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OZET

Uzunoglu Ozyiirek, E., Diyabet Hastalarinda Mineral Trioksit Agregat/1a,25-
Dihidroksivitamin D3 Kombinasyonu ile Dental Pulpa Koék Hiicrelerinde Odontojenik
Farklilasmanin Arastirilmasi, Hacettepe Universitesi Saglik Bilimleri Enstitiisii Tibbi Biyoloji
Programi Yiiksek Lisans Tezi, Ankara, 2021. Diyabet hastalarinda yapilan dental tedavilerin
uzun dénemde basarisizlikla sonuglandigi ve bu hastalarda daha fazla dis ¢ekimi goruldugi
bilinmektedir. Mineralizasyon mekanizmasinda 6nemli roli oldugu bilinen ve diyabet
hastalarinda siklikla eksikligi bildirilen Vitamin D3'un rutin dis hekimligi tedavilerinde
kullanilan mineral trioksit agregat (MTA) ile kombinasyonunun diyabet hastalarindan elde
edilen dental pulpa kok hiicreleri Gizerindeki odonto/osteojenik farklilastirma potansiyelini
arastirmak hedeflenmistir. Sigara igmeyen, insilin disinda ilag kullanmayan (¢ Tip 1 diyabet
hastasinin ve Ug¢ kontroliin dental pulpalarindan izole edilen mezenkimal koék hicrelerin
ozgulligli CD34, CD45, Nanog Oct-4, CD73, CD90 ve CD106 belirtecleri kullanilarak gergek
zamanh polimeraz zincir reaksiyonu ile degerlendirilmistir. Hicreler dort farkli besi yerine
maruz birakilmistir: normal besi yeri (NB): DMEM, %10 FBS, antibiyotik ve antimikotik,
Farklilastirma 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 icermektedir. 14. glinlin
sonunda hiicrelerin odonto/osteojenik farklilasma miktarlari alizarin kirmizisi testi, gercek
zamanl polimeraz zincir reaksiyonu (DSPP, DMP1, COL1 1, OCN) ve immiinfloresan (anti BSP
Il, anti DMP1, anti COL1al) yontemleri ile degerlendirilmistir. Hlicrelerin mezenkimal kok
hiicre karakteristigi CD73, CD90 ve CD106 ifadelerinin yiksek bulunmasi ile gosterilmistir.
Alizarin kirmizisi boyamasi, odonto/osteojenik belirteglerin ifadesi ve immiunfloresan
deneyleri kontrollerde daha fazla farklilasma oldugunu gostermistir (p<0,05). Kontrollerde
sadece MTA farkhlasmanin indiiklenmesi icin yeterli etkinin olusmasini saglarken, diyabet
hastalarinda bu etkinin olusmasinin saglanmasi icin besi yerine VitD3 ilave edilmelidir
(p<0,05). Calismanin sinirlamalari dahilinde diyabet hastalarinin dental tedavilerinde
MTA’nin VitD3 ile kombinasyonunun daha ileri deneyler ile ¢alisiimasi ve sistemik hastaliklar
g0z 6niinde bulundurularak dental tedavi prosediirlerinin olusturulmasi énerilmektedir.

Anahtar Kelimler: 1a,25-Dihidroksivitamin D3, dental pulpa kok hiicreleri, diyabet, mineral

tiroksit agregat, odonto/osteojenik farklilasma

Bu tez Hacettepe Universitesi Bilimsel Arastirma Projeleri Koordinasyon Birimi tarafindan

desteklenmistir (Proje No: TSA-2019-17274).
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ABSTRACT

Uzunoglu Ozyiirek, E., Investigation of Odontogenic Differentiation of Dental Pulp Stem
Cells of Diabetic Patients with Combination of Mineral Trioxide Aggregate/l1a.,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 B-
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 14t day, the odonto/osteogenic
differentiation amounts of the cells were evaluated by the alizarin red test, real-time
polymerase chain reaction (DSPP, DMP1, COL1 a1, OCN) and immunofluorescence (anti-BSP
I, anti-DMP1, anti-COL1a.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: 1a,25-Dihydroxyvitamin D3, dental pulp root cells, diabetes mellitus, mineral

trioxide aggregate, odonto/osteogenic differentiation

This thesis was supported by Hacettepe University Scientific Research Projects Coordination

Unit (Project No: TSA-2019-17274).
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Dis kaynakh kok hiicreler (5): (DPKH: dental pulpa kok hiicreleri, SDKH:
sut dis pulpasi kok hicreleri, PDLKH: periodontal ligament kdk
hiicreleri, APKH: apikal papilla kék hiicreleri, DFKH: dental folikiil kok
hicreleri, DGPH: dis germi progenitor hiicreleri).

Cekilmis dislerin Gzerindeki artik dokularin uzaklastirilmasini takiben
steril aletler ile sert dokunun kesilmesi ve pulpa dokusunun elde
edilmesi.

Dental pulpa kok hicrelerinin 7. ve 14. glinlerdeki 1sitk mikroskobu
gorintusu.

Deksametazon ilavesi deneyi icin planlanan 12 kuyucuklu plakanin
sematik ¢izimi.

Farkli yéntemlerle hazirlanan MTA karisimi.

Kontrollerden (K) ve DM hastalarindan edilen dental pulpa kok
hiicrelerinin farkli farklilastirma besi yerlerine maruz kaldigini gésteren
24 kuyucuklu plakanin sematik gizimi.

Kuyucuklara kontrollerden (K) ya da DM hastalarindan elde edilen
dental pulpa kok hiicrelerinin ekimi.

Istk mikroskobu altinda deri fibroblast hiicreleri (A) ve dental pulpa kok
hicrelerinin (B) gérinima.

CD106 genine ait cDNA amplifikasyonunun agaroz jel (%2) elektroforez
goruntusu.

Dental pulpa dokusundan izole edilen hiicrelerin mezenkimal kok hiicre
ozelligi tasidigini  gostermek icin  kullanilan genlerin  cDNA
amplifikasyonunun agaroz jel elektroforez goriintis.

Kontrollerden (A) ve hastalardan (B) elde edilen dental pulpa kok
hiicreleri ile yapilan gercek zamanl PZR deneyleri sonucunda olusan
goreceli kat degisimleri.

Kontrollerden elde edilen dental pulpa kok hicrelerinin farklilastirma
ajanlariilave edilmeyen normal besi yerine (A: NB), deksametazon ilave
edilmeyen farkhlastirma besi yerine (B: FB/-DEX), deksametazon ilave
edilen farklilastirma besi yerine (C: FB/+DEX) maruz kalmasi sonucu
alizarin kirmizisi boyamasi goriintisd.

Deksametazonun Farklilasmaya Etkisi.
MTA’nin Farkhlasmaya Etkisi I.
MTA'nin Farkhlasmaya Etkisi Il.

XV

Sayfa

13

25

26

31

32

33

34

39

39

40

41

42

.43

44
45



Sekil
4.9, MTT testi sonucu.

4.10. Kontrol (A, B, C, D: 1-3) ve Tip 1 diyabet hastalarindan (A, B, C, D: 4-6)
elde edilen dental pulpa kok hicrelerinin 14. glindeki alizarin kirmizisi
muamelesi sonrasindaki gorintdileri.

4.11. MTA ve 1A,25(0OH);D3 kombinasyonu ile farkllastirilan kontrol
hicrelerindeki kalsiyum odaklari.

4.12. Alizarin kirmizisinin 405nm’de spektrofotometrik olarak kuantifiye
edilmesi sonucu elde edilen absorbans degerleri.

4.13. Kontrollerde (K) ve Tip 1 diyabet hastalarindaki (DM) OCN ve COL1al
genlerindeki ifade degisimi.

4.14. Kontrollerde (K) ve Tip 1 diyabet hastalarindaki (DM) DMP1 ve DSPP
genlerindeki ifade degisimi.

4.15. Kontrollerden (K) ve Tip 1 diyabet hastalarindan (DM) elde edilen
hiicrelerdeki OCN ve COL1al ifadesi Gizerinde besi yerlerinin etkisi.

4.16. Kontrollerden (K) ve Tip 1 diyabet hastalarindan (DM) elde edilen
hiicrelerdeki DMP1 ve DSPP ifadesi lizerinde besi yerlerinin etkisi.

4.17. VDR genine ait cDNA amplifikasyonunun agaroz jel elektroforez
goruntusu.

4.18. Kontrol ve Tip 1 diyabet gruplarindaki VDR geni ifadesindeki goreceli
kat degisimi.

4.19. BSP Il proteininin immunfloresan boyama ile gériintilenmesi.
4.20. COL1a1 proteininin immiinfloresan boyama ile goriintiilenmesi.
4.21. DMP1 proteininin immiinfloresan boyama ile gorintiilenmesi.

4.22. BSP |l proteininin imminfloresan boyama gorintilerinin kantitasyon
sonuglari.

4.23. COLlal proteininin imminfloresan boyama gorintilerinin
kantitasyon sonuglari.

4.24. DMP1 proteininin imminfloresan boyama goérintilerinin kantitasyon
sonuglari.

Xvi

Sayfa

a7

48

.49

49

51

52

54

55

57

58
60
61
62

63

64

64



TABLOLAR

Tablo

3.1. Deney igin kullanilan primerlerin dizileri ve uzunluklari.

4.1. Pulpa dokularinin elde edildigi hastalarin demografik verileri.

4.2. Elde edilen RNA’'larin saflik ve miktar tayini sonuglari.
4.3. MTT testinde kullanilan besi yerleri.

4.4. Calismada kullanilan besi yerleri ve icerikleri.

Sayfa
28
37
38
46
48

XVii



1. GIRiS

Agiz ve dis saghgi, yasam kalitesini dogrudan etkileyen énemli faktérlerdendir.
Agiz-dis sagligl ve genel saglik arasinda iki yonli bir etkilesim oldugu bilinmektedir.
Agiz ici boslugunda komplikasyonlara neden olan pek cok sistemik hastalik, bireyin
yasam kalitesini genel ve agiz-dis sagliklarini olumsuz yonde etkileyerek azaltmaktadir
(1). Bu hastaliklardan biri olup insiilin hormon saliniminin ve/veya etkisinin mutlak ya
da goreceli azligi ile ortaya cikan diyabet, akut (diyabetik ketoasidoz, nonketotik
hiperozmalar koma gibi) ve kronik (makrovaskiler ve mikrovaskiler)
komplikasyonlari ile yasam kalitesini duslirmekte, hastalanma ve erken 6lim
oranlarinin artmasina neden olmaktadir. Tip 1 diyabet kalitsal olup pankreastaki B-
hiicrelerinin islevini kaybetmesi ve sonunda viicutta hic insilin kalmamasiyla ortaya
¢ikan diyabet olup, Tip 2 diyabet toplumda daha yaygin olan, insilin salinim
bozuklugu ile insdlin direncinin bir arada izlendigi diyabet grubudur (2). Diyabet
hastalarinda yiksek kan sekerinden dolaylr damarlarin oksijen tasima ve atiklari
uzaklastirma kapasitesi azalir. Bu dokularin beslenmesini olumsuz yonde etkiler ve
sonug olarak dokular enfeksiyona daha yatkin hale gelir. Bu duruma ek olarak glikoz
orani daha yuksek olan ortamlar bazi bakterilerin Giremesini kolaylastirir. Bahsedilen
nedenlerden dolayr enfeksiyona karsi direnci azalan diyabet hastalarinin
tikuriaglnin daha fazla glikoz icermesi onlari dis ve diseti hastaliklari igin daha riskli
hale getirir (3). Kontrol altinda olmayan diyabet hastalarinda dis ciriiklerine daha sik
rastlanir. Bilindigi gibi enfeksiyonun varligi da kan sekerini yikselten bir durumdur
(4). Bu nedenle dis ve dis eti enfeksiyonlari engellenemediginde diyabet hastalarinda
enfeksiyonu lokalize etmek daha giic hale gelir. Ketoasidoz ve sepsise kadar giden
durumlarla karsilasilabilir. Agiz ve dis saghginin korunmasi igin diyabet hastasinin
metabolik kontrolliniin ¢ok iyi olmasi, diizenli araliklarla agiz-dis saglig1 kontrollerini
yaptirmasi gereklidir. Ancak diyabetin dental tedavilerin basarisini olumsuz etkiledigi
de bildirilmistir (3).

Rejeneratif dental tedaviler disin canlihgini koruyarak fonksiyonda kalmasini
saglayan tedaviler olup, dis kaynakli koék hiicreler bu tedavilerde onemli rol

oynamaktadirlar (5). Derin clriiklerin uzaklastirilmasi sirasinda pulpa odasinin agiga



cikmasi durumunda uygulanan direkt pulpa kaplamasi tedavilerinin basarisi icin
tedavide kullanilan trikalsiyum silikat, dikalsiyum silikat, trikalsiyum aluminat ve
tetrakalsiyum aluminoferrit iceren Mineral Trioksit Agregat’in (MTA) (6) dental pulpa
mezenkimal koék hicrelerinin odontoblastlara farkhlasarak tamir dentini yapimini
uyarmasi gerektigi bilinmektedir (7). Glisemik diizeyleri kontrol altinda olmayan
diyabet hastalarinda dental pulpa mezenkimal kok hicrelerinin odontojenik
farklilasma kapasitesinin olumsuz etkilendigi gosterilmistir (8). Diyabetteki yiiksek
seviyedeki glikoz varhigi MTA’nin rejenerasyon kapasitesini olumsuz yodnde
etkileyerek dentin koprusi olusumunu engellemektedir (9). Diyabet varliginin
MTA'nin tamir kapasitesi lzerindeki etkilerine dair yapilan hayvan calismalarinda
arastirmacilar birbirinden farkli sonuglar bildirmislerdir (9-11). Ancak ¢igneme ve
konusmada gorev alan dislerin mimkin oldugunca korunmasi ve mevcut
enfeksiyonun onlenmesi diyabet hastalarinin hem yasam kalitesini hem de genel
saglik durumunu olumlu etkileyecektir.

Diyabet hastalarinda Vitamin D eksikligi gorildigu de bilinmektedir (12).
Vitamin D’nin aktif formu olan 1a,25-dihidroksivitamin D3 (1a,25(OH).D3), kemik
metabolizmasinin diizenlenmesinde ve sert dokularin mineralizasyonunda énemli rol
oynamaktadir (13, 14). 1a,25(0H),D3 tek basina hiicre disi sinyallerle diizenlenen
kinaz (ERK) (15) aktivasyonunu modile ederek insan dental pulpa kok hicrelerinin
odontojenik farklilasmasina yol actigi gdsterilmistir (16). insan dental pulpa kok
hicrelerinin MTA kaynakli odontojenik farklilasmasinin da ERK aktivasyonu ile oldugu
belirtilmistir (17).

Literatirde vyer alan  bilgiler = dogrultusunda  MTA/1a,25(0OH).D3
kombinasyonunun diyabet hastalarindan elde edilecek olan dental pulpa kok
hicrelerinin  odontojenik  farklilasmasini  etkili  bir sekilde indlkleyecegi
ongorulmustir. Bu amacla diyabet hastalarindan elde edilmis olan dental pulpa kok
hucrelerinin  MTA ve MTA/1a,25(0H),D3 kombinasyonuna maruz kalmalari
sonucundaki farklilasma kapasiteleri 18 yas Usti bilinen herhangi bir saglik problemi

olmayan, ila¢ kullanmayan, sigara icmeyen, son 2 haftada antibiyotik kullanmayan



saglikli bireylerden elde edilmis olan dental pulpa kdk hiicrelerinin proliferasyon ve
odontojenik farklilasma kapasiteleri;
e Kok hicrelerin MTA ve MTA/1a,25(0H).D3 kombinasyonu ile odontojenik olarak
farklhlagtiriimasi,
e Alizarin kirmizisi ile odontojenik farklilasmanin bir gostergesi olan kalsiyum
odaklarinin boyanmasi,
* Odontojenik olarak farkhlasan hiicrelerin immiinfloresan yontemi ile karakterize
edilmesi,
e Gercek zamanli polimeraz zincir reaksiyonu (GZ-PZR) ile kok hicre ve
odonto/osteojenik gen belirteclerinin ifadesi ile degerlendirilmistir.

ifade degisimlerindeki anlamli farklar bize rejeneratif tedavilerde kullanilan
MTA’nin Vitamin D ile kombine edildiginde dental pulpa kék hiicrelerinin farklilasma
kapasitesini nasil etkiledigini in vitro olarak gostererek sistemik bir hastalik varliginda
daha spesifik tedavi yaklagimlarinin basari sansi hakkinda 6n veri saglamistir. Ayni
zamanda diyabet hastalarindan elde edilen dental pulpa kok hiicrelerine uygulanan
rejeneratif tedavi materyallerinin basarisi, diger metabolik/sistemik hastalik tanisi
alan bireylerdeki uygulanabilirlik icin bir model olusturmus ve diyabet hastalarinin
hem sistemik hem de agiz saghg goz 6ninde bulundurularak uygun, yararli ve

ekonomik dis tedavilerinin olusturulmasi igin fikir edinilmistir.



2. GENEL BILGILER
2.1. Diyabet Hastalig

instilinin mutlak ya da goreceli eksikligi veya insiiline direng ile gelisen
hiperglisemi ile kendini belli eden karbonhidrat, protein ve yag metabolizmalarindaki
bozukluklar ile seyreden kompleks hastaliga diyabet hastaligi (diabetes mellitus, DM)
denir (4). Vicutta U¢ temel besin maddesinden (protein, yag, karbonhidrat)
sentezlenmesine ragmen en fazla karbonhidratlardan elde edilen glikoz, canh
hicreler igin temel enerji kaynagidir. Normal fizyolojik islevler igin glikoz
metabolizmasi kritik bir 6neme sahiptir ve insilin yardimi olmadan ¢ogu hiicre glikozu
kullanamaz. insiilin; karbonhidrat, lipit ve protein metabolizmasini diizenler, normal
kan glikoz seviyelerini hiicresel glikoz alimini hizlandirarak korur ve mitojenik
etkileriyle hicre boélinmesini ve blylmeyi tesvik eder (18). DM, pankreastaki
Langerhans adaciklarindaki B-hiicreleri tarafindan salgilanan insiilin hormonunun
mutlak veya goreceli yetersizligi, etkisizligi ya da hormonun molekiler yapisindaki
bozukluklar sonucunda ortaya ¢ikan etiyolojisi, genetik ve klinik tablosu ile heterojen
Ozellik gosteren bir sendromdur. Sik ve yaygin bir sekilde gozlenen diyabet,
sanayilesmenin basinda olan Ulkeler icin epidemik bir hastalik olarak kabul
edilmektedir, ayrica gelismis pek c¢ok Bati toplumundaki 6nde gelen 6lim

nedenlerinden biri olarak dikkat cekmektedir (2).

Uluslararasi Diyabet Federasyonunun (IDF) (19) glincel verilerine gore
diinyada 11 kisiden 1’i diyabet olup (425 milyon), global saglik harcamalarinin %12’si
diyabet hastalarinin tedavisi icin kullanilmaktadir. IDF verilerine gbre bilinmeyen

diyabet olgulari da %50 civarindadir.

Hastaligin etyolojisi gbz onlinde bulundurularak Amerikan Diyabet Birligi
(American Diabetes Association) tarafindan olusturulan siniflamaya gore diyabet
hastaligini, Tip 1 DM (tam insdlin eksikligi/ TIDM), Tip 2 DM (insilin direnci ya da

instlin duyarhhginda azalma/T2DM), gestasyonel DM (gebeligin 2. ya da 3.



déneminde ortaya cikan DM) ve diger spesifik tipler olmak Uzere dort ana bashk
altinda toplamak mimkunddr (20).

