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ÖZET 
 

Uzunoğlu Özyürek, E., Diyabet Hastalarında Mineral Trioksit Agregat/1α,25-

Dihidroksivitamin D3 Kombinasyonu ile Dental Pulpa Kök Hücrelerinde Odontojenik 

Farklılaşmanın Araştırılması, Hacettepe Üniversitesi Sağlık Bilimleri Enstitüsü Tıbbi Biyoloji 

Programı Yüksek Lisans Tezi, Ankara, 2021. Diyabet hastalarında yapılan dental tedavilerin 

uzun dönemde başarısızlıkla sonuçlandığı ve bu hastalarda daha fazla diş çekimi görüldüğü 

bilinmektedir. Mineralizasyon mekanizmasında önemli rolü olduğu bilinen ve diyabet 

hastalarında sıklıkla eksikliği bildirilen Vitamin D3'un rutin diş hekimliği tedavilerinde 

kullanılan mineral trioksit agregat (MTA) ile kombinasyonunun diyabet hastalarından elde 

edilen dental pulpa kök hücreleri üzerindeki odonto/osteojenik farklılaştırma potansiyelini 

araştırmak hedeflenmiştir. Sigara içmeyen, insülin dışında ilaç kullanmayan üç Tip 1 diyabet 

hastasının ve üç kontrolün dental pulpalarından izole edilen mezenkimal kök hücrelerin 

özgüllüğü CD34, CD45, Nanog Oct-4, CD73, CD90 ve CD106 belirteçleri kullanılarak gerçek 

zamanlı polimeraz zincir reaksiyonu ile değerlendirilmiştir. Hücreler dört farklı besi yerine 

maruz bırakılmıştır: normal besi yeri (NB): DMEM, %10 FBS, antibiyotik ve antimikotik, 

Farklılaştırma besi yeri (FB): NB’ye -gliserofosfat ve askorbik asit, FB+MTA: FB’ye 0,02mg/mL 

MTA ve FB+MTA+VitD3: FB+MTA besi yerine 10nM VitD3 ilavesini içermektedir. 14. günün 

sonunda hücrelerin odonto/osteojenik farklılaşma miktarları alizarin kırmızısı testi, gerçek 

zamanlı polimeraz zincir reaksiyonu (DSPP, DMP1, COL11, OCN) ve immünfloresan (anti BSP 

II, anti DMP1, anti COL11) yöntemleri ile değerlendirilmiştir. Hücrelerin mezenkimal kök 

hücre karakteristiği CD73, CD90 ve CD106 ifadelerinin yüksek bulunması ile gösterilmiştir. 

Alizarin kırmızısı boyaması, odonto/osteojenik belirteçlerin ifadesi ve immünfloresan 

deneyleri kontrollerde daha fazla farklılaşma olduğunu göstermiştir (p<0,05). Kontrollerde 

sadece MTA farklılaşmanın indüklenmesi için yeterli etkinin oluşmasını sağlarken, diyabet 

hastalarında bu etkinin oluşmasının sağlanması için besi yerine VitD3 ilave edilmelidir 

(p<0,05). Çalışmanın sınırlamaları dahilinde diyabet hastalarının dental tedavilerinde 

MTA’nın VitD3 ile kombinasyonunun daha ileri deneyler ile çalışılması ve sistemik hastalıklar 

göz önünde bulundurularak dental tedavi prosedürlerinin oluşturulması önerilmektedir. 

Anahtar Kelimler: 1α,25-Dihidroksivitamin D3, dental pulpa kök hücreleri, diyabet, mineral 

tiroksit agregat, odonto/osteojenik farklılaşma 
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ABSTRACT 
 

Uzunoğlu Özyürek, E., Investigation of Odontogenic Differentiation of Dental Pulp Stem 

Cells of Diabetic Patients with Combination of Mineral Trioxide Aggregate/1,25-

Dihydroxyvitamin D3, Hacettepe University, Graduate School Health Sciences Medical 

Biology Program Master Thesis, Ankara, 2021. Dental treatments in diabetic patients have 

been reported to fail in the long term and these patients have more tooth extraction. It is 

aimed to investigate the odonto/osteogenic differentiation potential of the combination of 

Vitamin D3, which is known to play an important role in the mineralization mechanism and 

is frequently deficient in diabetic patients, with the mineral trioxide aggregate (MTA) used in 

routine dental treatments, on dental pulp stem cells of diabetic patients. The specificity of 

mesenchymal stem cells isolated from dental pulps of three non-smoking patients with Type 

1 diabetes who did not use drugs other than insulin and three non-smoking controls was 

evaluated by real-time polymerase chain reaction using CD34, CD45, Nanog Oct-4, CD73, 

CD90 and CD106 markers. Cells were exposed to four different media: normal medium (NM): 

DMEM, 10% FBS, antibiotic and antimycotic, differentiation medium (DM): NM plus -

glycerophosphate and ascorbic acid, DM + MTA: DM plus 0.02mg/mL MTA and DM+ MTA + 

VitD3: FB plus MTA plus 10nM VitD3. At the end of the 14th day, the odonto/osteogenic 

differentiation amounts of the cells were evaluated by the alizarin red test, real-time 

polymerase chain reaction (DSPP, DMP1, COL11, OCN) and immunofluorescence (anti-BSP 

II, anti-DMP1, anti-COL11) methods. The mesenchymal stem cell characteristics of the cells 

were demonstrated by the presence of higher expressions of CD73, CD90 and CD106. Alizarin 

red staining, expression of odonto/osteogenic markers and immunofluorescence 

experiments showed that there was more differentiation in controls (p <0.05). In controls, 

while only MTA provides sufficient effect to induce differentiation, in diabetic patients VitD3 

should be added to the medium in order to ensure this effect (p <0.05). Within the limitations 

of this study, it is recommended to study the combination of MTA with VitD3 in dental 

treatment of diabetic patients with further experiments and to establish dental treatment 

procedures considering systemic diseases. 

Key words: 1α,25-Dihydroxyvitamin D3, dental pulp root cells, diabetes mellitus, mineral 

trioxide aggregate, odonto/osteogenic differentiation 
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SİMGELER ve KISALTMALAR 
 
- Eksi 
%   Yüzde 
°C   Santigrat derece 
+   Artı 
1α,25(OH)2D3  1α,25-dihidroksivitamin D3 
25(OH)D3  25-hidroksivitamin D3 
7-DHC   7-Dehidrokolesterol 
AA   Askorbik asit 
AB   Antibiyotik 
ABD   Amerika Birleşik Devletleri 
ALP   Alkalen fosfataz 
AmfB   Amfoterisin B 
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BGLAP (OCN)  Kemik gamma karboksiglutamik asit proteini (Osteoklasin) 
BMP   Kemik morfogenetik protein 
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BSP   Kemik sialo-protein (Bone sialoprotein) 
Ca+2   Kalsiyum 
CaSR   Kalsiyum-algılayıcı reseptör 
CD   Cluster of differentiation 
cDNA   Komplementer deoksiribo nükleik asit 
cm2   Santimetrekare 
CO2   Karbondioksit 
COL1α1  Alfa-1 Tip 1 Kolajen 
Ct   Cycle threshold 
DBY   Deney besi yerleri 
DFH   Deri fibroblast hücresi 
DFKH   Dental Folikül Kök Hücreleri 
DGPH   Diş germi progenitör hücreleri 
dk   Dakika 
dL   Desilitre 
DM   Diyabet hastalığı, diabetes mellitus 
DMEM   Dulbecco's Modified Eagle Medium 
DMP1-DMAPP Dentin matriks proteini 1, Dentin matriks asidikfosfoprotein 
dNTP   Dinükleotittrifosfatlar 
DPKH   Dental pulpa kök hücreleri 
DSPP   Dentin sialo-fosfoprotein 
ECM   Hücre dışı matriks 
ERK Hücre dışı sinyalle düzenlenen kinazlar (Extracellular signal-

regulated kinases) 
EtOH   Etanol 
FB   Farklılaştırma besi yeri 
FBS   Fetal sığır serumu 
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G   Guanin 
GZ-PZR  Gerçek zamanlı-polimeraz zincir reaksiyonu 
Hb   Hemoglobin 
IDF  Uluslararası Diyabet Federasyonu (International Diabetes 

Federation) 
IL   İnterlökin 
ISCT   International Society of Cellular Therapy 
K   Kontrol 
KH   Kök hücre 
Klf4   Kruppel-like factor 4 
M   Molar 
mg   Miligram 
MgCl2   Magnezyum diklorür 
MKH   Mezenkimal kök hücreler 
mL   Mililitre 
mM   Milimolar 
mm   Milimetre 
mRNA   Mesajcı ribonükleik asit 
MTA   Mineral trioksit agregat 
MTT   3-(4,5-dimetiltiazol-2-il)-2,5-difeniltetrazolium bromid 
NB   Normal besi yeri 
NF-κB   Nükleer faktör kappa B 
NFAT   Nuclear factor of activated T-cells 
ng   Nanogram 
nM   Nanomolar 
nm   Nanometre 
NT5E   5'-Nucleotidase Ecto 
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1. GİRİŞ 

Ağız ve diş sağlığı, yaşam kalitesini doğrudan etkileyen önemli faktörlerdendir. 

Ağız-diş sağlığı ve genel sağlık arasında iki yönlü bir etkileşim olduğu bilinmektedir. 

Ağız içi boşluğunda komplikasyonlara neden olan pek çok sistemik hastalık, bireyin 

yaşam kalitesini genel ve ağız-diş sağlıklarını olumsuz yönde etkileyerek azaltmaktadır 

(1). Bu hastalıklardan biri olup insülin hormon salınımının ve/veya etkisinin mutlak ya 

da göreceli azlığı ile ortaya çıkan diyabet, akut (diyabetik ketoasidoz, nonketotik 

hiperozmalar koma gibi) ve kronik (makrovasküler ve mikrovasküler) 

komplikasyonları ile yaşam kalitesini düşürmekte, hastalanma ve erken ölüm 

oranlarının artmasına neden olmaktadır. Tip 1 diyabet kalıtsal olup pankreastaki β-

hücrelerinin işlevini kaybetmesi ve sonunda vücutta hiç insülin kalmamasıyla ortaya 

çıkan diyabet olup, Tip 2 diyabet toplumda daha yaygın olan, insülin salınım 

bozukluğu ile insülin direncinin bir arada izlendiği diyabet grubudur (2). Diyabet 

hastalarında yüksek kan şekerinden dolayı damarların oksijen taşıma ve atıkları 

uzaklaştırma kapasitesi azalır. Bu dokuların beslenmesini olumsuz yönde etkiler ve 

sonuç olarak dokular enfeksiyona daha yatkın hale gelir. Bu duruma ek olarak glikoz 

oranı daha yüksek olan ortamlar bazı bakterilerin üremesini kolaylaştırır. Bahsedilen 

nedenlerden dolayı enfeksiyona karşı direnci azalan diyabet hastalarının 

tükürüğünün daha fazla glikoz içermesi onları diş ve dişeti hastalıkları için daha riskli 

hale getirir (3). Kontrol altında olmayan diyabet hastalarında diş çürüklerine daha sık 

rastlanır. Bilindiği gibi enfeksiyonun varlığı da kan şekerini yükselten bir durumdur 

(4). Bu nedenle diş ve diş eti enfeksiyonları engellenemediğinde diyabet hastalarında 

enfeksiyonu lokalize etmek daha güç hale gelir. Ketoasidoz ve sepsise kadar giden 

durumlarla karşılaşılabilir. Ağız ve diş sağlığının korunması için diyabet hastasının 

metabolik kontrolünün çok iyi olması, düzenli aralıklarla ağız-diş sağlığı kontrollerini 

yaptırması gereklidir. Ancak diyabetin dental tedavilerin başarısını olumsuz etkilediği 

de bildirilmiştir (3). 

Rejeneratif dental tedaviler dişin canlılığını koruyarak fonksiyonda kalmasını 

sağlayan tedaviler olup, diş kaynaklı kök hücreler bu tedavilerde önemli rol 

oynamaktadırlar (5). Derin çürüklerin uzaklaştırılması sırasında pulpa odasının açığa 
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çıkması durumunda uygulanan direkt pulpa kaplaması tedavilerinin başarısı için 

tedavide kullanılan trikalsiyum silikat, dikalsiyum silikat, trikalsiyum aluminat ve 

tetrakalsiyum aluminoferrit içeren Mineral Trioksit Agregat’ın (MTA) (6) dental pulpa 

mezenkimal kök hücrelerinin odontoblastlara farklılaşarak tamir dentini yapımını 

uyarması gerektiği bilinmektedir (7). Glisemik düzeyleri kontrol altında olmayan 

diyabet hastalarında dental pulpa mezenkimal kök hücrelerinin odontojenik 

farklılaşma kapasitesinin olumsuz etkilendiği gösterilmiştir (8). Diyabetteki yüksek 

seviyedeki glikoz varlığı MTA’nın rejenerasyon kapasitesini olumsuz yönde 

etkileyerek dentin köprüsü oluşumunu engellemektedir (9). Diyabet varlığının 

MTA’nın tamir kapasitesi üzerindeki etkilerine dair yapılan hayvan çalışmalarında 

araştırmacılar birbirinden farklı sonuçlar bildirmişlerdir (9-11). Ancak çiğneme ve 

konuşmada görev alan dişlerin mümkün olduğunca korunması ve mevcut 

enfeksiyonun önlenmesi diyabet hastalarının hem yaşam kalitesini hem de genel 

sağlık durumunu olumlu etkileyecektir. 

Diyabet hastalarında Vitamin D eksikliği görüldüğü de bilinmektedir (12). 

Vitamin D’nin aktif formu olan 1α,25-dihidroksivitamin D3 (1α,25(OH)2D3), kemik 

metabolizmasının düzenlenmesinde ve sert dokuların mineralizasyonunda önemli rol 

oynamaktadır (13, 14). 1α,25(OH)2D3 tek başına hücre dışı sinyallerle düzenlenen 

kinaz (ERK) (15) aktivasyonunu modüle ederek insan dental pulpa kök hücrelerinin 

odontojenik farklılaşmasına yol açtığı gösterilmiştir (16). İnsan dental pulpa kök 

hücrelerinin MTA kaynaklı odontojenik farklılaşmasının da ERK aktivasyonu ile olduğu 

belirtilmiştir (17). 

Literatürde yer alan bilgiler doğrultusunda MTA/1α,25(OH)2D3 

kombinasyonunun diyabet hastalarından elde edilecek olan dental pulpa kök 

hücrelerinin odontojenik farklılaşmasını etkili bir şekilde indükleyeceği   

öngörülmüştür. Bu amaçla diyabet hastalarından elde edilmiş olan dental pulpa kök 

hücrelerinin MTA ve MTA/1α,25(OH)2D3 kombinasyonuna maruz kalmaları 

sonucundaki farklılaşma kapasiteleri 18 yaş üstü bilinen herhangi bir sağlık problemi 

olmayan, ilaç kullanmayan, sigara içmeyen, son 2 haftada antibiyotik kullanmayan 
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sağlıklı bireylerden elde edilmiş olan dental pulpa kök hücrelerinin proliferasyon ve 

odontojenik farklılaşma kapasiteleri;  

• Kök hücrelerin MTA ve MTA/1α,25(OH)2D3 kombinasyonu ile odontojenik olarak 

farklılaştırılması,  

• Alizarin kırmızısı ile odontojenik farklılaşmanın bir göstergesi olan kalsiyum 

odaklarının boyanması,  

• Odontojenik olarak farklılaşan hücrelerin immünfloresan yöntemi ile karakterize 

edilmesi,  

• Gerçek zamanlı polimeraz zincir reaksiyonu (GZ-PZR) ile kök hücre ve 

odonto/osteojenik gen belirteçlerinin ifadesi ile değerlendirilmiştir. 

İfade değişimlerindeki anlamlı farklar bize rejeneratif tedavilerde kullanılan 

MTA’nın Vitamin D ile kombine edildiğinde dental pulpa kök hücrelerinin farklılaşma 

kapasitesini nasıl etkilediğini in vitro olarak göstererek sistemik bir hastalık varlığında 

daha spesifik tedavi yaklaşımlarının başarı şansı hakkında ön veri sağlamıştır. Aynı 

zamanda diyabet hastalarından elde edilen dental pulpa kök hücrelerine uygulanan 

rejeneratif tedavi materyallerinin başarısı, diğer metabolik/sistemik hastalık tanısı 

alan bireylerdeki uygulanabilirlik için bir model oluşturmuş ve diyabet hastalarının 

hem sistemik hem de ağız sağlığı göz önünde bulundurularak uygun, yararlı ve 

ekonomik diş tedavilerinin oluşturulması için fikir edinilmiştir. 
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2. GENEL BİLGİLER 

2.1. Diyabet Hastalığı 

İnsülinin mutlak ya da göreceli eksikliği veya insüline direnç ile gelişen 

hiperglisemi ile kendini belli eden karbonhidrat, protein ve yağ metabolizmalarındaki 

bozukluklar ile seyreden kompleks hastalığa diyabet hastalığı (diabetes mellitus, DM) 

denir (4). Vücutta üç temel besin maddesinden (protein, yağ, karbonhidrat) 

sentezlenmesine rağmen en fazla karbonhidratlardan elde edilen glikoz, canlı 

hücreler için temel enerji kaynağıdır. Normal fizyolojik işlevler için glikoz 

metabolizması kritik bir öneme sahiptir ve insülin yardımı olmadan çoğu hücre glikozu 

kullanamaz. İnsülin; karbonhidrat, lipit ve protein metabolizmasını düzenler, normal 

kan glikoz seviyelerini hücresel glikoz alımını hızlandırarak korur ve mitojenik 

etkileriyle hücre bölünmesini ve büyümeyi teşvik eder (18). DM, pankreastaki 

Langerhans adacıklarındaki β-hücreleri tarafından salgılanan insülin hormonunun 

mutlak veya göreceli yetersizliği, etkisizliği ya da hormonun moleküler yapısındaki 

bozukluklar sonucunda ortaya çıkan etiyolojisi, genetik ve klinik tablosu ile heterojen 

özellik gösteren bir sendromdur. Sık ve yaygın bir şekilde gözlenen diyabet, 

sanayileşmenin başında olan ülkeler için epidemik bir hastalık olarak kabul 

edilmektedir, ayrıca gelişmiş pek çok Batı toplumundaki önde gelen ölüm 

nedenlerinden biri olarak dikkat çekmektedir (2).  

Uluslararası Diyabet Federasyonunun (IDF) (19) güncel verilerine göre 

dünyada 11 kişiden 1’i diyabet olup (425 milyon), global sağlık harcamalarının %12’si 

diyabet hastalarının tedavisi için kullanılmaktadır. IDF verilerine göre bilinmeyen 

diyabet olguları da %50 civarındadır. 

Hastalığın etyolojisi göz önünde bulundurularak Amerikan Diyabet Birliği 

(American Diabetes Association) tarafından oluşturulan sınıflamaya göre diyabet 

hastalığını, Tip 1 DM (tam insülin eksikliği/ T1DM), Tip 2 DM (insülin direnci ya da 

insülin duyarlılığında azalma/T2DM), gestasyonel DM (gebeliğin 2. ya da 3. 
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döneminde ortaya çıkan DM) ve diğer spesifik tipler olmak üzere dört ana başlık 

altında toplamak mümkündür (20).  

Diyabet en yaygın olarak Tip 1 ya da Tip 2 diyabet şeklinde izlenir. Pankreastaki 

β-hücrelerinin yıkımına bağlı olarak T1DM’de insülin salınımı azalır. T1DM'li 

hastalarda insülin salgısı azalmakta ve bununla birlikte oluşan hiperglisemi glukagon 

salınımı ile baskılanamamaktadır. Sonuç olarak, T1DM hastalarında bir takım 

metabolik bozukluklar ortaya çıkar (21). Dünyada en sık rastlanan diyabet tipi olan 

T2DM, insülin salınımının göreceli azlığı ya da insülin etkisizliği ile kendini gösterir ve 

diyabet olgularının %90’ını oluşturur (19). Çevresel, davranışsal, genetik, kültürel ve 

sosyoekonomik etkenlerin epidemiye ilave edilmesi özellikle T2DM prevelansında 

artmaya neden olmuştur (22). T2DM kısa sürede gelişen metabolik komplikasyonlara 

ve kronik seyretmesi ile ortaya çıkan makrovasküler (koroner kalp hastalığı, periferik 

damar hastalığı, serebrovasküler hastalık) ve mikrovasküler komplikasyonlara 

(nefropati, retinopati) neden olmaktadır (3, 23). T2DM’de şikayetler genellikle 45 yaş 

civarında başlar, çoğunlukla tanı konulduğunda kronik komplikasyonlar oluşmuştur 

(2). 

2.1.1. Ağız-Diş Sağlığı ve Diyabet Hastalığı 

DM sistemik inflamasyon, insülin direnci ve periodontal yıkım ile kendini 

gösteren bir hastalık olup, DM hastaları da diş hekimlerinin en sık karşılaştığı 3. hasta 

grubudur. IDF verilerine göre Türkiye’de 2017 yılında 20-79 yaş arası bireylerde 

diyabet prevelansı %12,79 olup bu oranın 2045’te %16,49 olması beklenmektedir 

(19). DM ilişkili en yaygın ağız sağlığı problemleri; periodontal hastalık, diş çürüğü, 

tükürük bezi disfonksiyonu, mantar enfeksiyonları, oral liken planus ve likenoid 

reaksiyonlar (inflamatuar cilt hastalığı), enfeksiyon ve gecikmiş yara iyileşmesi, tat 

bozukluğu, yanan ağız sendromu, premalign lezyonlar ve malignitedir (24). Kandaki 

glikoz seviyesinin yanı sıra tükürükteki glikoz seviyesinin de yüksek olması diyabet 

hastalarında ağız ve diş sağlığını olumsuz olarak etkileyen ve diş çürüklerinin daha sık 

görülmesine yol açan bir durumdur (25, 26). 
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Diş çürüğü diyetle alınan karbonhidratların (sükroz, glukoz, laktoz, fruktoz) 

ağızdaki karyojenik bakteriler (çürük yapıcı) tarafından fermante edilmesi sonucu 

ortaya çıkan asidin dişin sert dokuları olan mine, dentin ve sementte zamanla 

oluşturduğu yıkımdır (27). Dişlerin ve kemiklerin mineral yapısını oluşturduğu bilinen 

hidroksiapatit kristalleri asit ataklarında kolayca çözülür. Diyabet hastalarında yüksek 

kan şekerinden dolayı damarların oksijen taşıma ve atıkları uzaklaştırma kapasitesi 

azalır. Bu dokuların beslenmesini olumsuz yönde etkiler ve sonuç olarak dokular 

enfeksiyona daha yatkın hale gelir. Bu duruma ek olarak glikoz oranı daha yüksek olan 

ortamlar bazı bakterilerin üremesini kolaylaştırır (28). Yapılan bir araştırmaya göre, 

özellikle mutans streptokok gibi karyojenik bakterilerin seviyelerinin diyabet 

hastalarında daha yüksek olduğunu bildirilmiştir (29).  Sonuç olarak DM’li hastalarda 

diş çürüğüne daha sık rastlanır. 

