saglikli pulpa kok hicrelerine gére daha hizl iyilesme gostererek
48. Saatte yara ylzeyinin tamamen yeni hicrelerle kaplandig gozlenmistir (Sekil

4.1)(Sekil 4.3).

Geng saglikl pulpa kok hiicrelerinin 72. Saatte tam olarak prolifere olarak yara
bolgesini doldurdugu gozlendi. Yasl saglikh pulpadan elde edilen kok hiicreler geng
saglikh pulpadan elde edilenlere gore daha yavas prolifere olsa da olusturulan
boslugu 72. Saat sonunda lateral yonde prolifere olarak basariyla kapatmislardir (Sekil

4.2)(Sekil 4.3).Yash saglikh hiicrelerin daha distk konfluens gosterdigi gozlenmistir .
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Saat

24

48

72.

Sekil 4.1. GS1 ve GS3 gruplarinin yara iyilesmesi gortntileri.
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Saat

24

48

72.

Sekil 4.2. GS1 ve YS gruplarinin yara iyilesmesi goriintileri.
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Sekil 4.3. A) GSP ile GRP gruplarinin yara iyilesme mesafesinin zamana gore
karsilastirildigi grafik B) GSP ile YSP gruplarinin yara iyilesme mesafesinin
zamana gore karsilastirildig grafik

4.2. immiinfloresan isaretleme Sonuglan

Bu calismada immiinofloresan boyamada CD73, CD90 ve CD 105 dental pulpa
mezenkimal kdk hiicre pozitif ylzey belirteci olarak kullanildi. CD34 ve CD45 ise
negatif ylzey belirteci olarak kullanildi. Sonuglar incelendiginde, tim 6rneklerde
dental pulpa hiicre cekirdeklerinin DAPI boyasiyla yogun bir sekilde boyandigi ve
hiicre stoplazmalarinda pozitif mezenkimal kok hiicre yiizey belirtecleri olarak CD73,
CD90 ve CD105 antikorlarinin farkli yogunlukta oldugu gézlendi. Geng saglikh pulpa
kék hiicreleri incelendiginde, 1. Ornekte 6zellikle CD90 yiizey belirtecinin ¢cok yogun
olarak boyandigi gézlenirken CD105 antikorunun ise yaygin boyandigi gozlendi (Sekil
4.4). CD73 ise CD90 dan daha az yogunlukta boyandig gbzlendi. 2. Ornekte ise CD90
ve CD105’in yaygin sekilde boyama olusturdugu, CD73 ise daha az yogunlukta oldugu
gozlendi (Sekil 4.5). Diger taraftan negatif ylizey belirteclerinin hi¢ birinde belirgin bir

boyama gozlenmedi.

Geng geri donilsimli pulpitisli pulpa 6rnekleri incelendiginde, tim pozitif
yluzey belirteglerinin her iki 6rnekte yogun bir sekilde boyandigi gozlenirken CD73’{in
her iki 6rnekte de yogunlugunun diger 2 antikora gore daha fazla oldugu saptandi.
Negatif ylzey belirteclerini gosteren CD34 ve CD45 ise herhangi bir boyama
gozlenmedi (Sekil 4.6 ve Sekil 4.7).
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Geng geri donlslimsiz pulpa 6rnegi incelendiginde ise, CD73, CD90 ve CD105
antikorlarinin yogun bir sekilde eksprese oldugu, ikinci 6rnekte CD73 antikorunun
daha hafif diizeyde eksprese oldugu gdzlenmisti. Negatif ylzey belirteclerinin her iki

ornekte de eksprese olmadigi gozlenmistir (Sekil 4.8 ve 4.9).

Yash saghkli pulpa ornekleri incelendiginde CD73, CD90 ve CD105
antikorlarinin ¢ok yaygin sekilde eksprese oldugu, negatif ylizey belirteclerinin ise

herhangi bir boyamaya neden olmadigi gozlendi (Sekil 4.10).

Yash geri donlsimli pulpitis 6rnegi incelendiginde de 6zellikle CD73 ve
CD105’in yogun bir sekilde eksprese oldugu, CD90’in ise daha az yogunlukta eksprese
oldugu, CD34 antikor boyamasi gézlenmezken ¢ok hafif diizeyde CD45 ekspresyonu
gozlendi (Sekil 4.11).



Belirtegler GSP1

Pozitif

Negatif Kontrol

Negatif

0 pm 100

Sekil 4.4. GS1 icin yapilan IF boyamasi sonucunda elde edilen goriintiiler

Belirtegler GSP2

Pozitif

Negatif Kontrol

Negatif

0 pm 100

Sekil 4.5. GS2 icin yapilan IF boyamasi sonucunda elde edilen goriintiiler

Belirtegler GRP1

Pozitif

Negatif Kontrol

Negatif

0 pm 100

Sekil 4.6. GRP1 icin yapilan iF boyamasi sonucunda elde edilen gériintiiler



Belirtegler GRP2

Pozitif

Negatif Kontrol

Negatif

Sekil 4.7. GRP2 icin yapilan iF boyamasi sonucunda elde edilen gériintiiler

Belirtegler GiP1

CD90
Pozitif

Negatif Kontrol

Negatif

Sekil 4.8. GiP1 icin yapilan iF boyamasi sonucunda elde edilen gériintiiler
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Belirtegler GiP2
Pozitif

Negatif Negatif Kontrol

Sekil 4.9. GiP2 icin yapilan iF boyamasi sonucunda elde edilen gériintiler

Belirtegler YSP
Pozitif

Negatif .
Negatif Kontrol

Sekil 4.10. YSP icin yapilan iF boyamasi sonucunda elde edilen gériintiiler

Belirtegler YRP
Pozitif

Negatif

Negatif Kontrol

Sekil 4.11. YRP icin yapilan iF boyamasi sonucunda elde edilen gériintiiler

4.3. Akis Sitometrisi Analiz Sonuglari

Bu g¢alismada dis pulpa mezenkimal koék hicre 6zgillugi akis sitometri

yontemi ile 6lglldi. Tablo 4.1.’de kiltur flasklarindaki dental pulpa kdk hiicre sayisi