Diyabet en yaygin olarak Tip 1 ya da Tip 2 diyabet seklinde izlenir. Pankreastaki
B-hicrelerinin yikimina bagh olarak T1DM’de insilin salinimi azalir. TIDM'li
hastalarda instlin salgisi azalmakta ve bununla birlikte olusan hiperglisemi glukagon
salinimi ile baskilanamamaktadir. Sonug¢ olarak, TIDM hastalarinda bir takim
metabolik bozukluklar ortaya cikar (21). Diinyada en sik rastlanan diyabet tipi olan
T2DM, insilin saliniminin goreceli azligi ya da insilin etkisizligi ile kendini gosterir ve
diyabet olgularinin %90’in1 olusturur (19). Cevresel, davranigsal, genetik, kiltlrel ve
sosyoekonomik etkenlerin epidemiye ilave edilmesi 6zellikle T2DM prevelansinda
artmaya neden olmustur (22). T2DM kisa stirede gelisen metabolik komplikasyonlara
ve kronik seyretmesi ile ortaya ¢ikan makrovaskiler (koroner kalp hastalig, periferik
damar hastaligl, serebrovaskiiler hastalik) ve mikrovaskiiler komplikasyonlara
(nefropati, retinopati) neden olmaktadir (3, 23). T2DM’de sikayetler genellikle 45 yas
civarinda baslar, ¢cogunlukla tani konuldugunda kronik komplikasyonlar olusmustur

(2).
2.1.1. Agiz-Dis Saghgi ve Diyabet Hastalig

DM sistemik inflamasyon, insilin direnci ve periodontal yikim ile kendini
gosteren bir hastalik olup, DM hastalari da dis hekimlerinin en sik karsilastigi 3. hasta
grubudur. IDF verilerine gore Tirkiye’de 2017 yilinda 20-79 yas arasi bireylerde
diyabet prevelansi %12,79 olup bu oranin 2045’'te %16,49 olmasi beklenmektedir
(19). DM liskili en yaygin agiz saghigi problemleri; periodontal hastalik, dis ¢lrigu,
tuklrik bezi disfonksiyonu, mantar enfeksiyonlari, oral liken planus ve likenoid
reaksiyonlar (inflamatuar cilt hastahgi), enfeksiyon ve gecikmis yara iyilesmesi, tat
bozuklugu, yanan agiz sendromu, premalign lezyonlar ve malignitedir (24). Kandaki
glikoz seviyesinin yani sira tikurikteki glikoz seviyesinin de yiksek olmasi diyabet
hastalarinda agiz ve dis sagligini olumsuz olarak etkileyen ve dis ¢lirtiklerinin daha sik

gorilmesine yol acan bir durumdur (25, 26).



Dis curigi diyetle alinan karbonhidratlarin (stikroz, glukoz, laktoz, fruktoz)
agizdaki karyojenik bakteriler (¢lrik yapici) tarafindan fermante edilmesi sonucu
ortaya c¢ikan asidin disin sert dokulari olan mine, dentin ve sementte zamanla
olusturdugu yikimdir (27). Dislerin ve kemiklerin mineral yapisini olusturdugu bilinen
hidroksiapatit kristalleri asit ataklarinda kolayca ¢oziilir. Diyabet hastalarinda yiiksek
kan sekerinden dolayr damarlarin oksijen tasima ve atiklari uzaklastirma kapasitesi
azalir. Bu dokularin beslenmesini olumsuz yonde etkiler ve sonuc olarak dokular
enfeksiyona daha yatkin hale gelir. Bu duruma ek olarak glikoz orani daha yiiksek olan
ortamlar bazi bakterilerin Gremesini kolaylastirir (28). Yapilan bir arastirmaya gore,
ozellikle mutans streptokok gibi karyojenik bakterilerin seviyelerinin diyabet
hastalarinda daha yiksek oldugunu bildirilmistir (29). Sonug olarak DM’li hastalarda
dis clirGgline daha sik rastlanir.

Periodontitis prevalansinin ve siddetinin degerlendirildigi calismalarda DM’li
hastalarda diyabeti olmayan kisilere gore daha yliksek periodontitis prevalansi
oldugu gosterilmistir. Zayif glisemik kontrollii diyabet hastalarinda periodontitis
gorilme riski yaklasik ¢ kat artar (30). Literatlirde 1960’l yillardan bu yana DM ve
periodontal hastalik arasinda bir iliski oldugu ve periodontal hastaligin diyabetin
altinci komplikasyonu olarak kabul edildigi bildirilmistir (31, 32). Diger taraftan
mevcut dis eti enfeksiyonunun da kan sekerini yikselttigi bilinmektedir (33). Diyabet
hastalarinda dis ve dis eti enfeksiyonlari engellenemediginde enfeksiyon odagini
tespit etmek zorlasir. Ketoasidoz ve sepsise kadar giden ciddi tablolarla karsilasilabilir.
Hastanin agzinda kot koku ve agrinin yani sira dis kaybi nedeniyle ¢igneme
problemleri ve buna bagli gastrointestinal sikayetler de ortaya cikabilir. Yapilan
¢alismalarda diyabet hastalarinin agiz ve dis saghgl problemlerinden dolayi
beslenmelerinden memnun olmadiklari ve diyabet hastalarinda agiz ve dis sagliginin
yasam kalitesini olumsuz yonde etkiledigi ifade edilmistir (34, 35).

Epidemiyolojik c¢alismalar diyabet hastalarinda pulpal ve periapikal
hastaliklarin prevelansinin yiksek oldugunu bildirmislerdir (36), diger taraftan
diyabet hastalarinda ilgili disin kok kanal tedavisini takiben daha yiiksek bir oranla

cekime gittigi bulunmustur (37). Diyabetik pulpada kan akiminin azaldigi (38) ve



kalsifikasyonlarin arttigi gozlenmistir (39). Histolojik arastirmalarda kan damarlarinin
bazal membraninda kalinlasma, intraseliiler maddede kolajen seviyesinde azalma,
kronik inflamasyon bulgulari ve anjiyopati gosterilmistir (40). Diger taraftan yiksek
glukoz seviyelerinin dental kaynakh kok hicrelerin proliferasyon ve farkhlasmasini
inhibe ettigi de bildirilmistir (8). insan dental pulpa kék hiicrelerinin proliferasyonunu
ve odontoblastlara benzer hiicrelere farklilasmasini indikledigi pek ¢cok kez gosterilen
mineral trioksit agregat (MTA) (6) rejeneratif dental tedavilerde en sik kullanilan
materyallerdendir. MTA ile dogrudan temas eden dental pulpa kdk hicrelerinde
odontojenik farklilasma ile kalsiyum odaklarinin olustugunu, alkalen fosfotaz (ALP)
aktivitesinin ve dentinsialofosfoprotein (DSPP), kemik sialoprotein (BSP) ve
osteokalsin (OCN) transkriptlerinin arttigi gosterilmistir (41, 42); ancak diyabetin
simile edildigi fare modellerinde olusturulan pulpa ekspozunun MTA ile tamirinin
basarisi hakkinda farkli sonuglar bildirilmistir (9, 10, 43-45). Diyabetik farelerde pulpa
hasarini takiben ile yapilan pulpa kaplamasinda saglikli kontrol farelerine gére tamirin
geciktigi (6) ve dentin koprusiiniin olusmadigi belirtilmistir (9). Diyabetik pulpada
inflamatuar enzim ve mediyatorlerin, oksidatif stres parametrelerinin saghkli pulpaya
gore daha ylksek konsantrasyonlarda oldugu histolojik calismalarla gosterilmistir (46,
47). Diyabetik pulpada vaskiiler endoteliyal bliyime faktori (VEGF) ve kemik
mofogenetik proteinleri (BMP-2) seviyelerinde anlamli degisiklikler olustugu ve
VEGF'nin pulpanin mikro-dolasiminda onemli rol oynadigi bulunmustur (48). Bu
bilgiler 1s18inda, diyabet hastaliginin dental tedaviler (izerinde etkileri oldugu acikc¢a

gorulmektedir.
2.2. Rejeneratif Dis Tedavileri

Agiz hastaliklar pek cok ulke igin buylk bir saglik yiki olusturmakta ve 2017
yihinda yaklasik 3,5 milyar insanin basta dis curiikleri olmak lizere dental travma, dis
eti hastaliklari gibi farkh agiz hastaliklarindan etkilendigi 6n gorilmektedir (49). Agiz
hastaliklarindan etkilenen insanlarda agri, rahatsizlk, ylzde asimetri, ¢igneme
fonksiyonunda kayip, estetik kaygilar gibi farkli belirtiler ortaya ¢ikmaktadir. Agiz

hastaliklarinin tedavisi pahali olup, genellikle Ulkelerin ¢ogunda tedaviler sigorta



kapsaminda degildir. Yuksek gelirli cogu Ulkede dis hekimligi harcamalari toplam
saglik harcamalarinin %5’ini ve sigorta disi harcamalarin da %20’sini olugturmaktadir.
Disik ve orta gelirli Ulkelerin ¢ogu ise agiz sagligini korumada ve iyilestirmede
yetersiz kalmaktadir. En sik goriilen agiz hastaligi olan dis ¢lirGgl, dis yizeyindeki
sekerli gida artiklarinin bakteriler tarafindan fermente edilmesiyle ortaya ¢ikan asidik

drlinlerin mine ve dentini demineralize etmesi ile ortaya ¢ikmaktadir.

Dentin disin en hacimli kismini olusturur ve yaklasik olarak %70’i inorganik madde,
%20'si organik maddeler ve %10’u sudan olusmaktadir (50). Organik kismini kolajen
ve kolajen olmayan proteinler olustururken; inorganik kismini hidroksiapatit
kristalleri [Ca10(PO4)s(OH)2] olusturur. Dentin primer, sekonder ve tersiyer dentin
olarak siniflandirilabilir. Primer dentin dis fonksiyona gelene dek olusur, sekonder
dentin kokiin tamamlanmasindan sonra olusmaya baslar ve pulpa saghgini korudukca
yapimi 6mir boyu devam eder. Tersiyer dentin, reaksiyoner ve reperatif olarak ikiye
ayrilir, harici bir uyaran, ¢liriik veya asinmaya yanit olarak olusur. Reaksiyoner alt tip
onceden var olan odontoblastlar tarafindan olusturulurken, reperatif dentin
farklilasmamis dental pulpa kok hicreleri tarafindan olusturulur (50). Disin biyolojik
olarak onarilmasi veya yeniden olusturulmasina yonelik dis hekimligi alanini
tanimlamak igin de rejeneratif dis hekimligi ‘regenerative dentistry’ (51, 52) terimi
kullanilmaktadir. Rejeneratif dis hekimligi calismalarinin hedefi; cesitli dis dokularinin
rejenerasyonu, konjenital anomalilerin tedavisi ve kraniyofasiyal rejenerasyon gibi
alanlardir. Temel biyoloji ve dis hekimligi bilimini birlestirerek, dis hekimligi pratigine
doku rejenerasyonunu bir tedavi secenegi olarak sunacak olan dental pulpa kok hiicre
calismalari, 6zellikle dentin, pulpa, sement, periodontal ligament gibi dis dokularinin
olusturulmasi ve bu sayede hasarli dokunun rejenerasyonunu hedef almaktadir.
Dental pulpa, fibroblast, odontoblastlar ve hiicre disi matriks (ECM) ile temas eden
farklilasmamis mezenkimal hiicreler de olmak lizere ¢esitli hiicre tiplerinden olusur
(53). Odontoblastlar ve farklilasmamis kok hiicreler dentin olusumundan ve ECM
proteinlerinin salgilanmasindan sorumludur. Derin glrik varliginda tekrar dentin
olusumu indiiklenerek pulpa dokusunun korunmasi ve disin canhiliginin sirdirtlmesi

gerekmektedir. Dis hekimligi pratiginde; pulpal enfeksiyon veya hasar durumunda



pulpa dokusu uzaklastiriimakta ve kok kanal boslugu ve kaybedilen dis dokusu cesitli
dolgu maddeleri ile restore edilmeye calisiimaktadir. Dental pulpa kdk hiicrelerinin
dentin-pulpa kompleksi olusturabilme potansiyeli bu kapsamda endodontik ve
restoratif prosediirlere alternatif olarak rejenerasyonun mimkiin olabilecegini
disindirmektedir (54, 55). Benzer sekilde periodontal ligament-sement
kompleksinin olusturulabilme potansiyeli de dis ¢cevre dokularinin rejenerasyonunu

saglayacaktir (56).

Dental pulpa kok hiicreleri ciriklerin uzaklastirilmasi sonrasinda vital pulpa
tedavilerinde dentin olusumunda rol oynarken, apikal papilla hiicreleri de travmatik
yaralanmalar sonrasinda vyapilan rejeneratif tedavilerde mineralizasyonda rol
oynamaktadir (57, 58). Dental pulpa kok hiicrelerinin ALP (ECM mineralizasyonu
baslatmak icin gereklidir, yiksek Ca*? ve P iyonu varliginda inhibe olur), Tip 1 kolajen-
al (COLlal), osteopontin (OPN) ve OCN gibi osteoblastik belirtecleri eksprese
edebildikleri ve mineralize matriks Ureten osteoblast-benzeri hiicrelere
farkhlasabildikleri gosterilmistir (59). Apikal papilla kok ucunda bulunur ve kokin
gelisiminden sorumludur. Apikal papilladaki koék hicrelerin, dental pulpa kok
hiicrelerine gbére daha Ustiin proliferasyon ve osteojenik farklilasma kapasiteleri
oldugu bildirilmistir (60, 61). Rejeneratif endodontik tedavi sirasinda 6ncelikle kok
kanali sodyum hipoklorit, etilen diamin tetraasetik asit, kalsiyum hidroksit, GglQ
antibiyotik pati gibi farkh kimyasallar ile dezenfekte edilir (62), devaminda kanal
agizinda gorilebilen bir kanama odaginin olusturulmasi hedeflenir. Boylece enfekte
periapikal alanda canhligini koruyabilen apikal papilla hicrelerinin ya da enfekte
periapikal alanda da oldugu gosterilen farklilasmamis mezenkimal kdk hiicrelerin kok
kanalina ilerlemesi saglanir (63). Kanama odaginin lizerine de 3-4 mm kalinhginda
MTA ya da alternatif trikasiyum silikat materyaller konmasi oOnerilir. Kompozit
dolgular ile daimi restorasyonu tamamlanan disin kontrol randevularinda kok
ucundaki iyilesme ve kokiin gelisimi takip edilir. Klinik c¢alismalar rejeneratif
tedavilerin, periapikal bolgedeki iyilesmeyi biylk ¢ogunlukla sagladigini
bildirmislerdir (64, 65); ancak kok gelisiminin devami hakkinda celiskili sonuclar

mevcuttur. Kok gelisiminin %100 arttigini (66) bildiren ¢alisma oldugu gibi sadece
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%20'lik (64) bir artis oldugunu bildiren calisma da vardir. Calismalar, kék kanalinda
kalan mikroorganizmalarin (67) ya da tedavi sirasinda olusturulan pihtinin doku
rejenerasyonun ilerlemesini destekleyecek stabiliteye sahip olmamasinin (68) kok
gelisimine engel olabilecegini gostermislerdir. Histolojik incelemeler olusan dokunun
dentinden ziyade kemik/sement benzeri yapida oldugunu bildirmektedir (69). Diger
yandan vital pulpa tedavilerinde basari orani ve dentin benzeri sert doku olusumu
daha yuksektir (70). Vital ve devital endodontik tedaviler arasindaki bu farkhliklar kdk

hicre farkhliklardan kaynaklanabilmektedir.

2.2.1. Dental Kaynakli Kok Hiicreler

Canli viicudunda kendini yenileyen, uzun sire boéliinebilen, ayni zamanda
vicudun ihtiyacina gore farklilasarak diger doku hiicrelerine doniisebilen hiicrelere
“kok hicre” denmektedir (71, 72). Kok hicreler, bitin ¢ok hicreli organizmalarda
bulunan ve doku rejenerasyonunun saglanmasinda énemli roll olan 6zel yapilardir.
En temel 6zellikleri; kendilerini yenileyebilme ve 6zellesmis hiicrelere farklilagirken

bile kdk hiicre yapisini strdirebilmeleridir (5).

Kok hicreleri laboratuvar ¢alismalarinda tanimlamak igin kullanilan kriterler:

1) Hiicre yiizey belirtegleri: Farklilasma kiimeleri ya da Clusters of Differentiation (CD)
belirtecleri cogunlukla koék hiicrelerine 6zgiin olarak bulunur.
2) Belirli Enzimlerin Aktiviteleri: ALP ve telomeraz gibi bazi enzimler kok hiicrelerde
normal hicrelerden daha fazla miktarlarda sentezlenmektedir.
3) Gelisimsel siirecte 6nemli olan transkripsiyon faktorleri: Kok hiicreler devamli
cogalabilme potansiyellerini koruyabilmek amaciyla bazi transkripsiyon faktorlerini
daha fazla eksprese ederler.
4) Farkhlasma Potansiyeli: Kok hiicrelerin in vitro ortamda uyarilarak farkh hiicre
tiplerine dénusebildiklerinin tespit edilmesi gerekmektedir (73-75).

Kok htcreler; vicudun ana hicreleridir, uterustaki embriyonun gelisiminden
eriskin caga gelene kadar bir canlinin olusumundan sorumludurlar. Ayni zamanda

vicudun saghkh tutulmasi ve yara iyilesmesinden de sorumludurlar. Farkh tip kok
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hicreler, farkli gérevlere sahiptirler. Farklilasma potansiyellerine goére kok hicreler
asagidaki gibi siniflandirilabilir (76):

Totipotent kok hiicreler, yumurta ve sperm hiicresinin kaynasmasiyla ortaya ¢ikar.
Dollenmis yumurta hiicresinin ilk birka¢ bolinmesiyle olusan hiicreler totipotent
hicrelerdir. Embriyonik hiicre tiplerine donisebilirler.

Pluripotent kok hiicreler, totipotent hiicrelerin devami seklindedir. Mezodermal,
ektodermal ve endodermal germ tabakalarindan tlireyen hicre tiplerine
farkhlasabilirler.

Multipotent kék hiicreler, sadece alindiklari doku tipiyle iliskili belli sayida hiicrelere
dondsebilirler.

Oligopotent kok hiicreler, lenfoid ve myeloid kok hiicreler gibi az sayida hiicre
grubuna donusebilirler.

Unipotent kék hiicreler, sadece tek hiicre tipini kendileri olusturabilirler.

Elde edildikleri gelisim donemine gore ise kdk hiicreler embriyonik ve erigkin kdk
hiicreler olarak siniflandirilabilir. Embriyonik kok hicrelerdeki teratom (germ
timori) olusma riski, imminolojik sorunlar ve etik tartismalar nedeniyle
arastirmacilar son dénemde yetiskin kok hiicreleri Gizerinde yogunlasmaktadir (77).
Dogum sonrasi dénemde izole edilen yetiskin kok hicreleri, multipotent 6zellikte
olup, bulunduklari doku ve/veya organin tamirini ve devamhhgini saglarlar. Bir organ
veya dokuda farkhlasmis hicrelerin arasinda farkhilasmamis olarak bulunurlar.
Embriyonik kok hiicrelere gére gelismenin daha sonraki basamaklarinda goériilen bu
hicreler, organizmanin yasami boyunca daha sinirh olmakla birlikte kendilerini
yenileyebilme 6zelliklerini korurlar. Eriskin kok hiicrelerin esas gorevleri bulunduklari
dokuyu tamir etmek ve dokunun devamliligini saglamaktir (78, 79). Eriskin kok hiicre
¢alismalarinda mezenkimal kok hicreler (MKH) 6ne cikmustir. ISCT (International
Society of Cellular Therapy) tarafindan MKH in vitro kiltir kosullarinda
tanimlanmasina yonelik Gg olgit belirlenmistir (80, 81):

e Plastik ylizeye yapismasi: Standart kiltlr kosullari altinda plastik doku kultiir

kaplarina yapismaktadir.
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e Spesifik ylizey antijenlerinin ekspresyonu: MKH populasyonunun %95 veya
daha fazlasinin CD73 (ekto-5"-niikleotidaz), CD90 (Thy-1), CD105 (endoglin)
antijenleriicin pozitif olmasi gerekmektedir; CD11b, CD14, CD19, CD34, CD45,
CD79a, HLA sinif Il gibi hematopoetik antijenlerdeki pozitiflik oraninin %2’yi
gecmemesi gerekmektedir.

e Multipotent farklilasma potansiyeli: In vitro doku kiltlr ortaminda osteoblast,

noron, adiposit ve kondroblastlara farklilasmaktadir.