Periodontitis prevalansının ve şiddetinin değerlendirildiği çalışmalarda DM’li 

hastalarda diyabeti olmayan kişilere göre daha yüksek periodontitis prevalansı 

olduğu gösterilmiştir. Zayıf glisemik kontrollü diyabet hastalarında periodontitis 

görülme riski yaklaşık üç kat artar (30). Literatürde 1960’lı yıllardan bu yana DM ve 

periodontal hastalık arasında bir ilişki olduğu ve periodontal hastalığın diyabetin 

altıncı komplikasyonu olarak kabul edildiği bildirilmiştir (31, 32). Diğer taraftan 

mevcut diş eti enfeksiyonunun da kan şekerini yükselttiği bilinmektedir (33). Diyabet 

hastalarında diş ve diş eti enfeksiyonları engellenemediğinde enfeksiyon odağını 

tespit etmek zorlaşır. Ketoasidoz ve sepsise kadar giden ciddi tablolarla karşılaşılabilir. 

Hastanın ağzında kötü koku ve ağrının yanı sıra diş kaybı nedeniyle çiğneme 

problemleri ve buna bağlı gastrointestinal şikayetler de ortaya çıkabilir. Yapılan 

çalışmalarda diyabet hastalarının ağız ve diş sağlığı problemlerinden dolayı 

beslenmelerinden memnun olmadıkları ve diyabet hastalarında ağız ve diş sağlığının 

yaşam kalitesini olumsuz yönde etkilediği ifade edilmiştir (34, 35).  

Epidemiyolojik çalışmalar diyabet hastalarında pulpal ve periapikal 

hastalıkların prevelansının yüksek olduğunu bildirmişlerdir (36), diğer taraftan 

diyabet hastalarında ilgili dişin kök kanal tedavisini takiben daha yüksek bir oranla 

çekime gittiği bulunmuştur (37). Diyabetik pulpada kan akımının azaldığı (38) ve 
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kalsifikasyonların arttığı gözlenmiştir (39). Histolojik araştırmalarda kan damarlarının 

bazal membranında kalınlaşma, intraselüler maddede kolajen seviyesinde azalma, 

kronik inflamasyon bulguları ve anjiyopati gösterilmiştir (40). Diğer taraftan yüksek 

glukoz seviyelerinin dental kaynaklı kök hücrelerin proliferasyon ve farklılaşmasını 

inhibe ettiği de bildirilmiştir (8). İnsan dental pulpa kök hücrelerinin proliferasyonunu 

ve odontoblastlara benzer hücrelere farklılaşmasını indüklediği pek çok kez gösterilen 

mineral trioksit agregat (MTA) (6) rejeneratif dental tedavilerde en sık kullanılan 

materyallerdendir. MTA ile doğrudan temas eden dental pulpa kök hücrelerinde 

odontojenik farklılaşma ile kalsiyum odaklarının oluştuğunu, alkalen fosfotaz (ALP) 

aktivitesinin ve dentinsialofosfoprotein (DSPP), kemik sialoprotein (BSP) ve 

osteokalsin (OCN) transkriptlerinin arttığı gösterilmiştir (41, 42); ancak diyabetin 

simüle edildiği fare modellerinde oluşturulan pulpa ekspozunun MTA ile tamirinin 

başarısı hakkında farklı sonuçlar bildirilmiştir (9, 10, 43-45). Diyabetik farelerde pulpa 

hasarını takiben ile yapılan pulpa kaplamasında sağlıklı kontrol farelerine göre tamirin 

geciktiği (6) ve dentin köprüsünün oluşmadığı belirtilmiştir (9). Diyabetik pulpada 

inflamatuar enzim ve mediyatörlerin, oksidatif stres parametrelerinin sağlıklı pulpaya 

göre daha yüksek konsantrasyonlarda olduğu histolojik çalışmalarla gösterilmiştir (46, 

47). Diyabetik pulpada vasküler endoteliyal büyüme faktörü (VEGF) ve kemik 

mofogenetik proteinleri (BMP-2) seviyelerinde anlamlı değişiklikler oluştuğu ve 

VEGF’nin pulpanın mikro-dolaşımında önemli rol oynadığı bulunmuştur (48). Bu 

bilgiler ışığında, diyabet hastalığının dental tedaviler üzerinde etkileri olduğu açıkça 

görülmektedir. 

2.2. Rejeneratif Diş Tedavileri  

Ağız hastalıkları pek çok ülke için büyük bir sağlık yükü oluşturmakta ve 2017 

yılında yaklaşık 3,5 milyar insanın başta diş çürükleri olmak üzere dental travma, diş 

eti hastalıkları gibi farklı ağız hastalıklarından etkilendiği ön görülmektedir (49). Ağız 

hastalıklarından etkilenen insanlarda ağrı, rahatsızlık, yüzde asimetri, çiğneme 

fonksiyonunda kayıp, estetik kaygılar gibi farklı belirtiler ortaya çıkmaktadır. Ağız 

hastalıklarının tedavisi pahalı olup, genellikle ülkelerin çoğunda tedaviler sigorta 
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kapsamında değildir. Yüksek gelirli çoğu ülkede diş hekimliği harcamaları toplam 

sağlık harcamalarının %5’ini ve sigorta dışı harcamaların da %20’sini oluşturmaktadır. 

Düşük ve orta gelirli ülkelerin çoğu ise ağız sağlığını korumada ve iyileştirmede 

yetersiz kalmaktadır. En sık görülen ağız hastalığı olan diş çürüğü, diş yüzeyindeki 

şekerli gıda artıklarının bakteriler tarafından fermente edilmesiyle ortaya çıkan asidik 

ürünlerin mine ve dentini demineralize etmesi ile ortaya çıkmaktadır.  

Dentin dişin en hacimli kısmını oluşturur ve yaklaşık olarak %70’i inorganik madde, 

%20’si organik maddeler ve %10’u sudan oluşmaktadır (50). Organik kısmını kolajen 

ve kolajen olmayan proteinler oluştururken; inorganik kısmını hidroksiapatit 

kristalleri [Ca10(PO4)6(OH)2] oluşturur. Dentin primer, sekonder ve tersiyer dentin 

olarak sınıflandırılabilir. Primer dentin diş fonksiyona gelene dek oluşur, sekonder 

dentin kökün tamamlanmasından sonra oluşmaya başlar ve pulpa sağlığını korudukça 

yapımı ömür boyu devam eder. Tersiyer dentin, reaksiyoner ve reperatif olarak ikiye 

ayrılır, harici bir uyaran, çürük veya aşınmaya yanıt olarak oluşur. Reaksiyoner alt tip 

önceden var olan odontoblastlar tarafından oluşturulurken, reperatif dentin 

farklılaşmamış dental pulpa kök hücreleri tarafından oluşturulur (50). Dişin biyolojik 

olarak onarılması veya yeniden oluşturulmasına yönelik diş hekimliği alanını 

tanımlamak için de rejeneratif diş hekimliği ‘regenerative dentistry’ (51, 52) terimi 

kullanılmaktadır. Rejeneratif diş hekimliği çalışmalarının hedefi; çeşitli diş dokularının 

rejenerasyonu, konjenital anomalilerin tedavisi ve kraniyofasiyal rejenerasyon gibi 

alanlardır. Temel biyoloji ve diş hekimliği bilimini birleştirerek, diş hekimliği pratiğine 

doku rejenerasyonunu bir tedavi seçeneği olarak sunacak olan dental pulpa kök hücre 

çalışmaları, özellikle dentin, pulpa, sement, periodontal ligament gibi diş dokularının 

oluşturulması ve bu sayede hasarlı dokunun rejenerasyonunu hedef almaktadır. 

Dental pulpa, fibroblast, odontoblastlar ve hücre dışı matriks (ECM) ile temas eden 

farklılaşmamış mezenkimal hücreler de olmak üzere çeşitli hücre tiplerinden oluşur 

(53). Odontoblastlar ve farklılaşmamış kök hücreler dentin oluşumundan ve ECM 

proteinlerinin salgılanmasından sorumludur. Derin çürük varlığında tekrar dentin 

oluşumu indüklenerek pulpa dokusunun korunması ve dişin canlılığının sürdürülmesi 

gerekmektedir. Diş hekimliği pratiğinde; pulpal enfeksiyon veya hasar durumunda 
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pulpa dokusu uzaklaştırılmakta ve kök kanal boşluğu ve kaybedilen diş dokusu çeşitli 

dolgu maddeleri ile restore edilmeye çalışılmaktadır. Dental pulpa kök hücrelerinin 

dentin-pulpa kompleksi oluşturabilme potansiyeli bu kapsamda endodontik ve 

restoratif prosedürlere alternatif olarak rejenerasyonun mümkün olabileceğini 

düşündürmektedir (54, 55). Benzer şekilde periodontal ligament-sement 

kompleksinin oluşturulabilme potansiyeli de diş çevre dokularının rejenerasyonunu 

sağlayacaktır (56). 

Dental pulpa kök hücreleri çürüklerin uzaklaştırılması sonrasında vital pulpa 

tedavilerinde dentin oluşumunda rol oynarken, apikal papilla hücreleri de travmatik 

yaralanmalar sonrasında yapılan rejeneratif tedavilerde mineralizasyonda rol 

oynamaktadır (57, 58). Dental pulpa kök hücrelerinin ALP (ECM mineralizasyonu 

başlatmak için gereklidir, yüksek Ca+2 ve P iyonu varlığında inhibe olur), Tip 1 kolajen-

α1 (COL1α1), osteopontin (OPN) ve OCN gibi osteoblastik belirteçleri eksprese 

edebildikleri ve mineralize matriks üreten osteoblast-benzeri hücrelere 

farklılaşabildikleri gösterilmiştir (59). Apikal papilla kök ucunda bulunur ve kökün 

gelişiminden sorumludur. Apikal papilladaki kök hücrelerin, dental pulpa kök 

hücrelerine göre daha üstün proliferasyon ve osteojenik farklılaşma kapasiteleri 

olduğu bildirilmiştir (60, 61). Rejeneratif endodontik tedavi sırasında öncelikle kök 

kanalı sodyum hipoklorit, etilen diamin tetraasetik asit, kalsiyum hidroksit, üçlü 

antibiyotik patı gibi farklı kimyasallar ile dezenfekte edilir (62), devamında kanal 

ağızında görülebilen bir kanama odağının oluşturulması hedeflenir. Böylece enfekte 

periapikal alanda canlılığını koruyabilen apikal papilla hücrelerinin ya da enfekte 

periapikal alanda da olduğu gösterilen farklılaşmamış mezenkimal kök hücrelerin kök 

kanalına ilerlemesi sağlanır (63). Kanama odağının üzerine de 3-4 mm kalınlığında 

MTA ya da alternatif trikasiyum silikat materyaller konması önerilir. Kompozit 

dolgular ile daimî restorasyonu tamamlanan dişin kontrol randevularında kök 

ucundaki iyileşme ve kökün gelişimi takip edilir. Klinik çalışmalar rejeneratif 

tedavilerin, periapikal bölgedeki iyileşmeyi büyük çoğunlukla sağladığını 

bildirmişlerdir (64, 65); ancak kök gelişiminin devamı hakkında çelişkili sonuçlar 

mevcuttur. Kök gelişiminin %100 arttığını (66) bildiren çalışma olduğu gibi sadece 
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%20’lik (64) bir artış olduğunu bildiren çalışma da vardır. Çalışmalar, kök kanalında 

kalan mikroorganizmaların (67) ya da tedavi sırasında oluşturulan pıhtının doku 

rejenerasyonun ilerlemesini destekleyecek stabiliteye sahip olmamasının (68) kök 

gelişimine engel olabileceğini göstermişlerdir. Histolojik incelemeler oluşan dokunun 

dentinden ziyade kemik/sement benzeri yapıda olduğunu bildirmektedir (69). Diğer 

yandan vital pulpa tedavilerinde başarı oranı ve dentin benzeri sert doku oluşumu 

daha yüksektir (70). Vital ve devital endodontik tedaviler arasındaki bu farklılıklar kök 

hücre farklılıklardan kaynaklanabilmektedir.  

2.2.1. Dental Kaynaklı Kök Hücreler  

Canlı vücudunda kendini yenileyen, uzun süre bölünebilen, aynı zamanda 

vücudun ihtiyacına göre farklılaşarak diğer doku hücrelerine dönüşebilen hücrelere 

“kök hücre” denmektedir (71, 72). Kök hücreler, bütün çok hücreli organizmalarda 

bulunan ve doku rejenerasyonunun sağlanmasında önemli rolü olan özel yapılardır. 

En temel özellikleri; kendilerini yenileyebilme ve özelleşmiş hücrelere farklılaşırken 

bile kök hücre yapısını sürdürebilmeleridir (5).  

Kök hücreleri laboratuvar çalışmalarında tanımlamak için kullanılan kriterler:  

1) Hücre yüzey belirteçleri: Farklılaşma kümeleri ya da Clusters of Differentiation (CD) 

belirteçleri çoğunlukla kök hücrelerine özgün olarak bulunur.  

2) Belirli Enzimlerin Aktiviteleri: ALP ve telomeraz gibi bazı enzimler kök hücrelerde 

normal hücrelerden daha fazla miktarlarda sentezlenmektedir.  

3) Gelişimsel süreçte önemli olan transkripsiyon faktörleri: Kök hücreler devamlı 

çoğalabilme potansiyellerini koruyabilmek amacıyla bazı transkripsiyon faktörlerini 

daha fazla eksprese ederler.  

4) Farklılaşma Potansiyeli: Kök hücrelerin in vitro ortamda uyarılarak farklı hücre 

tiplerine dönüşebildiklerinin tespit edilmesi gerekmektedir (73-75).  

Kök hücreler; vücudun ana hücreleridir, uterustaki embriyonun gelişiminden 

erişkin çağa gelene kadar bir canlının oluşumundan sorumludurlar. Aynı zamanda 

vücudun sağlıklı tutulması ve yara iyileşmesinden de sorumludurlar. Farklı tip kök 
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hücreler, farklı görevlere sahiptirler. Farklılaşma potansiyellerine göre kök hücreler 

aşağıdaki gibi sınıflandırılabilir (76):  

Totipotent kök hücreler, yumurta ve sperm hücresinin kaynaşmasıyla ortaya çıkar. 

Döllenmiş yumurta hücresinin ilk birkaç bölünmesiyle oluşan hücreler totipotent 

hücrelerdir. Embriyonik hücre tiplerine dönüşebilirler.  

Pluripotent kök hücreler, totipotent hücrelerin devamı şeklindedir. Mezodermal, 

ektodermal ve endodermal germ tabakalarından türeyen hücre tiplerine 

farklılaşabilirler.  

Multipotent kök hücreler, sadece alındıkları doku tipiyle ilişkili belli sayıda hücrelere 

dönüşebilirler.  

Oligopotent kök hücreler, lenfoid ve myeloid kök hücreler gibi az sayıda hücre 

grubuna dönüşebilirler.  

Unipotent kök hücreler, sadece tek hücre tipini kendileri oluşturabilirler. 

Elde edildikleri gelişim dönemine göre ise kök hücreler embriyonik ve erişkin kök 

hücreler olarak sınıflandırılabilir. Embriyonik kök hücrelerdeki teratom (germ 

tümörü) oluşma riski, immünolojik sorunlar ve etik tartışmalar nedeniyle 

araştırmacılar son dönemde yetişkin kök hücreleri üzerinde yoğunlaşmaktadır (77). 

Doğum sonrası dönemde izole edilen yetişkin kök hücreleri, multipotent özellikte 

olup, bulundukları doku ve/veya organın tamirini ve devamlılığını sağlarlar. Bir organ 

veya dokuda farklılaşmış hücrelerin arasında farklılaşmamış olarak bulunurlar. 

Embriyonik kök hücrelere göre gelişmenin daha sonraki basamaklarında görülen bu 

hücreler, organizmanın yasamı boyunca daha sınırlı olmakla birlikte kendilerini 

yenileyebilme özelliklerini korurlar. Erişkin kök hücrelerin esas görevleri bulundukları 

dokuyu tamir etmek ve dokunun devamlılığını sağlamaktır (78, 79). Erişkin kök hücre 

çalışmalarında mezenkimal kök hücreler (MKH) öne çıkmıştır. ISCT (International 

Society of Cellular Therapy) tarafından MKH in vitro kültür koşullarında 

tanımlanmasına yönelik üç ölçüt belirlenmiştir (80, 81):   

• Plastik yüzeye yapışması: Standart kültür koşulları altında plastik doku kültür 

kaplarına yapışmaktadır.  
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• Spesifik yüzey antijenlerinin ekspresyonu: MKH popülasyonunun %95 veya 

daha fazlasının CD73 (ekto-5´-nükleotidaz), CD90 (Thy-1), CD105 (endoglin) 

antijenleri için pozitif olması gerekmektedir; CD11b, CD14, CD19, CD34, CD45, 

CD79α, HLA sınıf II gibi hematopoetik antijenlerdeki pozitiflik oranının %2’yi 

geçmemesi gerekmektedir.  

• Multipotent farklılaşma potansiyeli: In vitro doku kültür ortamında osteoblast, 

nöron, adiposit ve kondroblastlara farklılaşmaktadır. 

MKH vücutta, kordon kanı ve periferal kan (82), plasenta (83), kemik iliği (84), 

retina (85), karaciğer, pankreas (86), yağ dokusu (87) gibi pek çok dokudan elde 

edilebildiği gibi dental kaynaklardan da elde edilebilirler (5). Kemik iliğinden elde 

edilen kök hücreler ile diş dokularından elde edilen MKH’lar benzer olarak osteojenik, 

kondrojenik, adipojenik, miyojenik ve nörojenik hücreler gibi birçok hücre soyuna 

diferansiye olabilmektedirler (5). Ancak dental dokulardan izole edilen kök hücreler, 

odontojenik hücreye diferansiye olmak üzere özelleşmiş doku oluşturma kapasitesine 

sahip tek hücrelerdir (88, 89) ve bu hücrelerin izolasyonunda kemik iliği dokusunun 

izolasyonu sırasında ve sonrasında yaşanan güçlükler görülmemektedir. Dental kök 

hücreler ektoderm ve mezodermin ortak oluşturduğu nöral-krest dokusundan köken 

almaktadır (90). Embriyonik dönemde diş tabakasının gelişimi ektodermden 

kaynaklanmaktadır. Ektodermal yapı diş germlerini oluştururken, nöral-krest 

hücreleri dental papil ve diş folikülüne farklılaşmaktadır (90, 91). Periodontal 

ligament, dental folikül, apikal papilla, süt dişi ve dental pulpa kök hücre 

izolasyonunun yapılabildiği dental dokulardır (Şekil 2.1.) (5).  
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Şekil 2.1. Diş kaynaklı kök hücreler (5): (DPKH: dental pulpa kök hücreleri, SDKH: süt 
diş pulpası kök hücreleri, PDLKH: periodontal ligament kök hücreleri, APKH: 
apikal papilla kök hücreleri, DFKH: dental folikül kök hücreleri, DGPH: diş 
germi progenitör hücreleri).  

Dental dokulardan elde edilen kök hücreler, diş dokularında meydana gelen 

hasarların tamirinden sorumludur; örneğin diş çürüğü oluşumu sonrası büyüme 

faktörlerinin salınımı ile dental pulpa kök hücreleri aktifleşerek tamir dokusu 

oluşumunda, dentin-pulpa kompleksinin rejenerasyonunda görev yapmaktadır. 

Dentin/pulpa dokusu ve sement/periost dokusunun, insan dental pulpa kök hücreleri 

ve periodontal ligament kök hücreleriyle rejenere olabileceği bildirilmektedir (92-94). 

Dental Pulpa Kök Hücreleri 

Son yıllarda çeşitli kök hücre araştırmalarında kullanılan ve üzerinde önemle 

durulan diş pulpası önemli bir mezankimal kök hücre kaynağıdır (5). Genel olarak 

fibroblast benzeri görünümde olan diş pulpası kök hücrelerinin dokuların yeniden 

yapılandırılması için biyomateryallerle birlikte gerçekleştirilen uygulamalarda etkin 

şekilde kullanımlarının mümkün olması, kullanımının embriyonik kök hücreler gibi 

etik bir sorun taşımaması, oldukça kolay bir şekilde elde edilmesi, yüksek farklılaşma 

potansiyeline sahip olması, yaşam sürelerinin uzun olması ve güvenli olarak 

dondurularak saklanabilmelerinin (kriyoprezervasyonlarının) mümkün olması gibi 

nitelikleri, tedavi amaçlı uygulamalar göz önüne alındığında  bu hücrelerin neredeyse 

tüm gerekli özellikleri taşıdığını göstermektedir (95). 

DPKH SDKH

APKH
PDLKH

DFKH

DGPH
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Uzun süre sıvı azotta muhafaza edildikten sonra çözdürülerek kullanılan ve 

sağlıklı bireylerin dişlerinden elde edilen diş pulpası kök hücrelerinin (DPKH) yüksek 

canlılık oranları, bu hücrelerin uygun durumlarda saklanabileceğini ortaya koymuş ve 

bu özellikleri diş bankalarının oluşmasına yol açmıştır (96). İnsan DPKH’nin düz kas ve 

iskelet hücrelerine, endotel hücrelerine, kıkırdak hücrelerine, odontoblastlara, 

osteoblastlara, sinir ve yağ hücrelerine farklılaşabildiği gösterilmiştir (5). 

Araştırmacılar, dental pulpa hücrelerinin in vitro ortamda çoğaltılabildiğini, 

osteojenik belirteçlerden ALP, COL1α1, BSP, OCN, OPN, TGF-β ve BMP’yi ifade 

edebildiklerini bildirmişlerdir (59, 97). Mezenkimal ve mezenkimal olmayan dokuların 

hücrelerine farklılaşabilen dental pulpa kök hücreleri, bu özellikleriyle kalsifiye 

dokuların (dentin, kemik, kıkırdak) onarılmasında, bağışıklık sisteminin, bağ doku 

hasarının, kas ve nörodejeneratif hastalıklarının tedavisine yönelik gerçekleştirilen 

klinik çalışmalarda son dönemlerde sıklıkla tercih edilen mezenkimal kök hücre 

kayakları olmuşlardır (5). Bununla birlikte kök hücrelerin farklılaşma potansiyelinin 

yaşlanma ve diyabet gibi bazı sistemik hastalıklar ile olumsuz yönde etkilenebileceği 

öne sürülmüştür (8, 44, 98); fakat bu konudaki veriler sınırlıdır ve değişken sonuçlar 

mevcuttur.  

Daimî dişlerin dışında DPKH’lar süt dişlerinden de elde edilebilirler. İlk defa 

2003 yılında, kendiliğinden düşen kesici bir süt dişinden izole edilerek incelenen süt 

dişi kök hücrelerinin (SDKH) multipotent kök hücreler olduğu belirtilmiştir (99). 

Yapılan çalışmalarda SDKH’nin proliferasyon yeteneğinin DPKH’den fazla olduğu ve 

daha fazla mineralizasyon sağladığı belirtilmiştir; ancak dentin-pulpa kompleksinin 

oluşmasında DPKH’nin daha etkili rol oynadığı bildirilmiştir (88, 92, 99). Araştırmalar 

diğer kök hücre tiplerine nazaran SDKH’in; daha fazla vücut hücresine farklılaşma 

potansiyaline sahip olduklarını göstermiştir. Farklılaşma sonucu oluşan bu hücrelerin 

konjektif kalp yetmezliğinin, alzheimer, parkinson gibi nörodejeneratif hastalıkların 

tedavisinde etkili olduğu belirtilmiştir (99-102). 
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Apikal Papilla Kök Hücreleri 

Odontoblastlara ve adipositlere farklılaşabildiği gösterilen, gelişen insan 

dişlerinin kök ucundan izole edilen kök hücreler apikal papilla kök hücreleri (APKH) 

olarak tanımlanmıştır (94). Periodontal ligament kök hücrelerinden ve DPKH daha 

yüksek proliferasyona sahip olduğu gösterilen APKH (89, 94) diş gelişiminin oldukça 

erken evrelerinde gömülü dişler, süpernumere dişler veya keser dişlerden elde 

edilirler (103). Diş pulpası ile apikal papilla arasındaki fark, apikal papillanın radiküler 

pulpanın öncüsü olmasıdır. APKH’lerin kök dentininin oluşumundan sorumlu olan 

primer odontoblastların kaynağı olduğu, DPKH’lerin ise reperatif dentin üretmekten 

sorumlu olan odontoblastların kaynağı olduğu düşünülmektedir (57).  