54

ile akis sitometri cihazinda Olgllen hiicre sayisinin yani sira akis sitometride pozitif ve
negatif kdk hiicre belirteclerine gére dental pulpadaki kék hiicre yogunlugu yizde
olarak gosterilmistir. Bu calismada mezenkimal kok hiicre varligini tespit etmek icin
CD 29, CD73, CD90 ve CD105 yuzey belirtegleri pozitif, CD31, CD34, DRECD ve LIN de
negatif belirtecler olarak kullaniimistir. Sonuglar incelendiginde, dental pulpalarda
mezenkimal kok hicre varlig pozitif belirteglere gore yaklasik % 98 ile %100 arasinda
idi. Negatif belirtecler incelendiginde ise bu oranlarin yaklasik %3,75 ile O arasinda
oldugu gozlendi. Mezenkimal kdk hiicre 6zgllliigl agisindan gruplar arasinda bir fark
gozlenmedi. Yash saglikl pulpa ve yash geri donldsimli pulpitis 6rneklerinde de
mezenkimal kok hiicre varhigl gencler le ayni dizeyde gozlendi. Tim negatif ylizey
belirteglerinin her grupta kullanilamadigi gozlendi. Burada elde edilen pulpa hiicre
sayisinin etkili oldugu gozlendi. Diisiik hiicre sayisinda olgiimler saglikh bir sekilde

gerceklestirilemedi.

Tablo 4.1. incelenen érneklerdeki hiicre sayisi ile akis sitometrisi asamasinda okunan
hiicre sayisi ve hiicrelerde yiizde oranlarina gore antikor isaretlenmesi

sonuglari.
Akis Total Pozitif Belirtegler Negatif Belirtegler
.. sitometrisine N
Ornek D Hicre
100urdeki | o\ | D29 | CD73 | CD90 | CD105 | CD31 | CD34 | DRECD | LIN
hicre sayisi
GSP1 27883 2,2x10% | 99.83 | 99.88 | 99.81 99.92 0.04 0.25 0.01 0.11
GSP2 26703 4x1068 99.96 | 99.99 100 99.99 0.16 0.11 0.10 0.10
GRP1 8014 3,5x10° | 99.95 | 99.84 | 99.77 99.91 0.6 0.77 0.18 0.01
GRP2 5049 4x10° 98.84 | 99.92 | 99.84 99.76 1.42 1.67 0.2 0.52
GiP1 4892 3,5x10° | 99.80 | 99.98 | 99.39 99.98 0.16 0 0.15 0
GiP2 23645 1,4x10° | 99.98 | 99.98 | 99.81 99.98 0.24 0 0.17 0
YSP 865 4x10° 100 99.88 | 99.88 99.88 0 0 2.95 3.75
YRP 7633 3x10° 99.52 | 99.96 | 99.94 99.97 2.48 2.57 1.47 1,67
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Sekil 4.12. (A) GSP1 ve (B) GSP2’ye akis sitometrisi analizi yapilmadan 6nce yapilan
canlilik deneyi sonuglari.
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Sekil 4.13. A) GSP1 igin akig sitometriSi analiz grafikleri B) GSP2 igin akis sitometri

analiz grafikleri.
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GSP2
150
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Sekil 4.14. GSP1 ve GSP2 igin yapilan akis sitometrisi analiz sonuglari
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Sekil 4.15. A) GRP1 icin akis sitometri analiz grafikleri B) GRP2 igin akis sitometri
analiz grafikleri
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Sekil 4.16. GRP1 ve GRP2 icin yapilan akis sitometrisi analiz sonuclari.
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Sekil 4.17. A) GIP1 icin akis sitometri analiz grafikleri ve B) GiP2 icin akis sitometri
analiz grafikleri
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Sekil 4.18. GiP1 icin yapilan akis sitometrisi analiz sonuglar.
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Sekil 4.19. A) YSP icin akis sitometri analiz grafikleri B) YRP icin akis sitometri analiz
grafikleri
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Sekil 4.20. YSP ve YRP icin yapilan akis sitometrisi analiz sonuglari
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5.TARTISMA

Dental pulpa endotel hiicreler, fibroblastlar, néronlar, immun hicreler ve
odontoblast benzeri gesitli hiicreler iceren dentin ve matriksiyle cevrili konnektif bir
bag dokusudur. Dental pulpaya kan akisi apikal foramen yoluyla saglanir. Apikal
foramenin capi yaklasik 250 um oldugu icin, dental pulpanin oksijen ve besin miktari
kisithdir(200). Bu durum kok hicrelerin devamlilgl icin avantajli bir durumken
enfeksiyon kontroli acgisindan dezavantaj olusturmaktadir (201). Dental pulpa travma
veya ¢lrik yoluyla patojenlerle bir kez enfekte oldugunda, antimikrobiyal tedavilerle
patojenleri ortadan kaldirmak zordur ve siklikla tim pulpanin ekstirpe edilmesiyle
sonlanir. Dental pulpa dislerin korunmasini, beslenmesimi, tamir ve sinirsel
fonksiyonlarinin yerine getirilmesini Ustlendigi icin dental pulpanin rejenerasyonu

klinik 6neme sahiptir (200).