MKH vicutta, kordon kani ve periferal kan (82), plasenta (83), kemik iligi (84),
retina (85), karaciger, pankreas (86), yag dokusu (87) gibi pek cok dokudan elde
edilebildigi gibi dental kaynaklardan da elde edilebilirler (5). Kemik iliginden elde
edilen kok hicreler ile dis dokularindan elde edilen MKH’lar benzer olarak osteojenik,
kondrojenik, adipojenik, miyojenik ve nérojenik hicreler gibi bircok hiicre soyuna
diferansiye olabilmektedirler (5). Ancak dental dokulardan izole edilen kok hicreler,
odontojenik hiicreye diferansiye olmak lizere 6zellesmis doku olusturma kapasitesine
sahip tek hicrelerdir (88, 89) ve bu hiicrelerin izolasyonunda kemik iligi dokusunun
izolasyonu sirasinda ve sonrasinda yasanan glglikler gérilmemektedir. Dental kok
hicreler ektoderm ve mezodermin ortak olusturdugu noral-krest dokusundan kdken
almaktadir (90). Embriyonik dénemde dis tabakasinin gelisimi ektodermden
kaynaklanmaktadir. Ektodermal yapi dis germlerini olustururken, noral-krest
hiicreleri dental papil ve dis folikiiline farkhlasmaktadir (90, 91). Periodontal
ligament, dental folikil, apikal papilla, sit disi ve dental pulpa kok hiicre

izolasyonunun yapilabildigi dental dokulardir (Sekil 2.1.) (5).
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DPKH SDKH

Sekil 2.1. Dis kaynakli kdk hicreler (5): (DPKH: dental pulpa kok hiicreleri, SDKH: sit
dis pulpasi kok hticreleri, PDLKH: periodontal ligament kok hticreleri, APKH:
apikal papilla kok hicreleri, DFKH: dental folikiil kok hiicreleri, DGPH: dis
germi progenitor hicreleri).

Dental dokulardan elde edilen kék hicreler, dis dokularinda meydana gelen
hasarlarin tamirinden sorumludur; 6rnegin dis ¢liriglu olusumu sonrasi blylime
faktorlerinin salinimi ile dental pulpa kok hicreleri aktifleserek tamir dokusu
olusumunda, dentin-pulpa kompleksinin rejenerasyonunda goérev yapmaktadir.
Dentin/pulpa dokusu ve sement/periost dokusunun, insan dental pulpa kok hiicreleri

ve periodontal ligament kok hiicreleriyle rejenere olabilecegi bildirilmektedir (92-94).

Dental Pulpa Kok Hiicreleri

Son vyillarda gesitli kok hicre arastirmalarinda kullanilan ve lizerinde 6nemle
durulan dis pulpasi 6nemli bir mezankimal kdk hiicre kaynagidir (5). Genel olarak
fibroblast benzeri goériinimde olan dis pulpasi kok hiicrelerinin dokularin yeniden
yapilandiriimasi igin biyomateryallerle birlikte gerceklestirilen uygulamalarda etkin
sekilde kullanimlarinin mimkiin olmasi, kullaniminin embriyonik kok hicreler gibi
etik bir sorun tasimamasi, oldukca kolay bir sekilde elde edilmesi, ylksek farkhlasma
potansiyeline sahip olmasi, yasam sirelerinin uzun olmasi ve glvenli olarak
dondurularak saklanabilmelerinin (kriyoprezervasyonlarinin) mimkiin olmasi gibi
nitelikleri, tedavi amagh uygulamalar g6z 6niine alindiginda bu hiicrelerin neredeyse

tiim gerekli 6zellikleri tasidigini gdstermektedir (95).
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Uzun slire sivi azotta muhafaza edildikten sonra ¢ozdirilerek kullanilan ve
saglikli bireylerin dislerinden elde edilen dis pulpasi kok hiicrelerinin (DPKH) yiksek
canlilik oranlari, bu hiicrelerin uygun durumlarda saklanabilecegini ortaya koymus ve
bu ézellikleri dis bankalarinin olusmasina yol agmistir (96). insan DPKH’nin diiz kas ve
iskelet hicrelerine, endotel hiicrelerine, kikirdak hiicrelerine, odontoblastlara,
osteoblastlara, sinir ve yag hicrelerine farkhlasabildigi gosterilmistir (5).
Arastirmacilar, dental pulpa hicrelerinin in vitro ortamda c¢ogaltilabildigini,
osteojenik belirteclerden ALP, COL1al, BSP, OCN, OPN, TGF-f ve BMP’yi ifade
edebildiklerini bildirmislerdir (59, 97). Mezenkimal ve mezenkimal olmayan dokularin
hiicrelerine farkhlasabilen dental pulpa kok hticreleri, bu ozellikleriyle kalsifiye
dokularin (dentin, kemik, kikirdak) onarilmasinda, bagisiklk sisteminin, bag doku
hasarinin, kas ve norodejeneratif hastaliklarinin tedavisine yonelik gerceklestirilen
klinik calismalarda son dénemlerde siklikla tercih edilen mezenkimal kok hiicre
kayaklari olmuslardir (5). Bununla birlikte kdk hicrelerin farklilasma potansiyelinin
yaslanma ve diyabet gibi bazi sistemik hastaliklar ile olumsuz yonde etkilenebilecegi
one surdlmustir (8, 44, 98); fakat bu konudaki veriler sinirlidir ve degisken sonuglar
mevcuttur.

Daimi dislerin disinda DPKH’lar siit dislerinden de elde edilebilirler. ilk defa
2003 yilinda, kendiliginden diisen kesici bir sit disinden izole edilerek incelenen sit
disi kok hicrelerinin (SDKH) multipotent kok hicreler oldugu belirtilmistir (99).
Yapilan calismalarda SDKH’nin proliferasyon yeteneginin DPKH’den fazla oldugu ve
daha fazla mineralizasyon sagladigi belirtilmistir; ancak dentin-pulpa kompleksinin
olusmasinda DPKH’nin daha etkili rol oynadigi bildirilmistir (88, 92, 99). Arastirmalar
diger kok hiicre tiplerine nazaran SDKH’in; daha fazla viicut hicresine farklilasma
potansiyaline sahip olduklarini géstermistir. Farklilasma sonucu olusan bu hiicrelerin
konjektif kalp yetmezliginin, alzheimer, parkinson gibi nérodejeneratif hastaliklarin

tedavisinde etkili oldugu belirtilmistir (99-102).
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Apikal Papilla Kok Hiicreleri

Odontoblastlara ve adipositlere farklilasabildigi gosterilen, gelisen insan
dislerinin kok ucundan izole edilen kdk hiicreler apikal papilla kok hiicreleri (APKH)
olarak tanimlanmistir (94). Periodontal ligament kok hiicrelerinden ve DPKH daha
yuksek proliferasyona sahip oldugu gosterilen APKH (89, 94) dis gelisiminin oldukca
erken evrelerinde gémdill disler, stipernumere disler veya keser dislerden elde
edilirler (103). Dis pulpasi ile apikal papilla arasindaki fark, apikal papillanin radikiler
pulpanin Oncisl olmasidir. APKH’lerin kdk dentininin olusumundan sorumlu olan
primer odontoblastlarin kaynagi oldugu, DPKH’lerin ise reperatif dentin Gretmekten

sorumlu olan odontoblastlarin kaynagi oldugu dislintilmektedir (57).

Dental Folikiil Kok Hiicreleri

Dental folikil, gelismekte olan 3. Molar dislerin ¢ekiminden sonra kolaylikla
izole edilebilen ve mine organi ve dental papillanin etrafini ¢evreleyen
ektomezensimal dis germi dokusudur (52). Farelerin alt 1. Molar disinin dental
folikiilinden elde edilen kdk hicrelerin (DFKH) osteoblastlara, sementoblastlara,
adipositlere ve noéronlara farklilasma kapasiteleri oldugu gosterilmistir (104, 105).
immortalize DFKH’nin immiin sistemi baskilanmis farelere in vivo olarak implante
edilmesiyle periodontal ligamentin olustugu bildirilmistir (106). DFKH, koloni
olusturabilen, fibroblast benzeri, plastik adherent hiicreler oldugu ve kok hiicre
belirteclerinden Notch-1 ve Nestin’i eksprese ettigi belirtilmistir (107).

Periodontal Ligament K6k Hiicreleri

Periodontal ligament, sement ve alveol kemiginin i¢ duvari arasinda bulunan
ve disi ceneler icinde destekleyen yumusak bag dokusudur (5). ilk olarak 2004 yilinda
izole edilen periodontal ligament kok hiicreleri (PDLKH) de multipotent, postnatal kok
hiicrelerdir (56). Sementoblast benzeri hiicrelere, adipositlere ve fibroblastlara
farklilasabilen PDLKH cekilen dislerin kok yizeyinin kiiretajiyla elde edilirler (108).
Osteojenik farklilasma kapasiteleri in vitro kosullarda yiksek bulunmasa da koloni
olusturabilen PDLKH in vivo calismalarda doku rejenerasyonu ve periodontal tamir

saglayabildikleri bildirilmistir (52, 56).
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Dis Germi Progenitor Hiicreleri

Kuronu tamamlanmis ancak henliz sirmemis, germ halindeki dislerden alinan
dis germi progenitor hiicreleri (DGPH), gelisimi tamamlanmis dislerden elde edilen
hiicrelere gore, ¢cogalmaya daha meyilli bulunmustur. Kok gelisimi tamamlanmamis
dislerden alinan hiicrelerin, kollateral dolasima sahip olmasi ve kok hiicrelerin
dolasimdan zengin bdlgelerde daha fazla bulunmasindan dolayl apeksi agik disten
elde edilen kok hiicrelerinin rejenerasyona yatkinhgini aciklamaktadir (109). DGPH,
mezenkimal kok hiicre belirteglerinden STRO-1 ve CD'leri eksprese ettikleri ve
mezenkimal fenotipi isaret eden pluripotensi-iliskili genlerin ekspresyonunu (Nanog,
Oct-4, Sox2, KiIf4 ve c-Myc) gosterdikleri belirtilmistir (110, 111). Diger dental kaynakli
kok hiicreler gibi adipositlere, kondrositlere, osteoblastlara, odontoblastlara ve

noronlara farkhlasma kapasitesi mevcuttur (5).

2.2.2. Mineral Trioksit Agregat

Dentin mineralizasyonu dinamik bir stirectir, proteinler ile inorganik fraksiyon
arasindaki etkilesimler disinda protein-protein etkilesimlerini de igerir. Dentin
olusumu dental pulpa kok hiicrelerinin olgun odontoblastlara farkhilasmasini, bu
odontoblastlar tarafindan ECM ve proteinlerin salgilanmasini ve bu ECM’ye kalsiyum
(Ca*?) ve diger minerallerin birikmesini gerektirir (112, 113). Odontoblastlar
mineralizasyonda kilit rol oynayan Ca*? iyonlarinin mineralizasyon bdlgesine
tasinmasinda 6énemli bir rol oynar (114). Dental pulpa kdék hiicrelerinin odontoblast
hiicrelerine farklilasmasinda biyime faktorlerinin yaninda Ca*? iyonlari aracihgiyla
pulpadaki fibroblastlar ve osteblastlar tarafindan sentezlenen fibronektinin de etkili
rol oynadigi bildirilmistir (115). Dis tedavileri sirasinda hiicre disi Ca*? kaynag olarak
farkl materyaller kullanilmaktadir. Bunlardan MTA hem vital pulpa tedavilerinde hem
de immatir dislerin tedavilerinde yaygin bir sekilde kullanilmaya baslanan oldukga
biyouyumlu bir materyaldir. MTA’nin dis sert dokularina benzer kimyasal iceriginden
ve su ile karistirllmasi sonucunda ortaya ¢ikan kalsiyum dioksitten dolayi biyouyumlu
oldugu duslinilmektedir (116). Vital pulpa tedavileri ve immatir dislerin rejeneratif

tedavileri disinda MTA apeksifikasyon, apikal rezeksiyon, Cvek ampitasyonu, kok
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kiriklari, kok ucu rezeksiyonlarinda retrograd dolgu, Dens invajinatus gibi yapisal
anomalilerin parsiyel pulpatomi, daimi dislerin kok kanal tedavisi, persiste siit
dislerinin kok kanal tedavisi, kok ve bifurkasyon perforasyonlari tedavisi ve
endodontik tedavili dislerin kanal i¢i beyazlatma islemlerinde bariyer materyali olarak

kullaniimaktadir (117, 118).

Lee ve ark. (119) yaptiklari arastirma ile dis hekimligi literatirine ilk defa 1993
yilinda Loma Linda Universitesi'nde giren MTA, 1998'de Amerikan Gida ve ilag idaresi
tarafindan onaylanmasiyla beraber dis hekimligi tedavilerinde ABD'de ve tiim
diinyada yaygin olarak kullanilmaya baslanmigtir (120, 121). Agirhk¢a %50-75
oranlarinda kalsiyum oksit (trikalsiyum silikat, dikalsiyum silikat, kalsiyum karbonat,
kalsiyum silfat ve kalsiyum aliiminat) ve %15-25 silikon dioksit iceren bir tozdur. Gri
ve beyaz olmak lizere 2 formu vardir. ilk olarak gri MTA Uretilmistir; ancak én dislerde
istenmeyen renklenmelere neden olmasindan dolaylr devaminda beyaz MTA
Uretilmistir. Tetrakalsiyum aluminoferritin, gri renkli olan MTA’dan farkl olarak beyaz
renkli MTA’da yer almadigi gésterilmistir (122). MTA’nin hiicrelerin proliferasyonuna,
hicrelerden sitokin salinimina, hicrelerin farklilasmasina yol actigi dolayisiyla
biyomineralizasyonda rol oynadigi belirtilmistir (123). MTA ile dogrudan temas eden
DPKH’da ALP aktivitesinin ve DSPP, BSP, COL1al ve OCN transkriptlerinin arttig
belirtilmistir (41, 42). MTA su ile karistirildiginda, MTA’dan salinan Ca*? iyonlari silika
bir matriks icerinde kalsiyum hidroksit olusturacak sekilde ¢okelirler (124). Bu matriks
cevre dokulara Ca*? ve hidroksit iyonlarinin salindigi bir kaynak olarak rol alir (125).
Ayrica, MTA'nin su yerine %5 kalsiyum klorliir ve %2,5 disodyum fosfat ile
karistirilmasi, insan dental pulpa kok hicrelerinden DSPP ve COLlal gen ifadesini
arttirmistir. Bu da MTA tarafindan indliklenen kok hicrelerin osteoblastlara
farklilasmasinda hiicre disindaki Ca*? ve P iyonlarinin kombine etkisi oldugunu da
gostermektedir (7). MTA’nin sertlestikten sonra bile bazik pH’sini korudugu bildirilmis
(125) ve sertlesme sonrasinda MTA cevresindeki Ca*? iyon konsantrasyonunun 1
mg/dL oldugu gdsterilmistir (126). insan dental pulpa kék hiicrelerinden olusturulan
kultir ortamina MTA ilave edildikten iki saat sonra Ca*?> konsantrasyonun yaklasik

0,3mM yikseldigi ve BMP-2'nin mRNA seviyesindeki ekspresyonun ve protein
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dretiminin belirgin miktarda arttigi bildirilmistir; bu da BMP-2’nin MTA tarafindan
stimlile edilen oste/odontoblastik farklilasmada o6nemli rol oynadigini
gostermektedir. Yiksek pH ve Ca*? iyonu mineralizasyonda rol oynayan iki anahtardir
(127). Fizyolojik Ca*? seviyelerinde hafif bir degisim, kemik hiicrelerinin kaderinde ve
onlarin metabolik fonksiyonlarinda, farkli Ca*? sensérleri ve yiksek Ca*? ile
indiiklenen RANKL ekspresyonunu iceren ERK1/2 gibi downstream sinyal yolaklari
aracithigiyla belirgin bir etkiye sahiptir. Ekstraseliler kalsiyum-algilayici reseptor
[calcium-sensing receptor (CaSR)] yedi transmembran domaini olan G protein kenetli
hiicre ylzey reseptoridir (128). MTA’nin CaSR aktivasyonu ile endoplazmik
retikulumdan hiicre icine Ca*? iyon salinimina yol actigi gosterilmistir (129). Yiiksek
Ca*? matriks mineralizasyonunu arttirir ve olgunlasan kondrositlerden terminal
farklilasma belirtecleri (OPN, osteonektin, OCN) lehine erken kondrosit belirteglerinin
(proteoglikan, aggrekan) ekspresyonunu engeller. CaSR, hatali sinyal ile yiksek
seviyelerde aciga c¢ikan Ca*? cevabini bloke eder, bu da CaSR’nin kondrosit matriks
Uretimini ve mineralizasyonu duzenledigini gosterir (130). MTA, hiicre disindaki Ca*?
miktarini ve pH’yi etkileyerek CaSR downstream sinyalini aktive eder. Sonucta hiicre
icindeki Ca*?> mobilizasyonu, fosfolipaz C gama yolagi yoluyla, NFAT (Nuclear factor of
activated T-cells) aktivasyonunu indiikler, bu da osteojenik farklilasmada
transkripsiyonel degisikliklere yol acar. Nikleer Faktoér kappa B (NF-kB)
aktivasyonunun da MTA’nin dentin koprisi olusturmasinda rol oynadigi
gosterilmistir. NF-kB; sitokinler, blyiime faktérleri, hormonlar gibi farkli hiicre disi
sinyal faktorlerine yanit olarak c¢esitli hiicrelerde aktive olan ¢ok yonlia bir
transkripsiyon faktoridir (131). NF-kB aktivasyonu ile dental pulpa kok hiicrelerinin
odontojenik farklilagmasinin aktive oldugu belirtilmistir. Calismalar MTA’nin dental
pulpa kok hicrelerinde NF-kB yolunu aktive ettigini ve siklooksijenaz-2 mRNA
reglilasyonu ile dis pulpasindaki prostaglandin E2 salinimini sagladigini, boylece
inflamatuar proteinleri dolayisiyla inflamasyonu azalttigini ve dentin koprisiniin
olusmasinda 6énemli rol oynadigini gostermistir (132). MTA'nin IL-1a, IL-1B, IL-2, IL-4,
IL-6, IL-8, IL-10, IL-18, OCN, ALP, BSP, OPN ve BMP-2 gibi bircok sitokinin ifade artisina

neden oldugu cesitli hiicre kalturi galismalarinda gosterilmistir (117, 122). Dental
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pulpa kok hiicrelerinin proliferasyonunu, odontoblastik farklilasmasini ve
mineralizasyonunu arttirmak adina MTA’ya blylime faktorlerinin (FGF-2, PRP) (133,
134), hormonlarin (osteostatin) (135), probiyotiklerin (136) ve vitaminlerin (137) ilave
edildigi de bildirilmistir. MTA’ya ilave edilen vitaminlerden biri de kemik

mineralizayonunda énemli rol oynayan D vitaminidir (137).

2.3. D Vitamini

Morina karacigeri yaginin ve cildin UV 1sigina maruz kalmasinin rasitizmi tedavi
edici 6zellikleri 1800'lerin sonlarindan 1900'lerin baslarina dek siiren epidemiyi
sonlandiracak D vitaminin kesfine 1919 ve 1924 yillari arasinda yol agmistir (138).
1940'larda rasitizm gibi kemik mineral bozukluklarinin tedavisinde D Vitamini
farmakolojik bir tedavi yontemi olarak kullanilmaya baslanmistir. Yagda ¢ozlinebilen
bir hormon olan D Vitamini ergokalsiferol (VitD2) ve kolekalsiferol (VitD3) olmak
Uzere 2 ana formda bulunur. D vitamininin gergek oncileri olarak kabul edilen
ergosterol ve 7-Dehidrokolesterol (7-DHC) UV isinlarin etkisiyle sirasiyla VitD2'yi ve

VitD3’l olustururlar.