Dental Folikül Kök Hücreleri 

Dental folikül, gelişmekte olan 3. Molar dişlerin çekiminden sonra kolaylıkla 

izole edilebilen ve mine organı ve dental papillanın etrafını çevreleyen 

ektomezenşimal diş germi dokusudur (52). Farelerin alt 1. Molar dişinin dental 

folikülünden elde edilen kök hücrelerin (DFKH) osteoblastlara, sementoblastlara, 

adipositlere ve nöronlara farklılaşma kapasiteleri olduğu gösterilmiştir (104, 105). 

İmmortalize DFKH’nın immün sistemi baskılanmış farelere in vivo olarak implante 

edilmesiyle periodontal ligamentin oluştuğu bildirilmiştir (106). DFKH, koloni 

oluşturabilen, fibroblast benzeri, plastik adherent hücreler olduğu ve kök hücre 

belirteçlerinden Notch-1 ve Nestin’i eksprese ettiği belirtilmiştir (107).  

Periodontal Ligament Kök Hücreleri 

Periodontal ligament, sement ve alveol kemiğinin iç duvarı arasında bulunan 

ve dişi çeneler içinde destekleyen yumuşak bağ dokusudur (5). İlk olarak 2004 yılında 

izole edilen periodontal ligament kök hücreleri (PDLKH) de multipotent, postnatal kök 

hücrelerdir (56). Sementoblast benzeri hücrelere, adipositlere ve fibroblastlara 

farklılaşabilen PDLKH çekilen dişlerin kök yüzeyinin küretajıyla elde edilirler (108). 

Osteojenik farklılaşma kapasiteleri in vitro koşullarda yüksek bulunmasa da koloni 

oluşturabilen PDLKH in vivo çalışmalarda doku rejenerasyonu ve periodontal tamir 

sağlayabildikleri bildirilmiştir (52, 56). 
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Diş Germi Progenitör Hücreleri 

Kuronu tamamlanmış ancak henüz sürmemiş, germ halindeki dişlerden alınan 

diş germi progenitör hücreleri (DGPH), gelişimi tamamlanmış dişlerden elde edilen 

hücrelere göre, çoğalmaya daha meyilli bulunmuştur. Kök gelişimi tamamlanmamış 

dişlerden alınan hücrelerin, kollateral dolaşıma sahip olması ve kök hücrelerin 

dolaşımdan zengin bölgelerde daha fazla bulunmasından dolayı apeksi açık dişten 

elde edilen kök hücrelerinin rejenerasyona yatkınlığını açıklamaktadır (109). DGPH, 

mezenkimal kök hücre belirteçlerinden STRO-1 ve CD'leri eksprese ettikleri ve 

mezenkimal fenotipi işaret eden pluripotensi-ilişkili genlerin ekspresyonunu (Nanog, 

Oct-4, Sox2, Klf4 ve c-Myc) gösterdikleri belirtilmiştir (110, 111). Diğer dental kaynaklı 

kök hücreler gibi adipositlere, kondrositlere, osteoblastlara, odontoblastlara ve 

nöronlara farklılaşma kapasitesi mevcuttur (5). 

2.2.2. Mineral Trioksit Agregat  

Dentin mineralizasyonu dinamik bir süreçtir, proteinler ile inorganik fraksiyon 

arasındaki etkileşimler dışında protein-protein etkileşimlerini de içerir. Dentin 

oluşumu dental pulpa kök hücrelerinin olgun odontoblastlara farklılaşmasını, bu 

odontoblastlar tarafından ECM ve proteinlerin salgılanmasını ve bu ECM’ye kalsiyum 

(Ca+2) ve diğer minerallerin birikmesini gerektirir (112, 113). Odontoblastlar 

mineralizasyonda kilit rol oynayan Ca+2 iyonlarının mineralizasyon bölgesine 

taşınmasında önemli bir rol oynar (114). Dental pulpa kök hücrelerinin odontoblast 

hücrelerine farklılaşmasında büyüme faktörlerinin yanında Ca+2 iyonları aracılığıyla 

pulpadaki fibroblastlar ve osteblastlar tarafından sentezlenen fibronektinin de etkili 

rol oynadığı bildirilmiştir (115). Diş tedavileri sırasında hücre dışı Ca+2 kaynağı olarak 

farklı materyaller kullanılmaktadır. Bunlardan MTA hem vital pulpa tedavilerinde hem 

de immatür dişlerin tedavilerinde yaygın bir şekilde kullanılmaya başlanan oldukça 

biyouyumlu bir materyaldir. MTA’nın diş sert dokularına benzer kimyasal içeriğinden 

ve su ile karıştırılması sonucunda ortaya çıkan kalsiyum dioksitten dolayı biyouyumlu 

olduğu düşünülmektedir (116). Vital pulpa tedavileri ve immatür dişlerin rejeneratif 

tedavileri dışında MTA apeksifikasyon, apikal rezeksiyon, Cvek ampütasyonu, kök 
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kırıkları, kök ucu rezeksiyonlarında retrograd dolgu, Dens invajinatus gibi yapısal 

anomalilerin parsiyel pulpatomi, daimî dişlerin kök kanal tedavisi, persiste süt 

dişlerinin kök kanal tedavisi, kök ve bifurkasyon perforasyonları tedavisi ve 

endodontik tedavili dişlerin kanal içi beyazlatma işlemlerinde bariyer materyali olarak 

kullanılmaktadır (117, 118).  

Lee ve ark. (119) yaptıkları araştırma ile diş hekimliği literatürüne ilk defa 1993 

yılında Loma Linda Üniversitesi'nde giren MTA, 1998'de Amerikan Gıda ve İlaç İdaresi 

tarafından onaylanmasıyla beraber diş hekimliği tedavilerinde ABD'de ve tüm 

dünyada yaygın olarak kullanılmaya başlanmıştır (120, 121). Ağırlıkça %50-75 

oranlarında kalsiyum oksit (trikalsiyum silikat, dikalsiyum silikat, kalsiyum karbonat, 

kalsiyum sülfat ve kalsiyum alüminat) ve %15-25 silikon dioksit içeren bir tozdur. Gri 

ve beyaz olmak üzere 2 formu vardır. İlk olarak gri MTA üretilmiştir; ancak ön dişlerde 

istenmeyen renklenmelere neden olmasından dolayı devamında beyaz MTA 

üretilmiştir. Tetrakalsiyum aluminoferritin, gri renkli olan MTA’dan farklı olarak beyaz 

renkli MTA’da yer almadığı gösterilmiştir (122). MTA’nın hücrelerin proliferasyonuna, 

hücrelerden sitokin salınımına, hücrelerin farklılaşmasına yol açtığı dolayısıyla 

biyomineralizasyonda rol oynadığı belirtilmiştir (123). MTA ile doğrudan temas eden 

DPKH’da ALP aktivitesinin ve DSPP, BSP, COL1α1 ve OCN transkriptlerinin arttığı 

belirtilmiştir (41, 42). MTA su ile karıştırıldığında, MTA’dan salınan Ca+2 iyonları silika 

bir matriks içerinde kalsiyum hidroksit oluşturacak şekilde çökelirler (124). Bu matriks 

çevre dokulara Ca+2 ve hidroksit iyonlarının salındığı bir kaynak olarak rol alır (125). 

Ayrıca, MTA'nın su yerine %5 kalsiyum klorür ve %2,5 disodyum fosfat ile 

karıştırılması, insan dental pulpa kök hücrelerinden DSPP ve COL1α1 gen ifadesini 

arttırmıştır. Bu da MTA tarafından indüklenen kök hücrelerin osteoblastlara 

farklılaşmasında hücre dışındaki Ca+2 ve P iyonlarının kombine etkisi olduğunu da 

göstermektedir (7). MTA’nın sertleştikten sonra bile bazik pH’sını koruduğu bildirilmiş 

(125) ve sertleşme sonrasında MTA çevresindeki Ca+2 iyon konsantrasyonunun 1 

mg/dL olduğu gösterilmiştir (126). İnsan dental pulpa kök hücrelerinden oluşturulan 

kültür ortamına MTA ilave edildikten iki saat sonra Ca+2 konsantrasyonun yaklaşık 

0,3mM yükseldiği ve BMP-2’nin mRNA seviyesindeki ekspresyonun ve protein 
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üretiminin belirgin miktarda arttığı bildirilmiştir; bu da BMP-2’nin MTA tarafından 

stimüle edilen oste/odontoblastik farklılaşmada önemli rol oynadığını 

göstermektedir. Yüksek pH ve Ca+2 iyonu mineralizasyonda rol oynayan iki anahtardır 

(127). Fizyolojik Ca+2 seviyelerinde hafif bir değişim, kemik hücrelerinin kaderinde ve 

onların metabolik fonksiyonlarında, farklı Ca+2 sensörleri ve yüksek Ca+2 ile 

indüklenen RANKL ekspresyonunu içeren ERK1/2 gibi downstream sinyal yolakları 

aracılığıyla belirgin bir etkiye sahiptir. Ekstraselüler kalsiyum-algılayıcı reseptör 

[calcium-sensing receptor (CaSR)] yedi transmembran domaini olan G protein kenetli 

hücre yüzey reseptörüdür (128). MTA’nın CaSR aktivasyonu ile endoplazmik 

retikulumdan hücre içine Ca+2 iyon salınımına yol açtığı gösterilmiştir (129). Yüksek 

Ca+2 matriks mineralizasyonunu arttırır ve olgunlaşan kondrositlerden terminal 

farklılaşma belirteçleri (OPN, osteonektin, OCN) lehine erken kondrosit belirteçlerinin 

(proteoglikan, aggrekan) ekspresyonunu engeller. CaSR, hatalı sinyal ile yüksek 

seviyelerde açığa çıkan Ca+2 cevabını bloke eder, bu da CaSR’nin kondrosit matriks 

üretimini ve mineralizasyonu düzenlediğini gösterir (130). MTA, hücre dışındaki Ca+2 

miktarını ve pH’yı etkileyerek CaSR downstream sinyalini aktive eder. Sonuçta hücre 

içindeki Ca+2 mobilizasyonu, fosfolipaz C gama yolağı yoluyla, NFAT (Nuclear factor of 

activated T-cells) aktivasyonunu indükler, bu da osteojenik farklılaşmada 

transkripsiyonel değişikliklere yol açar. Nükleer Faktör kappa B (NF-κB) 

aktivasyonunun da MTA’nın dentin köprüsü oluşturmasında rol oynadığı 

gösterilmiştir. NF-κB; sitokinler, büyüme faktörleri, hormonlar gibi farklı hücre dışı 

sinyal faktörlerine yanıt olarak çeşitli hücrelerde aktive olan çok yönlü bir 

transkripsiyon faktörüdür (131). NF-κB aktivasyonu ile dental pulpa kök hücrelerinin 

odontojenik farklılaşmasının aktive olduğu belirtilmiştir. Çalışmalar MTA’nın dental 

pulpa kök hücrelerinde NF-κB yolunu aktive ettiğini ve siklooksijenaz-2 mRNA 

regülasyonu ile diş pulpasındaki prostaglandin E2 salınımını sağladığını, böylece 

inflamatuar proteinleri dolayısıyla inflamasyonu azalttığını ve dentin köprüsünün 

oluşmasında önemli rol oynadığını göstermiştir (132). MTA’nın IL-1α, IL-1β, IL-2, IL-4, 

IL-6, IL-8, IL-10, IL-18, OCN, ALP, BSP, OPN ve BMP-2 gibi birçok sitokinin ifade artışına 

neden olduğu çeşitli hücre kültürü çalışmalarında gösterilmiştir (117, 122). Dental 
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pulpa kök hücrelerinin proliferasyonunu, odontoblastik farklılaşmasını ve 

mineralizasyonunu arttırmak adına MTA’ya büyüme faktörlerinin (FGF-2, PRP) (133, 

134), hormonların (osteostatin) (135), probiyotiklerin (136) ve vitaminlerin (137) ilave 

edildiği de bildirilmiştir. MTA’ya ilave edilen vitaminlerden biri de kemik 

mineralizayonunda önemli rol oynayan D vitaminidir (137). 

2.3.  D Vitamini  

Morina karaciğeri yağının ve cildin UV ışığına maruz kalmasının raşitizmi tedavi 

edici özellikleri 1800'lerin sonlarından 1900'lerin başlarına dek süren epidemiyi 

sonlandıracak D vitaminin keşfine 1919 ve 1924 yılları arasında yol açmıştır (138). 

1940'larda raşitizm gibi kemik mineral bozukluklarının tedavisinde D Vitamini 

farmakolojik bir tedavi yöntemi olarak kullanılmaya başlanmıştır. Yağda çözünebilen 

bir hormon olan D Vitamini ergokalsiferol (VitD2) ve kolekalsiferol (VitD3) olmak 

üzere 2 ana formda bulunur. D vitamininin gerçek öncüleri olarak kabul edilen 

ergosterol ve 7-Dehidrokolesterol (7-DHC) UV ışınların etkisiyle sırasıyla VitD2’yi ve 

VitD3’ü oluştururlar.  

Çok işlevli bir hormon olan D vitamini bağışıklık sisteminin düzenlenmesinden 

iyon metabolizmasına kadar pek çok temel fonksiyonu etkilemektedir (139, 140). Asıl 

görevi, iskelet sisteminde Ca+2-fosfat dengesini düzenlemek ve kemik 

mineralizasyonu olan yağda çözünen ve yağda depolanan D vitamininin hücre 

çoğalması ve farklılaşmasının kontrolü, kardiyovasküler sistem ve immün sistem 

fonksiyonlarının düzenlenmesi gibi iskelet sistemi dışında da görevleri bulunmaktadır 

(141-145). Gıdalarla günlük D vitamini ihtiyacının sadece %30’u karşılanmakta olup, 

epidermiste mevcut olan dehidrokolesterolün güneş ışığıyla fotokimyasal tepkimeye 

girmesi sonucu geri kalan gereksinim giderilmektedir (144). Dokularda meydana 

gelen bu biyosentez sırasında epidermiste olan dehidrokolesterol 7-DHC’ye 

dönüşmekte; devamında karaciğerde 7-DHC, 25-hidroksi vitamin D3’e [25(OH)D3] ve 

böbreklerde de vitaminin aktif formu olan 1α,25-dihidroksi vitamin D3’e 

[1α,25(OH)2D3] dönüşmektedir (144-146). D vitamini reseptörlerine (VDR) 

bağlanarak plazma mineral dengesinin ve kemik gelişiminin düzenlenmesinde rol 
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oynayan serumdaki 25(OH)D3 ince bağırsaklardan Ca+2 ve P’nin, böbreklerden de 

Ca+2’nin geri emilimini arttırır (144). Bağırsak epitel hücrelerinde en yüksek 

konsantrasyonda bulunan VDR neredeyse tüm çekirdekli hücrelerde bulunur (147). 

Çoklu genlerin transkripsiyonun düzenlemesini sağlayan VDR nükleer hormon 

reseptör üst ailesinin bir parçasıdır (148).  

2.3.1. Diyabet Hastalığı ve Vitamin D3 

İnsülin salınımı ve faaliyeti üzerindeki etkisi nedeniyle D vitamini glikoz 

metabolizmasını da düzenlemektedir. Vitamin D’nin hücre içi kalsiyum 

konsantrasyonunu regüle ederek insülin üretimini, insülin duyarlılığını ve glikoz 

toleransını iyileştirebileceği gösterilmiştir. Güçlü antiproliferatif, prodiferansiyatif, 

proapoptotik ve immünomodülatör etki göstermektedir (149). Dünya çapında 

küresel bir sağlık sorunu olarak kabul edilmekte olan D vitamini yetersizliği ve eksikliği 

insanların yaklaşık %30-%50'sinde gözlenmektedir (150). Az güneş alan ve D vitamini 

yetersizliğinin belirgin olduğu bölgelerde, diyabet ve hipertansiyon gibi sistemik 

hastalıkların da sıklığının arttığı bildirilmiştir (151, 152). DM'nin başlaması ve 

ilerlemesi ile ilişkilendirilmekte olan D vitamini eksikliğinin DM için bir risk faktörü 

olabileceğine dair veriler artmaktadır (147). Yakın dönemde yapılan güncel 

çalışmalara göre, değişen D vitamini ve Ca+2 dengesinin, T2DM’nin gelişiminde etkili 

olduğu düşünülmektedir. T2DM’de serumdaki 1α,25(OH)2D3 konsantrasyonu ile 

insülin duyarlılığı arasında pozitif bir korelasyon olduğu gösterilmiştir (153). 

Pankreastaki β-hücreleri, VDR, vitamin D aktive edici enzimleri ve vitamin D 

sinyalizasyonu ile ilgili diğer proteinleri eksprese etmektedir (147). D vitamininin -

hücrelerindeki koruyucu etkisi ile DM mekanizaması ile direkt ilişki sağladığı, aynı 

zamanda immün yanıt üzerindeki etkisi ile indirekt ilişki sağladığı düşünülmektedir. 

İnsülin salgılayan β-hücrelerinde ve insülin hormonunun hedef organları olan 

karaciğer, iskelet kası, yağ dokusunda ve ayrıca immün sistemin tüm hücrelerinde 

1α,25(OH)2D3 için reseptörler bulunmaktadır (147). Genel olarak erken yaşlarda 

düzenli D vitamini desteği ile azalan T1DM prevelansı bildirilmiştir, ayrıca diyabetle 

ilişkili otoantikor gelişimi ve D vitamini arasında doza bağımlı pozitif bir korelasyon 
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vardır. Diğer bir deyişle erken yaşlarda D vitamini eksikliğinin ilerleyen yaşlarda T1DM 

için daha yüksek risk oluşturduğu bildirilmiştir (147, 154). 

Vitamin D immünositlerin fonksiyonlarını koruyarak; sitokinlerin, 

makrofajların ve doğal öldürücülerin oluşumunu inhibe eder. İmmün sistem ve 

inflamatuar olayları düzenleyerek diyabetin patogenezinde de rol oynar (144, 155). 

Farklı şekillerde oluşturulan diyabetik hayvan modellerinde D vitamini eksikliği, T1DM 

ve T2DM için predispozisyon yaratırken, yüksek dozlarda D vitamini veya 

1α,25(OH)2D3 diyabet hastalığını önlemektedir (147). Vitamin D ilavesi, vitamin D 

yetersiz hayvanlardan elde edilen pankreatik adacıklarda insülin salınımını olumlu 

yönde etkilerken (156), 1α,25(OH)2D3 sitokinlerin indüklediği fonksiyonel 

bozukluklara ve hücre ölümüne karşı β-hücrelerini korumaktadır (156, 157). Erken 

dönemde ve uzun süreli vitamin D3 kullanımının diyabet riskini azalttığına ilişkin 

veriler bulunmaktadır (154, 156). Diğer yandan T1DM ve T2DM hastalarında VDR geni 

polimorfizmlerinin olduğu ve bu gendeki polimorfizmlerin özellikle etnik farklılıklar da 

göz önünde tutulduğunda diyabet riskini arttırdığı bildirilmiştir (158, 159). 

2.3.2. Diş Mineralizasyonu ve Vitamin D3 

Kemik ve diş gelişiminde önemli bir rolü olan D vitamini, farklı mekanizmalar 

yoluyla mine ve dentin mineralizasyonunu etkiler. Mine mineralizasyonunu lokal 

olarak düzenlerken, dentin mineralizasyonunu ise sistemik yolla etkileyebilmektedir 

(160). Kemiğin mineralizasyonu için serumda belirli konsantrasyonda Ca+2 ve P 

gereksinim vardır. D vitamini bu minerallerin organizmadaki düzenlemesinde 

görevlidir (161). Vitamin D eksikliği düşük kemik mineral yoğunluğuna, osteoporoz ve 

osteopeniye neden olur. Alveolar kemik yoğunluğu, osteoporoz ve diş kaybı arasında 

bağlantı vardır. Yaşlılardaki Ca+2 ve vitamin D takviyesi kemik kaybını önleyerek 

dişlerin alveolar kemiğe tutunmasını sağlar. Vitamin D eksikliğinde mine ve dentin 

mineralizasyonunda problemler oluştuğu bilinmektedir (162, 163). Klinik çalışmalar, 

D vitamini eksikliğinde diş gelişiminde gecikme, dentin hipokalsifikasyonu ile mine 

hipominerlizasyonu oluşabileceğini bildirmiştir (13, 164).  Yüksek dozda D vitamininin 

alındığı zamanlarda ise hipersementoz, pulpa taşları ve hiperkalsifikasyonların 
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görülebileceği belirtilmiştir (165). Dişlerin sürmesinde, köklerin rezorbe olmasında, 

kemik yapım-yıkımı olaylarında D3 vitamininin osteotropik bir hormon gibi davrandığı 

rapor edilmiştir (166). Akut ve kronik dişeti iltihabının önlenmesinde de Vitamin D’nin 

rolü vardır. Vitamin D’nin antimikrobiyal ve anti-endotoksin aktivitesine sahip 

katelisidin ve defansin gibi peptitlerin üretimini indüklemesinden dolayı diş çürüğünü 

önleyici etkisi de mevcuttur (167). Vitamin D’nin tek başına kullanımının ya da farklı 

kimyasallarla kombinasyonunun dental pulpa kök hücrelerinin odontojenik 

farklılaşmasında da etkili olduğu gösterilmiştir (16, 168-170).  

2.4. Amaç 

Dental tedavilerin uygulanmasında rutin protokoller izlenir ve bu protokoller 

hastanın yaşından, cinsiyetinden, sistemik sağlık durumundan bağımsız olup vakanın 

özelindedir. Ancak sistemik hastalıkların göz önünde bulundurularak oluşturulan 

tedavi protokolleri tedavinin uzun dönem başarısına katkıda bulunabilir. Ayrıca 

sistemik hastalıkların rejeneratif endodontik tedavileri ne boyutta etkilediklerine dair 

doğrudan yürütülen klinik çalışmaların yerine hastalık modelinin oluşturulduğu 

hayvan çalışmaları ve hücre kültürü çalışmaları ile verilere ulaşılmaya çalışılmıştır. 