Gronthos ve ark. 2010 yilinda yaptiklari ¢alismada 19-29 yas araligindaki
hastalarin li¢clincti molar dislerinden topladiklari pulpalarda ilk defa dental pulpa kok
hiicrelerini tespit etmislerdir. Ayni ¢alismada dental pulpa kok hicreleri immiin
sistemi baskilanmis farelere implante edildigi zaman pulpa benzeri bir dokuyu
cevreleyen odontoblast benzeri hiicreler olusturdugu ve bu hiicrelerin de dentin
benzeri doku olusturarak, bu doku boyunca dizildiklerini géstermislerdir (5). Daha
sonraki vyillarda yapilan calismalarda dental pulpa kok hicrelerinin yiksek
proliferasyon potansiyeline sahip mezenkimal kok hiicreler oldugu ve odontoblastlar,
osteoblastlar, kondroblastlar, noral hiicreler, adipozitler, endotel hiicresi,
sementoblast, periodontal ligamet hiicresi, miyoblast, ve fibroblastlar gibi pek ¢ok

hicreye farklilagabildigi gosterilmistir (4, 14, 202).

Dental pulpa dokusu koék hicrelerinin elde edilmesi kolay oldugu igin ilgi
cekmektedir. Cinki dokunun rejenerasyonu ve devamliligi mezenkimal kok
hiicrelere baglidir (10, 203). Dental pulpa kok hicrelerinin izolasyonu ve ayrintili
karakterizasyonu sayesinde kok hicrelerin kullanildigi doku miihendisligi ve

rejeneratif  endodontik  tedaviler  (revaskiilarizason/rejenerasyon) umut
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vadetmektedir (167). Dental pulpa kok hiicrelerinin en umut verici uygulamasi pulpa-
dentin kompleksinin rejenerasyonudur. Clinkii bu yéntemle hem dis dokularinin
endodontik ve konservatif tedavilerle zayiflamasinin éniine gegilir hem de disin
canhhginin kazanilmasi saglanir (204). Rejeneratif tedavinin amaci dentin, kok yapisi
ve dentin pulpa kompleksi hiicrelerinin yerine, damarlanma, immiinite, innervasyon,
tibdler dentin formasyonu gibi orijinal dokuya histolojik ve fizyolojik olarak benzeyen
dokular olusturmaktir (204, 205). 2010 yilinda Huang ve ark. yaptiklari ¢calismada
insan disinin kok kanal boslugunun bir tarafini MTA ile kapatip, polilaktik koglikolik
asit iskeleti ve dental pulpa kok hiicreleri ile doldurup farelere transplante
etmislerdir. U¢ aylik siirenin sonunda vaskilarize dentin-pulpa kompleksinin
olustugunu gormuslerdir (160). Ancak hayvan deneyleri ile yapilan c¢alismalar
genellikle immun sistemi baskilanmis hayvanlara yapilmaktadir ve ¢iruk, apikal

lezyon gibi gercegi yansitan durumlar her zaman simiile edilmemektedir (204).

Dental pulpa kdk hiicrelerinin in vitro izolasyonu icin doku kaynagi genellikle
saglikh veya gomull 20 yas disleridir. Literatiirde 20 yas dislerinden izole edilerek
basariyla kiltire edilmis dental pulpa kok hicrelerinin kullanildigl pek ¢ok calisma
vardir (5, 206-208). Dental pulpa dokularinin basarili bir sekilde mezenkimal kok
hiicre kaynagi olarak kullanilmasi ve pek cok farkli hiicre c¢esidine donisebilmesi
Uzerine sut disi pulpalari ve son yillarda da inflame dental pulpalar kok hiicre kaynagi
olarak incelenmeye baslamis ve saglkl dental pulpalarla benzer sonuglar elde

edilmistir(6, 9, 209).

Buradan yola ¢ikarak, bu ¢alismada inflamasyonun ve de yaslanmanin dental
pulpanin kok hiicre proliferasyonu ve 6zglllugi Gzerine etkileri, lateral proliferasyon,
akis sitometrisi ve imminfloresan isaretleme yontemi ile pilot g¢alisma olarak
incelenmistir. Calismamizdaki hipotezimize gore; inflame veya yaslh bireylerden elde
edilen pulpa kok hicrelerinin proliferasyon kapasitesi ve mezenkimal kdék hiicre
0zgulligl saghkli pulpalardan elde edilen pulpa kok hicrelerine gére daha dislik
diizeyde oldugu varsayillmistir. Tim ¢alisma gruplarimizda, mezenkimal koék hiicre

0zgulligl incelendiginde hem akis sitometresi hem de immiinfloresan isaretleme
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yontemlerinde benzer sonuglar alinmistir. Yash saglikh pulpa kdk hiicrelerinin saglkli
pulpali gen¢ bireylerden elde mezenkimal kok hiicrelerine goére hiicre
proliferasyonunun daha az oldugu gorilmustir. Geng geri doénisimli pulpali
dislerden elde edilen kdk hiicreler geng saglikli pulpali dislerin kdk hiicrelerinden daha
hizli prolifere olarak yara ylzeyini 48. Saatte doldurmustur. Buradan yola cikarak

hipotezimizin kismen dogrulandigini séyleyebiliriz.

Calismamizda lateral proliferasyon deneyinde, pipet yardimiyla kék hicre
kiltlr flaski boydan boya cizilerek bir yara ylizeyi olusturulmus ve 0., 24.,48. ve 72.

saatlerde hiicrenin lateral yonde proliferasyonu olglilmustir (Sekil 5.1A)

Yara iyilesmesi kolektif hiicre goctidir. Bu deneyin dezavantajlarindan biri
yara bolgesine bakan hiicrelerin diger hiicreler tarafindan itilerek yara bolgesine
dogru yaklastiriimasi ihtimalidir. Cizik olusturulmasi ydnteminin avantaji fizyolojik bir
cevap olusmasidir. Ancak hiicrelere zarar verilebilir, yara genisliginde degiskenlik
gozlenebilir ve hiicreler yer degistirebilir. Ayni zamanda yara ylizeyi olusturulurken
kalkan hiicreler yara ylzeyine yapisarak bias olusmasina sebep olabilirler. Bir diger
yontem ise iki bolmeli bir aletin hiicre Gremesi icin kullaniimasidir (sekil 5.1B).
Literatirde vyara alaninda prolifere olan hicrelerin sayilarak proliferasyon
kapasitesini 6lcen calismalarin yanisira MTT proliferasyon degerini ve koloni

olusturma potansiyelini 6lcen ¢alismalar da vardir (210).