Cok islevli bir hormon olan D vitamini bagisiklik sisteminin diizenlenmesinden
iyon metabolizmasina kadar pek ¢ok temel fonksiyonu etkilemektedir (139, 140). Asil
gorevi, iskelet sisteminde Ca*’-fosfat dengesini dizenlemek ve kemik
mineralizasyonu olan yagda c¢oziinen ve yagda depolanan D vitamininin hiicre
¢ogalmasi ve farkhlasmasinin kontroll, kardiyovaskiler sistem ve immiin sistem
fonksiyonlarinin diizenlenmesi gibi iskelet sistemi disinda da gorevleri bulunmaktadir
(141-145). Gidalarla guinlik D vitamini ihtiyacinin sadece %30’u karsilanmakta olup,
epidermiste mevcut olan dehidrokolesteroliin glines isigiyla fotokimyasal tepkimeye
girmesi sonucu geri kalan gereksinim giderilmektedir (144). Dokularda meydana
gelen bu biyosentez sirasinda epidermiste olan dehidrokolesterol 7-DHC’ye
doniismekte; devaminda karacigerde 7-DHC, 25-hidroksi vitamin D3’e [25(0OH)D3] ve
bobreklerde de vitaminin aktif formu olan 1a,25-dihidroksi vitamin D3’e
[1a,25(0H),D3] donlismektedir (144-146). D vitamini reseptorlerine (VDR)

baglanarak plazma mineral dengesinin ve kemik gelisiminin diizenlenmesinde rol
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oynayan serumdaki 25(OH)D3 ince bagirsaklardan Ca*? ve P’nin, bobreklerden de
Ca*?nin geri emilimini arttirir (144). Bagirsak epitel hucrelerinde en yiksek
konsantrasyonda bulunan VDR neredeyse tiim cekirdekli hiicrelerde bulunur (147).
Coklu genlerin transkripsiyonun diizenlemesini saglayan VDR niikleer hormon

reseptor Ust ailesinin bir parcasidir (148).
2.3.1. Diyabet Hastaligi ve Vitamin D3

insiilin salinimi ve faaliyeti Uzerindeki etkisi nedeniyle D vitamini glikoz
metabolizmasini  da dizenlemektedir. Vitamin D’nin  hicre igi kalsiyum
konsantrasyonunu reglle ederek insilin Gretimini, instlin duyarhhgini ve glikoz
toleransini iyilestirebilecegi gosterilmistir. Glicli antiproliferatif, prodiferansiyatif,
proapoptotik ve imminomodilator etki gostermektedir (149). Diinya c¢apinda
kiiresel bir saghk sorunu olarak kabul edilmekte olan D vitamini yetersizligi ve eksikligi
insanlarin yaklasik %30-%50'sinde gdzlenmektedir (150). Az glines alan ve D vitamini
yetersizliginin belirgin oldugu bodlgelerde, diyabet ve hipertansiyon gibi sistemik
hastaliklarin da sikhginin arttig1 bildirilmistir (151, 152). DM'nin baslamasi ve
ilerlemesi ile iliskilendirilmekte olan D vitamini eksikliginin DM igin bir risk faktor
olabilecegine dair veriler artmaktadir (147). Yakin dénemde yapilan giincel
calismalara gore, degisen D vitamini ve Ca*? dengesinin, T2DM’nin gelisiminde etkili
oldugu dusinllmektedir. T2DM’de serumdaki 1a,25(OH).D3 konsantrasyonu ile

insilin duyarhhgi arasinda pozitif bir korelasyon oldugu gosterilmistir (153).

Pankreastaki B-hiicreleri, VDR, vitamin D aktive edici enzimleri ve vitamin D
sinyalizasyonu ile ilgili diger proteinleri eksprese etmektedir (147). D vitamininin -
hiicrelerindeki koruyucu etkisi ile DM mekanizamasi ile direkt iliski sagladigi, ayni
zamanda immdin yanit Uzerindeki etkisi ile indirekt iliski sagladigi distinilmektedir.
instilin salgilayan B-hiicrelerinde ve insiilin hormonunun hedef organlari olan
karaciger, iskelet kasi, yag dokusunda ve ayrica immiin sistemin tiim hicrelerinde
1a,25(0OH)2D3 igin reseptorler bulunmaktadir (147). Genel olarak erken yaslarda
diizenli D vitamini destegi ile azalan T1IDM prevelansi bildirilmistir, ayrica diyabetle

iliskili otoantikor gelisimi ve D vitamini arasinda doza bagimh pozitif bir korelasyon
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vardir. Diger bir deyisle erken yaslarda D vitamini eksikliginin ilerleyen yaslarda TLDM
icin daha yuksek risk olusturdugu bildirilmistir (147, 154).

Vitamin D imminositlerin  fonksiyonlarini  koruyarak; sitokinlerin,
makrofajlarin ve dogal éldiiriiciilerin olusumunu inhibe eder. immiin sistem ve
inflamatuar olaylari diizenleyerek diyabetin patogenezinde de rol oynar (144, 155).
Farklh sekillerde olusturulan diyabetik hayvan modellerinde D vitamini eksikligi, TLDM
ve T2DM icin predispozisyon yaratirken, yiksek dozlarda D vitamini veya
1a,25(0OH),D3 diyabet hastaligini 6nlemektedir (147). Vitamin D ilavesi, vitamin D
yetersiz hayvanlardan elde edilen pankreatik adaciklarda insilin salinimini olumlu
yonde etkilerken (156), 10,25(OH),D3 sitokinlerin indikledigi fonksiyonel
bozukluklara ve hiicre 6liimiine karsi B-hiicrelerini korumaktadir (156, 157). Erken
dénemde ve uzun sureli vitamin D3 kullaniminin diyabet riskini azalttigina iliskin
veriler bulunmaktadir (154, 156). Diger yandan T1DM ve T2DM hastalarinda VDR geni
polimorfizmlerinin oldugu ve bu gendeki polimorfizmlerin 6zellikle etnik farkliliklar da

g6z onlinde tutuldugunda diyabet riskini arttirdigi bildirilmistir (158, 159).
2.3.2. Dis Mineralizasyonu ve Vitamin D3

Kemik ve dis gelisiminde dnemli bir rolli olan D vitamini, farkli mekanizmalar
yoluyla mine ve dentin mineralizasyonunu etkiler. Mine mineralizasyonunu lokal
olarak diizenlerken, dentin mineralizasyonunu ise sistemik yolla etkileyebilmektedir
(160). Kemigin mineralizasyonu icin serumda belirli konsantrasyonda Ca*? ve P
gereksinim vardir. D vitamini bu minerallerin organizmadaki diizenlemesinde
gorevlidir (161). Vitamin D eksikligi disiik kemik mineral yogunluguna, osteoporoz ve
osteopeniye neden olur. Alveolar kemik yogunlugu, osteoporoz ve dis kaybi arasinda
baglanti vardir. Yasglilardaki Ca*? ve vitamin D takviyesi kemik kaybini énleyerek
dislerin alveolar kemige tutunmasini saglar. Vitamin D eksikliginde mine ve dentin
mineralizasyonunda problemler olustugu bilinmektedir (162, 163). Klinik calismalar,
D vitamini eksikliginde dis gelisiminde gecikme, dentin hipokalsifikasyonu ile mine
hipominerlizasyonu olusabilecegini bildirmistir (13, 164). Yiiksek dozda D vitamininin

alindigi zamanlarda ise hipersementoz, pulpa taslari ve hiperkalsifikasyonlarin
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gorulebilecegi belirtilmistir (165). Dislerin stirmesinde, koklerin rezorbe olmasinda,
kemik yapim-yikimi olaylarinda D3 vitamininin osteotropik bir hormon gibi davrandigi
rapor edilmistir (166). Akut ve kronik diseti iltihabinin 6nlenmesinde de Vitamin D’nin
roli vardir. Vitamin D’nin antimikrobiyal ve anti-endotoksin aktivitesine sahip
katelisidin ve defansin gibi peptitlerin tGretimini indiklemesinden dolayi dis ¢lirtGglin
Onleyici etkisi de mevcuttur (167). Vitamin D’nin tek basina kullaniminin ya da farkli
kimyasallarla kombinasyonunun dental pulpa kok hicrelerinin odontojenik

farkhlagsmasinda da etkili oldugu gosterilmistir (16, 168-170).

2.4. Amag

Dental tedavilerin uygulanmasinda rutin protokoller izlenir ve bu protokoller
hastanin yasindan, cinsiyetinden, sistemik saglik durumundan bagimsiz olup vakanin
ozelindedir. Ancak sistemik hastaliklarin géz onlinde bulundurularak olusturulan
tedavi protokolleri tedavinin uzun dénem basarisina katkida bulunabilir. Ayrica
sistemik hastaliklarin rejeneratif endodontik tedavileri ne boyutta etkilediklerine dair
dogrudan yduritilen klinik calismalarin yerine hastalik modelinin olusturuldugu
hayvan calismalari ve hicre kiltlirt calismalari ile verilere ulasiimaya calisiimistir.
Ancak hastalik modelinin olusturuldugu hayvan calismalarinda da farkli sonuglar elde
edilmektedir (9, 10, 43-45). Agiz ve dis sagliginin korunmasi i¢in sistemik hastaliklari
olan bireylerde farkli kombinasyonlarin ve klinik uygulamalarin yapilabilecegi
dustincesi ve literatiirde yer alan mevcut bilgiler dogrultusunda MTA/1a,25(0H),D3
birlikteliginin diyabet hastalarindan elde edilecek olan dental pulpa kdk hiicrelerinin
odontojenik farkhlasmasini etkili bir sekilde indikleyecegi hipotezi 6ngorilmistir. Bu
nedenle mevcut tezin amaci diyabet hastalarindan elde edilecek olan dental pulpa
kok htcrelerinin MTA ve MTA/1a,25(0H),D3 kombinasyonuna maruz kalmalar
sonucundaki farkhlasma kapasitelerini ve 18 yas Ustl bilinen herhangi bir saglik
problemi olmayan, ila¢ kullanmayan, sigara igmeyen, son 2 haftada antibiyotik
kullanmayan saglikli bireylerden elde edilecek olan dental pulpa kok hiicrelerinin

proliferasyon ve odontojenik farklilasma kapasitelerini;
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e Kok hcrelerin MTA ve MTA/1a,25(0H)2D3 kombinasyonu ile odontojenik olarak
farkhlastiriimasi,

e Alizarin kirmizisi boyamasi ile odontojenik farklilasmanin bir gostergesi olan
kalsiyum odaklarinin boyanmasi,

e Odontojenik olarak farkhlasan hiicrelerin immiinfloresan yontemi ile karakterize
edilmesi,

e Gergek zamanl polimeraz zincir reaksiyonu (GZ-PZR) ile kdk hiicre ve odontojenik
gen belirteclerinin ifadesi ile degerlendirmektir. Boylece metabolik/sistemik bir
hastalik varliginda insan dental pulpa kdk hiicrelerinin odontojenik farklilasma
kapasitesinin, rejeneratif tedavilerde kullanilan/kullanilma ihtimali olan materyallere
maruz kalmasiyla nasil etkilendiginin in vitro olarak degerlendiriimesi ve diyabet
hastalarinda uygulanacak rejeneratif dental tedavilerin olasi basari sansi hakkinda
fikir elde edilmesi hedeflenmektedir. Elde edilen veriler ile rejeneratif dental tedavi
sirasinda kullanilabilecek alternatif secenekler olusturularak diyabet hastalarin

dislerinin korunmasi ve enfeksiyonun 6nlenmesi icin ¢alisilacaktir.
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3. YONTEM ve GEREC

Bu tez calismasi, Hacettepe Universitesi Girisimsel Olmayan Klinik Arastirmalar
Etik Kurulu tarafindan GO 18/611-06 protokol numarasi ile degerlendirilmis ve
21.06.2018 tarihli rapor ile Tibbi Etik acidan uygun bulunmustur (Ek-1). Hacettepe
Universitesi Bilimsel Arastirmalar Birimi tarafindan TSA-2019-17274 numarali proje

ile desteklenmistir.
3.1. Belirlenen Bireylerden Dental Pulpanin Elde Edilmesi

Diyabet hastaligi disinda herhangi bir sistemik hastaligi olmayan, kullandiklari
ilag grubu ayni olan, sigara icmeyen, son 2 haftada antibiyotik kullanmayan 18 yas
Ustl 3 hastanin ve bilinen herhangi bir saglik problemi olmayan, ila¢ kullanmayan,
sigara icmeyen, son 2 haftada antibiyotik kullanmayan 18 yas Ustli 3 kontroliin
Hacettepe Universitesi Dis Hekimligi Fakiltesi Agiz, Dis ve Cene Radyolojisi
Bolimiinde yapilan muayeneleri sonucunda g¢ekimi uygun gorilen ve Hacettepe
Universitesi Dis Hekimligi Fakiiltesi Agiz, Dis ve Cene Cerrahisi Bélimii’nde cekilen
gomull yirmi yas disleri hastalarin yazili onamini takiben dental pulpa izolasyonu igin
kullanild.

Cekilen disler %70’lik alkol emdirilmis gazli bezler ile silindikten sonra kron ve
kok kismindaki doku artiklari uzaklastirildi (Sekil 3.1.). Steril aletler ile sabitlenen dis
mine-sement siniri boyunca soguk su sogutmasi altinda calisan elmas diskler ile ikiye
ayrildi (Sekil 3.1.) ve steril ekskavator yardimiyla dental pulpa dokusu pulpa
boslugundan uzaklastirilarak +4°C’deki %5 Penisilin-Streptomisin (PenStrep) ve %5
Amfoterisin B (AmfB) iceren distk glikozu DMEM (Cegrogen Biotech, katalog no:
E0500-120) icerisinde 10-15 dk icinde Hacettepe Universitesi Tip Fakiltesi Tibbi

Biyoloji Anabilim Dalindaki hiicre kiltlra laboratuvarina tasindi.
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Sekil 3.1. Cekilmis dislerin Gzerindeki artik dokularin uzaklastirilmasini takiben steril
aletler ile sert dokunun kesilmesi ve pulpa dokusunun elde edilmesi.

3.2. Dental Pulpa Hiicrelerinin Besi Yerinde Cogaltiimasi

Hiicre kiltlirl laboratuvarina 1,5 ml’ik steril eppendorf icinde getirilen pulpa
dokusu 35 mm’lik seffaf petriye transfer edilerek 2 mL fosfat tamponlu salin ¢ozeltisi
(PBS) ile yikandi. Devaminda pulpa dokusu buz kahbi Gstiinde bisturi ile kiglk
parcalara ayrilarak mekanik parcalama yapildi. Distk glikoz iceren DMEM+ AmfB +
PenStrep + Kolajenaz tip 1 (3mg/mL, Chemicon, EMD Millipore Corp., Temecula, CA,
ABD) + dispaz Il (1mg/mL, Pluristem, EMD Millipore Corp., Billerica, MA, ABD) iceren
besi yerinde hicreler 1 saat boyunca 37°C’de inkiibe edildikten sonra reslispanse
edildi ve 40 um’lik gozenekleri olan filtreden (Cell Strainer, BD) gecirildi. 10 dk
1200rpm’de santriflij edildikten sonra enzimatik besi yeri uzaklastirildi ve hiicreler
daha 6nceden 37°C’de su banyosunda isitilmis disiik glikoz iceren DMEM (Cegrogen
Biotech) + %1 AmfB+100 U/mL Pen/Strep+ %15 fetal sigir serumu (FBS, Pan Biotech,
katalog no: P30-3306) iceren besi yerinde T25 flasklara ekilerek uygun saklama
kosullarindaki (37°C’de, %5C0>) etiive kaldirildi (171, 172). iki-tic giinde bir besi yeri
degisimi yapildi. Hicrelerin 7. ve 14. glinlerdeki durumu 10’luk ve 20’lik biyitmede
cekilen 151k mikroskobu fotograflarinda Sekil 3.2./de gosterilmistir. Kiltiir kabinin
yuzeyi %70 oraninda kaplandiktan sonra hicrelere pasajlama islemleri yapildi. Daha
sonraki deneylerde kullanilmak tizere farkli pasajlardaki hiicreler -196°C’de sivi azotta

stoklandi. Calismalarda 3-7 arasi pasajlar kullanildi.
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7. Gin

20X

DAPI BOYAMA

10X

Sekil 3.2. Dental pulpa koék hicrelerinin 7. ve 14. ginlerdeki 1stk mikroskobu
gorintasi (Baylitme: 10x ve 20x).

3.3. Deneylerde Kullanilacak Primerlerin PZR ile Standardizasyonu

3.3.1. RNA izolasyonu

Hlcrelerin 3. pasajindan trizol ile total RNA izolasyonu yapildi. Sirasiyla
hiicreler 2 kez PBS ile yikandi. 1mL Trizol (TRIzol™ Reagent, Invitrogen, katalog no:
15596018) ilavesini takiben hiicreler 5dk oda sicakliginda bekletildi. Daha sonra
Uzerine 250 pL kloroform eklendi ve hicre/trizol/kloroform iceren eppendorf
karistinldi. Oda sicakhginda 5 dk bekletildikten sonra ornekler, 6nceden +4°C’'ye
ayarlanmis sogutmali santrifijde (U-320 R, Boeco, Almanya) 12000rpm’de 15 dk
santrifiij edildi. Santriflij sonrasi eppendorfun Ustlinde kalan seffaf faz yeni bir
eppendorfa alindi ve Uzerine 1 mL isopropanol eklendi. 10 sn vorteks yapildiktan

sonra eppendorflar 1 saat boyunca —80°C’de bekletildi. Bir saatin sonunda 10 dk oda
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kosullarinda bekletilen eppendorflar tekrar 4°C’'de 12000rpm’de 10 dk santrifj
edildi. islem sonunda eppendorfun dibindeki pelete dikkat edilerek siipernatan
elimine edildi. Pelet devaminda %75 EtOH ile yikandi ve dikkatlice kurutuldu. 15-30
ul RNase icermeyen su ile muamele edildi ve 2-3 dk 65°C’de bekletildi. cDNA sentezi
islemi oncesinde nanodrop (ND-1000 Spectrophotometer) cihazi ile izole edilen

RNA’nin saflik ve miktar tayini yapildi. Ornekler -80°C’de saklandi.
3.3.2. cDNA Sentezi

izole edilen RNA’lar ile baslangic RNA miktari 1000ng olacak sekilde kullanici
talimatlarina gére ImProm-II™ Reverse Transcription System (Promega) ile cDNA
stogu hazirlandi. PZR tiplerine ilk olarak RNaz icermeyen su, 1000ng RNA ve 0,5 pg
Oligodt eklenerek total hacim 5 pl olarak hazirlandi ve PZR tipleri sirasiyla 5 dk
70°C’'de, 5dk buzda bekletildi. Devaminda PZR tipline 5X buffer, MgCl;, dNTP mix,
ImProm-Il RT, Rnasin Ribonikleaz inhibitori eklenerek total hacim 20 pl olarak
tamamlandi. PZR tlpleri icerisindeki karisim sirasiyla, PZR cihazinda (SimpliAmp™
Thermal Cycler, Applied Biosystems, ThermoFisher, ABD)
e 5dk 25°C,
* 60 dk 42°C,
e 15 dk 70°C ve
e son olarak 4°C’de inkiibe edildi. Yaklasik 120 dk sonunda elde ettigimiz cDNA PZR

deneyinde kullanana dek -20°C’de saklandi.
3.3.3. Primerlerin Hazirlanmasi ve PZR

Bir onceki basamakta hazirlanan c¢cDNA PZR deneylerinde 1:5 oraninda
sulandirilarak kullanildi. Uygun primer tasarimlari Ensembl ve Blast yazilimlari
kullanilarak yapildi. Mezenkimal koék hiicre belirteclerinin optimizasyonu sirasinda
ticari dental pulpa kok hiicre hattindan izole edilen RNA (PT-5025; Lonza, Basel,
isvicre) cDNA sentezi icin kullanildi. Dental pulpa kdk hiicre-fibroblast ayriminin
yapilmasinda ise ticari olarak temin edilmis deri fibroblastlarindan elde edilen RNA

cDNA sentezi icin kullanildi. Odonto/osteojenik farklilasma belirteglerinin
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standardizasyonunda ise dogrudan pulpa dokusundan ve pulpa odasinin
duvarlarindan izole edilen odontoblast hiicrelerinin RNA’s1 kullanildi (173, 174). Her
primer (Oligomer Biyoteknoloji A.S.), Uretici firmanin talimatlari dogrultusunda
nikleaz igermeyen ultra saf distile su ile sulandirilarak hazir hale getirildi. GZ-PZR igin
kullanilacak primerlerin ¢alisip calismadiginin ve optimum ¢alisma sicakliginin tespiti
icin Tablo 3.1."de yer alan primerlerle 58°C-63°C arasindaki sicakliklarin denendigi PZR
deneyleri yapildi. izole edilen hiicrelerin mezenkimal kék hiicre karakteristigini
gostermek icin Oct-4, Nanog, CD73, CD90, CD106, CD34 ve CD45 belirtecleri,
farklilasma deneylerine maruz kalan hiicrelerin odonto/osteojenik farklilasmasinin
analizinde DMP1, DSPP, COL1al ve OCN belirtecleri kullanildi. Hastalardan ve
kontrollerden elde edilen kdk hiicrelerdeki D vitamini reseptoriiniin ifadesinin
degerlendirilmesinde VDR belirteci kullanildi. Tim GZ-PZR deneylerinde 68-aktin

housekeeping gen olarak kullanildi.