Ancak hastalık modelinin oluşturulduğu hayvan çalışmalarında da farklı sonuçlar elde 

edilmektedir (9, 10, 43-45). Ağız ve diş sağlığının korunması için sistemik hastalıkları 

olan bireylerde farklı kombinasyonların ve klinik uygulamaların yapılabileceği 

düşüncesi ve literatürde yer alan mevcut bilgiler doğrultusunda MTA/1α,25(OH)2D3 

birlikteliğinin diyabet hastalarından elde edilecek olan dental pulpa kök hücrelerinin 

odontojenik farklılaşmasını etkili bir şekilde indükleyeceği hipotezi öngörülmüştür. Bu 

nedenle mevcut tezin amacı diyabet hastalarından elde edilecek olan dental pulpa 

kök hücrelerinin MTA ve MTA/1α,25(OH)2D3 kombinasyonuna maruz kalmaları 

sonucundaki farklılaşma kapasitelerini ve 18 yaş üstü bilinen herhangi bir sağlık 

problemi olmayan, ilaç kullanmayan, sigara içmeyen, son 2 haftada antibiyotik 

kullanmayan sağlıklı bireylerden elde edilecek olan dental pulpa kök hücrelerinin 

proliferasyon ve odontojenik farklılaşma kapasitelerini;  
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• Kök hücrelerin MTA ve MTA/1α,25(OH)2D3 kombinasyonu ile odontojenik olarak 

farklılaştırılması,  

• Alizarin kırmızısı boyaması ile odontojenik farklılaşmanın bir göstergesi olan 

kalsiyum odaklarının boyanması,  

• Odontojenik olarak farklılaşan hücrelerin immünfloresan yöntemi ile karakterize 

edilmesi,  

• Gerçek zamanlı polimeraz zincir reaksiyonu (GZ-PZR) ile kök hücre ve odontojenik 

gen belirteçlerinin ifadesi ile değerlendirmektir. Böylece metabolik/sistemik bir 

hastalık varlığında insan dental pulpa kök hücrelerinin odontojenik farklılaşma 

kapasitesinin, rejeneratif tedavilerde kullanılan/kullanılma ihtimali olan materyallere 

maruz kalmasıyla nasıl etkilendiğinin in vitro olarak değerlendirilmesi ve diyabet 

hastalarında uygulanacak rejeneratif dental tedavilerin olası başarı şansı hakkında 

fikir elde edilmesi hedeflenmektedir. Elde edilen veriler ile rejeneratif dental tedavi 

sırasında kullanılabilecek alternatif seçenekler oluşturularak diyabet hastaların 

dişlerinin korunması ve enfeksiyonun önlenmesi için çalışılacaktır. 
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3. YÖNTEM ve GEREÇ 

Bu tez çalışması, Hacettepe Üniversitesi Girişimsel Olmayan Klinik Araştırmalar 

Etik Kurulu tarafından GO 18/611-06 protokol numarası ile değerlendirilmiş ve 

21.06.2018 tarihli rapor ile Tıbbi Etik açıdan uygun bulunmuştur (Ek-1). Hacettepe 

Üniversitesi Bilimsel Araştırmalar Birimi tarafından TSA-2019-17274 numaralı proje 

ile desteklenmiştir.  

3.1. Belirlenen Bireylerden Dental Pulpanın Elde Edilmesi  

Diyabet hastalığı dışında herhangi bir sistemik hastalığı olmayan, kullandıkları 

ilaç grubu aynı olan, sigara içmeyen, son 2 haftada antibiyotik kullanmayan 18 yaş 

üstü 3 hastanın ve bilinen herhangi bir sağlık problemi olmayan, ilaç kullanmayan, 

sigara içmeyen, son 2 haftada antibiyotik kullanmayan 18 yaş üstü 3 kontrolün 

Hacettepe Üniversitesi Diş Hekimliği Fakültesi Ağız, Diş ve Çene Radyolojisi 

Bölümünde yapılan muayeneleri sonucunda çekimi uygun görülen ve Hacettepe 

Üniversitesi Diş Hekimliği Fakültesi Ağız, Diş ve Çene Cerrahisi Bölümü’nde çekilen 

gömülü yirmi yaş dişleri hastaların yazılı onamını takiben dental pulpa izolasyonu için 

kullanıldı.  

Çekilen dişler %70’lik alkol emdirilmiş gazlı bezler ile silindikten sonra kron ve 

kök kısmındaki doku artıkları uzaklaştırıldı (Şekil 3.1.). Steril aletler ile sabitlenen diş 

mine-sement sınırı boyunca soğuk su soğutması altında çalışan elmas diskler ile ikiye 

ayrıldı (Şekil 3.1.) ve steril ekskavatör yardımıyla dental pulpa dokusu pulpa 

boşluğundan uzaklaştırılarak +4°C’deki %5 Penisilin-Streptomisin (PenStrep) ve %5 

Amfoterisin B (AmfB) içeren düşük glikozu DMEM (Cegrogen Biotech, katalog no: 

E0500-120) içerisinde 10-15 dk içinde Hacettepe Üniversitesi Tıp Fakültesi Tıbbi 

Biyoloji Anabilim Dalındaki hücre kültürü laboratuvarına taşındı. 
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Şekil 3.1. Çekilmiş dişlerin üzerindeki artık dokuların uzaklaştırılmasını takiben steril 
aletler ile sert dokunun kesilmesi ve pulpa dokusunun elde edilmesi. 

3.2. Dental Pulpa Hücrelerinin Besi Yerinde Çoğaltılması 

Hücre kültürü laboratuvarına 1,5 mL’ik steril eppendorf içinde getirilen pulpa 

dokusu 35 mm’lik şeffaf petriye transfer edilerek 2 mL fosfat tamponlu salin çözeltisi 

(PBS) ile yıkandı. Devamında pulpa dokusu buz kalıbı üstünde bisturi ile küçük 

parçalara ayrılarak mekanik parçalama yapıldı. Düşük glikoz içeren DMEM+ AmfB + 

PenStrep + Kolajenaz tip 1 (3mg/mL, Chemicon, EMD Millipore Corp., Temecula, CA, 

ABD) + dispaz II (1mg/mL, Pluristem, EMD Millipore Corp., Billerica, MA, ABD) içeren 

besi yerinde hücreler 1 saat boyunca 37°C’de inkübe edildikten sonra resüspanse 

edildi ve 40 μm’lik gözenekleri olan filtreden (Cell Strainer, BD) geçirildi. 10 dk 

1200rpm’de santrifüj edildikten sonra enzimatik besi yeri uzaklaştırıldı ve hücreler 

daha önceden 37°C’de su banyosunda ısıtılmış düşük glikoz içeren DMEM (Cegrogen 

Biotech) + %1 AmfB+100 U/mL Pen/Strep+ %15 fetal sığır serumu (FBS, Pan Biotech, 

katalog no: P30-3306) içeren besi yerinde T25 flasklara ekilerek uygun saklama 

koşullarındaki (37°C’de, %5CO2) etüve kaldırıldı (171, 172). İki-üç günde bir besi yeri 

değişimi yapıldı. Hücrelerin 7. ve 14. günlerdeki durumu 10’luk ve 20’lik büyütmede 

çekilen ışık mikroskobu fotoğraflarında Şekil 3.2.’de gösterilmiştir. Kültür kabının 

yüzeyi %70 oranında kaplandıktan sonra hücrelere pasajlama işlemleri yapıldı. Daha 

sonraki deneylerde kullanılmak üzere farklı pasajlardaki hücreler -196°C’de sıvı azotta 

stoklandı. Çalışmalarda 3-7 arası pasajlar kullanıldı. 
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Şekil 3.2. Dental pulpa kök hücrelerinin 7. ve 14. günlerdeki ışık mikroskobu 
görüntüsü (Büyütme: 10x ve 20x). 

3.3. Deneylerde Kullanılacak Primerlerin PZR ile Standardizasyonu 
 

3.3.1. RNA İzolasyonu 

Hücrelerin 3. pasajından trizol ile total RNA izolasyonu yapıldı. Sırasıyla 

hücreler 2 kez PBS ile yıkandı. 1mL Trizol (TRIzolTM Reagent, Invitrogen, katalog no: 

15596018) ilavesini takiben hücreler 5dk oda sıcaklığında bekletildi. Daha sonra 

üzerine 250 µL kloroform eklendi ve hücre/trizol/kloroform içeren eppendorf 

karıştırıldı. Oda sıcaklığında 5 dk bekletildikten sonra örnekler, önceden +4°C’ye 

ayarlanmış soğutmalı santrifüjde (U-320 R, Boeco, Almanya) 12000rpm’de 15 dk 

santrifüj edildi. Santrifüj sonrası eppendorfun üstünde kalan şeffaf faz yeni bir 

eppendorfa alındı ve üzerine 1 mL isopropanol eklendi. 10 sn vorteks yapıldıktan 

sonra eppendorflar 1 saat boyunca –80°C’de bekletildi. Bir saatin sonunda 10 dk oda 
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koşullarında bekletilen eppendorflar tekrar 4°C’de 12000rpm’de 10 dk santrifüj 

edildi. İşlem sonunda eppendorfun dibindeki pelete dikkat edilerek süpernatan 

elimine edildi. Pelet devamında %75 EtOH ile yıkandı ve dikkatlice kurutuldu. 15-30 

µl RNase içermeyen su ile muamele edildi ve 2-3 dk 65°C’de bekletildi. cDNA sentezi 

işlemi öncesinde nanodrop (ND-1000 Spectrophotometer) cihazı ile izole edilen 

RNA’nın saflık ve miktar tayini yapıldı. Örnekler -80°C’de saklandı. 

3.3.2. cDNA Sentezi 

İzole edilen RNA’lar ile başlangıç RNA miktarı 1000ng olacak şekilde kullanıcı 

talimatlarına göre ImProm-II™ Reverse Transcription System (Promega) ile cDNA 

stoğu hazırlandı. PZR tüplerine ilk olarak RNaz içermeyen su, 1000ng RNA ve 0,5 µg 

Oligodt eklenerek total hacim 5 µl olarak hazırlandı ve PZR tüpleri sırasıyla 5 dk 

70°C’de, 5dk buzda bekletildi. Devamında PZR tüpüne 5X buffer, MgCl2, dNTP mix, 

ImProm-II RT, Rnasin Ribonükleaz inhibitörü eklenerek total hacim 20 µl olarak 

tamamlandı. PZR tüpleri içerisindeki karışım sırasıyla, PZR cihazında (SimpliAmpTM 

Thermal Cycler, Applied Biosystems, ThermoFisher, ABD)  

• 5 dk 25°C,  

• 60 dk 42°C,  

• 15 dk 70°C ve  

• son olarak 4°C’de inkübe edildi. Yaklaşık 120 dk sonunda elde ettiğimiz cDNA PZR 

deneyinde kullanana dek -20°C’de saklandı.  

3.3.3. Primerlerin Hazırlanması ve PZR  

Bir önceki basamakta hazırlanan cDNA PZR deneylerinde 1:5 oranında 

sulandırılarak kullanıldı. Uygun primer tasarımları Ensembl ve Blast yazılımları 

kullanılarak yapıldı. Mezenkimal kök hücre belirteçlerinin optimizasyonu sırasında 

ticari dental pulpa kök hücre hattından izole edilen RNA (PT-5025; Lonza, Basel, 

İsviçre) cDNA sentezi için kullanıldı. Dental pulpa kök hücre-fibroblast ayrımının 

yapılmasında ise ticari olarak temin edilmiş deri fibroblastlarından elde edilen RNA 

cDNA sentezi için kullanıldı. Odonto/osteojenik farklılaşma belirteçlerinin 
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standardizasyonunda ise doğrudan pulpa dokusundan ve pulpa odasının 

duvarlarından izole edilen odontoblast hücrelerinin RNA’sı kullanıldı (173, 174). Her 

primer (Oligomer Biyoteknoloji A.Ş.), üretici firmanın talimatları doğrultusunda 

nükleaz içermeyen ultra saf distile su ile sulandırılarak hazır hale getirildi. GZ-PZR için 

kullanılacak primerlerin çalışıp çalışmadığının ve optimum çalışma sıcaklığının tespiti 

için Tablo 3.1.’de yer alan primerlerle 58°C-63°C arasındaki sıcaklıkların denendiği PZR 

deneyleri yapıldı. İzole edilen hücrelerin mezenkimal kök hücre karakteristiğini 

göstermek için Oct-4, Nanog, CD73, CD90, CD106, CD34 ve CD45 belirteçleri, 

farklılaşma deneylerine maruz kalan hücrelerin odonto/osteojenik farklılaşmasının 

analizinde DMP1, DSPP, COL1α1 ve OCN belirteçleri kullanıldı. Hastalardan ve 

kontrollerden elde edilen kök hücrelerdeki D vitamini reseptörünün ifadesinin 

değerlendirilmesinde VDR belirteci kullanıldı. Tüm GZ-PZR deneylerinde β-aktin 

housekeeping gen olarak kullanıldı. 

Tablo 3.1. Deney için kullanılan primerlerin dizileri ve uzunlukları.  

Primerler Forward Reverse Baz 

Uzunluğu 

Oct 4-

POU5F1 

GTGGAGAGCAACTCCGATG  TGCTCCAGCTTCTCCTTCTC 86bp 

Nanog ACCAGTCCCAAAGGCAAACA  GAGGCCTTCTGCGTCACAC  302bp 

CD73-NT5E GCCTGGGAGCTTACGATTTTG  TAGTGCCCTGGTACTGGTCG

   

196bp 

CD90-Thy-1  GAAGACCCCAGTCCAGATCCA TATTCTCATGGCGGCAGTCC 167bp 

CD34 CCTGAAAAAGCTGGGGATCCTA  CTGAAGAGTGGTCAGGGTT

CC 

201bp 

CD45-PTPRC TTCCCCCACTGATGCCTACCT AACTTTTCAACCCCTGGTGG

C  

345bp 

CD106-

VCAM 

GGCAGAGTACGCAAACACTT GGCTGTAGCTCCCCGTTAG 175bp 

DMP1-

DMAPP 

TTGTGAACTACGGAGGGTAGA

GGT  

AAGGGTGGTGTTGGTGCCT

GA 

171 bp 
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DSPP TAGCATGGGCCATTCCAGTT  ACTGGCATTTAACTCATCCT

GTACT  

119 bp 

BGLAP (OCN) 

 

CTCACACTCCTCGCCCTATTG GCTTGGACACAAAGGCTGC

AC 

109 bp 

COL1α1 GCGAAGGCAACAGTCGCT 

 

CTTGGTGGTTTTGTATTCGA

TGAC 

101 bp 

VDR  AGACCTACGACCCCACCTAC  

 

AGGTGAGGTCTCTGAATCC

TG 

 

345 bp 

β-aktin ACAGAGCCTCGCCTTTGCC  GATATCATCATCCATGGTGA

GCTGG  

70bp 

PZR karışımının toplamı 25 µl olacak şekilde içeriğine Taq Buffer, 2,5µM dNTP, 

MgCl2, forward primer, reverse primer, Taq DNA polimeraz (ThermoFisher Scientific, 

500U, 5 U/μl), nükleaz içermeyen su ve cDNA ilave edildi. Tüm genler için buz 

içerisinde 25 μl olarak hazırlanan karışım PZR cihazında (SimpliAmp, Thermal Cycler, 

Applied Biosystems) 58°C-63°C arasındaki farklı sıcaklıklara ayarlanmış kuyucuklara 

yerleştirildikten sonra, PZR şartları cihaza girildi: 94°C’de 4 dk 1 kez (denatürasyon 

basamağı için); 94°C’de 30 sn + 58-63°C’de 30 sn + 72°C’de 30 sn 35 kez 

(amplifikasyon basamağı için); 72°C’de 4 dk 1 kez (son uzama basamağı için) ve 4°C’de 

bekleme (örnekler jele yüklenene kadar cihazda +4°C’de ya da buzdolabında -20°C’de 

tutuldu) işlemlerinden oluşan ısı döngüleri uygulandı.  

3.3.4. Agaroz Jelin Hazırlanması 

Cam beher içinde karıştırılan 2 gram toz halindeki Agaroz ve 100 mL Tris Asetik 

Asit (TAE) tamponunda mikrodalga fırında çözüldü. Bahsi geçen sürenin sonunda 

şeffaf, partikül içermeyen bir karışımın oluşmasından sonra beher içine 10 μl etidyum 

bromür koyulup karıştırıldı ve 5 dk boyunca karışım soğumaya bırakıldı. Soğumayı 

takiben, karışım tarakların bulunduğu jel tankı içine döküldü. Karışım polimerize 

olduktan sonra taraklar yükleme kuyularını açığa çıkarmak için uzaklaştırıldı. Jel, 1X 

TAE karışımı içeren jel tankına yerleştirildi. 10 μl PZR ürünü ile 2 μl 6X DNA Loading 

Dye (katalog no: R0611, Thermo Scientific, ABD) karıştırıldı. Hazırlanan karışımlar 
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pipetler yardımıyla kuyucuklara yüklendi ve 2 μl GeneRuler 50 bp DNA Ladder 

(Katalog no: SM0373, Thermo Scientific, ABD) kullanıldı. Jel tankı, güç kaynağının artı 

ve eksi kutuplarına bağlandıktan sonra, örneklerin 120 Watt 30-35 dk boyunca, 

elektroforez işlemi gerçekleştirildi. Jel elektroforez işleminden elde edilen DNA 

bantları Biometra UV transilüminatör cihazı ve BioDoc yazılımı ile görüntülendi. 

Alınan sonuçlar doğrultusunda GZ-PZR hazırlığına geçildi.  

3.4. Dental Pulpa Kök Hücrelerinin Odontojenik Farklılaştırılması 

Besi yeri optimizasyon analizlerinde sadece kontrollerden elde edilen dental 

pulpa kök hücreleri kullanıldı. Odontojenik farklılaştırma öncesinde optimize edilmesi 

gereken deksametazon ilavesi, MTA uygulama yöntemi ve 1α,25(OH)2D3 

konsantrasyonu olmak üzere üç değişken mevcuttu. 

3.4.1. Deksametazon İlavesi 

Odonto/osteojenik farklılaştırmayı indükleyen ajanlardan β-gliserofosfat (β-

GP) mineral oluşumunda fosfat kaynağı olarak görev alır ve hücre dışındaki kinaz 

fosforilasyonu ile odonto/osteojenik gen ekspresyonunu indükler. Askorbik asit (AA) 

kolajen Tip 1 salgısını arttırır. Deksametazon ise mitojen aktive protein kinazı aktive 

ederek Runx2’yi regüle eder. Farklılaştırma deneylerine başlamadan önce literatürde 

bazı çalışmalarda deksametazonun kullanılmadığı görülmüştür (175-177). Bu nedenle 

sağlıklı bireylerden elde edilen dental pulpa kök hücreleri 100nM deksametazon 

içeren ve içermeyen farklılaştırma besi yerine (FB: düşük glikoz içeren DMEM + %1 

Amf B+100 U/mL PenStrep+ %10 FBS + 10mM -GP+ 50 μg/mL AA) maruz 

bırakılmıştır. 14. günün sonunda yapılan alizarin kırmızısı boyamasının kantitasyonu 

ile FB’ye deksametazon ilave edilip edilmemesine karar verildi. İlgili deney düzeneği 

Şekil 3.3.’te gösterildi. 
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Şekil 3.3. Deksametazon ilavesi deneyi için planlanan 12 kuyucuklu plakanın şematik 
çizimi. 

 
3.4.2. MTA Hazırlama Yöntemi 

Farklılaştırma deneylerine başlamadan önce bir sonraki aşamada belirlenmesi 

gereken durumlar mineral trioksit agregatın (Angelus MTA, Angelus, Londrina, PR, 

Brezilya) besi yerine nasıl ilave edileceği idi. Bu amaçla MTA literatürde yer alan 2 

farklı yöntemle hazırlanmıştır:  

Yöntem 1: MTA 2 mg/mL olacak şekilde %5 FBS içeren düşük glikoz DMEM’e eklendi. 

24 saat etüvde inkübe edildikten sonra besi yeri 0,22 μm (Minisart Syringe Filter, 

Sartorius) filtreler kullanılarak filtre edildi (176).  

Yöntem 2: MTA 1:3 oranında su ile karıştırılarak steril 5 mm çapında 2 mm 

yüksekliğindeki teflon disklere yerleştirildi (Şekil 3.4.) ve bu diskler 24 saat etüvde 

inkübe edildikten sonra UV ışına maruz bırakıldı (178). Sertleşen diskler besi yerine 

aktarılıp tekrar 24 saat etüvde bekletildi. Daha sonra bu besi yeri de 0,22 μm (Minisart 

Syringe Filter, Sartorius) filtreler kullanılarak filtre edildi. ISO 10993-5 (1,5 cm2/mL) 

standardına göre diskin kapladığı alan ve gerekli besi yeri miktarı hesaplandı. Yaklaşık 

471 μl besi yerine 1 disk olacak şekilde besi yeri hazırlandı.  
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Şekil 3.4. Farklı yöntemlerle hazırlanan MTA karışımı. 

Her iki yöntemle hazırlanan stoklar ile dental pulpa kök hücreleri 14 gün 

süreyle farklılaştırmaya maruz bırakıldı. 14. günde alizarin kırmızısı boyaması 

yapılarak hücre içi kalsiyum sentezi ve/veya birikimi belirlendi. 

3.4.3. 1α,25(OH)2D3 ve MTA Konsantrasyonu 

Besi yerine ilave edilecek MTA ve 1α,25(OH)2D3 (Sigma D1530) 

konsantrasyonlarının optimize edilmesi için literatürde kullanılan farklı 1α,25(OH)2D3 

(10 nM ve 100nM) (16) ve MTA konsantrasyonları (0,02 mg/mL ve 0,002 mg/mL) 

(176) test edildi. Bu amaçla 96 kuyucuklu plakaya ekilen 104 hücre 24 ve 72 saat 

boyunca farklı konsantrasyonlarda MTA ve 1α,25(OH)2D3 içeren besi yerine maruz 

bırakıldı ve deney süresince plaka 37°C %5 CO2’de inkübe edildi. Deney sürelerinin 

sonunda MTT testi [3-(4,5-dimetiltiazol-2-il)-2,5-difeniltetrazolium bromid, Cell 

Proliferation Kit I, Roche Diagnostics, Mannheim, Almanya) yapıldı ve plakada 

çökelen formazan kristalleri spektrofotometrik olarak 570 nm’de analiz edildi.  

3.5. Kalsiyum Odaklarının Tespiti 

Odontojenik farklılaşmanın bir göstergesi olan kalsiyum odaklarının tespiti için 

deneyler 3 tekrar olacak şekilde 24 kuyucuklu plakalara ekilen 5 x 104 hücre ile 

gerçekleştirildi. Farklılaştırma işlemi önceki aşamaların sonucunda belirlenen 

kombinasyonlar ile hücrelerin %80 yoğunluğa ulaşması ile başlatıldı ve besi yerleri 2-
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3 günde bir değiştirildi. Şekil 3.5.’te bu deney için hazırlanan 24 kuyucuklu bir plakanın 

şematik görüntüsü yer almaktadır. 

 

Şekil 3.5. Kontrollerden (K) ve DM hastalarından edilen dental pulpa kök hücrelerinin 
farklı farklılaştırma besi yerlerine maruz kaldığını gösteren 24 kuyucuklu 
plakanın şematik çizimi. 