A B

Sekil 5.1. Yara iyilesmesini incelemek icin kullanilan iki ydntem. A) Hiicre tabakasinin
yizeyinde bir pipet ile cizik olusturularak yara yiizeyi eldesi B) iki bélmeli
alet ile yara boélgesi olusturulmasi (211).

Dandan ve ark. tarafindan 2012 yilinda yayinlanan bir calismada geng saglhkli

pulpa dokularindan elde edilen koék hicrelerle, derin gurikli akut semptom
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icermeyen pulpalardan elde ettikleri kok hicrelerin koloni olugturma ve MTT yontemi
ile hiicre proliferasyon kapasitesini kiyaslamislar ve bizim calismamizin kok hiicre
proliferasyon sonuclari ile benzer sekilde, derin cliriikli pulpalardan elde edilen kdk
hicrelerde daha fazla koloni olusturma ve c¢ogalma kapasitesi oldugunu rapor
etmislerdir. Kok hiicre elde ettikleri pulpalarin tamamen inflame olmayip proinflame
bir pulpa oldugu i¢in daha kolay prolifere olarak odontoblastlara donistigini ve
rejeneratif dentin yapimini stimiile edebildigini belirtmislerdir(212). Bunun yani sira
semptomatik geri doniislimsiz pulpitisli dislerden elde edilen pulpa kok hiicrelerinin
proliferasyon degerinin daha disiik oldugunu rapor eden calismalar da vardir (6, 9).
Bu sonucun, inflame pulpadaki potansiyel proinflamatuar sitokinler olan (TNF)-a ve
interleukin-1B daki artisin dental pulpa kok hiicresinin proliferatif kapasitesini
zayiflatmasindan dolayr olabilecegini ifade etmislerdir. Diger taraftan Yang ve
arkadaslari ise (TNF)-a ve interleukin-1B’daki artisin dental pulpa kék hiicrelerinin
erken inflamasyon doéneminde dental pulpa koék hiicre proliferasyonunu

artirabilecegini ifade etmislerdir (213).

Hafif derecede pulpa inflamasyonu odontoblastik ve osteoblastik
farklilasmayr ve matrix formasyonunu arttirirken siddetli inflamasyonun kok
hiicrelerinin apoptozunu indikledigi gdsterilmistir (214, 215) . inflamatuar cevap NF-
kB ve MAPK benzeri hiicre ici sinyal yolaklarinin aktivasyonunu gerektirir. Cok sayida
pro ve anti-inflamatuar molekiiller (interlokinler ve TNF-a) enfeksiyona karsi pulpa

cevabinin olusmasinda sinyal molekili olarak gorev yapar (215, 216).

Mezenkimal kék hicrelerin yaralanma alaninda toplanmasi tamir siirecini
kolaylastirir. Bununla beraber Fouad ve Huang inflamasyona uzun sure maruz kalirsa
kok hiicrelerin hicresel fonksiyonlarinin ve sayisinin azaldigini gostermistir.
Mezenkimal kok hiicreler, inflamatuar ortamdan ylizey reseptorleri yoluyla sinyalleri
alma kapasitesine sahiptirler. inflamatuar ortamdaki sitokinler hem inflamatuar
hiicrelerle ve hem de kok hiicrelerle iletisim halindedir (217). Kék hiicreler de ¢ok
sayida sitokin, blyime faktorleri ve kemokinleri salgilar. Bu sitokinlere uzun siire

maruz kalmasi, mezenkimal kok hiicrelerin aktivitesini etkiler (218). Bu da
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mezenkimal kok hicrelerin antiinflamatuar rollerini zayiflatir ve de farkhlagsma
potansiyelini baskilar (217). Yapilan bu ¢calismalar inflame kok hiicrelerin dental pulpa
rejenerasyonunu bozabilecegini gostermektedir. Ancak 2010 yilinda yayinlanan iki
calismada geri donlisimsiz pulpitisli inflame dental pulpadan elde edilen kok
hicrelerin odonto/osteojenik farklilasma kapasitesinin artmamasina ragmen in vivo
ortamda dentin-pulpa kompleksini olusturabildiklerini belirtmislerdir (6, 9). Pulpa
dokusuna ulasmak her zaman kolay degildir. Yirmi yas dislerinin cekilmesi ve
ortodontik sebeplerle yapilan ¢ekimler disinda saghkh disleri cekmek etik ve mantikli
degildir. Yapilan bir vaka calismasinda geri donlisimsiiz pulpitisli disten elde edilen
kok hicrelerin Gretilip hastaya ait 16kosit trombositten zengin fibrin (Leukocyte
Platelet-rich Fibrin , L-PRF) ile beraber kok kanalina yerlestirilerek disin tedavi
edilebilecegi gosterilmistir. (219). Ayrica literatlirde geri donlisimsiz pulpitisli
vakalarda ampiitasyon sonrasi Biodentine uygulanmis ve basarili sonuglar elde

edilmistir (220).