Tablo 3.1. Deney icin kullanilan primerlerin dizileri ve uzunluklari.

Primerler Forward Reverse Baz
Uzunlugu

Oct 4- | GTGGAGAGCAACTCCGATG TGCTCCAGCTTCTCCTTCTC 86bp

POUS5F1

Nanog ACCAGTCCCAAAGGCAAACA GAGGCCTTCTGCGTCACAC 302bp

CD73-NT5E GCCTGGGAGCTTACGATTTTG TAGTGCCCTGGTACTGGTCG | 196bp

CD90-Thy-1 | GAAGACCCCAGTCCAGATCCA TATTCTCATGGCGGCAGTCC | 167bp

CD34 CCTGAAAAAGCTGGGGATCCTA | CTGAAGAGTGGTCAGGGTT 201bp
CcC

CD45-PTPRC | TTCCCCCACTGATGCCTACCT AACTTTTCAACCCCTGGTGG 345bp

C
CD106- GGCAGAGTACGCAAACACTT GGCTGTAGCTCCCCGTTAG 175bp
VCAM
DMP1- TTGTGAACTACGGAGGGTAGA | AAGGGTGGTGTTGGTGCCT | 171 bp

DMAPP GGT GA
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DSPP TAGCATGGGCCATTCCAGTT ACTGGCATTTAACTCATCCT | 119 bp
GTACT

BGLAP (OCN) | CTCACACTCCTCGCCCTATTG GCTTGGACACAAAGGCTGC | 109 bp
AC

COLlal GCGAAGGCAACAGTCGCT CTTGGTGGTTTTGTATTCGA | 101 bp
TGAC

VDR AGACCTACGACCCCACCTAC AGGTGAGGTCTCTGAATCC | 345bp
TG

B-aktin ACAGAGCCTCGCCTTTGCC GATATCATCATCCATGGTGA | 70bp
GCTGG

PZR karisiminin toplami 25 pl olacak sekilde icerigine Taq Buffer, 2,5uM dNTP,
MgCl,, forward primer, reverse primer, Tag DNA polimeraz (ThermoFisher Scientific,
500U, 5 U/ul), nikleaz icermeyen su ve cDNA ilave edildi. Tim genler icin buz
icerisinde 25 pl olarak hazirlanan karisim PZR cihazinda (SimpliAmp, Thermal Cycler,
Applied Biosystems) 58°C-63°C arasindaki farkl sicakliklara ayarlanmis kuyucuklara
yerlestirildikten sonra, PZR sartlari cihaza girildi: 94°C'de 4 dk 1 kez (denatiirasyon
basamagi icin); 94°C’de 30 sn + 58-63°C'de 30 sn + 72°C’de 30 sn 35 kez
(amplifikasyon basamagi icin); 72°C’de 4 dk 1 kez (son uzama basamagi i¢cin) ve 4°C’de
bekleme (6rnekler jele yiiklenene kadar cihazda +4°C’de ya da buzdolabinda -20°C'de

tutuldu) islemlerinden olusan is1 donguleri uygulandi.

3.3.4. Agaroz Jelin Hazirlanmasi

Cam beher icinde karistirilan 2 gram toz halindeki Agaroz ve 100 mL Tris Asetik
Asit (TAE) tamponunda mikrodalga firinda ¢6zildi. Bahsi gegen slirenin sonunda
seffaf, partikil icermeyen bir karisimin olusmasindan sonra beher icine 10 ul etidyum
bromir koyulup karnistirildi ve 5 dk boyunca karisim sogumaya birakildi. Sogumayi
takiben, karisim taraklarin bulundugu jel tanki igine dokildi. Karisim polimerize
olduktan sonra taraklar ylikleme kuyularini agiga ¢ikarmak icin uzaklastirildi. Jel, 1X
TAE karisimi iceren jel tankina yerlestirildi. 10 pl PZR rini ile 2 pul 6X DNA Loading
Dye (katalog no: R0611, Thermo Scientific, ABD) karistirildi. Hazirlanan karisimlar
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pipetler yardimiyla kuyucuklara yuklendi ve 2 ul GeneRuler 50 bp DNA Ladder
(Katalog no: SM0373, Thermo Scientific, ABD) kullanild. Jel tanki, gli¢c kaynaginin arti
ve eksi kutuplarina baglandiktan sonra, orneklerin 120 Watt 30-35 dk boyunca,
elektroforez islemi gerceklestirildi. Jel elektroforez isleminden elde edilen DNA
bantlari Biometra UV transiliminator cihazi ve BioDoc yazilimi ile gorintilendi.

Alinan sonuglar dogrultusunda GZ-PZR hazirligina gegildi.
3.4. Dental Pulpa Kok Hiicrelerinin Odontojenik Farkhlastiriimasi

Besi yeri optimizasyon analizlerinde sadece kontrollerden elde edilen dental
pulpa kok hicreleri kullanildi. Odontojenik farklilastirma 6ncesinde optimize edilmesi
gereken deksametazon ilavesi, MTA uygulama yontemi ve 1a,25(0OH),D3

konsantrasyonu olmak Uzere (i¢ degisken mevcuttu.
3.4.1. Deksametazon ilavesi

Odonto/osteojenik farklilastirmayi indikleyen ajanlardan B-gliserofosfat (B-
GP) mineral olusumunda fosfat kaynagi olarak gorev alir ve hiicre disindaki kinaz
fosforilasyonu ile odonto/osteojenik gen ekspresyonunu indiikler. Askorbik asit (AA)
kolajen Tip 1 salgisini arttirir. Deksametazon ise mitojen aktive protein kinazi aktive
ederek Runx2’yi regile eder. Farklilastirma deneylerine baslamadan 6nce literatiirde
bazi calismalarda deksametazonun kullanilmadigi gérilmustir (175-177). Bu nedenle
saglikli bireylerden elde edilen dental pulpa kdk hiicreleri 100nM deksametazon
iceren ve icermeyen farkhlastirma besi yerine (FB: dislik glikoz iceren DMEM + %1
Amf B+100 U/mL PenStrep+ %10 FBS + 10mM [-GP+ 50 pg/mL AA) maruz
birakilmistir. 14. giinlin sonunda yapilan alizarin kirmizisi boyamasinin kantitasyonu
ile FB’ye deksametazon ilave edilip edilmemesine karar verildi. ilgili deney diizenegi

Sekil 3.3."te gosterildi.
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Sekil 3.3. Deksametazon ilavesi deneyi icin planlanan 12 kuyucuklu plakanin sematik
cizimi.

3.4.2. MTA Hazirlama Yontemi

Farkhlastirma deneylerine baslamadan dnce bir sonraki asamada belirlenmesi
gereken durumlar mineral trioksit agregatin (Angelus MTA, Angelus, Londrina, PR,
Brezilya) besi yerine nasil ilave edilecegi idi. Bu amacla MTA literatlrde yer alan 2

farkl yontemle hazirlanmistir:

Yéntem 1: MTA 2 mg/mL olacak sekilde %5 FBS iceren dusuk glikoz DMEM’e eklendi.
24 saat etiivde inkiibe edildikten sonra besi yeri 0,22 um (Minisart Syringe Filter,
Sartorius) filtreler kullanilarak filtre edildi (176).

Yontem 2: MTA 1:3 oraninda su ile karigtirilarak steril 5 mm ¢apinda 2 mm
yuksekligindeki teflon disklere yerlestirildi (Sekil 3.4.) ve bu diskler 24 saat etlivde
inklibe edildikten sonra UV i1sina maruz birakildi (178). Sertlesen diskler besi yerine
aktarilip tekrar 24 saat etlivde bekletildi. Daha sonra bu besi yeri de 0,22 um (Minisart
Syringe Filter, Sartorius) filtreler kullanilarak filtre edildi. ISO 10993-5 (1,5 cm?/mL)
standardina gore diskin kapladigi alan ve gerekli besi yeri miktari hesaplandi. Yaklasik

471 pl besi yerine 1 disk olacak sekilde besi yeri hazirlandi.
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* Yontem 1: Yoéntem 2:

Sekil 3.4. Farklh yontemlerle hazirlanan MTA karisimi.

Her iki yontemle hazirlanan stoklar ile dental pulpa kdk hiicreleri 14 giin
stireyle farklilastirmaya maruz birakildi. 14. giinde alizarin kirmizisi boyamasi

yapilarak hicre ici kalsiyum sentezi ve/veya birikimi belirlendi.

3.4.3. 1a,25(0H).D3 ve MTA Konsantrasyonu

Besi yerine ilave edilecek MTA ve 1a,25(0OH),D3 (Sigma D1530)
konsantrasyonlarinin optimize edilmesiicin literatirde kullanilan farkh 1a,25(0H),D3
(10 nM ve 100nM) (16) ve MTA konsantrasyonlari (0,02 mg/mL ve 0,002 mg/mL)
(176) test edildi. Bu amagla 96 kuyucuklu plakaya ekilen 10* hiicre 24 ve 72 saat
boyunca farkl konsantrasyonlarda MTA ve 1a,25(0OH),D3 iceren besi yerine maruz
birakildi ve deney siiresince plaka 37°C %5 CO;’de inkiibe edildi. Deney sirelerinin
sonunda MTT testi [3-(4,5-dimetiltiazol-2-il)-2,5-difeniltetrazolium bromid, Cell
Proliferation Kit I, Roche Diagnostics, Mannheim, Almanya) yapildi ve plakada

¢Okelen formazan kristalleri spektrofotometrik olarak 570 nm’de analiz edildi.

3.5. Kalsiyum Odaklarinin Tespiti

Odontojenik farkhlasmanin bir gostergesi olan kalsiyum odaklarinin tespiti igin
deneyler 3 tekrar olacak sekilde 24 kuyucuklu plakalara ekilen 5 x 10* hiicre ile
gergeklestirildi. Farklilastirma islemi ©nceki asamalarin sonucunda belirlenen

kombinasyonlar ile hiicrelerin %80 yogunluga ulasmasi ile baslatildi ve besi yerleri 2-
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3 glinde bir degistirildi. Sekil 3.5.te bu deney icin hazirlanan 24 kuyucuklu bir plakanin

sematik gorlintisi yer almaktadir.
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Sekil 3.5. Kontrollerden (K) ve DM hastalarindan edilen dental pulpa kdk hiicrelerinin
farkli farkhlastirma besi yerlerine maruz kaldigini gésteren 24 kuyucuklu
plakanin sematik ¢izimi.

Farkhlasmanin 14. giininl takiben hicre ici kalsiyum sentezini ve/veya
birikimini saptamak i¢in kullanilacak Alizarin Kirmizisi S boyamasi i¢in toz halindeki 2
gr Alizarin Kirmizi S (ab146374, lot: GR3267144-4, Abcam), 100 mL distile su ile
karistirildi. Karisima %0,5’lik amonyum hidroksit (NHsOH) eklenerek pH’si 4,2-4,3’e
ayarlandi. Boyama isleminden once fikse edilen hiicrelerin boyayi daha iyi icine almasi
icin sirasiyla %96, %80, %70’lik alkolden gecirildi. Taze hazirlanan Alizarin Kirmizi S
fikse edilen hiicrelerin lzerinde 40 dk silireyle karanlik bir ortamda bekletildi. Daha
sonra alkol basamagi diistik konsantrasyondan yiiksek konsantrasyona dogru sirasiyla
tekrarlandi ve en son olarak boyanan hiicreler distile su ile 2 kere yikanarak isik
mikroskopu altinda incelendi. Devaminda 6rnekler asetik asit ile literatirdeki adimlar
takip edilerek muamele edildi (179). Hicreler 30 dk boyunca %10 asetik asitle
bekletildikten sonra stispansiyon 1,5 mL eppendorflara aktarildi. Eppendorflar 30 sn
vortekslendikten sonra 10 dk 85°C’de ve akabinde 5 dk buzda bekletildi. Devaminda
onceden +4°C’ye ayarlanmis sogutmali santrifiijde (U-320 R, Boeco, Almanya)
12000rpm’de 15 dk santriflj edilen eppendorflardan siipernatan yeni eppendorflara
aktarildi. Tekrar pH karisima %0,5’lik amonyum hidroksit (NH4OH) eklenerek 4,2-4,3’e
ayarlandi. Daha sonra slispansiyon ve olusturulan standartlar 96 kuyucuklu plakalara

aktarildi. Alizarin kirmizisi spektrofotometrik olarak 405 nm’de kantite edildi.
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3.6. Gergek Zamanl Polimeraz Zincir Reaksiyonu Analizi

Sekil 3.6."da sematik cizimi gorilen 12 kuyucuklu plakalardan elde edilen
hicrelerden farkhlastirmanin 14. gliniinde izole edilen RNA’larindan Bolim 3.3.2.'de
belirtildigi gibi cDNA‘lar sentezlendi. Baslangicta her bir kuyucuga 10° hiicre ekildi ve
hicreler, %80 yogunluga ulastiginda BoOlim 3.4.1.’de elde edilen veriler
dogrultusunda olusturulan besi yeri kombinasyonlari ile hiicreler 2-3 gilinde bir

degistirilen besi yerleri ile farklilastirmaya maruz birakildi.
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Sekil 3.6. Kuyucuklara kontrollerden (K) ya da DM hastalarindan elde edilen dental
pulpa kok hicreleri ekilmistir. Toplamda 6 adet 12 kuyucuklu plaka
hazirlanmistir.

Sentezlenen primerin cDNA (zerindeki ilgili bélgeyi cogaltip ¢ogaltmadigini
gostermek icin Bolim 3.3.’te anlatilan PZR ve jel elektroforez islemleri yapildi. GZ-PZR
ise primerin etkisiyle ¢ogalan cDNA’nin miktari ile ilgili veri saglamasi ve kantitasyon
imkani olmasi nedeniyle gergeklestirildi. Reaksiyon sirasinda kullanilan SYBR green
boyasi, yeni olusan DNA molekdllerine baglanarak floresan isima yapar. Bu 1sima, GZ-
PZR cihazi tarafindan algilanarak i1simanin siddetine rakamsal deger verilir, boylece
sentez edilen DNA’nin miktari olgulir.

GZ-PZR icin Sigma Sybr® Green JumpStart™ Taq Ready Mix™ kiti kullanildi ve
karisim enzimi, 25 mM MgCl,’yi, forward primeri, reverse primeri, distile suyu ve

cDNA'yI kapsayacak sekilde hazirlandi. Karigimlar, cDNA icermeyen negatif kontroller
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ve standartlar 96 kuyucuklu seffaf plakalara (Multiplate™ PCR plates 96-well clear,
Bio-Rad, katalog no: MLP9601) yerlestirildi ve seffaf filmler (Microseal® ‘B’ seal Seals,
Bio-rad, katalog no: MSB1001) ile tzeri dikkatli bir sekilde kapatildi. Plakalar iQ™5
Bio-Rad cihazina yerlestiriimeden 6nce 2 dk siireyle 1000 rpm’de santrifiij edildi.
Cihaza yerlestiriimeden 6nce GZ-PZR sartlari cihaza asagidaki sekilde girildi:

¢ 95°C’ de 2 dk 1 kez (denatlirasyon basamagi icin)

® 95°C’ de 10 sn +58-60°C’de 20 sn 40 kez (amplifikasyon basamagi icin)

® 95°C’ de 10 sn ve 55°C’ de 20 sn 1 kez islemlerinden olugan is1 déngileri uygulandi.
Ornekler jele yiiklenene dek -20°C’de saklandi.

Farkhlasan hicrelerin ve farklilasma ajanlarini icermeyen besi yerinde
¢ogaltilan hicrelerin cDNA‘lari COL1al, DMP-1, DSPP, OCN genlerinin ekspresyonlari
icin kullanilirken, kok hicre karakteristigini gostermek icin sadece farklilasma
ajanlarini icermeyen besi yerinde c¢ogaltilan hicrelerin ¢cDNA’lari kullanildi. Bu
hiicreler ile Nanog, Oct-4, CD34, CD45, CD73, CD90, CD106 genlerinin ifadeleri
degerlendirildi. Her iki durumda da B-aktin normalizasyonda housekeeping gen olarak
kullanildi ve elde edilen degerler 2-42%) metodu kullanilarak analiz edildi. islemler 3

tekrar halinde gerceklestirildi.
3.7. immiinfloresan boyama

Bolim 3.5’te aciklandigi gibi hazirlanan 24 kuyucuklu 3 plakaya hiicrelerin
ekiminden once steril yuvarlak uygun boyutlu lameller yerlestirildi ve hiicreler bu
lamellerin Uzerine ekildi. Odonto/osteojenik indiklemeyi takiben dental pulpa kok
hicreleri 14. giinde, %4 paraformaldehit ile 15 dk boyunca fikse edildi, devaminda
hiicreler 2 kez 0,5 mL PBS ile yikandi. Fiksasyon sonrasi hiicreler 60 dk sireyle %10
keci serumunda bloke edildi. Daha sonra tavsan poliklonal primer antikorlar ile [Anti-
BSP 11 (1:100, Abcam, ab52128), Anti-DMP-1 (1: 100 Abcam, ab103203), Anti-kolajen
lile (1:100, Abcam, ab34710)] hiicreler oda sicakhginda 1 saat boyunca inkiibe edildi
(180). Tekrar PBS ile yikanan hiicreler devaminda 37 °C’de 1 saat boyunca spesifik
ikincil antikor (goat anti-rabbit IgG H&L Alexa Fluor® 488; ab150077, 1:1000) ile
inklibe edildi. Nukleer boyanma igin, hiicreler oda sicakliginda 1 dk DAPI (1:4000) ile
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muamele edildi. ProLong™ Gold anti-fade reagent with DAPI (Invitrogen, Thermo
Fisher) ajan ile lama yapistirilan lameller 24 saat sonra floresan mikroskobunda
(Axioplan 2, Carl Zeiss) gorintilendi. Goéruntiler ayrica Image J yazilimi (1.53a,
Wayne Rasband, Ulusal Saglk Enstitlisii, ABD) kullanilarak floresan yogunlugu

acisindan kantite edildi.
3.8. Verilerin Analizi

Deneylerin sonucunda elde edilen veriler (MTT degerleri, alizarin kirmizisi
absorbans degerleri, 2722t degerleri, gdreceli floresan kantitasyon degerleri) normal
dagihm acisindan Shapiro-Wilk testi ile degerlendirildi. Veriler normal dagilim
gostermeleri durumunda iki yonli varyans analizi ya da tek yonli varyans analizi ve
post-hoc Bonferroni testiile 0,05 anlamlilik diizeyinde degerlendirildi. Normal dagilim
gostermeyen verilerin analizi Kruskal-Wallis ve Dunn post-hoc testleri ile yapildi.
istatistiksel analizlerin yapilmasinda GraphPad Prism versiyon 9.0.0 deneme siirimii

paketi kullanildi.