Farklılaşmanın 14. gününü takiben hücre içi kalsiyum sentezini ve/veya 

birikimini saptamak için kullanılacak Alizarin Kırmızısı S boyaması için toz halindeki 2 

gr Alizarin Kırmızı S (ab146374, lot: GR3267144-4, Abcam), 100 mL distile su ile 

karıştırıldı. Karışıma %0,5’lik amonyum hidroksit (NH4OH) eklenerek pH’sı 4,2-4,3’e 

ayarlandı. Boyama işleminden önce fikse edilen hücrelerin boyayı daha iyi içine alması 

için sırasıyla %96, %80, %70’lik alkolden geçirildi. Taze hazırlanan Alizarin Kırmızı S 

fikse edilen hücrelerin üzerinde 40 dk süreyle karanlık bir ortamda bekletildi. Daha 

sonra alkol basamağı düşük konsantrasyondan yüksek konsantrasyona doğru sırasıyla 

tekrarlandı ve en son olarak boyanan hücreler distile su ile 2 kere yıkanarak ışık 

mikroskopu altında incelendi. Devamında örnekler asetik asit ile literatürdeki adımlar 

takip edilerek muamele edildi (179). Hücreler 30 dk boyunca %10 asetik asitle 

bekletildikten sonra süspansiyon 1,5 mL eppendorflara aktarıldı. Eppendorflar 30 sn 

vortekslendikten sonra 10 dk 85°C’de ve akabinde 5 dk buzda bekletildi. Devamında 

önceden +4°C’ye ayarlanmış soğutmalı santrifüjde (U-320 R, Boeco, Almanya) 

12000rpm’de 15 dk santrifüj edilen eppendorflardan süpernatan yeni eppendorflara 

aktarıldı. Tekrar pH karışıma %0,5’lik amonyum hidroksit (NH4OH) eklenerek 4,2-4,3’e 

ayarlandı. Daha sonra süspansiyon ve oluşturulan standartlar 96 kuyucuklu plakalara 

aktarıldı. Alizarin kırmızısı spektrofotometrik olarak 405 nm’de kantite edildi. 
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3.6. Gerçek Zamanlı Polimeraz Zincir Reaksiyonu Analizi 

Şekil 3.6.’da şematik çizimi görülen 12 kuyucuklu plakalardan elde edilen 

hücrelerden farklılaştırmanın 14. gününde izole edilen RNA’larından Bölüm 3.3.2.’de 

belirtildiği gibi cDNA‘lar sentezlendi. Başlangıçta her bir kuyucuğa 105 hücre ekildi ve 

hücreler, %80 yoğunluğa ulaştığında Bölüm 3.4.1.’de elde edilen veriler 

doğrultusunda oluşturulan besi yeri kombinasyonları ile hücreler 2-3 günde bir 

değiştirilen besi yerleri ile farklılaştırmaya maruz bırakıldı. 

 

Şekil 3.6. Kuyucuklara kontrollerden (K) ya da DM hastalarından elde edilen dental 
pulpa kök hücreleri ekilmiştir. Toplamda 6 adet 12 kuyucuklu plaka 
hazırlanmıştır. 

Sentezlenen primerin cDNA üzerindeki ilgili bölgeyi çoğaltıp çoğaltmadığını 

göstermek için Bölüm 3.3.’te anlatılan PZR ve jel elektroforez işlemleri yapıldı. GZ-PZR 

ise primerin etkisiyle çoğalan cDNA’nın miktarı ile ilgili veri sağlaması ve kantitasyon 

imkânı olması nedeniyle gerçekleştirildi. Reaksiyon sırasında kullanılan SYBR green 

boyası, yeni oluşan DNA moleküllerine bağlanarak floresan ışıma yapar. Bu ışıma, GZ-

PZR cihazı tarafından algılanarak ışımanın şiddetine rakamsal değer verilir, böylece 

sentez edilen DNA’nın miktarı ölçülür.  

GZ-PZR için Sigma Sybr® Green JumpStartTM Taq Ready MixTM kiti kullanıldı ve 

karışım enzimi, 25 mM MgCl2’yi, forward primeri, reverse primeri, distile suyu ve 

cDNA’yı kapsayacak şekilde hazırlandı. Karışımlar, cDNA içermeyen negatif kontroller 
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ve standartlar 96 kuyucuklu şeffaf plakalara (MultiplateTM PCR plates 96-well clear, 

Bio-Rad, katalog no: MLP9601) yerleştirildi ve şeffaf filmler (Microseal® ‘B’ seal Seals, 

Bio-rad, katalog no: MSB1001) ile üzeri dikkatli bir şekilde kapatıldı. Plakalar iQTM5 

Bio-Rad cihazına yerleştirilmeden önce 2 dk süreyle 1000 rpm’de santrifüj edildi. 

Cihaza yerleştirilmeden önce GZ-PZR şartları cihaza aşağıdaki şekilde girildi:  

• 95°C’ de 2 dk 1 kez (denatürasyon basamağı için)  

• 95°C’ de 10 sn +58-60°C’de 20 sn 40 kez (amplifikasyon basamağı için)  

• 95°C’ de 10 sn ve 55°C’ de 20 sn 1 kez işlemlerinden oluşan ısı döngüleri uygulandı. 

Örnekler jele yüklenene dek -20°C’de saklandı. 

Farklılaşan hücrelerin ve farklılaşma ajanlarını içermeyen besi yerinde 

çoğaltılan hücrelerin cDNA‘ları COL1α1, DMP-1, DSPP, OCN genlerinin ekspresyonları 

için kullanılırken, kök hücre karakteristiğini göstermek için sadece farklılaşma 

ajanlarını içermeyen besi yerinde çoğaltılan hücrelerin cDNA’ları kullanıldı. Bu 

hücreler ile Nanog, Oct-4, CD34, CD45, CD73, CD90, CD106 genlerinin ifadeleri 

değerlendirildi. Her iki durumda da β-aktin normalizasyonda housekeeping gen olarak 

kullanıldı ve elde edilen değerler 2-(ct) metodu kullanılarak analiz edildi. İşlemler 3 

tekrar halinde gerçekleştirildi. 

3.7. İmmünfloresan boyama 

Bölüm 3.5’te açıklandığı gibi hazırlanan 24 kuyucuklu 3 plakaya hücrelerin 

ekiminden önce steril yuvarlak uygun boyutlu lameller yerleştirildi ve hücreler bu 

lamellerin üzerine ekildi. Odonto/osteojenik indüklemeyi takiben dental pulpa kök 

hücreleri 14. günde, %4 paraformaldehit ile 15 dk boyunca fikse edildi, devamında 

hücreler 2 kez 0,5 mL PBS ile yıkandı. Fiksasyon sonrası hücreler 60 dk süreyle %10 

keçi serumunda bloke edildi. Daha sonra tavşan poliklonal primer antikorlar ile [Anti-

BSP II (1:100, Abcam, ab52128), Anti-DMP-1 (1: 100 Abcam, ab103203), Anti-kolajen 

1 ile (1:100, Abcam, ab34710)] hücreler oda sıcaklığında 1 saat boyunca inkübe edildi 

(180). Tekrar PBS ile yıkanan hücreler devamında 37 °C’de 1 saat boyunca spesifik 

ikincil antikor (goat anti-rabbit IgG H&L Alexa Fluor® 488; ab150077, 1:1000) ile 

inkübe edildi. Nükleer boyanma için, hücreler oda sıcaklığında 1 dk DAPI (1:4000) ile 
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muamele edildi. ProLongTM Gold anti-fade reagent with DAPI (Invitrogen, Thermo 

Fisher) ajan ile lama yapıştırılan lameller 24 saat sonra floresan mikroskobunda 

(Axioplan 2, Carl Zeiss) görüntülendi. Görüntüler ayrıca Image J yazılımı (1.53a, 

Wayne Rasband, Ulusal Sağlık Enstitüsü, ABD) kullanılarak floresan yoğunluğu 

açısından kantite edildi. 

3.8. Verilerin Analizi 

Deneylerin sonucunda elde edilen veriler (MTT değerleri, alizarin kırmızısı 

absorbans değerleri, 2-(ct) değerleri, göreceli floresan kantitasyon değerleri) normal 

dağılım açısından Shapiro-Wilk testi ile değerlendirildi. Veriler normal dağılım 

göstermeleri durumunda iki yönlü varyans analizi ya da tek yönlü varyans analizi ve 

post-hoc Bonferroni testi ile 0,05 anlamlılık düzeyinde değerlendirildi. Normal dağılım 

göstermeyen verilerin analizi Kruskal-Wallis ve Dunn post-hoc testleri ile yapıldı. 

İstatistiksel analizlerin yapılmasında GraphPad Prism versiyon 9.0.0 deneme sürümü 

paketi kullanıldı. 
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4. BULGULAR 

 

4.1. Dental Pulpa Dokusunun Elde Edildiği Bireyler 

Tablo 4.1.’de çalışmada kullanılan dental pulpa dokularının elde edildiği 

hastaların demografik bilgileri yer almaktadır. 

Tablo 4.1. Pulpa dokularının elde edildiği hastaların demografik verileri.* 

Bireyler Cinsiyet Yaş Kullanılan 

İlaçlar 

K K 32 X 

K K 28 X 

K E 26 X 

DM K 23 İnsülin (5 yıl) 

DM K 25 İnsülin (2 yıl) 

DM K 23 İnsülin (3 yıl) 

*K: Kontrol, DM: Diyabet hastalığı, K: Kadın, E: Erkek, AB: antibiyotik 

Çalışmaya sigara içmeyen ve son 2 hafta içinde herhangi bir nedenle 

antibiyotik kullanmayan bireyler dahil edilmiştir. Dental pulpa kök hücreleri 

çekimi Hacettepe Üniversitesi Diş Hekimliği Fakültesi Ağız, Diş ve Çene 

Radyolojisi Bölümünde yapılan muayeneleri sonucunda uygun görülen 

gömülü/yarı gömülü 3. büyük azı dişlerinden elde edilmiştir. Kontrollerin 2’si 

kadın 1’i erkek olup yaş ortalaması 28,66 iken, diyabet hastalarının hepsi kadın 

ve Tip 1 diyabet olup yaş ortalaması 23,66 idi. Kontrollerin bilinen hiçbir 

sistemik hastalığı olmayıp, diğer bireylerin sadece Tip 1 diyabet oldukları, 

insülin kullandıkları ve HbA1c değerlerinin %7’nin altında olduğu tespit 

edilmiştir (EK-7). Çalışmanın örnek toplama döneminde çalışmanın dahil 

edilme kriterlerine uygun Tip 2 diyabet hastalarının dişlerinden pulpa dokusu 

izole edilememiştir. Bu nedenle deneylerde sadece Tip 1 diyabet hastalarından 

elde edilen dental pulpa kök hücreleri kullanılmıştır. Bulgular bölümünde tablo 

ve şekillerde yer alan DM kısaltması Tip 1 diyabet hastalarını simgelemektedir. 
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4.2. Mezenkimal Kök Hücrelerin Karakterizasyonu 

Diş çekimlerini takiben hücre kültürü laboratuvarında enzimatik olarak ayrıştırılan 

dental pulpa dokusu uygun şartlarda inkübe edilerek pasajlanmıştır. Pulpa 

dokusunda, fibroblastlar, farklılaşmamış mezenkimal hücreler ve diğer hücre tipleri 

(makrofajlar, lenfositler vb.) bulunmaktadır. Dental pulpa kök hücreleri fibroblast 

benzeri morfoloji gösteren hücreler olduğu (Şekil 4. 1.) için hücre kültürü ortamında 

ayırt edilmeleri zordur. Bu nedenle, izole edilen hücrelerde fibroblast 

kontaminasyonunun olmadığını göstermek için mezenkimal kök hücreler tarafından 

gen ifadesi bildirilen, ancak fibroblastlar tarafından ifadesinin olmadığı belirtilen 

CD106 geni (181) için primerler sentezlenmiştir. Fibroblast kontaminasyonunun 

olmadığını göstermek için deri fibroblast hücreleri kontrol olarak kullanılmıştır (Şekil 

4.2.). Kök hücrelerin izole edildiğini göstermek için ise ticari olarak elde edilen dental 

pulpa kök hücreleri kontrol olarak kullanılmıştır. Tüm hücrelerden, elde edilen 

RNA’nın nanodrop cihazında ölçülen saflık ve miktarları Tablo 4.2.’de yer almaktadır. 

İzole edilen RNA’nın saflık ve miktarının cDNA sentezi için uygun olduğu 

belirlendikten sonra sentezlenen cDNA’lar ile deneyler gerçekleştirilmiştir. 

Tablo 4.2. Elde edilen RNA’ların saflık ve miktar tayini sonuçları. 

Örnek Adı 260/280 260/230 ng/μl 

DM1 1,80 1,90 466,3 

DM2 1,98 1,87 1084,0 

DM3 1,92 2,20 637,2 

K1 2,07 1,66 979,9 

K2 2,05 2,17 690,6 

K3 1,94 2,04 2216,7 

Lonza- Ticari dental 

pulpa kök hücre hattı 

1,85 1,75 736,6 

DFH 1,93 1,88 857,7 

DFH: Deri Fibroblast Hücreleri; DM: Tip 1 Diyabet, K: Kontrol 
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A                                                                              B 

     

Şekil 4.1. Işık mikroskobu altında deri fibroblast hücreleri (A) ve dental pulpa kök 
hücrelerinin (B) görünümü (Büyütme: 10x). 

 

Şekil 4.2. CD106 genine ait cDNA amplifikasyonunun agaroz jel (%2) elektroforez 
görüntüsü, M: Marker (DNAmark 50bp PLUS), K: Kontrol, DM: Tip 1 
Diyabet, DFH: Deri Fibroblast Hücresi, NTC: örnek içermeyen kontrol. 

Kontrolden, hastalardan ve de ticari dental pulpadan izole edilen hücrelerin 

CD106 ifadesine sahip olduğu ancak deri fibroblastında ve negatif kontrolde ifade 

olmadığı Şekil 4.2.’de görülmektedir. Bu veri de örneklerde fibroblast 

kontaminasyonu olmadığını göstermektedir. 

Akış sitometri çalışmalarında mezenkimal kök hücre popülasyonunun %95 veya 

daha fazlasının CD73 (ekto-5´-nükleotidaz), CD90 (Thy-1), CD105 (endoglin) 

antijenleri için pozitif olduğu; CD11b, CD14, CD19, CD34, CD45, CD79α, HLA sınıf II 

gibi hematopoetik antijenlerdeki pozitiflik oranlarının da %2’yi geçmediği pek çok kez 

gösterilmiştir (80, 81). Bu bilgilerin ışığında mezenkimal kök hücrelerin izole edildiğini 

gösterebilmek için pozitif antijenlerden CD73 ve CD90 için, hematopoietik 

M 
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antijenlerden CD34 ve CD45 için primerler sentezlenmiştir. Ayrıca kök hücreler 

tarafından ifade edilen transkripsiyon faktörlerinden Oct-4 ve Nanog için de primerler 

sentezlenmiştir. Bu primerler ile yapılan cDNA amplifikasyonunun agaroz jel 

görüntüleri Şekil 4.3.’de yer almaktadır. β-aktin housekeeping gen olarak 

kullanılmıştır. Deney 3 kez tekrarlanmıştır. 

 

Şekil 4.3. Dental pulpa dokusundan izole edilen hücrelerin mezenkimal kök hücre 
özelliği taşıdığını göstermek için kullanılan genlerin cDNA 
amplifikasyonunun agaroz jel elektroforez görüntüleri (K: Kontrol, DM: Tip 
1 Diyabet hastaları, L: Lonza ticari dental pulpa hücreleri, THK: Ticari 
Hematopoietik Kök Hücre, NTC: örnek içermeyen kontrol). 
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Kök hücre belirteçlerinin ifadeleri GZ-PZR deneyleri ile de analiz edilmiştir. 

Normalizasyonda housekeeping gen olarak β-aktin kullanılmış ve CD45’in cycle 

threshold (Ct) değerleri bir olarak kabul edilerek hesaplamalar yapılmıştır. Genlerin, 

2-(ct) metoduna göre hesaplanan kat değişimleri Şekil 4.4.’de yer almaktadır.  

 

Şekil 4.4. Kontrollerden (A) ve hastalardan (B) elde edilen dental pulpa kök hücreleri 
ile yapılan GZ-PZR deneyleri sonucunda oluşan göreceli kat değişimleri 
(n=9). 

İzole edilen hücrelerde mezenkimal kök hücre antijeni olan CD73 ve CD90 

ifadesinin oldukça yüksek olduğu ve hematopoetik antijenlerden CD34 ve CD45’te 

jelde bant görüntüsü izlenmediği ve GZ-PZR’deki kat değişiminin oldukça az olduğu 

görülmüştür (Şekil 4.3., Şekil 4.4., EK-4.). Bu bulgular sonucunda pulpa dokusundan 

mezenkimal kök hücre izolasyonunun gerçekleştiği belirlenmiştir. Çalışmanın bir 

sonraki aşamasında farklılaştırma deneylerinde kullanılacak besi yerinin 

optimizasyonu bulguları yer almaktadır. 

4.3. Farklılaştırma Besi Yerinin Oluşturulması 

Farklılaştırma besi yerinin optimizasyon deneylerinde kontrollerden elde 

edilen dental pulpa kök hücreleri kullanılmıştır. Farklılaştırma için standart bir besi 

yeri olmamakla beraber odonto/osteojenik farklılaştırmayı indükleyen besi yerinde 

yaygın olarak β-gliserofosfat (β-GP), askorbik asit ve deksametazon kullanılmaktadır. 

β-GP mineral oluşumunda fosfat kaynağı olarak görev alır, askorbik asit Tip 1 kolajen 
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salgısını arttırır. Deksametazon ise mitojen aktive protein kinazı aktive ederek 

Runx2’yi regüle eder; ancak farklılaştırma deneylerine başlamadan önce literatürde 

bazı çalışmalarda deksametazonun kullanılmadığı görülmüştür (175-177). Bu nedenle 

ilk olarak odonto/osteojenik farklılaşma deneylerinde kullanılan 100 nM (182) 

deksametazon FB’ye (Farklılaştırma besi yeri: düşük glikoz içeren DMEM + %1 

AmfB+100 U/mL PenStrep+ %10 FBS + 10mM GP+ 50g/mL AA) eklenmeden ve 

eklenerek hücreler 14 gün boyunca farklılaştırılmaya maruz bırakılmıştır.  

4.3.1. Deksametazon İlavesinin Etkisi 

Planlanan deney süresinin sonunda hücreler odonto/osteojenik 

farklılaşmanın bir göstergesi olan kalsiyum odaklarını kırmızı/turuncu renkte boyayan 

alizarin kırmızısı ile boyanmış ve sonrasında spektrofotometrik olarak kantite 

edilmiştir. Şekil 4.5.’te boyanma sonucunda kuyucukların görüntüsü ve Şekil 4.6.’da 

alizarin kırmızısı boyamasının spektrofotometrik sonuçları yer almaktadır. İstatistiksel 

karşılaştırmalarda tek yönlü varyans analizi ve post-hoc Bonferroni testi yapılmıştır 

(p<0,05).  

 

 

Şekil 4.5. Kontrollerden elde edilen dental pulpa kök hücrelerinin farklılaştırma 
ajanları ilave edilmeyen normal besi yerine (A: NB), deksametazon ilave 
edilmeyen farklılaştırma besi yerine (B: FB/-DEX), deksametazon ilave 
edilen farklılaştırma besi yerine (C: FB/+DEX) maruz kalması sonucu 
alizarin kırmızısı boyaması görüntüsü. 
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Şekil 4.6. Deksametazonun Farklılaşmaya Etkisi: Farklılaştırma ajanları ilave 
edilmeyen normal besi yerine (NB), deksametazon ilave edilmeyen 
farklılaştırma besi yerine (FB/-DEX), deksametazon ilave edilen 
farklılaştırma besi yerine (FB/+DEX) maruz kalan hücrelerin 
spektrofotometrik analizi. FB/-DEX anlamlı olarak diğer gruplara göre 
daha fazla kalsiyum odağı oluşmasına neden olmuştur. (İstatistiksel 
karşılaştırmalarda tek yönlü varyans analizi ve post-hoc Bonferroni testi 
kullanıldı p<0,05, n=9, OD: 405 nm). 

Kalsiyum birikimini gösteren alizarin kırmızısı boyasının spektrofotometrik 

kantitasyonu besi yerine deksametazon eklenmediği zaman alizarin kırmızısı 

boyaması sonucunda daha yüksek absorbans değerleri elde edildiği tespit edilmiştir 

(p<0,05), bu nedenle farklılaştırma besi yerine deksametazon ilave edilmemesine 

karar verilmiştir. 

4.3.2. MTA Hazırlama Yönteminin Belirlenmesi 

MTA’nın hazırlanmasında iki farklı yöntem test edilmiştir. Bunlardan ilkinde 

MTA doğrudan besi yerinde çözündükten sonra filtre edilen besi yeri kullanılmıştır. 

İkincisinde ise üretici talimatları doğrultusunda su ile karıştırılan MTA teflon disklere 

konulmuş, bu şekilde sertleşen MTA diskleri daha sonra besi yerine konmuş ve 

literatürde önerilen bekleme süresinin sonunda diskler uzaklaştırılarak besi yeri yine 

filtre edilmiştir. Farklılaştırma ajanları içermeyen normal besi yerine, farklılaştırma 
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ajanları (10mM GP+ 50g/mL AA) içeren toz halindeki MTA’dan elde edilen besi 

yerine ve farklılaştırma ajanları (10mM GP+ 50g/mL AA) içeren disk halindeki 

MTA’dan elde edilen besi yerine 14 gün süreyle maruz kalan hücreler yine 

farklılaşmanın bir göstergesi olan kalsiyum odaklarını kırmızı/turuncu renkte boyayan 

4,2-4,3 pH’daki alizarin kırmızısı ile boyanmıştır. Şekil 4.7. ve EK-4.’te kantite edilen 

alizarin kırmızısı boyamasının sonuçları yer almaktadır. İstatistiksel karşılaştırmalarda 

tek yönlü varyans analizi ve post-hoc Bonferroni testi kullanılmıştır (p<0,05).  

 

 

Şekil 4. 7. MTA’nın Farklılaşmaya Etkisi I: Farklılaştırma ajanları ilave edilmeyen 

normal besi yerine (NB), sadece farklılaştırma ajanlarını (10mM GP+ 

50g/mL AA) içeren besi yerine (FB), farklılaştırma ajanları içeren disk 
halindeki MTA’dan elde edilen besi yerine (FB_MTAD) ve farklılaştırma 
ajanları içeren toz halindeki MTA’dan elde edilen besi yerine (FB_MTAT) 
maruz kalan hücrelerin spektrofotometrik analizi. FB_MTAT anlamlı olarak 
diğer gruplara göre daha fazla kalsiyum odağı oluşmasına neden olmuştur. 
(İstatistiksel karşılaştırmalarda tek yönlü varyans analizi ve post-hoc 
Bonferroni testi kullanıldı p<0,05, n=9, OD: 405 nm). 

Şekil 4.8.’de alizarin kırmızısına maruz kalan dental pulpa kök hücrelerinin 

kuyu ve ışık mikroskobu görüntüleri yer almaktadır. Farklılaştırmanın göstergesi olan 

kalsiyum odakları alizarin red boyaması sonucunda kırmızı/turuncu renkte 

gözlemlenmiştir. 
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Şekil 4.8. MTA’nın Farklılaşmaya Etkisi II: Farklılaştırma ajanları ilave edilmeyen 
normal besi yerine (NB), farklılaştırma ajanları içeren disk halindeki 
MTA’dan elde edilen besi yerine (FB_MTAD) ve farklılaştırma ajanları 
içeren toz halindeki MTA’dan elde edilen besi yerine (FB_MTAT) maruz 
kalan hücrelerin alizarin red boyaması sonrasında kuyu ve ışık mikroskobu 
görüntüsü (Büyütme: 4x).  

Her iki yöntemle hazırlanan MTA, NB’ye maruz kalan hücrelere göre anlamlı 

farklılıklar oluştursalar da toz şeklinde doğrudan besi yerine ilave edilen MTA’nın 

(FB_MTAT) farklılaştırma üzerinde daha etkili olduğu görülmüştür (p<0,05). Bu 

nedenle MTA’nın besi yerine toz halinde ilave edilmesine karar verilmiştir. 0,02 

mg/mL ve 0,002 mg/mL konsantrasyonlarında MTA eklenen besi yerine 10 nM veya 

100 nM 1α,25(OH)2D3 ilave edilerek bir sonraki iş paketi gerçekleştirilmiştir.  