Yapilan calismalar geri donlsimsiz pulpitislerde pulpa-dentin kompleksinin
olusabilecegini, en blylk sikintinin yetersiz damar gelisiminin olabilecegini
gostermektedir. Anjiogenezis yeni kan damarlarinin olusumuyla ilgili hiicresel bir
surectir ve farkli buylme faktorlerinin rol aldigi karmasik bir molekiler mekanizmaya
sahiptir (221).Dental pulpa tamir ve rejenerasyonu sirasinda VEGF, FGF ve PDGF
anjiogenezisi stimiile etmede, VEGF endotel hiicre proliferasyonu, migrasyonu ve
canhhginin sirdarilmesinde temel rol oynar. Gegmis yillarda inflame dental pulpanin
yeni damarlarin olusmasinda VEGF ve FGF in bliyime faktori olarak etkisini gosteren
calismalar rapor edilmistir (221, 222). LPS ile inflame edilen saglikli dental pulpa kok
hicrelerine uygulanan insan trombosit lizat veya simvastatinin (lipid disurica ilag)
hiicre proliferasyonunu ve vaskiilogenezisi artirarak sitokinleri inhibe ettigini ve
anjiogenezis-damar gelisimini indikledigini gozlemlenmistir (221, 223). Biodentine ve
MTAnin da pulpa kok hicrelerini stimile ederek bliyiime faktorlerinin salinimini
artirdigi ve de sonug olarak pulpa dentin rejenerasyonunu indiikledigi rapor edilmistir
(224). Dental pulpa kok hiicrelerinin osteojenik farklilasma potansiyeli yiksek oldugu

icin kemik doku muhendisliginde kullanilabilecegi belirtiimektedir (225-229). Ayni
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zamanda norovaskiler yetenekleri sayesinde dental doku muhendisliginde de
kullanilabilecegi rapor edilmistir (230-232). Dental pulpa kok hiicresinin néronal
rahatsizliklarin iyilestirilmesinde damarlanmayi saglayarak ve néronal rejenerasyonu
indikleme o6zellikleri sayesinde norolojide de kullanilabilecegi belirtilmektedir (233-
236). Bu kok hiicrelerin ileride Parkinson ve Alzheimer hastaliklarinda kullanilabilmesi
icin umut verici oldugu belirtilmektedir (237). Dental pulpa kék hicrelerinin iskemik
alanlarda anjiogenezisi indikledigi ve bu sayede iskemik rahatsizliklarda
kullanilabilecegi belirtiimektedir (231). Dental pulpa kok hicrelerinin pankreatik
hiicrelere farklilasma yetenegi oldugu icin diyabette kullanilabilecegini belirten

calismalar da mevcuttur (139, 238, 239).

Bu c¢alismada, saglikh pulpa kok hicrelerinin yanisira geri donlisimli ve
semptomatik geri donlsimsiz pulpitisli dislerden elde edilen kdk hiicrelerinin
0zglllugl akis sitometresi ve immunofloresans isaretleme yontemleriyle incelendi.
Akis sitometri sonuglari incelendiginde saglkli ve inflame dental pulpalarda
mezenkimal kék hiicre 6zgillGgu birbirine benzer sonuglar gostermistir. Mezenkimal
kok hiicre 6zgulligliint isaret eden CD29, CD73, CD90 ve CD105 pozitif ylizey
belirteglerinin hepsi %99 ile %100 oraninda eksprese olmugstur. Bir hicrenin
mezenkimal kok hiicre olarak belirlenebilmesi icin hiicrelerin CD73,CD90 ve CD105
ylzey belirteclerini pozitif olarak eksprese etmeleri gerekmektedir(56). Bizim akis
sitometri sonuglarimizla benzer sekilde diger inflame pulpa kdk hiicre ¢alismalarinda

da %99 ve lzeri pozitif yanit alinmistir(6, 9)

Akis sitometrisi ilk defa 1960 yilinda kullanilmaya baslanmistir ve hiicrelerin
tek tek incelenmesini ve hiicreler ile ylizey antijenlerinin tanimlanmasi gibi ylzey
ozelliklerinin incelenmesini saglamaktadir (240, 241). Bu yontem vyillardir kék hiicre
calismalari icin kullanilmaktadir (242). Geleneksel akis sitometrisi tekniklerinde
verilerin islenmesi genellikle manuel olarak yapilmaktadir ve analiz eden kiside yeterli
bilgisayar ve istatistik becerilerin bulunmasi gerekir. Akis sitometrede disiik sayida
hicre varliginda, ylizey belirteglerinin dlglimlerinin daha uzun strdigu, bu nedenle

yeterli hiicre sayisinin saglikli akis sitometresi sonucu eldesi icin 6nemli oldugu
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vurgulandi (240). Yaptigimiz ¢alismada da kimi 6rneklerde 100 pl’deki hiicre sayisi
yetersiz kaldigi icin okuma yapmakta zorlanildi. Bu durum hiicrelerin akis sitometrisi

yapilmasi icin belirli bir konfluyensiye ulagsmalarinin 6nemini vurgulamaktadir.

Dental pulpa kok hiicreleri Stro-1, CD146, CD106, CD29, CD13, CD44, CD73,
CD90, CD105 veCD271 gibi mezenkimal kok hiicre belirteclerini eksprese etmektedir
(83, 243). Ancak dental pulpa kok hiicreleri icin spesifik bir belirte¢ bulunmamaktadir
(83). CD73 lenfositlerin endotele yapismasini saglar ve ayni zamanda mezenkimal kok
hicrelerde de bulunur (244). CD90 (Thy-1) aslinda lokositlerde gorilen bir belirtegtir
ve hicreler arasi ve hiicre matriks arasindaki etkilesimlerden sorumludur(245).
Endoglin olarak bilinen CD105, insan vaskiler endoteli ile baglantili bir membran
glikoproteinidir (246). CD29 integrin beta-1 olarak ya da fibronektin reseptor alt Uniti

olarak bilinmektedir, integrin ailesinin bir Gyesidir (247).