4. BULGULAR

4.1. Dental Pulpa Dokusunun Elde Edildigi Bireyler

Tablo 4.1.”de galismada kullanilan dental pulpa dokularinin elde edildigi

hastalarin demografik bilgileri yer almaktadir.

Tablo 4.1. Pulpa dokularinin elde edildigi hastalarin demografik verileri.*

Bireyler Cinsiyet Yas Kullanilan
ilaglar

K K 32 X

K K 28 X

K E 26 X

DM K 23 insiilin (5 yil)
DM K 25 insiilin (2 yil)
DM K 23 insiilin (3 yil)

*K: Kontrol, DM: Diyabet hastaligl, K: Kadin, E: Erkek, AB: antibiyotik

Calismaya sigara icmeyen ve son 2 hafta icinde herhangi bir nedenle
antibiyotik kullanmayan bireyler dahil edilmistir. Dental pulpa kok hiicreleri
cekimi Hacettepe Universitesi Dis Hekimligi Fakiiltesi Agiz, Dis ve Cene
Radyolojisi Boliminde yapilan muayeneleri sonucunda uygun gorilen
gomuli/yar gomull 3. blyik azi dislerinden elde edilmistir. Kontrollerin 2’si
kadin 1’i erkek olup yas ortalamasi 28,66 iken, diyabet hastalarinin hepsi kadin
ve Tip 1 diyabet olup yas ortalamasi 23,66 idi. Kontrollerin bilinen higbir
sistemik hastaligi olmayip, diger bireylerin sadece Tip 1 diyabet olduklari,
instlin kullandiklari ve HbAi. degerlerinin %7’nin altinda oldugu tespit
edilmistir (EK-7). Calismanin ornek toplama doéneminde calismanin dahil
edilme kriterlerine uygun Tip 2 diyabet hastalarinin dislerinden pulpa dokusu
izole edilememistir. Bu nedenle deneylerde sadece Tip 1 diyabet hastalarindan
elde edilen dental pulpa kok hiicreleri kullanilmigtir. Bulgular bolimiinde tablo

ve sekillerde yer alan DM kisaltmasi Tip 1 diyabet hastalarini simgelemektedir.

37
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4.2. Mezenkimal Kok Hiicrelerin Karakterizasyonu

Dis cekimlerini takiben hiicre kiiltliri laboratuvarinda enzimatik olarak ayristirilan
dental pulpa dokusu uygun sartlarda inkibe edilerek pasajlanmistir. Pulpa
dokusunda, fibroblastlar, farklilasmamis mezenkimal hiicreler ve diger hiicre tipleri
(makrofajlar, lenfositler vb.) bulunmaktadir. Dental pulpa kék hiicreleri fibroblast
benzeri morfoloji gdsteren hiicreler oldugu (Sekil 4. 1.) icin hiicre kiltlirii ortaminda
ayirt edilmeleri zordur. Bu nedenle, izole edilen hiicrelerde fibroblast
kontaminasyonunun olmadigini gdstermek icin mezenkimal kdk hiicreler tarafindan
gen ifadesi bildirilen, ancak fibroblastlar tarafindan ifadesinin olmadigi belirtilen
CD106 geni (181) icin primerler sentezlenmistir. Fibroblast kontaminasyonunun
olmadigini gostermek icin deri fibroblast hicreleri kontrol olarak kullanilmistir (Sekil
4.2.). Kok hicrelerin izole edildigini gostermek icin ise ticari olarak elde edilen dental
pulpa kok hicreleri kontrol olarak kullaniimistir. Tum hiicrelerden, elde edilen
RNA’nin nanodrop cihazinda olgllen saflik ve miktarlari Tablo 4.2.”de yer almaktadir.
izole edilen RNA’nin saflik ve miktarinin cDNA sentezi icin uygun oldugu

belirlendikten sonra sentezlenen cDNA’lar ile deneyler gergeklestirilmistir.

Tablo 4.2. Elde edilen RNA’larin saflik ve miktar tayini sonuglari.

Ornek Adi 260/280 260/230 ng/ul
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 1,85 1,75 736,6
pulpa kok hiicre hatti
DFH 1,93 1,88 857,7

DFH: Deri Fibroblast Hiicreleri; DM: Tip 1 Diyabet, K: Kontrol
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Sekil 4.1. Isik mikroskobu altinda deri fibroblast hticreleri (A) ve dental pulpa kok
hicrelerinin (B) goriinimu (Blyttme: 10x).

Sekil 4.2. CD106 genine ait cDNA amplifikasyonunun agaroz jel (%2) elektroforez
gorlntisl, M: Marker (DNAmark 50bp PLUS), K: Kontrol, DM: Tip 1
Diyabet, DFH: Deri Fibroblast Hiicresi, NTC: 6rnek icermeyen kontrol.

Kontrolden, hastalardan ve de ticari dental pulpadan izole edilen hiicrelerin
CD106 ifadesine sahip oldugu ancak deri fibroblastinda ve negatif kontrolde ifade
olmadigi Sekil 4.2”de gorilmektedir. Bu veri de orneklerde fibroblast
kontaminasyonu olmadigini géstermektedir.

Akis sitometri calismalarinda mezenkimal kok hiicre populasyonunun %95 veya
daha fazlasinin CD73 (ekto-5'-nikleotidaz), CD90 (Thy-1), CD105 (endoglin)
antijenleri icin pozitif oldugu; CD11b, CD14, CD19, CD34, CD45, CD79a, HLA sinif Il
gibi hematopoetik antijenlerdeki pozitiflik oranlarinin da %2’yi gegmedigi pek ¢ok kez
gosterilmistir (80, 81). Bu bilgilerin 1s18iInda mezenkimal kok hiicrelerin izole edildigini

gosterebilmek icin pozitif antijenlerden CD73 ve CD90 igin, hematopoietik
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antijenlerden CD34 ve CD45 igin primerler sentezlenmistir. Ayrica kok hiicreler
tarafindan ifade edilen transkripsiyon faktorlerinden Oct-4 ve Nanog icin de primerler
sentezlenmistir. Bu primerler ile yapilan cDNA amplifikasyonunun agaroz jel
goruntileri Sekil 4.3.de yer almaktadir. B-aktin housekeeping gen olarak

kullaniimistir. Deney 3 kez tekrarlanmistir.

CD90

v

-_—
KI K2 DM1 DM2 L
P

K1 K2 DM1 DM2 L NTC
P

CD34

K K DM DM L THK NTC
—

NANOG

Kl K2 DM1 DM2 DM3
— — — i
K2 DM1 DM2 DM3 L NTC
| —

by ng/aspg %

K1 K2 DM1 DM2 Dm3 L NTC

70bp

Sekil 4.3. Dental pulpa dokusundan izole edilen hiicrelerin mezenkimal kok hiicre
ozelligi  tasidigini  gostermek icin  kullanilan  genlerin  cDNA
amplifikasyonunun agaroz jel elektroforez goriintileri (K: Kontrol, DM: Tip
1 Diyabet hastalari, L: Lonza ticari dental pulpa hiicreleri, THK: Ticari
Hematopoietik Kok Hiicre, NTC: 6rnek icermeyen kontrol).
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Kok hiicre belirteglerinin ifadeleri GZ-PZR deneyleri ile de analiz edilmistir.
Normalizasyonda housekeeping gen olarak B-aktin kullanilmis ve CD45’in cycle
threshold (Ct) degerleri bir olarak kabul edilerek hesaplamalar yapilmistir. Genlerin,

2-(A2t) metoduna gore hesaplanan kat degisimleri Sekil 4.4.’de yer almaktadir.
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Sekil 4.4. Kontrollerden (A) ve hastalardan (B) elde edilen dental pulpa kok hicreleri
ile yapilan GZ-PZR deneyleri sonucunda olusan goreceli kat degisimleri

(n=9).
izole edilen hiicrelerde mezenkimal kék hiicre antijeni olan CD73 ve CD90
ifadesinin oldukg¢a yiksek oldugu ve hematopoetik antijenlerden CD34 ve CD45’te
jelde bant goriintiisi izlenmedigi ve GZ-PZR’deki kat degisiminin oldukca az oldugu
gorilmastir (Sekil 4.3., Sekil 4.4., EK-4.). Bu bulgular sonucunda pulpa dokusundan
mezenkimal kok hiicre izolasyonunun gerceklestigi belirlenmistir. Calismanin bir
sonraki asamasinda farklilastirma deneylerinde kullanilacak besi yerinin

optimizasyonu bulgulari yer almaktadir.
4.3. Farklilastirma Besi Yerinin Olusturulmasi

Farkhlastirma besi yerinin optimizasyon deneylerinde kontrollerden elde
edilen dental pulpa kdk hicreleri kullanilmistir. Farkhlastirma igin standart bir besi
yeri olmamakla beraber odonto/osteojenik farklilastirmayi indikleyen besi yerinde
yaygin olarak B-gliserofosfat (B-GP), askorbik asit ve deksametazon kullaniimaktadir.

B-GP mineral olusumunda fosfat kaynagi olarak gérev alir, askorbik asit Tip 1 kolajen
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salgisini arttirir. Deksametazon ise mitojen aktive protein kinazi aktive ederek
Runx2’yi regiile eder; ancak farklilastirma deneylerine baslamadan 6nce literatirde
bazi ¢calismalarda deksametazonun kullanilmadigi gérilmdstiir (175-177). Bu nedenle
ilk olarak odonto/osteojenik farklilasma deneylerinde kullanilan 100 nM (182)
deksametazon FB’ye (Farklilastirma besi yeri: disiik glikoz iceren DMEM + %1
AmfB+100 U/mL PenStrep+ %10 FBS + 10mM PGP+ 50ug/mL AA) eklenmeden ve

eklenerek hiicreler 14 giin boyunca farklilastirilmaya maruz birakilmistir.
4.3.1. Deksametazon ilavesinin Etkisi

Planlanan deney siresinin  sonunda hiicreler odonto/osteojenik
farkhilagsmanin bir gostergesi olan kalsiyum odaklarini kirmizi/turuncu renkte boyayan
alizarin kirmizisi ile boyanmis ve sonrasinda spektrofotometrik olarak kantite
edilmistir. Sekil 4.5."te boyanma sonucunda kuyucuklarin gérintisi ve Sekil 4.6.da
alizarin kirmizisi boyamasinin spektrofotometrik sonuglari yer almaktadir. istatistiksel
karsilastirmalarda tek yonli varyans analizi ve post-hoc Bonferroni testi yapiimistir

(p<0,05).

FB/-DEX

FB/+DEX

Sekil 4.5. Kontrollerden elde edilen dental pulpa kok hicrelerinin farklilastirma
ajanlari ilave edilmeyen normal besi yerine (A: NB), deksametazon ilave
edilmeyen farklilastirma besi yerine (B: FB/-DEX), deksametazon ilave
edilen farklilastirma besi yerine (C: FB/+DEX) maruz kalmasi sonucu
alizarin kirmizisi boyamasi goriintiisa.
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Sekil 4.6. Deksametazonun Farklilasmaya Etkisi: Farklilastirma ajanlar ilave
edilmeyen normal besi yerine (NB), deksametazon ilave edilmeyen
farkhlastirma besi yerine (FB/-DEX), deksametazon ilave edilen
farklilastirma besi yerine (FB/+DEX) maruz kalan hicrelerin
spektrofotometrik analizi. FB/-DEX anlamli olarak diger gruplara gore
daha fazla kalsiyum odagi olusmasina neden olmustur. (istatistiksel
karsilastirmalarda tek yonli varyans analizi ve post-hoc Bonferroni testi
kullanildi p<0,05, n=9, OD: 405 nm).

Kalsiyum birikimini gosteren alizarin kirmizisi boyasinin spektrofotometrik
kantitasyonu besi yerine deksametazon eklenmedigi zaman alizarin kirmizisi
boyamasi sonucunda daha yliksek absorbans degerleri elde edildigi tespit edilmistir
(p<0,05), bu nedenle farkhlastirma besi yerine deksametazon ilave edilmemesine

karar verilmistir.
4.3.2. MTA Hazirlama Yonteminin Belirlenmesi

MTA’nin hazirlanmasinda iki farkli yontem test edilmistir. Bunlardan ilkinde
MTA dogrudan besi yerinde ¢ozlindikten sonra filtre edilen besi yeri kullaniimistir.
ikincisinde ise Uretici talimatlari dogrultusunda su ile karistirilan MTA teflon disklere
konulmus, bu sekilde sertlesen MTA diskleri daha sonra besi yerine konmus ve
literatlrde onerilen bekleme siiresinin sonunda diskler uzaklastirilarak besi yeri yine

filtre edilmistir. Farklilagtirma ajanlari icermeyen normal besi yerine, farklilagtirma
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ajanlari (10mM BGP+ 50ug/mL AA) iceren toz halindeki MTA’dan elde edilen besi
yerine ve farklilastirma ajanlari (10mM BGP+ 50ug/mL AA) iceren disk halindeki
MTA'dan elde edilen besi yerine 14 giin slreyle maruz kalan hiicreler yine
farklilasmanin bir gostergesi olan kalsiyum odaklarini kirmizi/turuncu renkte boyayan
4,2-4,3 pH’daki alizarin kirmizisi ile boyanmistir. Sekil 4.7. ve EK-4.’te kantite edilen
alizarin kirmizisi boyamasinin sonuglari yer almaktadir. istatistiksel karsilastirmalarda

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

0.3

0.1

Alizarin Red Absorbans Degeri

Deney Gruplari

Sekil 4. 7. MTA'nin Farklilasmaya Etkisi I: Farklilastirma ajanlari ilave edilmeyen
normal besi yerine (NB), sadece farkhlastirma ajanlarini (10mM PGP+
50ug/mL AA) iceren besi yerine (FB), farklilastirma ajanlari igeren disk
halindeki MTA’dan elde edilen besi yerine (FB_MTAD) ve farklilastirma
ajanlari iceren toz halindeki MTA’dan elde edilen besi yerine (FB_MTAT)
maruz kalan hicrelerin spektrofotometrik analizi. FB_MTAT anlamh olarak
diger gruplara gore daha fazla kalsiyum odagi olusmasina neden olmustur.
(istatistiksel karsilastirmalarda tek yénli varyans analizi ve post-hoc
Bonferroni testi kullanildi p<0,05, n=9, OD: 405 nm).

Sekil 4.8./de alizarin kirmizisina maruz kalan dental pulpa kdk hiicrelerinin
kuyu ve 1sitk mikroskobu gortintileri yer almaktadir. Farklilastirmanin gostergesi olan
kalsiyum odaklari alizarin red boyamasi sonucunda kirmizi/turuncu renkte

gozlemlenmistir.
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Sekil 4.8. MTA’'nin Farklilasmaya Etkisi Il: Farklilastirma ajanlari ilave edilmeyen
normal besi yerine (NB), farklilastirma ajanlari iceren disk halindeki
MTA’dan elde edilen besi yerine (FB_MTAD) ve farklilastirma ajanlari
iceren toz halindeki MTA’dan elde edilen besi yerine (FB_MTAT) maruz
kalan hiicrelerin alizarin red boyamasi sonrasinda kuyu ve 151k mikroskobu
gorintisi (Bayltme: 4x).

Her iki yontemle hazirlanan MTA, NB’ye maruz kalan hiicrelere gore anlamli
farkhihiklar olustursalar da toz seklinde dogrudan besi yerine ilave edilen MTA'nin
(FB_MTAT) farkhlastirma (zerinde daha etkili oldugu gortlmustir (p<0,05). Bu
nedenle MTA’'nin besi yerine toz halinde ilave edilmesine karar verilmistir. 0,02

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

100 nM 1a,25(0OH).D3 ilave edilerek bir sonraki is paketi gergeklestirilmigtir.

4.3.3. 1a,25(0H),D3 ve MTA Konsantrasyonlarinin Optimizasyonu

1a,25(0H),D3 ve MTA'nin yiiksek konsantrasyonlarinin sitotoksik oldugu
bilinmektedir. GCalismada kullanilacak konsantrasyonlarinin optimizasyonu igin
literatlrde dental materyallerin sitotoksisite degerlendirmelerinde siklikla kullanilan
testlerden biri olan MTT testi kullaniimistir. Bu test MTT’yi mavi, ¢6zlinmeyen
formazan bilesigine donistirebilen dehidrogenaz enzim aktivitesini 6lgmektedir.
Uygulanan materyal sitotoksik degil ise hiicrede dehidrogenaz aktive olur ve
mavi/mor renkli formazan ¢okeltisi olusur. Formazan olusumu, optik yogunlugun
spekrofotometre ile olclilmesi veya elektron mikroskobuyla test O6rneginin

cevresindeki formazan 1si8in  belirlenmesi  yontemleriyle saptanmaktadir.



46

Proliferasyonun saptanmasi ve olusabilecek farkliliklarin tespit edilmesi icin hiicreler

24 ve 72 saat slireyle Tablo 4.3.’teki besi yerlerine maruz birakilmistir.

Tablo 4.3. MTT testinde kullanilan besi yerleri.

Besi yeri icerigi

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

Farklilastirma Besi yeri NB, 10mM B-GP, 50 ug/mL AA
(FB)
FB_MTA FB, 0,002mg/mL MTA

FB, 0,02mg/mL MTA

FB_1a,25(0H).D3 FB, 10 nM 10,25(0H),D3

FB, 100 nM 1a,25(0OH),D3

FB_MTA_1a,25(0OH).D3 FB, 0,002mg/mL MTA, 10 nM 1a,25(0H).D3

FB, 0,002mg/mL MTA, 100 nM 10,25(0OH),D3

FB, 0,02mg/mL MTA, 10 nM 1a,25(0H),D3

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

MTT test sonuclari Sekil 4.9.’da yer almaktadir. Degerlerin karsilastiriimasinda

Kruskal-Wallis ve Dunn testleri kullaniimistir (p<0,05).
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NB

FB

FB+0,002MTA
FB+0,02MTA
FB+10VitD3
FB+100VitD3
FB+0,002MTA+10VitD3
FB+0,002MTA+100VitD3
FB+0,02MTA+10VitD3
FB+0,02MTA+100VitD3

Sekil 4.9. MTT testi sonucu: ilgili gruplar renk kodlari ile belirtilmistir. Degerlerin
karsilastirilmasinda Kruskal-Wallis ve Dunn testleri kullaniimistir (p<0,05).
24. ve 72. saatin sonunda anlaml farklihk belirlenen gruplar * ile
gosterilmistir (n=6, *: p<0,05; **. p<0,01). 72. saatin sonunda gruplar
arasinda daha c¢ok farklilik ortaya ciktig goértlmiustir. (NB: DMEM dusik
glikoz, %10 FBS, %1 Pen/Strep, %1 AmfB; FB: NB+ 10mM B-GP+ 50 ug/mL

AA).

Gruplarin 72. saatteki degerleri incelendiginde 10 nM konsantrasyonda FB’ye

eklenen 1a,25(0H);D3’Un 72 saat sonunda proliferasyon diizeyinde 100 nM

konsantrasyonda FB’ye eklenen 1a,25(OH).D3’e gore anlamli sekilde artmaya neden

oldugu gorilmdistir (p<0,05). 10 nM konsantrasyondaki 1a,25(0OH),D3 ile kombine

edilen 0,02 mg/mL ve 0,002 mg/mL MTA degerlendirildiginde, proliferasyonda artisa

yol agan konsantrasyonun 0,02 mg/mL MTA oldugu tespit edilmistir.

Tim bu optimizasyon deneyleri sonucunda farklilastirma sirasinda kullanimina

karar verilen besi yerleri ve icerikleri Tablo 4.4.’te yer almaktadir.
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Tablo 4.4. Calismada kullanilan besi yerleri ve icerikleri.

Besi yeri icerigi

Normal Besi yeri | DMEM duisuk glikoz, %10 FBS, %1 Pen/Strep, %1 AmfB
(NB)
Farkhlastirma NB, 10mM B-GP, 50 pg/mL AA.