4.3.3. 1α,25(OH)2D3 ve MTA Konsantrasyonlarının Optimizasyonu 

1α,25(OH)2D3 ve MTA’nın yüksek konsantrasyonlarının sitotoksik olduğu 

bilinmektedir. Çalışmada kullanılacak konsantrasyonlarının optimizasyonu için 

literatürde dental materyallerin sitotoksisite değerlendirmelerinde sıklıkla kullanılan 

testlerden biri olan MTT testi kullanılmıştır. Bu test MTT’yi mavi, çözünmeyen 

formazan bileşiğine dönüştürebilen dehidrogenaz enzim aktivitesini ölçmektedir. 

Uygulanan materyal sitotoksik değil ise hücrede dehidrogenaz aktive olur ve 

mavi/mor renkli formazan çökeltisi oluşur. Formazan oluşumu, optik yoğunluğun 

spekrofotometre ile ölçülmesi veya elektron mikroskobuyla test örneğinin 

çevresindeki formazan ışığın belirlenmesi yöntemleriyle saptanmaktadır. 



 

 

46 

Proliferasyonun saptanması ve oluşabilecek farklılıkların tespit edilmesi için hücreler 

24 ve 72 saat süreyle Tablo 4.3.’teki besi yerlerine maruz bırakılmıştır.  

Tablo 4.3. MTT testinde kullanılan besi yerleri. 

Besi yeri İçeriği 

Normal Besi yeri (NB) DMEM düşük glikoz, %10 FBS, %1 Pen/Strep, %1 AmfB 

Farklılaştırma Besi yeri 

(FB) 

NB, 10mM β-GP, 50 μg/mL AA 

FB_MTA FB, 0,002mg/mL MTA 

FB, 0,02mg/mL MTA 

FB_1α,25(OH)2D3 FB, 10 nM 1α,25(OH)2D3 

FB, 100 nM 1α,25(OH)2D3 

FB_MTA_1α,25(OH)2D3 FB, 0,002mg/mL MTA, 10 nM 1α,25(OH)2D3 

FB, 0,002mg/mL MTA, 100 nM 1α,25(OH)2D3 

FB, 0,02mg/mL MTA, 10 nM 1α,25(OH)2D3 

FB, 0,02mg/mL MTA, 100 nM 1α,25(OH)2D3 

 

MTT test sonuçları Şekil 4.9.’da yer almaktadır. Değerlerin karşılaştırılmasında 

Kruskal-Wallis ve Dunn testleri kullanılmıştır (p<0,05). 
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Şekil 4.9. MTT testi sonucu: İlgili gruplar renk kodları ile belirtilmiştir. Değerlerin 
karşılaştırılmasında Kruskal-Wallis ve Dunn testleri kullanılmıştır (p<0,05). 
24. ve 72. saatin sonunda anlamlı farklılık belirlenen gruplar * ile 
gösterilmiştir (n=6, *: p<0,05; **: p<0,01). 72. saatin sonunda gruplar 
arasında daha çok farklılık ortaya çıktığı görülmüştür. (NB: DMEM düşük 
glikoz, %10 FBS, %1 Pen/Strep, %1 AmfB; FB: NB+ 10mM β-GP+ 50 μg/mL 
AA). 

Grupların 72. saatteki değerleri incelendiğinde 10 nM konsantrasyonda FB’ye 

eklenen 1α,25(OH)2D3’ün 72 saat sonunda proliferasyon düzeyinde 100 nM 

konsantrasyonda FB’ye eklenen 1α,25(OH)2D3’e göre anlamlı şekilde artmaya neden 

olduğu görülmüştür (p<0,05). 10 nM konsantrasyondaki 1α,25(OH)2D3 ile kombine 

edilen 0,02 mg/mL ve 0,002 mg/mL MTA değerlendirildiğinde, proliferasyonda artışa 

yol açan konsantrasyonun 0,02 mg/mL MTA olduğu tespit edilmiştir.  

Tüm bu optimizasyon deneyleri sonucunda farklılaştırma sırasında kullanımına 

karar verilen besi yerleri ve içerikleri Tablo 4.4.’te yer almaktadır. 
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Tablo 4.4. Çalışmada kullanılan besi yerleri ve içerikleri. 

Besi yeri İçeriği 

Normal Besi yeri 

(NB) 

DMEM düşük glikoz, %10 FBS, %1 Pen/Strep, %1 AmfB 

Farklılaştırma 

Besi yeri (FB) 

NB, 10mM β-GP, 50 μg/mL AA. 

FB +MTA FB, 0,02mg/mL MTA 

FB +MTA+VitD3 FB +MTA, 10nM 1α,25(OH)2D3 

Bu aşamadan sonra yer alan besi yerlerinde bu konsantrasyonlardaki ajanlar 

kullanılmıştır ve besi yerleri Tablo 4.4.’teki gibi kısaltılmıştır. 

4.4. Odonto/Osteojenik Farklılaşmanın İncelenmesi 

4.4.1. Kalsiyum Odaklarının Alizarin Kırmızısı ile Gösterilmesi 

Besi yeri optimizasyonu sırasında kullandığımız alizarin red boyası oldukça 

asidik olup yeni oluşan kalsiyum odaklarına (bazik özellikte) bağlanarak 

turuncu/kırmızı renkli boyanmalar oluşturur. Kırmızı odakların miktarı ile farklılaşma 

arasında pozitif korelasyon mevcuttur. Bölüm 3.5.’te kullanılan ve 3 tekrarı olan 

deney düzeneğinin alizarin kırmızısı ile muamelesi sonucunda kuyuların görüntüsü 

Şekil 4.10.’da yer almaktadır. 

 

Şekil 4.10. Kontrol (A, B, C, D: 1-3) ve Tip 1 diyabet hastalarından (A, B, C, D: 4-6) elde 
edilen dental pulpa kök hücrelerinin 14. gündeki alizarin kırmızısı 
muamelesi sonrasındaki görüntüleri. 
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FB+MTA+VitD3 besi yerine maruz kalarak farklılaştırılan kontrol 

hücrelerindeki kalsiyum odaklarının ışık mikroskobu görüntüsü Şekil 4.11.’de yer 

almaktadır. 

 

Şekil 4.11. MTA ve 1α,25(OH)2D3 kombinasyonu ile farklılaştırılan kontrol 
hücrelerindeki kalsiyum odakları (Büyütme: A: 4x, B:10x). 

Alizarin boyamasının kantite edilmesiyle elde edilen veriler normal dağılım 

gösterdiği için iki yönlü varyans analizi ile değerlendirilmiştir. İkili karşılaştırmalarda 

Bonferroni post-hoc testi kullanılmıştır (p<0,05). Sonuçlar Şekil 4.12.’de yer 

almaktadır. 

A                                                                          B 

  

Şekil 4.12. Alizarin kırmızısının 405nm’de spektrofotometrik olarak kuantifiye 
edilmesi sonucu elde edilen absorbans değerleri. Karşılaştırmalar iki 
yönlü varyans analizi ve Bonferroni post-hoc testle yapılmıştır. Anlamlı 
farklılıklar * ile gösterilmiştir (n=27, **p<0,01; ***p<0,001; 
****p<0,0001). K: Kontrol, DM: Hasta grubu. 
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Şekil 4.12.’deki karşılaştırmalara baktığımızda; 

A) Kontrol ile DM gruplarının karşılaştırılması: Tüm koşullarda kontrollerden elde 

edilen hücrelerin daha yüksek absorbans gösterdiği tespit edildi (Şekil 4.12. A; 

p<0,0001). 

B) Farklı besi yerlerinin karşılaştırılması: Kontrol hücrelerinde FB+MTA+VitD3 

kombinasyonu diğer besi yerlerden daha fazla kalsiyum birikimine neden oldu 

(p<0,0001). FB+MTA besi yeri ise NB ve FB besi yerlerden daha fazla kalsiyum 

birikimine neden oldu (p<0,001). DM hücrelerinde FB+MTA+VitD3 

kombinasyonu tüm besi yerlerinden daha fazla kalsiyum birikimine neden 

oldu (p<0,0001). 

Alizarin kırmızısı boyamasından elde edilen veriler değerlendirildiğinde 

kontrol hücrelerinde farklılaşma besi yerine yalnızca MTA ilavesinin istatistiksel 

olarak anlamlı şekilde kalsiyum birikimini sağlayabildiği görülmüştür. Ancak, DM 

hücrelerinde farklılaşmanın oluşturulabilmesi için yalnızca MTA’nın yeterli olmadığı 

ve besi yerine VitD3 ilavesinin de gerekli olduğu tespit edilmiştir. 

4.4.2. Odonto/Osteojenik Farklılaşma Belirteçlerinin İfadesinin 

Analizleri 

Odonto/osteojenik farklılaşma potansiyeli literatürde farklı yöntemlerle 

incelenmektedir. Hücre dışındaki kalsiyum birikiminin, alizarin kırmızısı ve Von Kossa 

ile değerlendirilmesi (179), ALP, OCN, OPN, COL1α1, BSPII, Runx-2, DSPP, DMP1 gibi 

özelleşmiş odonto/osteogenez belirteçlerinin ifadesinin ölçülmesi (183) bu 

yöntemler arasındadır. Tez çalışmasında literatürdeki diğer çalışmalar gibi 14. gün 

sonunda (41, 184) hücre dışındaki kalsiyum birikimi alizarin kırmızısı ile kantite 

edilmiş, OCN, COL1α1, DSPP, DMP1 ifadeleri de göreceli olarak değerlendirilmiştir. 

Farklılaşma belirteçlerinin ifade analizinde ilk olarak kontrol ve hasta grupları 

karşılaştırılmıştır ve sonuçlar K_NB kontrol grubuna göre normalize edilmiştir. 2-(ct) 

metoduna göre elde edilen verilerin karşılaştırmalarında iki yönlü varyans analizi ve 

Bonferroni post-hoc testi kullanılmıştır. Analizler sonucunda elde edilen kat 

değişimleri Şekil 4.13., Şekil 4.14. ve EK-4.’te gösterilmektedir. 
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OCN                                             

 

COL1α1 

 

Şekil 4.13. Kontrollerde (K) ve Tip 1 diyabet hastalarındaki (DM) OCN ve COL1α1 
genlerindeki ifade değişimi. Karşılaştırmalar iki yönlü varyans analizi ve 
Bonferroni post-hoc testle yapılmıştır. Anlamlı farklılıklar * ile 
gösterilmiştir (n=9, ****p<0,0001). 

İkili karşılaştırmaların sonuçlarına göre OCN’de sadece FB+MTA+VitD3 besi 

yerine maruz kalan kontrol ve DM arasında anlamlı kat değişimi gözlenmiştir 

(p<0,0001). COL1α1’e baktığımızda ise tüm ikili karşılaştırmalarda anlamlı fark ortaya 

çıktığı tespit edilmiştir. Kontrollerden elde edilen hücreler tüm besi yerlerinde 

DM’den elde edilen hücrelere göre anlamlı seviyede yüksek COL1α1 ifadesi 

göstermiştir (p<0,05). 
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DMP1 

 

DSPP 

 

Şekil 4.14. Kontrollerde (K) ve Tip 1 diyabet hastalarındaki (DM) DMP1 ve DSPP 
genlerindeki ifade değişimi. Karşılaştırmalar iki yönlü varyans analizi ve 
Bonferroni post-hoc testle yapılmıştır. Anlamlı farklılıklar * ile 
gösterilmiştir (n=9, **p<0,01; ***p<0,001****p<0,0001). 
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İkili karşılaştırmaların sonuçlarına baktığımızda hem DMP1 hem de DSPP için 

tüm ikili karşılaştırmalarda anlamlı fark ortaya çıktığı tespit edilmiştir. Daha önceki 2 

belirteçten farklı olarak bu kez kontrollerden elde edilen hücreler tüm besi yerlerinde 

DM’den elde edilen hücrelere göre anlamlı seviyede daha düşük kat değişimi 

göstermiştir (p<0,01).  

Çalışma kapsamında değerlendirilen genlerden COL1α1 osteoblast 

farklılaşmasının erken dönem belirteci iken, OCN olgun osteoblastların bir belirteci 

olarak kabul edilir (185, 186). DSPP ise odontoblast farklılaşmasının bir belirteci olup 

hücre dışı matrikste erken dönem mineralizasyonda yer alır (6). DMP1 ise 

odontogenez sürecinin hem erken hem de ileri safhalarında gereklidir. Tezin 

verilerine göre 14. günün sonunda mineralizasyonun erken döneminde yer alan 

genlerin ifadesi DM’de elde edilen hücrelerde yüksek bulunurken, mineralizasyonun 

ileri evrelerinde rol oynayan genlerin ifadesi kontrollerde daha yüksek bulunmuştur. 

Bu veriler farklılaşma sürecinin DM’den etkilendiğini göstermektedir, bu sebeple besi 

yerine ilave edilen ajanların bu süreci nasıl etkilediğini değerlendirmek için bir sonraki 

aşamada yer alan besi yeri karşılaştırmaları yapılmıştır. Bu karşılaştırmalarda tek 

yönlü varyans analizi ve ikili karşılaştırmalarda Bonferroni post-hoc testi kullanılmıştır 

(p<0,05). Kat değişimlerinin analizinde tüm belirteçler β-aktine göre normalize 

edilmiştir. Kontrol ve DM gruplarında besi yeri değişimi etkileri karşılaştırılırken 

sonuçlar NB deney grubuna normalize edilmiştir. Şekil 4.15. (sayfa 54) ve Şekil 4.16. 

(sayfa 55) bu karşılaştırmaların sonuçlarını göstermektedir. Kat değişimlerinin 

ortalama ve standart sapma değerleri tablo halinde EK-4’te yer almaktadır. Gerçek 

zamanlı PZR deneylerinde standart eğrilerden elde edilen eğim değerleri -3,5 ile -3,0 

aralığında olup, amplifikasyon etkinlikleri %95 ile %113 arasında değişmektedir. EK-

5.’te OCN, COL1α1, DMP, DSPP genlerine ait gerçek zamanlı-PZR amplifikasyon, 

standart ve erime eğrilerinin görselleri yer almaktadır.  
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                                                            OCN Kontrol                       OCN DM 

 

                                                  COL1α1 Kontrol                             COL1α1 DM 

 

Şekil 4.15. Kontrollerden (K) ve Tip 1 diyabet hastalarından (DM) elde edilen 
hücrelerdeki OCN ve COL1α1 ifadesi üzerinde besi yerlerinin etkisi. 
Karşılaştırmalar iki yönlü varyans analizi ve Bonferroni post-hoc testle 
yapılmıştır. Anlamlı farklılıklar * ile gösterilmiştir (n=9, **p<0,01; 
***p<0,001****p<0,0001). 

Farklı besi yeri maruziyetlerine göre kontrollerden ve DM’den elde edilen 

hücrelerde OCN ifadesi değerlendirildiğinde, FB+MTA+VitD3 besi yerinin her iki 

grupta da istatistiksel olarak diğer besi yerlerine göre daha fazla OCN ifadesine neden 

olduğu tespit edilmiştir (p<0,05). Diğer besi yerleri arasında anlamlı farklılıklar tespit 

edilmemiştir (p>0,05).  

COL1α1 gen ifadesi analizinde, kontrollerden elde edilen hücreler farklı 

besiyeri maruziyetlerine göre değerlendirildiğinde FB+MTA+VitD3 ve FB+MTA besi 

yerleri anlamlı olarak NB’den daha fazla COL1α1 gen ifadesine neden olmuşlardır 
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(p<0,05). DM’den elde edilen hücrelerin bu bes yerleri ile muamelesi sonucunda 

ortaya çıkan verilerin ikili karşılaştırmalarında ise FB+MTA+VitD3, NB ve FB’den farklı 

bulunmuştur (p<0,05). Diğer besi yeri koşulları karşılaştırıldığında istatistiksel olarak 

anlamlı bir farklılık tespit edilmemiştir (p>0,05). 

Farklılaşma besi yerine MTA ilavesi kontrollerde OCN ve COL1α1 ifadelerinde 

artışa neden olurken, DM’de bu artışın gözlenmesi için besi yerine MTA’nın yanında 

VitD3 ‘ün de ilave edilmesinin gerektiği tespit edilmiştir. 

 

 

Şekil 4.16. Kontrollerden (K) ve Tip 1 diyabet hastalarından (DM) elde edilen 
hücrelerdeki DMP1 ve DSPP ifadesi üzerinde besi yerlerinin etkisi. 
Karşılaştırmalar iki yönlü varyans analizi ve Bonferroni post-hoc testle 
yapılmıştır. Anlamlı farklılıklar * ile gösterilmiştir (n=9, *p<0,05, **p<0,01; 
***p<0,001****p<0,0001). 
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Şekil 4.16.’da sonuçları gösterilen DMP-1 ifadesi değerlendirildiğinde 

kontrollerden elde edilen hücrelerde FB+MTA, FB+MTA+VitD3 besi yerleri NB’den 

daha fazla kat artışına neden olmuştur (p<0,05); ancak diğer besi yerleri arasında 

istatistiksel olarak anlamlı bir farklılık bulunamamıştır (p>0,05). DM’den elde edilen 

hücrelerde ise FB+MTA+VitD3 kombinasyonun istatistiksel olarak diğer besi yerlerine 

göre daha fazla DMP-1 ifadesine neden olduğu gözlenmiştir (p<0,05). 

DSPP geni ifadesi için bu karşılaştırmalar yapıldığında, kontrollerden elde 

edilen hücreler bu bağlamda değerlendirildiklerinde FB+MTA+VitD3; FB ve NB besi 

yerlerinden anlamlı olarak daha fazla DSPP gen ifadesine neden olmuştur (p<0,05). 

Ayrıca FB+MTA ve NB arasında da istatistiksel olarak anlamlı farklılık tespit edilmiştir 

(p<0,05). DM’den elde edilen hücrelerin bu besi yerleri ile muamelesi sonucunda 

ortaya çıkan verilerin ikili karşılaştırmalarında yine FB+MTA+VitD3; FB ve NB besi 

yerlerinden anlamlı olarak farklı bulunmuştur (p<0,05). Diğer besi yerlerinin 

karşılaştırmalarında istatistiksel olarak anlamlı farklılık bulunamamıştır (p>0,05). 

Odonto/osteojenik farklılaşma belirteçlerinin ifadesinin analiz edildiği bu iş 

paketinde ilk olarak kontrol ve Tip 1 diyabet hastaları karşılaştırılmış ve Tip 1 diyabet 

hastalarındaki mineralizasyonun kontrollere göre daha erken evrede bulunduğu 

belirtilmiştir. Mineralizasyonun farklı evrelerindeki hücrelerde MTA ve VitD3 etkisini 

değerlendirmek için yapılan ikinci karşılaştırmalar, kontrollerde MTA ilavesinin 

istatistiksel olarak tek başına normal besi yeri ile fark oluşturmasına katkıda 

bulunduğunu, ancak diyabet hastalarında bu farkın MTA ve VitD3 kombinasyonu ile 

oluştuğunu göstermiştir.  
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4.5. Vitamin D Reseptörünün İfadesinin Analizi 

Çalışmanın GZ-PZR ve alizarin kırmızısı deneyleri sonucunda Tip 1 diyabet 

hastalarından elde edilen hücrelerdeki farklılaşmanın besi yerine 1α,25(OH)2D3 ilave 

edildiğinde indüklendiği görülmüştür, ancak bu indüklenmenin kontrollerdeki kadar 

belirgin olmadığı da tespit edilmiştir. Bu veriler doğrultusunda VitD3’ün DM 

hücrelerinde Vitamin D reseptörleri aracılığıyla hücre içine alınmadığından ve 

hücrelerde metabolize olamadığından kaynaklandığı düşünülmüştür. Literatürde DM 

hastalarında vitamin D reseptörü polimorfizmlerinin bildirildiği çalışmalar (158, 159) 

da bu hipotezi destekler niteliktedir. VDR genindeki polimorfizimlerin gen ifadesinde 

veya fonksiyonunda değişime yol açtığı bildirilmiştir (187). Bu bağlamda kontrol ve 

DM hücrelerinde VDR geninin ifadesi analiz edilmiş ve sonuçlar Şekil 4.17.’de 

gösterilmiştir. 

 

Şekil 4.17. VDR genine ait cDNA amplifikasyonunun agaroz jel elektroforez görüntüsü 
K: Kontrol, DM: Tip 1 Diyabet, NTC: örnek içermeyen kontrol. 

Normal besi yerine maruz bırakılan hücrelerden elde edilen cDNA ile 3 tekrar 

halinde gerçekleştirilen konvansiyonel PZR deneylerinde DM hücrelerinden elde 

edilen cDNA ile yapılan deneylerde kontrollere göre daha silik bir bantlar oluştuğu 

gözlenmiştir. Normal besi yerine ve FB besi yerine 14 gün süreyle maruz kalan 

hücreler ile yapılan GZ-PZR deneylerinin bulguları Şekil 4.18.’de (sayfa 58) yer 

almaktadır. İkili karşılaştırmalarda t-testi kullanılmıştır.  
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Şekil 4.18. Kontrol ve Tip 1 diyabet gruplarındaki VDR geni ifadesindeki göreceli kat 
değişimi. (n=6, ikili karşılaştırmalar t testi ile yapılmıştır. Kontrollerde her 
durumda VDR ifadesi daha yüksek bulunmuştur, p<0,05). 

Bir önceki iş paketlerinde DM’den elde edilen hücrelerdeki farklılaşmanın besi 

yerine 1α,25(OH)2D3 ilave edildiğinde kontrollerdeki kadar belirgin olmadığı tespit 

edilmiştir. Bu sonuçla uyumlu olarak DM hücrelerinde kontrol hücrelerine göre VDR 

geninin de daha az ifade olduğu bulunmuştur. Dolayısıyla DM hücrelerindeki VDR gen 

ifadesinin göreceli olarak düşük olmasından dolayı bu hücrelerde VitD3’ün 

metabolize edilemediği ve odonto/osteojenik farklılaşma sürecinde aksaklıklar 

oluşabileceği düşünülmüştür. 
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4.6. Farklılaşma Belirteçlerinin İmmünfloresan Analizi 

Farklılaşmanın erken ve geç evrelerinin analizi için, bu evrelere özgü 

biyobelirteçlerden BSP II, DMP1 ve COL1α1 proteinlerinin immünfloresan boyama 

çalışmaları gerçekleştirilmiştir. COL1α1 osteoblast farklılaşmasının erken dönem 

belirteci iken, DMP1 ise odontogenez sürecinin hem erken hem de ileri safhalarında 

gereklidir. BSP II ifadesi ise matriks birikimini ve mineralizasyonu gösteren diğer bir 

gen ürünüdür ve yeni sentezlenmiş kemik matriksinde ifadesi oldukça yüksektir (176).  