Bu calismada negatif ylizey belirtecleri olarak CD31, CD34, HLA-DR ve LIN
kullanilmistir. Burada hedef bu yizey belirteglerinin %2-3 araligini gegmemesidir.
Cunkl normal kosullarda mezenkimal kok hiicrelerde bu belirteglerin diisiik olmasi
beklenir. CD31 endotelyal progenitor hiicrelerden ve endotelyal hiicrelerde eksprese
olmaktadir (235). CD45, CD34 ve CD11b hematopoetik kok hiicre belirtegleridir.
Yaptigimiz ¢alismada akis sitometrisinde deney gruplarimizda CD45 ve CD11b igeren
LIN parametresi %0 ile %4 arasinda bulunmustur. CD34 orani ise %3 ve altinda
bulunmustur. En yiksek CD34 orani yash geri donisimli pulpitis 6rneginde
gorilmustlr. En diisiin oran ise geng saglikl pulpa grubunda tespit edilmistir. HLA-DR
molekilleri indiklenmedigi siirece mezenkimal kdk hiicrelerde eksprese olmaz (56).
Yaptigimiz ¢alismada da HLA-DR igeren DRECD preparati %0-3 araliginda eksprese

olmustur.

Bu ¢alismada ylizey belirteglerinin protein ifadeleriimmiinfloresan isaretleme
ydntemiyle incelendi. immiinofloresan isaretleme yéntemi bircok hiicre cesidinde
bulunan antijenlerin floroforlarla boyanmis antikorlar kullanilarak tespit ve lokalize

edilmesini saglamaktadir. Kiltiire edilmis hiicreler, hiicre slispansiyonlari ya da doku
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orneklerindeki belirli hedeflere veya bitin bir organizmaya uygulanabilen bir
yontemdir. Immiinofloresan incelemelerde otolizi, clirimeyi ve morfolojinin antijen
ozelliklerini kaybetmeden koruyabilmesi igin fikse edilmesi gerekmektedir (248).
Iimminofloresans tekniginin diger yontemlere gére daha ucuz olmasi bir avantaj
saglamaktadir (249). imminofloresans okuma zordur ve teknik yeterlilik gerektirir

(250).

Calismamizda CD73, CD90 ve CD 105 dental pulpa mezenkimal kok hiicre
pozitif ylzey belirteci olarak, CD34 ve CD45 ise negatif ylizey belirteci olarak
kullanildi. Sonuglar incelendiginde, CD73, CD90 ve CD105 antikorlarinin tim deney
gruplarinin kok hiicrelerinin hiicre stoplazmalarinda farkli yogunlukta isaretlendigi
gozlendi. CD34 ylzey belirtecinin hemen hemen hi¢ immin isaretleme gostermedigi
gozlendi. GSP1 ve YRP 6rneklerinde CD45 antikoru ile hafif boyanma gézlenmektedir.
Ancak bu boyanmanin deneysel asama sirasinda bir artefakttan kaynaklaniyor

olabilecegi distnlilmektedir.

Yapilan galismalar dis ¢lrtigliniin yani sira yaslanmanin da dental pulpadaki
kok hicrelerin 6zelliklerini degistirebildigini gdstermistir. Bizim calismamizda yasli
saglikh ve geri donlsimll pulpitisten elde edilen 1’er kok hiicre 6rnegi pilot calisma
olarak incelenmistir. Yash saglikli pulpadan elde edilen kdk hiicreler gencg saglikli
pulpadan elde edilenlere gore daha yavas prolifere olsa da olusturulan yara ylzeyini
lateral yonde prolifere olarak basariyla kapatmislardir. Yash saglkli hiicrelerin daha
diisiik konfluens gésterdigi gdézlenmistir. immiinofloresan isaretleme ydénteminde
yash saglikli bireyden elde edilen pulpa kok hiicrelerinin pozitif ylzey belirtegleri ile
(CD73, CD90 ve CD105) stoplazmik olarak cok yaygin sekilde isaretlendigi, negatif
ylzey belirteclerinin ise herhangi bir boyamaya neden olmadigi gézlendi. Yash geri
donidstimli pulpitis 6rnegi incelendiginde de 6zellikle CD73 ve CD105’in yogun bir
sekilde eksprese oldugu, CD90’iIn ise daha az yogunlukta eksprese oldugu, CD34
antikor boyamasi gozlenmezken cok hafif diizeyde CD45 ekspresyonu gozlendi. Akis
sitometresi sonuglarida pozitif ylzey belirteglerinin yash bireylerden elde edilen

mezenkimal kok hiicrelerinde %99’in lizerinde oldugunu, negatif yiizey belirteclerinin
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ise bazilarinda %2 den blyik oldugu gézlendi. Sonug olarak proliferasyon yetenegi
azalsa da mezenkimal kok hiicre 6zgilligiiniin geng bireylerden elde edilen kok

hicrelerle arasinda belirgin bir farklilik gézlenmedi.

Pasaj sayisinin artmasi neticesinde mezenkimal kok hiicrelerde mitotik
aktivite sinirlanir ve hiicresel debris birikimi gozlenir. Bu duruma hiicresel senescence
denilmektedir(251). Senescence ile beraber azalmis telomeraz aktivitesi ve
senescence belirteci olan p16’da artis gortlmektedir (168). Yaslanma ile beraber
dental pulpa kok hicrelerinde proliferasyon kapasitesinin ve odontojenik

farklilasmanin azaldig1 gosterilmistir (97).