Besi yeri (FB)

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

FB +MTA+VitD3 | FB +MTA, 10nM 1a,25(0OH),D3

Bu asamadan sonra yer alan besi yerlerinde bu konsantrasyonlardaki ajanlar

kullaniimistir ve besi yerleri Tablo 4.4.’teki gibi kisaltilmistir.
4.4. Odonto/Osteojenik Farklilasmanin incelenmesi
4.4.1. Kalsiyum Odaklarinin Alizarin Kirmizisi ile Gosterilmesi

Besi yeri optimizasyonu sirasinda kullandigimiz alizarin red boyasi oldukga
asidik olup yeni olusan kalsiyum odaklarina (bazik Ozellikte) baglanarak
turuncu/kirmizi renkli boyanmalar olusturur. Kirmizi odaklarin miktari ile farklilasma
arasinda pozitif korelasyon mevcuttur. Bolim 3.5.”te kullanilan ve 3 tekrari olan
deney diizeneginin alizarin kirmizisi ile muamelesi sonucunda kuyularin goriintisu

Sekil 4.10.”da yer almaktadir.

- 0000
- - PV OOD

raemTa | C .“CO‘
FB+MTA+VitD3 kD “‘Q‘c

Sekil 4.10. Kontrol (A, B, C, D: 1-3) ve Tip 1 diyabet hastalarindan (A, B, C, D: 4-6) elde
edilen dental pulpa kok hicrelerinin 14. glndeki alizarin kirmizisi
muamelesi sonrasindaki gortntileri.




FB+MTA+VitD3 besi vyerine maruz

hicrelerindeki kalsiyum odaklarinin i1sik mikroskobu gorintist Sekil 4.11.’de yer

almaktadir.

Sekil 4.11. MTA ve 10,25(0OH);D3 kombinasyonu

farklilastirilan

ile farkhlastirilan kontrol

hicrelerindeki kalsiyum odaklari (BlylUtme: A: 4x, B:10x).

Alizarin boyamasinin kantite edilmesiyle elde edilen veriler normal dagilim
gosterdigi icin iki yonlii varyans analizi ile degerlendirilmistir. ikili karsilastirmalarda

Bonferroni post-hoc testi kullanilmistir (p<0,05). Sonuclar Sekil 4.12.de vyer

almaktadir.
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Sekil 4.12. Alizarin kirmizisinin 405nm’de spektrofotometrik olarak kuantifiye
edilmesi sonucu elde edilen absorbans degerleri. Karsilastirmalar iki
yonll varyans analizi ve Bonferroni post-hoc testle yapilmistir. Anlaml
farkhliklar * ile gosterilmistir
**%*p<0,0001). K: Kontrol, DM: Hasta grubu.
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Sekil 4.12.”deki karsilastirmalara baktigimizda;

A) Kontrolile DM gruplarinin karsilastiriimasi: Tim kosullarda kontrollerden elde
edilen hiicrelerin daha yiksek absorbans gosterdigi tespit edildi (Sekil 4.12. A;
p<0,0001).

B) Farkli besi yerlerinin karsilastiriimasi: Kontrol hiicrelerinde FB+MTA+VitD3
kombinasyonu diger 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 hiicrelerinde FB+MTA+VitD3
kombinasyonu tim besi yerlerinden daha fazla kalsiyum birikimine neden
oldu (p<0,0001).

Alizarin kirmizisi boyamasindan elde edilen veriler degerlendirildiginde
kontrol hiicrelerinde farkhlasma besi yerine yalnizca MTA ilavesinin istatistiksel
olarak anlamh sekilde kalsiyum birikimini saglayabildigi gorilmistir. Ancak, DM
hiicrelerinde farklilasmanin olusturulabilmesi igin yalnizca MTA’nin yeterli olmadigi

ve besi yerine VitD3 ilavesinin de gerekli oldugu tespit edilmistir.

4.4.2. Odonto/Osteojenik Farkhilasma Belirteglerinin ifadesinin

Analizleri

Odonto/osteojenik farklilasma potansiyeli literatirde farkli yontemlerle
incelenmektedir. Hiicre disindaki kalsiyum birikiminin, alizarin kirmizisi ve Von Kossa
ile degerlendirilmesi (179), ALP, OCN, OPN, COL1al, BSPIl, Runx-2, DSPP, DMP1 gibi
Ozellesmis odonto/osteogenez belirteclerinin ifadesinin Olgtlmesi (183) bu
yontemler arasindadir. Tez calismasinda literatiirdeki diger calismalar gibi 14. giin
sonunda (41, 184) hiicre disindaki kalsiyum birikimi alizarin kirmizisi ile kantite

edilmis, OCN, COL1a1, DSPP, DMP1 ifadeleri de goreceli olarak degerlendirilmistir.

Farkhlasma belirteclerinin ifade analizinde ilk olarak kontrol ve hasta gruplari
karsilastinlmistir ve sonuglar K_NB kontrol grubuna goére normalize edilmistir. 2-(AA<t)
metoduna gore elde edilen verilerin karsilastirmalarinda iki yonli varyans analizi ve
Bonferroni post-hoc testi kullanilmistir. Analizler sonucunda elde edilen kat

degisimleri Sekil 4.13., Sekil 4.14. ve EK-4.’te gosterilmektedir.
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Sekil 4.13. Kontrollerde (K) ve Tip 1 diyabet hastalarindaki (DM) OCN ve COLlal

genlerindeki ifade degisimi. Karsilastirmalar iki yonli varyans analizi ve

Bonferroni post-hoc testle yapilmistir. Anlamh farkhliklar * ile
gosterilmistir (n=9, ****p<0,0001).

ikili karsilastirmalarin sonuclarina gére OCN’de sadece FB+MTA+VitD3 besi

yerine maruz kalan kontrol ve DM arasinda anlaml kat degisimi gozlenmistir

(p<0,0001). COL1al’e baktigimizda ise tim ikili karsilastirmalarda anlamli fark ortaya

ciktigl tespit edilmistir. Kontrollerden elde edilen hiicreler tim besi yerlerinde

DM’den elde edilen hiicrelere gore anlamli seviyede yiliksek COLlal ifadesi

gOstermistir (p<0,05).
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Sekil 4.14. Kontrollerde (K) ve Tip 1 diyabet hastalarindaki (DM) DMP1 ve DSPP
genlerindeki ifade degisimi. Karsilastirmalar iki yonli varyans analizi ve
Bonferroni post-hoc testle vyapilmistir. Anlamh farkhliklar * ile
gosterilmistir (n=9, **p<0,01; ***p<0,001****p<0,0001).
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ikili karsilastirmalarin sonuglarina baktigimizda hem DMP1 hem de DSPP igin
tum ikili karsilastirmalarda anlamli fark ortaya ¢iktigi tespit edilmistir. Daha 6nceki 2
belirtecten farkl olarak bu kez kontrollerden elde edilen hiicreler tim besi yerlerinde
DM’den elde edilen hiicrelere gore anlamli seviyede daha distk kat degisimi

gostermistir (p<0,01).

GCahsma kapsaminda degerlendirilen genlerden COLlal osteoblast
farklilasmasinin erken dénem belirteci iken, OCN olgun osteoblastlarin bir belirteci
olarak kabul edilir (185, 186). DSPP ise odontoblast farklilasmasinin bir belirteci olup
hicre disi matrikste erken donem mineralizasyonda yer alir (6). DMP1 ise
odontogenez sirecinin hem erken hem de ileri safhalarinda gereklidir. Tezin
verilerine gore 14. gliniin sonunda mineralizasyonun erken déneminde yer alan
genlerin ifadesi DM’de elde edilen hiicrelerde yliksek bulunurken, mineralizasyonun
ileri evrelerinde rol oynayan genlerin ifadesi kontrollerde daha ylksek bulunmustur.
Bu veriler farklilasma siirecinin DM’den etkilendigini gostermektedir, bu sebeple besi
yerine ilave edilen ajanlarin bu slreci nasil etkiledigini degerlendirmek igin bir sonraki
asamada yer alan besi yeri karsilastirmalari yapilmistir. Bu karsilastirmalarda tek
yonll varyans analizi ve ikili karsilastirmalarda Bonferroni post-hoc testi kullaniimistir
(p<0,05). Kat degisimlerinin analizinde tim belirtecler B-aktine gére normalize
edilmistir. Kontrol ve DM gruplarinda besi yeri degisimi etkileri karsilastirilirken
sonuglar NB deney grubuna normalize edilmistir. Sekil 4.15. (sayfa 54) ve Sekil 4.16.
(sayfa 55) bu karsilastirmalarin sonuclarini gostermektedir. Kat degisimlerinin
ortalama ve standart sapma degerleri tablo halinde EK-4’te yer almaktadir. Gergek
zamanl PZR deneylerinde standart egrilerden elde edilen egim degerleri -3,5 ile -3,0
araliginda olup, amplifikasyon etkinlikleri %95 ile %113 arasinda degismektedir. EK-
5.te OCN, COL1al, DMP, DSPP genlerine ait gergcek zamanli-PZR amplifikasyon,

standart ve erime egrilerinin gorselleri yer almaktadir.
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Sekil 4.15. Kontrollerden (K) ve Tip 1 diyabet hastalarindan (DM) elde edilen
hicrelerdeki OCN ve COLlal ifadesi Uzerinde besi yerlerinin etkisi.
Karsilastirmalar iki yonli varyans analizi ve Bonferroni post-hoc testle
yapilmistir. Anlamli farkhhklar * ile go6sterilmistir (n=9, **p<0,01;
***p<0,001****p<0,0001).

Farkli besi yeri maruziyetlerine gore kontrollerden ve DM’den elde edilen
hiicrelerde OCN ifadesi degerlendirildiginde, FB+MTA+VitD3 besi yerinin her iki
grupta da istatistiksel olarak diger besi yerlerine gore daha fazla OCN ifadesine neden
oldugu tespit edilmistir (p<0,05). Diger besi yerleri arasinda anlamli farkhliklar tespit
edilmemistir (p>0,05).

COL1al gen ifadesi analizinde, kontrollerden elde edilen hiicreler farkh
besiyeri maruziyetlerine gére degerlendirildiginde FB+MTA+VitD3 ve FB+MTA besi

yerleri anlamli olarak NB’den daha fazla COL1al gen ifadesine neden olmuslardir
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(p<0,05). DM’den elde edilen hiicrelerin bu bes yerleri ile muamelesi sonucunda
ortaya cikan verilerin ikili karsilastirmalarinda ise FB+MTA+VitD3, NB ve FB’den farkli
bulunmustur (p<0,05). Diger besi yeri kosullari karsilastirildiginda istatistiksel olarak

anlamli bir farkhlik tespit edilmemistir (p>0,05).
Farklilasma besi yerine MTA ilavesi kontrollerde OCN ve COL1al ifadelerinde

artisa neden olurken, DM’de bu artisin gézlenmesi igin besi yerine MTA’nin yaninda
VitD3 ‘Un de ilave edilmesinin gerektigi tespit edilmistir.
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Sekil 4.16. Kontrollerden (K) ve Tip 1 diyabet hastalarindan (DM) elde edilen
hiicrelerdeki DMP1 ve DSPP ifadesi Uzerinde besi yerlerinin etkisi.
Karsilastirmalar iki yonli varyans analizi ve Bonferroni post-hoc testle
yaptmistir. Anlamli farkhliklar * ile gosterilmistir (n=9, *p<0,05, **p<0,01;
**%¥p<0,001****p<0,0001).
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Sekil 4.16.da sonuclari gosterilen DMP-1 ifadesi degerlendirildiginde
kontrollerden elde edilen hiicrelerde FB+MTA, FB+MTA+VitD3 besi yerleri NB’den
daha fazla kat artisina neden olmustur (p<0,05); ancak diger besi yerleri arasinda
istatistiksel olarak anlamh bir farkhlik bulunamamistir (p>0,05). DM’den elde edilen
hicrelerde ise FB+MTA+VitD3 kombinasyonun istatistiksel olarak diger besi yerlerine
gore daha fazla DMP-1 ifadesine neden oldugu gozlenmistir (p<0,05).

DSPP geni ifadesi icin bu karsilastirmalar yapildiginda, kontrollerden elde
edilen hiicreler bu baglamda degerlendirildiklerinde FB+MTA+VitD3; FB ve NB besi
yerlerinden anlaml olarak daha fazla DSPP gen ifadesine neden olmustur (p<0,05).
Ayrica FB+MTA ve NB arasinda da istatistiksel olarak anlamli farklilik tespit edilmistir
(p<0,05). DM’den elde edilen hiicrelerin bu besi yerleri ile muamelesi sonucunda
ortaya ¢ikan verilerin ikili karsilastirmalarinda yine FB+MTA+VitD3; FB ve NB besi
yerlerinden anlamli olarak farkli bulunmustur (p<0,05). Diger besi yerlerinin
karsilastirmalarinda istatistiksel olarak anlamli farklihk bulunamamistir (p>0,05).

Odonto/osteojenik farklilasma belirteclerinin ifadesinin analiz edildigi bu is
paketinde ilk olarak kontrol ve Tip 1 diyabet hastalari karsilastiriimis ve Tip 1 diyabet
hastalarindaki mineralizasyonun kontrollere goére daha erken evrede bulundugu
belirtilmistir. Mineralizasyonun farkh evrelerindeki hiicrelerde MTA ve VitD3 etkisini
degerlendirmek icin yapilan ikinci karsilastirmalar, kontrollerde MTA ilavesinin
istatistiksel olarak tek basina normal besi yeri ile fark olusturmasina katkida
bulundugunu, ancak diyabet hastalarinda bu farkin MTA ve VitD3 kombinasyonu ile

olustugunu gostermistir.
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4.5. Vitamin D Reseptoriiniin ifadesinin Analizi

Calismanin GZ-PZR ve alizarin kirmizisi deneyleri sonucunda Tip 1 diyabet
hastalarindan elde edilen hiicrelerdeki farklilasmanin besi yerine 1a,25(0OH).D3 ilave
edildiginde indiiklendigi gorilmistir, ancak bu indiiklenmenin kontrollerdeki kadar
belirgin olmadigi da tespit edilmistir. Bu veriler dogrultusunda VitD3’iin DM
hicrelerinde Vitamin D reseptorleri aracilhigiyla hicre igine alinmadigindan ve
hiicrelerde metabolize olamadigindan kaynaklandigi diistintilmustiir. Literatlirde DM
hastalarinda vitamin D resept6ri polimorfizmlerinin bildirildigi calismalar (158, 159)
da bu hipotezi destekler niteliktedir. VDR genindeki polimorfizimlerin gen ifadesinde
veya fonksiyonunda degisime yol actigi bildirilmistir (187). Bu baglamda kontrol ve
DM hiicrelerinde VDR geninin ifadesi analiz edilmis ve sonuglar Sekil 4.17.'de

gosterilmistir.
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Sekil 4.17. VDR genine ait cDNA amplifikasyonunun agaroz jel elektroforez gériintiisu
K: Kontrol, DM: Tip 1 Diyabet, NTC: 6rnek icermeyen kontrol.

Normal besi yerine maruz birakilan hiicrelerden elde edilen cDNA ile 3 tekrar
halinde gergeklestirilen konvansiyonel PZR deneylerinde DM hicrelerinden elde
edilen cDNA ile yapilan deneylerde kontrollere gére daha silik bir bantlar olustugu
goOzlenmistir. Normal besi yerine ve FB besi yerine 14 gin siireyle maruz kalan
hicreler ile yapilan GZ-PZR deneylerinin bulgulari Sekil 4.18.de (sayfa 58) yer

almaktadir. ikili karsilastirmalarda t-testi kullanilmistir.
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Sekil 4.18. Kontrol ve Tip 1 diyabet gruplarindaki VDR geni ifadesindeki goreceli kat
degisimi. (n=6, ikili karsilastirmalar t testi ile yapiimistir. Kontrollerde her
durumda VDR ifadesi daha yiksek bulunmustur, p<0,05).

Bir onceki is paketlerinde DM’den elde edilen hiicrelerdeki farklilasmanin besi
yerine 1a,25(0H),D3 ilave edildiginde kontrollerdeki kadar belirgin olmadigi tespit
edilmistir. Bu sonugla uyumlu olarak DM hiicrelerinde kontrol hiicrelerine gére VDR
geninin de daha az ifade oldugu bulunmustur. Dolayisiyla DM hiicrelerindeki VDR gen
ifadesinin goreceli olarak disiik olmasindan dolayr bu hiicrelerde VitD3’{in

metabolize edilemedigi ve odonto/osteojenik farklilasma surecinde aksakliklar

olusabilecegi distinltlmustir.



59

4.6. Farkhilasma Belirteglerinin immiinfloresan Analizi

Farkhlasmanin erken ve gec¢ evrelerinin analizi icin, bu evrelere 06zgi
biyobelirteclerden BSP Il, DMP1 ve COLlal proteinlerinin imminfloresan boyama
calismalari gerceklestirilmistir. COL1al osteoblast farklilasmasinin erken dénem
belirteci iken, DMP1 ise odontogenez siirecinin hem erken hem de ileri safhalarinda
gereklidir. BSP Il ifadesi ise matriks birikimini ve mineralizasyonu gosteren diger bir
gen Uridnidir ve yeni sentezlenmis kemik matriksinde ifadesi oldukc¢a yiksektir (176).

Sekil 4.19., Sekil 4.20. ve Sekil 4.21.”de deney gruplarinin temsili floresan
mikroskobu gorintileri yer almaktadir. Spesifik boyanmanin oldugunu gostermek
icin herhangi bir primer antikorun uygulanmadigi sadece sekonder boyamanin
yapildigi negatif kontroliin floresan mikroskop goérintisi de Sekil 4.19./da yer

almaktadir. Gorintiler yagl emiulsiyon kullanilarak 63’liik objektifle elde edilmistir.



DBY
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FB+MTA+VitD3

NK | FB+MTA+VitD3

Sekil 4.19. BSP Il proteininin immunfloresan boyama ile goriintilenmesi ve negatif
kontrol (NK) (Blyiitme: 63x, Olcek: 20 um) DBY: deney besi yerleri.
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Sekil 4.20. COL1al proteininin imminfloresan boyama ile goriintlilenmesi (Bliyitme:
63x, Olcek: 20 um) DBY: deney besi yerleri.
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Sekil 4.21. DMP 1 proteininin immiinfloresan boyama ile gérintilenmesi (Biylitme:

63x, Olcek: 20 um) DBY: deney besi yerleri.
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Image J programi kullanilarak elde edilen floresan yogunlugu degerleri iki
yonll varyans analizi ve Bonferroni post-hoc testler kullanilarak karsilastiriimistir
(n=6). Sekil 4.22., Sekil 4.23. ve Sekil 4.24.’te sirasiyla BSP I, COL1lal ve DMP1
boyamalarinin kantitasyonlari ile elde edilen verileri gosteren grafikler vyer

almaktadir.
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Sekil 4.22. BSP Il proteininin imminfloresan boyama goriintilerinin kantitasyon
sonuglari (n=6, Veriler iki yonll varyans analizi ve Bonferroni post-hoc
testler kullanilarak karsilastirilmistir, anlamli  farklihklar * ile
gosterilmistir, ****p<0,0001).

Kontrollerden elde edilen hicreler BSP Il kantitasyonu agisindan
degerlendirildiginde FB+MTA+VitD3 ve FB+MTA kombinasyonlari ile FB’den daha
yiksek floresan yogunlugu olctlmistir (p<0,05). DM’den elde edilen hicreler
degerlendirildiginde besi yerleri arasinda anlamh bir farklihk bulunamamistir
(p>0,05).