Şekil 4.19., Şekil 4.20. ve Şekil 4.21.’de deney gruplarının temsili floresan 

mikroskobu görüntüleri yer almaktadır. Spesifik boyanmanın olduğunu göstermek 

için herhangi bir primer antikorun uygulanmadığı sadece sekonder boyamanın 

yapıldığı negatif kontrolün floresan mikroskop görüntüsü de Şekil 4.19.’da yer 

almaktadır. Görüntüler yağlı emülsiyon kullanılarak 63’lük objektifle elde edilmiştir.  
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Şekil 4.19. BSP II proteininin immünfloresan boyama ile görüntülenmesi ve negatif 
kontrol (NK) (Büyütme: 63x, Ölçek: 20 μm) DBY: deney besi yerleri. 
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Şekil 4.20. COL1α1 proteininin immünfloresan boyama ile görüntülenmesi (Büyütme: 
63x, Ölçek: 20 μm) DBY: deney besi yerleri. 
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Şekil 4.21. DMP 1 proteininin immünfloresan boyama ile görüntülenmesi (Büyütme: 
63x, Ölçek: 20 μm) DBY: deney besi yerleri. 
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Image J programı kullanılarak elde edilen floresan yoğunluğu değerleri iki 

yönlü varyans analizi ve Bonferroni post-hoc testler kullanılarak karşılaştırılmıştır 

(n=6). Şekil 4.22., Şekil 4.23. ve Şekil 4.24.’te sırasıyla BSP II, COL1α1 ve DMP1 

boyamalarının kantitasyonları ile elde edilen verileri gösteren grafikler yer 

almaktadır. 

 

BSP II 

 

Şekil 4.22. BSP II proteininin immünfloresan boyama görüntülerinin kantitasyon 
sonuçları (n=6, Veriler iki yönlü varyans analizi ve Bonferroni post-hoc 
testler kullanılarak karşılaştırılmıştır, anlamlı farklılıklar * ile 
gösterilmiştir, ****p<0,0001). 

Kontrollerden elde edilen hücreler BSP II kantitasyonu açısından 

değerlendirildiğinde FB+MTA+VitD3 ve FB+MTA kombinasyonları ile FB’den daha 

yüksek floresan yoğunluğu ölçülmüştür (p<0,05). DM’den elde edilen hücreler 

değerlendirildiğinde besi yerleri arasında anlamlı bir farklılık bulunamamıştır 

(p>0,05).  

FB+MTA+VitD3 ve FB+MTA kombinasyonları kontrollerden elde edilen hücrelerde 

BSP II floresan yoğunluğu DM’den elde edilen hücrelere göre anlamlı olarak 

arttırmıştır (p<0,05). 
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COL1α1 

 

Şekil 4.23. COL1α1 proteininin immünfloresan boyama görüntülerinin kantitasyon 
sonuçları (n=6, Veriler iki yönlü varyans analizi ve Bonferroni post-hoc 
testler kullanılarak karşılaştırılmıştır, anlamlı farklılıklar * ile gösterilmiştir, 
**p<0,01; ***p<0,001). 

Kontrollerden elde edilen hücreler COL1α1 kantitasyonu açısından 

değerlendirildiğinde FB+MTA+VitD3 kombinasyonunun floresan yoğunluğunu FB’ye 

göre anlamlı bir şekilde arttırdığı bulunmuştur (p<0,05). DM’den elde edilen hücreler 

değerlendirildiğinde besi yerleri arasında anlamlı bir farklılık bulunamamıştır 

(p>0,05). FB+MTA+VitD3 kombinasyonu kontrollerden elde edilen hücrelerde 

COL1α1 floresan yoğunluğunu DM’den elde edilen hücrelere göre anlamlı olarak 

arttırmıştır (p<0,05). 

DMP1 

  

Şekil 4.24. DMP1 proteininin immünfloresan boyama görüntülerinin kantitasyon 
sonuçları. (n=6, Veriler iki yönlü varyans analizi ve Bonferroni post-hoc 
testler kullanılarak karşılaştırılmıştır, anlamlı farklılıklar * ile gösterilmiştir, 
*p<0,05). 
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Kontrollerden elde edilen hücreler değerlendirildiğinde besi yerleri arasında 

DMP1’in floresan yoğunluğunun kantitasyonu açısından anlamlı bir farklılık 

bulunamamıştır (p>0,05). DM’den elde edilen hücreler DMP1 kantitasyonu açısından 

değerlendirildiğinde ise FB+MTA+VitD3 kombinasyonu FB’den farklı bulunmuştur 

(p<0,05). İkili karşılaştırmalarda anlamlı bir farklılık bulunamamıştır (p>0,05). 

İmmünfloresan kantitasyon sonuçlarına göre kontrol bireylerinde BSP II, COL1α1, 

DMP1 floresan yoğunluğu DM bireylerinden daha yüksek bulunmuştur. Farklılaştırma 

ajanları besi yerine ilave edilmediğinde odonto/osteojenik farklılaşmayı göstermek 

için kullanılan biyobelirteçlerin diğer besi yeri gruplarından farklı olarak kantite 

edilememiştir. 
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5. TARTIŞMA 

Ağız diş sağlığı sistemik sağlıkla da ilişkili olup, ağız-diş tedavilerinin uzun dönem 

başarısında sistemik hastalıkların da etkili olduğu bildirilmiştir (37). İnsülinin mutlak 

veya göreceli eksikliği ya da insüline direnç ile oluşan hiperglisemi ile kendini belli 

eden diyabet hastalığı da ağız-diş tedavilerinin başarısını etkileyen hastalıklarından 

biridir (3). Glisemik kontrolü bozuk olan hastalarda endodontik tedaviye rağmen 

periapikal lezyonların iyileşmediği (188) ve lezyon boyutunun büyümeye devam ettiği 

bildirilmiştir (40). DM varlığında pulpadaki kan akımının azaldığı (38) ve 

kalsifikasyonların arttığı gözlenmiştir (39). Sistemik hastalıkların rejeneratif 

endodontik tedavileri ne boyutta etkilediklerine dair doğrudan yürütülen klinik 

çalışmalar sınırlı olup, yerine hastalık modelinin oluşturulduğu hayvan çalışmaları 

veya hücre kültürü çalışmaları ile verilere ulaşılmaya çalışılmıştır. Ancak hastalık 

modelinin oluşturulduğu hayvan çalışmalarından farklı sonuçlar elde edilmiştir (9, 10, 

43-45). 2009’da Tip 2 diyabet hastalarından izole edilen kemik iliği mezenkimal kök 

hücrelerinin mezenkimal kök hücre karakteristiği gösterdiği akış sitometresi ile 

gösterilmiştir (189). Aynı zamanda osteojenik farklılaşma sonucunda mineralizasyon 

nodülleri oluşturduğu alizarin kırmızısı ile gösterilmiştir; ancak çalışmada kontrol 

grubu olmadığı için bir kıyaslama yapılamamıştır. Diyabetik hastalardan dental pulpa 

(8, 48, 190), gingival ve periodontal kök hücreleri (191) izole eden çalışmalar sınırlıdır. 

BMP-2 muamele edilen diyabet hastalarından elde edilen dental pulpa kök 

hücrelerinde DSPP ifadesi olduğu ve mineralize nodüller oluşturduğu gösterilmiştir 

(8). Ancak bu çalışmada da diyabetin hangi tip olduğu ve hangi ölçütlere göre 

hastaların diyabet açısından kontrol altında olup olmadıklarına ayrıntılı olarak yer 

verilmemiştir. Bu nedenle mevcut tezde daha standart koşullar altında hasta tercihi 

yapılarak dental pulpa kök hücresi elde edilmeye çalışılmıştır. Çalışmaya dahil olan 

tüm hastalar Tip 1 diyabet olup tüm hastaların insülin dışında ilaç kullanmadığı 

belirlenmiştir. 

Tüm hastaların ve de kontrollerin dental pulpaları 20 yaş dişlerinden elde 

edilmiştir. Bu dişler çoğunlukla çekim endikasyonu konan dişler olmaları ve geniş 

pulpa odaları olmaları nedeniyle dental pulpa izolasyonu açısından oldukça sık 
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kullanılan dişlerdir (192). Dental pulpa kök hücrelerinin izolasyonunda enzimatik 

ayrıştırma metodu tercih edilmiştir. Enzimatik ayrıştırma ile elde edilen hücrelerin 

doğrudan pulpa dokusu eksplantından mekanik yöntemle ayrıştırmaya kıyasla daha 

yüksek minerlizasyon kapasitesine sahip olduğu bildirildiği (193) için bu yöntem tercih 

edilmiştir.  

Dental pulpa kök hücreleri mezenkimal kök hücre karakterinde olup CD73, CD90, 

CD105 pozitif ve CD11b, CD14, CD19, CD34, CD45 negatif oldukları pek çok kez akış 

sitometrisi ve PZR yöntemleriyle gösterilmiştir (171, 194-196). Tez çalışmasında bu 

amaçla gerçek-zamanlı PZR tercih edilmiş ve hastalar ile kontrollerden elde edilen 

dental pulpa kök hücrelerindeki CD73 ve CD90 kat değişiminin CD34 ve CD45’ten 

oldukça yüksek olduğu görülmüştür. Diğer taraftan jel elektroforezi sonucunda CD34 

ve CD45 amplifikasyonlarının gerçekleşmediği de saptanmıştır. Bu bulgular 

mezenkimal kök hücre izolasyonun gerçekleştiğini göstermektedir. Ayrıca izole edilen 

hücrelerde fibroblast kontaminasyonunun olmadığını göstermek için mezenkimal kök 

hücreler tarafından gen ifadesi bildirilen, ancak fibroblastlar tarafından ifadesinin 

olmadığı belirtilen CD106 geninin ifadesi de değerlendirilmiştir (181). Kontrollerden 

ve hastalardan izole edilen hücrelerde CD106 ifadesinin arttığı da gerçek zamanlı PZR 

ile gösterilmiştir. 

Hücrelerin karakterizasyon işleminden sonra farklılaştırma besi yerlerinin 

optimizasyonu yapılmıştır. Odonto/osteojenik farklılaşmada kullanılan besi yerinin 

literatürde ilk olarak Bellows ve ark. (197) tarafından kullanıldığı ve deksametazon, 

askorbik asit ve β-gliserofosfat içerdiği bilinmektedir. Askorbik asitin kemik benzeri 

nodüllerin oluşması, deksametazonun nodüllerin miktarlarının artması ve β-

gliserofosfatın da nodüllerin mineralizasyonu için gerektiği bilinmektedir (198); ancak 

odonto/osteojenik besi yeri optimizasyonun primer hücre kültürleri çalışmalarında 

optimize edilmesinin yaralı olacağı belirtilmiştir. Bu kapsamda besi yerindeki etkinliği 

en çok araştırılan ajanlardan biri de glukokortikoid olan deksametazondur. Yüksek 

konsantrasyondaki deksametazonun kemik iliği mezenkimal kök hücrelerinin 

osteojenik farklılaşmasını inhibe ettiği bildirilmiştir (199). Sıçanlardan elde edilen 

dental folikül kök hücreleri kullanılarak yapılan çalışmada osteojenik farklılaşmada rol 
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oynadığı gösterilen BMP7’nin ekspresyonunun deksametazon tarafından doza 

bağımlı bir şekilde azaldığı gösterilmiştir (200). Kullanılan dozlar 10-8 M, 10-7 M, 10-6 

M olup özellikle 10-8 M (201) ve 10-7 M (182) hücre kültürü çalışmalarında çoğunlukla 

tercih edilen iki konsantrasyondur (202). Kemik iliği mezenkimal kök hücrelerinin 

kullanıldığı bir çalışmada 10-7 M deksametazon, 50 μg/ml askorbik asit ve 10 mM β-

gliserfosfat içeren osteojenik besi yerine ilave edildiğinde osteogenezisin yanı sıra 

adipogenezisi de indüklediği rapor edilmiştir (203). Literatürde sadece askorbik asit 

ve β-gliserofosfatın kullanıldığı farklı çalışmalar da mevcuttur (175-177, 184, 204-

211). Bu nedenlerle farklılaştırma işlemlerine başlamadan önce 50 μg/ml askorbik asit 

ve 10 mM β-gliserofosfat içeren odonto/osteojenik besi yerine 10-7 M deksametazon 

ilave edilen ve edilmeyen 2 farklı besi yeri ile kontrollerden elde edilen dental pulpa 

kök hücreleri 14 gün süreyle farklılaştırılmışlar ve sonrasında kalsiyum birikimini 

gösteren alizarin red boyaması yapılmıştır. İstatistiksel olarak daha yüksek absorbans 

elde edilen deksametazon ilavesi olmayan besi yeri çalışmanın standart farklılaştırma 

besi yeri olarak belirlenmiştir. Bu sonuç 50 μg/ml askorbik asit ve 10 mM β-

gliserofosfat içeren osteojenik besi yerine maruz kalan murin osteoprekürsor 

(MC3T3-E1 hücreleri) hücrelerinin; 50 μg/ml askorbik asit, 10 mM β-gliserofosfat ve 

100 nM deksametazon içeren besi yerine 14 gün süreyle maruz kalan hücrelerden 

alizarin red boyama ile daha fazla mineral nodül oluştuğunu gösteren çalışma ile 

tutarlılık göstermektedir (212).  

Besi yeri optimizasyonunun ikinci aşamasında MTA’nın uygulanma şekline karar 

verilmiştir. Klinikte MTA distile su ile karıştırılıp doğrudan dental pulpa üzerine 

konmaktadır. Literatürde MTA’nın etkinliğini değerlendirmede farklı metotlar 

kullanılmaktadır. Bunlardan ilkinde teflon diskler hazırlanıp MTA üretici firma 

talimatları doğrultusunda karıştırılır (1g toz 300μl su) ve teflon disklere yerleştirilir 

(134, 207). Devamında sertleşen MTA diskleri ISO 10993-5 standardı göz önünde 

bulundurularak besi yerine aktarılır ve 24 saat boyunca etüvde bekletilir (178, 213). 

Daha sonra besi yeri filtre edilir ve farklılaştırma deneylerinde kullanılır. Bir diğer 

yöntem ise MTA tozunun doğrudan besi yerine ilave edilerek etüvde bekletilmesi ve 

belirlenen sürenin sonunda filtre edilerek kullanılmasıdır (17, 176, 214). Zhao ve ark. 
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(17) bu metodun klinik uygulamayı daha uygun bir şekilde taklit ettiğini 

belirtmişlerdir. Farklılaştırma deneyleri öncesinde iki farklı yöntemle hazırlanan MTA 

dilüe edilmeden askorbik asit ve β-gliserofosfat ile kombine edilerek kontrollerden 

elde edilen hücrelerin farklılaştırılmasında 14 gün süreyle kullanılmıştır. 14. gün 

sonunda yapılan alizarin red boyamasında 2mg/mL olacak şekilde doğrudan besi 

yerinde çözünme yöntemiyle hazırlanan MTA’nın anlamlı olarak mineralizasyon 

birikimini daha fazla indüklediği görülmüştür. Bu nedenle MTA’nın hazırlanmasında 

bu yöntem tercih edilmiştir.  

MTA’nın besi yerinde farklılaştırma ajanları olmaksızın tek başına kullanımının 

odonto/osteojenik farklılaşmayı indüklediği bildirilmiştir (134, 215); ancak MTA’nın 

etkinliğini arttırmak için besi yerine farklı ajanlar da ilave edilmektedir. Büyüme 

faktörleri (FGF-2, PRP) (133, 134), hormonlar (osteostatin) (135), probiyotikler (136), 

propolis (209) ve vitaminler (137) bunlardan bazılarıdır. Tez çalışmasında kullanılan 

VitD3’ün MTA ile kombine edildiği sınırlı sayıda çalışma vardır (137, 216). Köpeklerde 

pulpa kaplaması yapılırken MTA’ya deksametazon ve deksametazon ile birlikte VitD3 

ilave edilmiştir. Daha sonra pulpa kaplaması yapılan dişlerden 7., 21. ve 60. günlerde 

pulpa ekstirpe edilerek DSPP ve matriks hücre dışı fosfoglikoprotein (MEPE) ifadesi 

PZR ile değerlendirilmiştir. 21. günde en yüksek DSPP ifadesi MTA’nın deksametazon 

ve VitD3 ile kombine edildiği grupta bildirilmiştir. VitD3 in vitro koşullarda 

odonto/osteojenik farklılaşmayı indüklemek için besi yerine ilave edilen ajanlardan 

biri olup asıl görevinin iskelet sisteminde kalsiyum ve fosfat dengesini düzenlemek ve 

kemik mineralizasyonu olduğu pek çok kez gösterilmiştir (144). Literatürde besi 

yerine farklı konsantrasyonlarda VitD3 metaboliti olan 1α,25(OH)2D3 ilave edilmiştir 

(16, 217). Bazı çalışmalar 1α,25(OH)2D3’ün tek başına bile odonto/osteojenik 

farklılaşmayı indüklemek için yeterli olduğunu belirtirken (16, 217) bazı çalışmalar ise 

askorbik asit, β-gliserofosfat ve/veya deksametazon ile kombine edilmesi gerektiğini 

belirtmektedir (218-222). Khanna-jain ve ark. (223) askorbik asit, β-gliserofosfat ve 

VitD3 kombinasyonunun, osteogenezisi askorbik asit, β-gliserofosfat ve 

deksametazon kombinasyonuna göre daha fazla indüklediğini belirtilmişlerdir. Diğer 

taraftan 1α,25(OH)2D3’ün farelerden izole edilen periodontal fibroblastlarda 
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osteojenik farklılaşmayı inhibe ettiği de bildirilmiştir (224). Farklı hücre kaynaklarının 

bu sonuçların ortaya çıkmasında etkili olabileceği düşünülmektedir.  

Kombine kullanımları sırasında MTA ve 1α,25(OH)2D3 konsantrasyonlarına karar 

vermeden önce literatürde sıklıkla kullanılan konsantrasyonlar ile kontrollerden elde 

edilen hücreler kullanılarak 24. ve 72. saate MTT testi yapılmıştır. Bu test, sarı renkte, 

suda çözünebilen tetrazolyum tuzlarının metabolizmaları aktif olan canlı hücreler 

tarafından alınması ve mitokondrial bir enzim olan süksinat dehidrogenaz tarafından 

parçalanarak, suda çözülmeyen mor renkteki tetrazolyum formazan yan ürünü 

salınması esasına dayanır. Tezde 10nM 1α,25(OH)2D3 ve 0,02mg/mL 

konsantrasyonda kullanılan MTA’nın 72 saat sonunda diğer kombinasyonlara göre 

anlamlı olarak proliferasyonu arttırdığı görülmüştür. Bu nedenle deneylerde bu 

konsantrasyonlar kullanılmıştır. 1α,25(OH)2D3’ün farklılaşmaya katkısını 

gözlemleyebilmek için 0,02mg/mL konsantrasyondaki MTA da ayrıca askorbik asit ve 

β-gliserofosfat ile kombine edilmiştir. Diğer taraftan farklılaşmayı indüklemek için 

kullanılan 10nM 1α,25(OH)2D3 konsantrasyonunun fizyolojik seviyeleri olan 0.03–

0.14 nM çok çok üzerinde olduğu da belirtilmelidir (225).  

Odonto/osteojenik farklılaşma potansiyeli literatürde farklı yöntemlerle 

incelenmektedir. Hücre dışındaki kalsiyum birikiminin, alizarin red ve Von Kossa ile 

değerlendirilmesi (179), ALP, OCN, OPN, COL1α1, BSPII, Runx-2, DSPP, DMP1 gibi 

özelleşmiş odonto/osteogenez belirteçlerinin ifadesinin ölçülmesi (183), westernblot 

analizi ile spesifik proteinlerin gösterilmesi bu yöntemler arasındadır. Tezde 

literatürdeki diğer çalışmalar gibi 14. gün sonunda (41, 184) hücre dışındaki kalsiyum 

birikimi alizarin red kırmızısı ile kantite edilmiş, OCN, COL1α1, DSPP, DMP1 ifadeleri 

göreceli olarak değerlendirilmiş ve BSP II, DMP1 ve COL1α1 proteinlerinin 

immünfloresan analizi gerçekleştirilmiştir.  

Alizarin Red S kalsiyum katyonları ile reaksiyona girerek şelat oluşturmaktadır. 

Boyanma sonucunda kalsiyum tuzları turuncu/kırmızı renk almaktadır (179). Tüm besi 

yerleri göz önünde bulundurulduğunda DM grubunda en yüksek alizarin red 

absorbans değeri MTA ve 1α,25(OH)2D3 kombine kullanıldığında elde edilmiştir. 

Ancak her koşulda DM grubunda tespit edilen absorbans değerleri kontrol grubunda 
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elde edilenlerden düşük olarak ölçülmüştür. Kontrollerde hem MTA hem de 

MTA+VitD3 kombinasyonu absorbans değerlerinde anlamlı artışa neden olmuştur. 

Literatürde MTA’nın diyabet varlığında etkilerini incelemek için farklı çalışma 

protokolleri oluşturulmuştur. Hayvan modellerinde diyabetin stimüle edilmesi bu 

protokollerden biri olup bu konuda çelişkili sonuçlar sunulmuştur (3). Gomes-Filho ve 

ark. (10) Angelus MTA ile yapılan pulpa kuafajında Alloxan-ile indüklenen diyabetik 

sıçanlarda kontrol sıçanlarına göre inflamasyon ve dentin köprüsü kalınlığı açısından 

herhangi bir farklılık olmadığını bildirmiştir. Diğer taraftan, Garber ve ark. (9), MTA ile 

yapılan pulpa kuafajında streptozotocin-ile indüklenen diyabetik sıçanlarda kontrol 

sıçanlarına kıyasla dentin köprüsü oluşumunun azaldığını ve inflamasyonun arttığını 

bildirmiştir. Diyabeti taklit etmek için besi yerinde 4 farklı glikoz konsantrasyonu 

kullanılarak (5,5mM: normal; 8 mM: yemek sonrası ya da kontrollü DM, 12mM veya 

24mM: kontrolsüz DM) insan periodontal ligament kök hücrelerinin osteojenik 

farklılaşma potansiyelini değerlendirildiği çalışmada glikoz konsantrasyonu arttıkça 

anlamlı olarak ALP aktivitesinin ve oluşan mineralizasyon nodüllerinin azaldığı 

bildirilmiştir (44). Mevcut tezde literatürdeki diğer çalışmalar gibi 5,5mM glikoz içeren 

DMEM kullanılmıştır (226, 227). Tezin sonuçlarında DM’den elde edilen hücreler MTA 

ile farklılaşmaya maruz kaldıklarında kalsiyum birikimi göstergesi olan alizarin 

kırmızısı absorbansında normal besi yerine göre anlamlı bir değişim olmadığı ancak 

ortama VitD3 eklenmesi ile absorbans değerlerinin anlamlı bir şekilde arttığı fakat bu 

artışın da kontroller seviyesine ulaşamadığı gözlenmiştir. 

Çalışma kapsamında değerlendirilen genlerden COL1α1 osteoblast 

farklılaşmasının erken dönem belirteci iken, OCN olgun osteoblastların bir belirteci 

olarak kabul edilir (185, 186). OCN’in bir diğer adı "kemik-δ-karboksiglutamik asit 

içeren protein" olup osteoblastlar, odontoblastlar ve sementoblastlar tarafından 

üretilir (228). DSPP ise odontoblast farklılaşmasının bir belirteci olarak kullanılır ve 

hücre dışı matrikste mineralizasyonun indükleyicisidir (6). Başlangıçta sadece 

dentinde olduğu düşünülse de kemik, sement ve de akciğer ve böbrek gibi kalsifiye 

olmayan dokularda da tespit edilmiştir (229). DMP1 ise odontogenez sürecinin hem 

erken hem de ileri safhalarında gerekli olup (230), doğrudan kemik 
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mineralizasyonunu indükler ve mineralizasyonda çekirdek görevi görür (231). DMP1, 

BSP, DSPP küçük integrin bağlayıcı ligand N-bağlı glikoprotein (SIBLING) ailesi 

üyelerdir (229). Çalışmada, 14 günün sonunda özellikle MTA ve 1α,25(OH)2D3’ün 

birlikte kullanımının tüm belirteçlerde (OCN, COL1α1, DMP-1, DSPP) hem DM’de hem 

de kontrollerde farklılaştırma ajanı içermeyen normal besi yerine göre anlamlı artışa 

neden olduğu tespit edilmiştir. Tüm belirteçlerdeki kat artışı ve alizarin red ile 

gösterilen mineralizasyon odakları gruplardaki odonto/osteojenik farklılaşmanın bir 

göstergesi olarak kabul edilebilir (60). Kontrol grubunda MTA ilavesinin hem alizarin 

red absorbansını hem de genlerin ifadesini tek başına da anlamlı olarak arttırdığı 

literatürde yer alan diğer çalışmalarda olduğu gibi tespit edilmiştir (17, 41, 232, 233). 