Yi ve arkadaslari yasl bireylerden elde edilen dental pulpa kdk hiicrelerinin
proliferasyon ve osteojenik, adipojenik farklilasma potansiyelinin azaldigini,
kondrojenik farklilasma potansiyelinin ise yasa baglh olarak degismedigini, bunun da
pulpa-dentin rejenerasyonunu etkileyebilecegini belirtmislerdir (97). Bressan ve ark.
uygun ekstraselller kosullar hazirlandiginda, yash bireylerden izole edilen dental
pulpa kok hiicrelerinin genclerden izole edilenlerle benzer rejeneratif 6zellikler
barindirdigini géstermislerdir (7). Diger taraftan Horibe ve ark. yasi daha biyiik olan
gruptaki kok hicrelerin sayisinin, ¢ogalma hizinin, gé¢ etme ve antiapoptotik
kapasitesinin gen¢ gruptakine gore daha ylksek oldugunu gozlemislerdir. Bu
durumun hasta donér yasinin dental pulpa kék hiicre rejenerasyon potansiyeline
etkisinin olmadigini gosterebilecegini belirtmislerdir (206). Buna ilaveten Ning ve
arkadaslari yetiskin ratlarda LPS stimilasyonuna bagli olarak ALP aktivitesinin
arttigini(252), Aslantas ve arkadaslari da yash bireylerden elde edilen inflame pulpa
dokularinda ALP aktivitesinin yiiksek oldugunu bulmuslardir(35). Bu durum yasl kok
hicrelerinde de osteojenik farklisamanin devam ettiginin gostergesi olabilir. Sonug
olarak yaslanma ile kok hicre proliferasyonunu azaltsa da hala rejeneratif
kapasitesiye sahip oldugu ve pulpa-dentin rejenerasyonunda bundan

yararlanilabilecegi diistintlebilir.
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Diger taraftan yasl hastalarda pulpa dokusunun sekonder ve tersiyer dentin
olusumu, pulpa tasi formasyonu, dentikeller sebebi ile hacimce azalmasi bu
bireylerden dental pulpa kok hicresi eldesini zorlagtirmaktadir. Ayni zamanda
farklilasma ve rejeneratif kapasitelerinde de azalma gortlmektedir (49, 253). Bunun
yaninda diyabet, sistemik lupus eritematozus, romatoid artrit gibi sistemik hastalig
olan bireylerde mezenkimal kék hiicre fonksiyonlari geri dontistiimsiiz olarak degisir .
Bu problemlerin O6niine gecebilmek icin allojenik trasplantasyonun bu problemi
asmaya yardimci olabilecegi diislinilmektedir. Ancak bu yontemle patojen tasinmasi
ya da hicrelerin senscence olmasi ve timor gelisim ihtimali gibi riskler s6z konusudur
(204). Diger bir faktor de yash bireylerde pulpitislerin teshisinde bazi zorluklar vardir.
Yasli bireylerde tim organ ve dokularda disik yogunlukta bir kronik inflamasyon
sureci vardir. Agri stimilanlara kargi uyari mekanizmasi yavaglamistir. Bu nedenle
bakteriyel stimilanlara karsi yeterli cevap olusmadigi icin klinikte her zaman basarili

teshis yapmak mimkin olmayabilir. (ALP ref)

Bu calismada eksplant yontemiyle pulpa dokusundan primer kiltir elde
edildi. Eksplant yontemde kicik doku parcalarindan hiicrelerin disariya dogru
bliyimesi gerceklesmektedir ve son derece saf bir kok hiicre poplilasyonu elde
edilmektedir (254). Eksplant teknigini uygulamanin maaliyeti enzimatik yonteme
kiyasla daha dusiktiir. Ve daha kolay uygulanabilir bir yontemdir. Bu yontem cok
tercih edilen bir yontem degildir. Clinkl bu yontemin uygulanmasi uzun zaman
almaktadir ve hiicrelerin pulpa dokusundan disari dogru blylimeleri en az 1ila 2 hafta
arasinda bir zaman aldigi belirtilmistir (183). Ancak bizim yaptigimiz ¢alismada
eksplant kiltiir yontemi uygulandigi zaman hiicrelerin 6 hafta sonra atmaya ve
¢oglmaya basladiklari gérilmustir. Spath ve ark. 2009 yilinda yaptiklari ¢alismada
eksplant kiltir yontemi ile dental pulpa kok hiicrelerde artmis proliferasyon
kapasitesi oldugunu goéstermislerdir. Bu durum bizim calismamizda eksplant kiltir
yontemini tercih etme sebeplerimizden biri olmustur (255). Ayni ¢alismada fare
miyoblastlari ile kokultiire edildigi zaman dental pulpa kdk hiicrelerinin miyojenik
genlerinin aktive oldugu gorulmdstur. Hilkens ve ark. yaptiklari calismada enzimatik

ya da eksplant kiltir yontemi ile yapilan hiicre izolasyon yontemlerinin ikisinde de
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ayni bliyiime orani ve koloni formasyon kapasitesinin oldugunu ve basarili bir sekilde
adipojenik, kondrojenik ve osteojenik hiicre cesitlerine farklilasma gorilebildigini;
dolayisiyla her iki izolasyon yonteminde yeterli otolog dental pulpa kdk hiire elde
edilebildigini gostermislerdir(208). inflame pulpal dislerden elde edilen pulpalarda
enzimatik sindirim yonteminde igsi yapidaki fibroblast benzeri hiicrelerin yapismasi 4
glin sonra gorulirken, eksplant yéntemi uygulanan érneklerden hiicre atimi 7. glinde
gorilmustiir (79). Huang ve ark. 2006 yilinda yaptiklari calismada farkl izolasyon
metodlarinin kollajen gen ekspresyon paternlerine bakildigi zaman farkli pulpa kok
hiicre cesitlerinin olusumuna sebep verdigini ve enzimatik yontemle izole edilen

hicrelerin proliferasyon kapasitesinin daha yiiksek oldugunu bildirmislerdir (256).

Rejeneratif tipta son yillardaki ¢alismalar bas dondirici bir hizla devam
etmekte ve her gecen glin dental pulpa kok hiicresinin farklilasma potansiyelinden
faydalanarak yeni bir tedavi alani ortaya ¢ikmaktadir. Bu durum ileride yapilacak
arastirmalarla pulpa kok hiicresinin gelecekte hangi hastaliklarin tedavisinde
kullanilabilecegi sorusunu akla getirmektedir. Buradan yola ¢ikarak son yillarda doku
veya hicrelerimizin gelecekte karsilasacagimiz hastaliklarin tedavisi amacli
kullanilabilecegi fikrini ortaya c¢ikarmistir. Biyobanka(biobank) terimi, biyolojik
numuneleri saklayan cesitli tesisleri tanimlamaktadir (257). Biyobankacilik sayesinde
genetik ve tibbi arastirmalar ile uygulamalariyla ilgili calismalar yapilabilir; yeniilaglar

ve tedaviler gelistirilebilir (258).

Dental pulpa kok hiicreleri geng bireylerde dis ¢ekimi yapildigi zaman ya da
sut disleri dustigl zaman kolaylikla elde edilebilmektedir. Ancak bu tarz durumlar
genellikle hastanin hayatinda kok hiicre tedavisine ihtiya¢c duymadigi bir déneminde
gerceklesmektedir. Bu sebeple kok hicrelerin daha sonraki dénemler icin

saklanabilmesi 6Gnemlidir (259).

Pilbauerova ve ark. yaptiklari ¢calismada dental pulpa kdk hicre elde edilmesi
amaciyla disleri bir bitin olarak da dondurduklari zaman kristal olusumunu

engelleyen ajan disin icine penetre olamadigi i¢in elde edilen basari kok hiicrelerin



75

dislerden izole edilip dondurulmasindan sonra elde edilen basariya goére daha disuk

oldugunu bulmuslardir (259).

Lee ve ark. 2010 yilinda yaptiklari calismada taze dislerle karsilastirildigl zaman
manyetik olarak dondurulan premolarlarda %73 oraninda dental pulpa kék hicre
canhhiginin  (viability/yasayabilirlik) oldugunu gostermislerdir. Ayni  zamanda
morfolojide, kok hiicre belirteglerinin ekspresyonunda, osteojenik ve adipojenik

potensiyelde taze dislere gore gorilebilir bir farklilik olmadigi bulunmustur (260).

Papaccio ve ark 2 yillik kriyoperzervasyon siirecinden sonra dondurulan dental
kok hicrelerinin in vitro ortamda kemik dokusuna farkhlasabildikleri ve
transplantasyon deneyleri icin kullanilabilecek  durumda olduklarini
gostermislerdir(207). Son yillarda inflame pulpadan elde edilen kdk hicrelerin de
dondurularak muhafaza edildigi ve ¢6ziindikten sonra proliferasyon ve farklilasma

glcinde bir degisiklik olmadigini gosteren galismalar da mevcuttur (6, 10)
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6. SONUC VE ONERILER

1. Bu gcalismada geng ve yasli, saghkh ve pulpitisli dental pulpalardan kék
hicre izolasyonu basariyla tamamlandi. Calismamiz bir 6n ¢alisma niteliginde olup

deneysel asamadaki sikintilara bagh olarak revize edilecektir.

2. Yash bireylerden pulpa doku eldesinin daha zor oldugu ve duyusal sinir

iletimindeki azalmaya bagl olarak teshislerde yanilma olabilecegi bildirilmistir.

3. Geng¢ geri donusuimli pulpitislerden elde edilen kok hiicrelerin
proliferasyon kabiliyeti saglikli gen¢ pulpalara gore daha hizli iken, saglkli geng
pulpalar da yasli saglikh pulpalardan elde edilen mezenkimal kdk hiicrelere gére daha

hizli oldugu gozlendi.

4. Kok hiicre 6zglllugl akis sitometri yontemiyle belirlendi. Mezenkimal kok

hiicre 6zgulliginin tim orneklerde benzer sekilde pozitif oldugu gozlendi.

5. Mezenkimal kok hiicre 6zgilliginin protein ifadesi ise imminfloresan
isaretleme yontemi ile yapildi. Tum orneklerde pozitif ylizey belirteglerinin (CD73,

CD90 ve CD105) immiinfloresan isaretlemesi basaril bir sekilde gerceklesti.

6. Sonuc olarak inflamasyon ve donor yasi pulpalarda mezenkimak kok hiicre
0zgulliginli 6nemli derecede etkilemezken, asil hiicrenin sayisini ve proliferasyon

kapasitesini etkileyebilir.

7. Gelecekte yapilacak calismalar geri donlslimstz pulpitisli pulpalardaki
mezenkimal kok hicrelerin  kullanilarak in  vivo ortamda pulpa-dentin
rejenerasyonunun gerceklestiriimesinin yanisira bu pulpalardan elde edilen kok
hiicrelerin in vitro olarak hazirlandiginda rejeneratif endodonti vakalarinda

kullanilarak dislerin canhliginin nasil stirdirilebilecegi tizerine olmalidir.
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8. Bunlarin yanisira rejeneratif tiptaki gelismeler gelecekte pulpa dokusundan
elde edilen mezenkimal kok hicrelerinin pek cok hastaligin iyilestirilmesinde
kullanilabilecegi bu nedenle dis ¢ekimi veya kanal tedavisi nedeniyle uzaklastirilan
pulpalardan Uretilecek pulpa kdk hicrelerinin doku bankalarinda saklanarak daha

sonra kullanilabilecegi unutulmamahdir.
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