Ancak aynı besi yerine maruz kalan hasta ve kontrol hücrelerindeki ifade kat artışları 

değerlendirildiğinde COL1α1’in ve özellikle de geç dönem minerlizasyonun bir 

göstergesi olan OCN’nin kontrollerde anlamlı olarak daha yüksek ifadesinin olması ve 

de alizarin red absorbansı sonuçları, kontrollerden elde edilen hücrelerde farklılaşma 

sürecinin daha etkin bir şekilde ilerlediğini göstermektedir. 1α,25(OH)2D3’ün, in vitro 

ortamda insan dental pulpa ve kemik hücrelerinin OCN sentezlemelerinde temel bir 

rol üstlendiği bildirilmiştir (234, 235). OCN ifadesinin 1α,25(OH)2D3 ilave edildiği 

gruplardaki fark edilir ifade artışı bu duruma bağlanabilir, ifadedeki artış eğilimi 

Khanna-Jain ve ark. (223) tarafından da bildirilmiştir. Ayrıca, insan dental pulpa 

hücrelerinde D vitamini eksikliğine bağlı olarak OCN üretiminin azaldığı ve 

hipokalsifiye dentin oluştuğu bildirilmiştir (234). Genlerin ifadeleri analiz edildiğinde 

1α,25(OH)2D3 ile kombine edilen MTA’nın anlamlı olarak DM’den elde edilen 

hücrelerde odonto/osteojenik farklılaşmayı indüklediği görülmüştür.  

İmmünfloresan, hücrelerde (hücre kültürlerinde ya da süspanse hücrelerde) 

spesifik bir protein veya antijenin varlığını, ona bağlanan ve böylece onu mikroskop 

altında görmeye ve incelemeye izin veren spesifik bir antikor kullanarak 

değerlendirmeye olanak tanıyan bir tekniktir. Tezde 24 kuyucuklu plakaya ekilen 

hücreler çalışmadaki besi yerleri ile 14 gün boyunca inkübe edildikten sonra COL1α1, 

DMP1 ve BSP II antikorları ile muamele edilmiştir. Hem kontrol hem de DM grubunda 

normal besi yerine maruz kalan hücrelerde literatürdeki diğer çalışmalar gibi floresan 
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gözlenmezken, farklılaştırma besi yerine maruz kalan hücrelerde floresan izlenmiştir 

(226, 236). Test edilen antikorların kontrollerden elde edilen hücrelerde daha yüksek 

floresan yoğunluğu oluşturduğu gözlenmiştir. MTA ve MTA+1α,25(OH)2D3, FB’ye 

ilave edildiğinde kontrollerden elde edilen hücrelerde BSP II ve COL1α1’de floresan 

yoğunluğu arttırmıştır, ancak DM’den elde edilen hücreler için böyle bir artış 

izlenmemiştir. BSP II matriks birikimini ve mineralizasyonu gösteren diğer bir protein 

olup yeni sentezlenmiş kemik matriksinde ifadesi oldukça yüksek bulunmuştur (176, 

237-239). Ayrıca çalışmada GZ-PZR ile gen ifadesi incelenen OCN ile ilişkili olduğu ve 

BSP knockout hücre kültürlerinde OCN ifadesi izlenmediği bildirilmiştir (240). Kolajen 

olmayan ECM proteinlerinden biri olan DMP1’in kantitasyon verilerini 

incelediğimizde immünfloresan boyama kantitasyonu sonucunda hem DM’de hem de 

K grubunda besi yerine 1α,25(OH)2D3 eklendiğinde DMP1’in floresan miktarında 

azalma olduğu göreceli olarak görülmüştür. Koşullar farklı olsa da Nociti ve ark. (241) 

tarafından da murin sementoblastları kullanılarak yapılan çalışmada besi yerine VitD3 

eklendiğinde 48 saat sonra DMP1 protein ifadesinin azaldığını westernblot analizi ile 

belirtilmiştir. Gen ve protein ifadelerinin göreceli kat artışlarındaki olası farklılıklar 

tekniklerin getirdiği farklılıklardan ve transkripsyon/translasyon süreçlerindeki 

değişimlerden kaynaklanabilir. İlerleyen dönemde veriler westernblot analizi ile de 

değerlendirilebilir, ayrıca floresan görüntülerinin kantitasyonunun pek çok 

değişkenden etkilendiği ve dikkatle yorumlanması gerektiği de belirtilmiştir (242). 

Mevcut tezin sonuçlarına göre, DM’den elde edilen hücrelerdeki farklılaşmanın 

besi yerine 1α,25(OH)2D3 ilave edildiğinde kontrollerdeki kadar belirgin olmadığı 

tespit edilmiştir. Bu sonuçla uyumlu olarak DM hücrelerinde kontrol hücrelerine göre 

VDR geninin de daha az ifade olduğu bulunmuştur. Dolayısıyla DM hücrelerindeki VDR 

gen ifadesinin göreceli olarak düşük olmasından dolayı bu hücrelerde VitD3’ün 

metabolize edilemediği ve odonto/osteojenik farklılaşma sürecinde aksaklıklar 

oluşabileceği düşünülmüştür. Literatürde, T1DM hastaların kontrollere göre anlamlı 

olarak daha düşük seviyede serum 25-hidroksi vitamin D3 sahip oldukları (243) ve 

VDR’deki polimorfizmlerin T1DM’e yatkınlığı arttırdığı bildirilmiştir (159, 244, 245). 

Ayrıca VDR genindeki polimorfizimlerin gen ifadesinde veya fonksiyonunda değişime 
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yol açtığı da bildirilmiştir (187). 1α,25(OH)2D3 ilavesinin DM hücrelerinin 

farklılaşmasındaki sınırlı etkisi mevcut tezdeki hasta grubundaki tüm bireylerin de 

T1DM olmasından kaynaklanabileceği ön görülmektedir. Farklı diyabet tipleri dahil 

edilerek ilave çalışmalar yapılmalıdır. 

Diş hekimliğinde klinik uygulamalarda sistemik hastalıklar, yaş gibi bireysel 

farklılıklar göz önüne alınmadan rutin, standart tedavilerin uygulanmaktadır, ancak 

farklı hastalıklarda farklı kombinasyonların uygulanması uzun vadede tedavilerin 

başarı şansını arttırarak hastaların yaşam kalitesine ve ekonomik düzeylerine katkıda 

bulunabilir. Mevcut tezin sonuçlarına göre MTA+1α,25(OH)2D3 kombinasyonu 

DM’den elde edilen dental pulpa kök hücrelerinin odonto/osteojenik farklılaşmasını 

tek başına MTA kullanımına göre anlamlı yönde arttırmaktadır. DM hastalarında 

rejeneratif diş tedavileri sırasında VitD3 ilavesi mineralizasyon sürecine katkıda 

bulunabilir. Diğer taraftan bu sonuçların çalışmanın sınırları dahilinde yorumlanması 

önemlidir, çünkü odonto/osteojenik farklılaşma kompleks bir süreç olup literatürde 

işlemde kullanılan primer hücre kaynaklarından (168, 246), kaynakların yaşından 

(247), hücrelerin elde ediliş metodundan (193), besi yerine ilave edilen serumdan 

(223, 248, 249), glikoz miktarından (44, 250) ve de hatta besi yerine ilave edilen 

antimikrobiyal ajanlardan (251) etkilendiği rapor edilmiştir. 

İlerleyen çalışmalarda, diyabetik hayvan modellerinde MTA-1α,25(OH)2D3 

karışımının lokal etkileri değerlendirilerek ve 1α,25(OH)2D3 ilavesi ile MTA’nın fiziksel 

ve kimyasal özeliklerini nasıl etkileneceği test edilerek klinik uygulamalar öncesinde 

kapsamlı veri elde edilmelidir. Olumlu veriler diş hekimliğinde sistemik hastalıklara 

özgü ve de hatta kişiye özgü tedavi yaklaşımlarının kapısını aralayacaktır.  
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6. SONUÇ ve ÖNERİLER 

6.1. Sonuçlar 

1. Çalışmada T1DM hastalarından dental pulpa kök hücreleri in vitro olarak 

izole edilebilmiş ve kök hücre belirteçlerinin ifadesi gerçek zamanlı PZR 

tekniği kullanılarak gösterilmiştir. 

2. Kalsiyum birikimini göstermek için kullanılan alizarin kırmızısı testi, 

kontrollerde hem MTA hem de MTA+1α,25(OH)2D3 kombinasyonunun 

kalsiyum odaklarını arttırdığını ama DM’de sadece MTA+1α,25(OH)2D3 

kombinasyonunun kalsiyum odaklarını arttırdığını göstermiştir. Ayrıca 

kalsiyum odaklarının miktarı kontrollerde daha fazla bulunmuştur. 

3. Odonto/osteojenik belirteçler (COL1α1, DMP, DSPP ve OCN) kullanılarak 

yapılan gerçek zamanlı PZR deneyi hem kontrollerde hem de DM’de 

MTA+1α,25(OH)2D3 kombinasyonunun mineralizasyonu anlamlı şekilde 

arttırdığını göstermiştir, ancak gen ifadelerine bakıldığında 

mineralizasyonun kontrollerde daha fazla olduğu görülmüştür. 

4. İmmünfloresan deneylerinde proteinlerin (BSP II, COL1α1, DMP1) floresan 

yoğunluğunun besi yerine MTA ve 1α,25(OH)2D3 ilave edilmesiyle özellikle 

kontrol grubunda daha çok arttığı görülmüştür.  

5. VDR geni ifadesi tüm besi yerlerine maruz kalan hücreler göz önünde 

bulundurulduğunda her zaman kontrollerde daha yüksek bulunmuştur. 

6. DM’den elde edilen hücrelerin odonto/osteojenik farklılaşma potansiyeli 

kontrollere göre düşüktür. 
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6.2. Öneriler 

Literatürde odonto/osteojenik farklılaşma için üretilen standart bir besi 

yeri olmaması hatta hücre kültürü çalışmaları için üretilen ticari 

odonto/osteojenik farklılaşma besi yerlerinin değişken farklılaştırma 

potansiyellerine sahip olması bu alanda çalışmalar yapılarak her yönüyle daha 

optimize/standart besi yerlerinin oluşturulmasını gerektirmektedir.  

Daha yüksek örneklem sayısı ve diğer diyabet tipleri de göz önünde 

bulundurularak çalışmaların kapsamı genişletilebilir. Westernblot analizi ile 

odonto/osteojenik proteinlerin ifadesi kantite edilmelidir. 

MTA hazırlama şekli ve hücre kültürü çalışmalarındaki olası etkileri ilave 

in vitro ve in vivo deneyler ile test edilmelidir. Ticari VitD3 damlalarının MTA’nın 

sertleşme süresi, kalsiyum salınımı, bağlanma dayanımı gibi fizikokimyasal 

özellikleri üzerindeki etkileri araştırılmalı, uygun verilerin elde edilmesiyle bu 

kombinasyon in vitro ve in vivo olarak test edilmelidir.  

DM gibi diş hekimlerinin sıklıkla karşılaştığı diğer hasta gruplarında da 

rutin tedavi protokolleri dışında tedavinin başarısına olumlu katkıda bulunacak 

tedavi protokolleri başka moleküllerin ve kombinasyonların etkinliği çalışılarak 

oluşturulmalıdır, bu bağlamda in vitro ve in vivo çalışmaların sayısı arttırılmalı 

ve sistemik hastalığa yönelik (kişiye yönelik) klinik uygulamaların oluşturulması 

sağlanmalıdır.  
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8. EKLER 

EK-1: Tez Çalışması ile İlgili Etik Kurul İzinleri 

 
 
 
 



 

 

 

 
EK-2: Tez Çalışması Orijinallik Raporu 
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EK-4: Tezde Yer Alan Grafiklerdeki Alizarin Kırmızısı Absorbansının ve RNA İfadesinin 

Ortalama ve Standart Sapma Değerleri 

 
Tablo EK-4.1. Şekil 4.4.’teki grafikte yer alan gerçek zamanlı PZR deneylerindeki kat 
değişim değerleri. 
 

Genler Kontrol DM 

Ortalama Standart 
Sapma 

Ortalama Standart 
Sapma 

CD45 1,11 0,50 1,50 1,15 
CD34 7,10 1,71 4,83 0,80 

Nanog 15,96 6,17 22,54 8,93 

OCT4 32,78 10,71 88,01 25,81 

CD73 6288,75 1324,87 9051,30 3751,43 

CD90 3981,29 1187,87 17832,87 4782,42 

CD106 44,25 16,63 272,62 95,46 

 
Tablo EK-4.2. Şekil 4.6.’da yer alan alizarin kırmızısı absorbans değerleri. 
 

Gruplar Ortalama Standart Sapma 
NB 0,11 0,02 

FB/-DEX 0,23 0,05 
FB/+DEX 0,19 0,04 

 
Tablo EK-4.3. Şekil 4.7.’de yer alan alizarin kırmızısı absorbans değerleri. 
 

Gruplar Ortalama Standart Sapma 

NB 0,09 0,01 

FB 0,19 0,01 

FB_MTAD 0,16 0,01 

FB_MTAT 0,23 0,06 

 
Tablo EK-4.4. Şekil 4.12.’de yer alan alizarin kırmızısı absorbans değerleri. 
 

Besi yeri 
grupları 

Kontrol DM 

Ortalama Standart 
Sapma 

Ortalama Standart 
Sapma 

NB 0,336 0,007 0,299 0,007 

FB 0,348 0,013 0,300 0,013 

FB+MTA 0,377 0,025 0,301 0,011 
FB+MTA+VitD3 0,456 0,011 0,353 0,017 

 
 



 

 

 

Tablo EK-4.5. Şekil 4.13. ve 4.14.’te yer alan grafiklerdeki kat değişim verilerinin 
ortalama (O) ve standart sapma (SS) değerleri. 
 

 Besi yeri  OCN COL1α1 DMP 1 DSPP 
O SS  O SS  O SS  O SS  

K NB 1,08 0,46 1,03 0,28 1,02 0,24 1,11 0,51 
FB 2,39 0,81 1,47 0,26 1,57 0,23 1,50 0,21 

FB+MTA 7,63 0,10 1,66 0,50 2,74 1,50 1,66 0,10 

FB+MTA
+VitD3 

130,23 38,98 1,77 0,14 2,52 0,94 2,03 0,30 

D
M 

NB 0,67 0,40 0,17 0,10 36,57 5,00 5,48 3,10 
FB 0,57 0,28 0,17 0,06 34,16 12,79 6,58 2,43 

FB+MTA 2,12 1,28 0,29 0,06 35,16 9,42 7,74 2,49 

FB+MTA
+VitD3 

11,17 2,58 0,45 0,24 58,83 26,24 11,59 3,96 

 
 
Tablo EK-4.6. Şekil 4.15. ve 4.16.’da ’te yer alan grafiklerdeki kat değişim verilerinin 
ortalama (O) ve standart sapma (SS) değerleri.  
 

Genler Besi yeri  Kontrol DM 
O SS  O SS  

  OCN NB 1,08 0,46 1,12 0,59 
FB 2,39 0,81 0,96 0,46 

FB+MTA 7,63 0,10 3,55 2,10 

FB+MTA+VitD3 130,23 38,98 18,69 4,33 
 COL1α1 NB 1,03 0,28 1,09 0,47 

FB 1,47 0,26 1,07 0,36 

FB+MTA 1,66 0,50 1,89 0,40 

FB+MTA+VitD3 1,77 0,14 2,88 1,56 

 DMP 1 NB 1,02 0,24 1,01 0,14 

FB 1,57 0,23 0,94 0,35 

FB+MTA 2,74 1,50 0,97 0,30 
FB+MTA+VitD3 2,52 0,94 1,62 0,72 

  DSPP NB 1,11 0,51 1,14 0,64 

FB 1,50 0,21 1,36 0,50 

FB+MTA 1,66 0,10 1,60 0,50 

FB+MTA+VitD3 2,03 0,30 2,40 0,82 
 
 
 
 
 



 

 

 

EK-5: OCN, COL1α1, DMP1, DSPP Genlerine Ait Gerçek Zamanlı-PZR Amplifikasyon, 
Standart ve Erime Eğrileri  
 
Şekil EK-5.1. Farklı besi yerlerine maruz kalan dental pulpa kök hücrelerindeki OCN 
Genine Ait Gerçek Zamanlı-PZR Amplifikasyon, Standart ve Erime Eğrileri  

 
Şekil EK-5.2. Farklı besi yerlerine maruz kalan dental pulpa kök hücrelerindeki 
COL1α1 Genine Ait Gerçek Zamanlı-PZR Amplifikasyon, Standart ve Erime Eğrileri
  

 

 
 
 
 
 
 
 
 
 



 

 

 

Şekil EK-5.3. Farklı besi yerlerine maruz kalan dental pulpa kök hücrelerindeki DMP1 
Genine Ait Gerçek Zamanlı-PZR Amplifikasyon, Standart ve Erime Eğrileri 

 

 
 

Şekil EK-5.4. Farklı besi yerlerine maruz kalan dental pulpa kök hücrelerindeki DSPP 
Genine Ait Gerçek Zamanlı-PZR Amplifikasyon, Standart ve Erime Eğrileri 
 

 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 



 

 

 

EK-6. Çalışmada yer alan genlerin gerçek zamanlı PZR deneyleri sonucunda elde 
edilen ortalama Ct değerleri 
 
Tablo EK-6.1. Çalışmada yer alan genlerin gerçek zamanlı PZR deneyleri sonucunda 
elde edilen ortalama Ct değerleri. 
 
 

Genler Kontrol DM 

CD45 31,65 32,96 
CD34 29,14 30,42 

CD73 19,34 19,92 
CD90 20,04 18,88 

CD106 26,54 24,95 

OCN NB 25,40 26,44 

FB 22,85 25,84 

FB+MTA 20,57 22,95 

FB+MTA+VitD3 16,94 20,37 

COL1α1 NB 15,56 18,36 
FB 14,96 17,55 

FB+MTA 14,09 16,75 

FB+MTA+VitD3 13,66 15,33 
DMP 1 NB 32,78 29,62 

FB 31,46 28,74 
FB+MTA 30,54 28,64 

FB+MTA+VitD3 30,63 27,77 

DSPP NB 33,29 31,67 
FB 32,49 30,46 

FB+MTA 32,46 30,82 

FB+MTA+VitD3 32,03 29,79 

-aktin NB 18,85 18,79 

FB 18,19 18,16 

FB+MTA 18,53 18,82 

FB+MTA+VitD3 18,54 18,63 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 



 

 

 

EK-7. Çalışmaya dişi dahil edilen bir hastanın kan değerleri ve panoramik filmi 
 

 

 
Şekil EK-7.1. Hastanın kan değerlerini gösterir sonuçları. 
 
 

Hastanın Adı, Soyadı EZGİ  GÖK

TC Kimlik 

Doğum Tarihi, Cinsiyeti 

Protokol / Dosya / İşlem No

:

:

:

:

14/09/1996 / K

4044044

22*******48

Rapor No : 923998.4800.2993788.2021

Tetkiki İsteyen:
HPLC Laboratuvarı

Aile Hekimliği

Prof.Dr. Mustafa CANKURTARAN

Numune Türü :

Tetkik İstek Zamanı: Numune Kabul Zamanı:

Uzman Onay Zamanı:

Kan 05/04/2019 16:02 08/04/2019 14:36

08/04/2019 16:06

Numune Alma Zamanı:

08/04/2019 14:25

HACETTEPE ÜNİVERSİTESİ HASTANELERİ

Hacettepe TIBBİ LABORATUVAR TETKİK SONUÇ RAPORU

Ruhsat No : 09 / 2

MERKEZ LABORATUVARI

HPLC 1 Örnek No: 82249892
Sonuç Referans DeğerlerBirimTest Adı Önceki SonuçlarDurum

3,5 5,6 - %Glikozile hemoglobin (HbA1c)  
(24/12/18) (25/06/18) (16/02/18)
6,5 6,0 7,7Y 6,6

>=%6,5 Diyabet

NUCLEUS - Monad Yazılım & Danışmanlık1 2/

Hastanın Adı, Soyadı EZGİ  GÖK

TC Kimlik 

Doğum Tarihi, Cinsiyeti 

Protokol / Dosya / İşlem No

:

:

:

:

14/09/1996 / K

4044044

22*******48

Rapor No : 923998.4800.2993745.2021

Tetkiki İsteyen:
HPLC Laboratuvarı

Aile Hekimliği

Tabip Gülsün ŞİMŞEK

Numune Türü :

Tetkik İstek Zamanı: Numune Kabul Zamanı:

Uzman Onay Zamanı:

Kan 06/09/2019 16:06 09/09/2019 11:41

11/09/2019 12:49

Numune Alma Zamanı:

09/09/2019 11:20

HACETTEPE ÜNİVERSİTESİ HASTANELERİ

Hacettepe TIBBİ LABORATUVAR TETKİK SONUÇ RAPORU

Ruhsat No : 09 / 2

MERKEZ LABORATUVARI

HPLC 1 Örnek No: 83435159
Sonuç Referans DeğerlerBirimTest Adı Önceki SonuçlarDurum

µg/L25-OH Vitamin D 
(08/04/19) (24/12/18) (16/05/18)
23,75 12,04 22,2923,15

10 < µg/LCiddi eksiklik

10 24 - µg/LOrta derecede
eksiklik

25 80 - µg/LOptimum düzey

80 > µg/LOlası toksik düzey

"LC-MS/MS yöntemi ile çalışılmıştır."

Onaylayan Biyokimya Birim Sorumlusu Tıbbi Laboratuvarlar Direktörü

Prof. Dr. Aslı PINAR Prof. Dr. Aslı PINAR Doç.Dr. Alpaslan ALP

Açıklamalar :
1. Kantitatif analizlerde iç kalite kontrol sonuçlarımız Wesgart kurallarına göre değerlendirilmektedir.
2. Hastanın öykü, klinik ve diğer laboratuvar bulguları ile uyumsuz olduğunu düşündüğünüz veya elinizdeki laboratuvar sonucu ile girişimsel işlem yapılacağı durumlarda
sonucun doğrulanması için laboratuvar ile temasa geçmeniz rica olunur.
3. Hastadan numune alınması ve barkodlanması tarafımızca yapılmamış olup bu sonuçlar sadece incelemesini yaptığımız numuneler ile ilgilidir.
4. Y : Yüksek değer ,  D: Düşük değer 
5. * : Karar sınırı

NUCLEUS - Monad Yazılım & Danışmanlık1 1/



 

 

 

 
 
Şekil EK-7.2. Hastanın çekim öncesi alınan panoramik filmi. Alt sol 3. molar dişi 
çalışmaya dahil edilmiştir. 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 