FB+MTA+VitD3 ve FB+MTA kombinasyonlari kontrollerden elde edilen hiicrelerde

BSP Il floresan yogunlugu DM’den elde edilen hicrelere gore anlamh olarak

arttirmistir (p<0,05).
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Sekil 4.23. COL1al proteininin imminfloresan boyama goérintilerinin kantitasyon
sonuglari (n=6, Veriler iki yonli varyans analizi ve Bonferroni post-hoc
testler kullanilarak karsilastirilmistir, anlamh farklihklar * ile gosterilmistir,
**p<0,01; ***p<0,001).

acgisindan

COL1lal kantitasyonu

Kontrollerden elde edilen hcreler
degerlendirildiginde FB+MTA+VitD3 kombinasyonunun floresan yogunlugunu FB’ye
gore anlamli bir sekilde arttirdigi bulunmustur (p<0,05). DM’den elde edilen hticreler
degerlendirildiginde besi yerleri arasinda anlamh bir farklihk bulunamamistir
(p>0,05). FB+MTA+VitD3 kombinasyonu kontrollerden elde edilen hiicrelerde

COL1al floresan yogunlugunu DM’den elde edilen hiicrelere gére anlamli olarak

arttirmistir (p<0,05).
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Sekil 4.24. DMP1 proteininin imminfloresan boyama gorintilerinin kantitasyon
sonuglari. (n=6, Veriler iki yonli varyans analizi ve Bonferroni post-hoc
testler kullanilarak karsilastirilmistir, anlamli farkhliklar * ile gésterilmistir,

*p<0,05).
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Kontrollerden elde edilen hiicreler degerlendirildiginde besi yerleri arasinda
DMP1’in floresan yogunlugunun kantitasyonu acisindan anlamh bir farklilik
bulunamamistir (p>0,05). DM’den elde edilen hiicreler DMP1 kantitasyonu agisindan
degerlendirildiginde ise FB+MTA+VitD3 kombinasyonu FB’den farkli bulunmustur
(p<0,05). ikili karsilastirmalarda anlamli bir farklilik bulunamamistir (p>0,05).

immiinfloresan kantitasyon sonugclarina gére kontrol bireylerinde BSP Il, COL1al,
DMP1 floresan yogunlugu DM bireylerinden daha yiksek bulunmustur. Farkllastirma
ajanlari besi yerine ilave edilmediginde odonto/osteojenik farklilasmayi géstermek
icin kullanilan biyobelirteglerin diger besi yeri gruplarindan farkli olarak kantite

edilememistir.
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5. TARTISMA

Agiz dis saghgi sistemik saglikla da iliskili olup, agiz-dis tedavilerinin uzun dénem
basarisinda sistemik hastaliklarin da etkili oldugu bildirilmistir (37). insiilinin mutlak
veya goreceli eksikligi ya da insiiline direng ile olusan hiperglisemi ile kendini belli
eden diyabet hastaligi da agiz-dis tedavilerinin basarisini etkileyen hastaliklarindan
biridir (3). Glisemik kontrolii bozuk olan hastalarda endodontik tedaviye ragmen
periapikal lezyonlarin iyilesmedigi (188) ve lezyon boyutunun biyiimeye devam ettigi
bildirilmistir (40). DM varhginda pulpadaki kan akiminin azaldigi (38) ve
kalsifikasyonlarin arttigi goézlenmistir (39). Sistemik hastaliklarin rejeneratif
endodontik tedavileri ne boyutta etkilediklerine dair dogrudan yuratilen klinik
¢alismalar sinirli olup, yerine hastalik modelinin olusturuldugu hayvan galismalari
veya hiicre kaltira calismalari ile verilere ulasilmaya calisilmistir. Ancak hastalik
modelinin olusturuldugu hayvan ¢alismalarindan farkli sonuclar elde edilmistir (9, 10,
43-45). 2009’da Tip 2 diyabet hastalarindan izole edilen kemik iligi mezenkimal kok
hicrelerinin mezenkimal kok hiicre karakteristigi gosterdigi akis sitometresi ile
gosterilmistir (189). Ayni zamanda osteojenik farklilasma sonucunda mineralizasyon
noddlleri olusturdugu alizarin kirmizisi ile gosterilmistir; ancak ¢alismada kontrol
grubu olmadigl icin bir kiyaslama yapilamamistir. Diyabetik hastalardan dental pulpa
(8, 48, 190), gingival ve periodontal kok hiicreleri (191) izole eden ¢alismalar sinirhdir.
BMP-2 muamele edilen diyabet hastalarindan elde edilen dental pulpa kok
hiicrelerinde DSPP ifadesi oldugu ve mineralize nodiiller olusturdugu gosterilmistir
(8). Ancak bu calismada da diyabetin hangi tip oldugu ve hangi Olglitlere gore
hastalarin diyabet acisindan kontrol altinda olup olmadiklarina ayrintili olarak yer
verilmemistir. Bu nedenle mevcut tezde daha standart kosullar altinda hasta tercihi
yapilarak dental pulpa kok hiicresi elde edilmeye calisilmistir. Calismaya dahil olan
tim hastalar Tip 1 diyabet olup tiim hastalarin insilin disinda ilag kullanmadigi
belirlenmistir.

Tim hastalarin ve de kontrollerin dental pulpalari 20 yas dislerinden elde
edilmistir. Bu disler ¢ogunlukla ¢ekim endikasyonu konan disler olmalari ve genis

pulpa odalari olmalari nedeniyle dental pulpa izolasyonu acisindan oldukga sik
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kullanilan dislerdir (192). Dental pulpa kok hiicrelerinin izolasyonunda enzimatik
ayristirma metodu tercih edilmistir. Enzimatik ayristirma ile elde edilen hiicrelerin
dogrudan pulpa dokusu eksplantindan mekanik yontemle ayristirmaya kiyasla daha
yuksek minerlizasyon kapasitesine sahip oldugu bildirildigi (193) igin bu yontem tercih
edilmistir.

Dental pulpa kok hiicreleri mezenkimal kok hiicre karakterinde olup CD73, CD90,
CD105 pozitif ve CD11b, CD14, CD19, CD34, CD45 negatif olduklari pek cok kez akis
sitometrisi ve PZR yontemleriyle gosterilmistir (171, 194-196). Tez ¢alismasinda bu
amacla gercek-zamanli PZR tercih edilmis ve hastalar ile kontrollerden elde edilen
dental pulpa kok hicrelerindeki CD73 ve CD90 kat degisiminin CD34 ve CD45’ten
oldukca yiksek oldugu gorilmdistir. Diger taraftan jel elektroforezi sonucunda CD34
ve CD45 amplifikasyonlarinin gerceklesmedigi de saptanmistir. Bu bulgular
mezenkimal kok hiicre izolasyonun gerceklestigini gostermektedir. Ayrica izole edilen
hiicrelerde fibroblast kontaminasyonunun olmadigini géstermek igcin mezenkimal kok
hicreler tarafindan gen ifadesi bildirilen, ancak fibroblastlar tarafindan ifadesinin
olmadigi belirtilen CD106 geninin ifadesi de degerlendirilmistir (181). Kontrollerden
ve hastalardan izole edilen hiicrelerde CD106 ifadesinin arttigi da gergek zamanli PZR
ile gosterilmistir.

Hilcrelerin karakterizasyon isleminden sonra farklilastirma besi yerlerinin
optimizasyonu yapilmistir. Odonto/osteojenik farklilasmada kullanilan besi yerinin
literatlirde ilk olarak Bellows ve ark. (197) tarafindan kullanildigi ve deksametazon,
askorbik asit ve B-gliserofosfat icerdigi bilinmektedir. Askorbik asitin kemik benzeri
nodillerin olusmasi, deksametazonun nodillerin miktarlarinin artmasi ve PB-
gliserofosfatin da nodiillerin mineralizasyonu icin gerektigi bilinmektedir (198); ancak
odonto/osteojenik besi yeri optimizasyonun primer hiicre kilturleri ¢alismalarinda
optimize edilmesinin yarali olacagi belirtilmistir. Bu kapsamda besi yerindeki etkinligi
en cok arastirilan ajanlardan biri de glukokortikoid olan deksametazondur. Yiksek
konsantrasyondaki deksametazonun kemik iligi mezenkimal kok hiicrelerinin
osteojenik farkhlasmasini inhibe ettigi bildirilmistir (199). Sicanlardan elde edilen

dental folikiil kok hicreleri kullanilarak yapilan ¢alismada osteojenik farklilasmada rol
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oynadigl gosterilen BMP7’nin ekspresyonunun deksametazon tarafindan doza
bagiml bir sekilde azaldig1 gésterilmistir (200). Kullanilan dozlar 108 M, 107 M, 10®
M olup 6zellikle 108 M (201) ve 107 M (182) hiicre kultiiri cahismalarinda cogunlukla
tercih edilen iki konsantrasyondur (202). Kemik iligi mezenkimal kék hicrelerinin
kullanildigi bir calismada 107 M deksametazon, 50 pg/ml askorbik asit ve 10 mM B-
gliserfosfat iceren osteojenik besi yerine ilave edildiginde osteogenezisin yani sira
adipogenezisi de indlikledigi rapor edilmistir (203). Literatlirde sadece askorbik asit
ve B-gliserofosfatin kullanildigi farkl ¢alismalar da mevcuttur (175-177, 184, 204-
211). Bu nedenlerle farkhlastirma islemlerine baslamadan 6nce 50 pg/ml askorbik asit
ve 10 mM B-gliserofosfat iceren odonto/osteojenik besi yerine 107 M deksametazon
ilave edilen ve edilmeyen 2 farkl besi yeri ile kontrollerden elde edilen dental pulpa
kok hicreleri 14 gilin slireyle farklilastiriimislar ve sonrasinda kalsiyum birikimini
gosteren alizarin red boyamasi yapilmistir. istatistiksel olarak daha yiiksek absorbans
elde edilen deksametazon ilavesi olmayan besi yeri ¢calismanin standart farkhlastirma
besi yeri olarak belirlenmistir. Bu sonu¢ 50 pg/ml askorbik asit ve 10 mM B-
gliserofosfat iceren osteojenik besi yerine maruz kalan murin osteoprekirsor
(MC3T3-E1 hucreleri) hiicrelerinin; 50 pg/ml askorbik asit, 10 mM B-gliserofosfat ve
100 nM deksametazon iceren besi yerine 14 giin siireyle maruz kalan hiicrelerden
alizarin red boyama ile daha fazla mineral nodil olustugunu gosteren c¢alisma ile
tutarlihk gbéstermektedir (212).

Besi yeri optimizasyonunun ikinci asamasinda MTA’nin uygulanma sekline karar
verilmistir. Klinikte MTA distile su ile karistirilip dogrudan dental pulpa lizerine
konmaktadir. Literatirde MTA’'nin etkinligini degerlendirmede farkli metotlar
kullanilmaktadir. Bunlardan ilkinde teflon diskler hazirlanip MTA (retici firma
talimatlari dogrultusunda karistirihr (1g toz 300ul su) ve teflon disklere yerlestirilir
(134, 207). Devaminda sertlesen MTA diskleri 1ISO 10993-5 standardi goz Oniinde
bulundurularak besi yerine aktarilir ve 24 saat boyunca etiivde bekletilir (178, 213).
Daha sonra besi yeri filtre edilir ve farklilastirma deneylerinde kullanilir. Bir diger
yontem ise MTA tozunun dogrudan besi yerine ilave edilerek etlivde bekletilmesi ve

belirlenen siirenin sonunda filtre edilerek kullanilmasidir (17, 176, 214). Zhao ve ark.
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(17) bu metodun klinik uygulamayr daha uygun bir sekilde taklit ettigini
belirtmislerdir. Farklilastirma deneyleri dncesinde iki farkli ydéntemle hazirlanan MTA
dilie edilmeden askorbik asit ve B-gliserofosfat ile kombine edilerek kontrollerden
elde edilen hiicrelerin farklilastirilmasinda 14 giin sireyle kullanilmistir. 14. giin
sonunda yapilan alizarin red boyamasinda 2mg/mL olacak sekilde dogrudan besi
yerinde ¢6ziinme yontemiyle hazirlanan MTA’nin anlamli olarak mineralizasyon
birikimini daha fazla indikledigi gorilmustir. Bu nedenle MTA’'nin hazirlanmasinda
bu yéntem tercih edilmistir.

MTA’nin besi yerinde farklilastirma ajanlari olmaksizin tek basina kullaniminin
odonto/osteojenik farklilasmayi indikledigi bildirilmistir (134, 215); ancak MTA'nin
etkinligini arttirmak igin besi yerine farkli ajanlar da ilave edilmektedir. Blyime
faktorleri (FGF-2, PRP) (133, 134), hormonlar (osteostatin) (135), probiyotikler (136),
propolis (209) ve vitaminler (137) bunlardan bazilarnidir. Tez calismasinda kullanilan
VitD3’in MTA ile kombine edildigi sinirl sayida ¢alisma vardir (137, 216). Képeklerde
pulpa kaplamasi yapilirken MTA’ya deksametazon ve deksametazon ile birlikte VitD3
ilave edilmistir. Daha sonra pulpa kaplamasi yapilan dislerden 7., 21. ve 60. glinlerde
pulpa ekstirpe edilerek DSPP ve matriks hiicre disi fosfoglikoprotein (MEPE) ifadesi
PZR ile degerlendirilmistir. 21. glinde en yliksek DSPP ifadesi MTA’nin deksametazon
ve VitD3 ile kombine edildigi grupta bildirilmistir. VitD3 in vitro kosullarda
odonto/osteojenik farklilasmayi indiiklemek igin besi yerine ilave edilen ajanlardan
biri olup asil gorevinin iskelet sisteminde kalsiyum ve fosfat dengesini diizenlemek ve
kemik mineralizasyonu oldugu pek cok kez gosterilmistir (144). Literatirde besi
yerine farklh konsantrasyonlarda VitD3 metaboliti olan 1a,25(0H);D3 ilave edilmistir
(16, 217). Bazi g¢alismalar 1a,25(0H).D3’Un tek basina bile odonto/osteojenik
farklilasmayi indiklemek icin yeterli oldugunu belirtirken (16, 217) bazi ¢calismalar ise
askorbik asit, B-gliserofosfat ve/veya deksametazon ile kombine edilmesi gerektigini
belirtmektedir (218-222). Khanna-jain ve ark. (223) askorbik asit, B-gliserofosfat ve
VitD3 kombinasyonunun, osteogenezisi askorbik asit, B-gliserofosfat ve
deksametazon kombinasyonuna gore daha fazla indiikledigini belirtilmislerdir. Diger

taraftan 1a,25(OH);D3’lin farelerden izole edilen periodontal fibroblastlarda
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osteojenik farklilagmayi inhibe ettigi de bildirilmistir (224). Farkh hiicre kaynaklarinin
bu sonuglarin ortaya ¢ikmasinda etkili olabilecegi diisiinilmektedir.

Kombine kullanimlari sirasinda MTA ve 1a,25(OH).D3 konsantrasyonlarina karar
vermeden once literatirde siklikla kullanilan konsantrasyonlar ile kontrollerden elde
edilen hiicreler kullanilarak 24. ve 72. saate MTT testi yapiimistir. Bu test, sari renkte,
suda ¢ozlnebilen tetrazolyum tuzlarinin metabolizmalari aktif olan canli hiicreler
tarafindan alinmasi ve mitokondrial bir enzim olan siiksinat dehidrogenaz tarafindan
parcalanarak, suda c¢ozilmeyen mor renkteki tetrazolyum formazan yan Urini
salinmasi esasina dayanir. Tezde 10nM 1q,25(0H).D3 ve 0,02mg/mL
konsantrasyonda kullanilan MTA’'nin 72 saat sonunda diger kombinasyonlara goére
anlamh olarak proliferasyonu arttirdigi goriilmustiir. Bu nedenle deneylerde bu
konsantrasyonlar  kullanilmistir.  1a,25(0OH),D3’Gn  farklilasmaya  katkisini
gozlemleyebilmek icin 0,02mg/mL konsantrasyondaki MTA da ayrica askorbik asit ve
B-gliserofosfat ile kombine edilmistir. Diger taraftan farklilasmayi indiiklemek igin
kullanilan 10nM 1a,25(0H),D3 konsantrasyonunun fizyolojik seviyeleri olan 0.03—
0.14 nM ¢ok ¢ok tizerinde oldugu da belirtilmelidir (225).

Odonto/osteojenik farklilasma potansiyeli literatiirde farkh yontemlerle
incelenmektedir. Hicre disindaki kalsiyum birikiminin, alizarin red ve Von Kossa ile
degerlendirilmesi (179), ALP, OCN, OPN, COL1al, BSPIl, Runx-2, DSPP, DMP1 gibi
Ozellesmis odonto/osteogenez belirteglerinin ifadesinin 6lgulmesi (183), westernblot
analizi ile spesifik proteinlerin gosterilmesi bu yontemler arasindadir. Tezde
literatlirdeki diger calismalar gibi 14. giin sonunda (41, 184) hiicre disindaki kalsiyum
birikimi alizarin red kirmizisi ile kantite edilmis, OCN, COL1a1, DSPP, DMP1 ifadeleri
goreceli olarak degerlendiriimis ve BSP II, DMP1 ve COLlal proteinlerinin
imminfloresan analizi gergeklestirilmistir.

Alizarin Red S kalsiyum katyonlari ile reaksiyona girerek selat olusturmaktadir.
Boyanma sonucunda kalsiyum tuzlari turuncu/kirmizi renk almaktadir (179). Tim besi
yerleri g6z oninde bulunduruldugunda DM grubunda en vyuksek alizarin red
absorbans degeri MTA ve 1a,25(OH);D3 kombine kullanildiginda elde edilmistir.

Ancak her kosulda DM grubunda tespit edilen absorbans degerleri kontrol grubunda
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elde edilenlerden disik olarak olclilmustiir. Kontrollerde hem MTA hem de
MTA+VitD3 kombinasyonu absorbans degerlerinde anlamli artisa neden olmustur.
Literatlirde MTA’nin diyabet varliginda etkilerini incelemek igin farkli calisma
protokolleri olusturulmustur. Hayvan modellerinde diyabetin stimiile edilmesi bu
protokollerden biri olup bu konuda celiskili sonuclar sunulmustur (3). Gomes-Filho ve
ark. (10) Angelus MTA ile yapilan pulpa kuafajinda Alloxan-ile indiiklenen diyabetik
sicanlarda kontrol sicanlarina gére inflamasyon ve dentin koprisi kalinligi agisindan
herhangi bir farklihk olmadigini bildirmistir. Diger taraftan, Garber ve ark. (9), MTA ile
yapilan pulpa kuafajinda streptozotocin-ile indiiklenen diyabetik sicanlarda kontrol
sicanlarina kiyasla dentin koprisi olusumunun azaldigini ve inflamasyonun arttigini
bildirmistir. Diyabeti taklit etmek igin besi yerinde 4 farkh glikoz konsantrasyonu
kullanilarak (5,5mM: normal; 8 mM: yemek sonrasi ya da kontrolli DM, 12mM veya
24mM: kontrolsiiz DM) insan periodontal ligament kok hicrelerinin osteojenik
farklilasma potansiyelini degerlendirildigi ¢alismada glikoz konsantrasyonu arttikca
anlamh olarak ALP aktivitesinin ve olusan mineralizasyon noddllerinin azaldigi
bildirilmistir (44). Mevcut tezde literatirdeki diger ¢calismalar gibi 5,5mM glikoz iceren
DMEM kullanilmistir (226, 227). Tezin sonuglarinda DM’den elde edilen hiicreler MTA
ile farklilasmaya maruz kaldiklarinda kalsiyum birikimi gostergesi olan alizarin
kirmizisi absorbansinda normal besi yerine gore anlamli bir degisim olmadigi ancak
ortama VitD3 eklenmesi ile absorbans degerlerinin anlamli bir sekilde arttigi fakat bu
artisin da kontroller seviyesine ulasamadigi gézlenmistir.

Calisma kapsaminda  degerlendirilen genlerden COLlal osteoblast
farklhilasmasinin erken dénem belirteci iken, OCN olgun osteoblastlarin bir belirteci
olarak kabul edilir (185, 186). OCN’in bir diger adi "kemik-8-karboksiglutamik asit
iceren protein" olup osteoblastlar, odontoblastlar ve sementoblastlar tarafindan
Uretilir (228). DSPP ise odontoblast farklilasmasinin bir belirteci olarak kullanilir ve
hicre disi matrikste mineralizasyonun indikleyicisidir (6). Baslangicta sadece
dentinde oldugu disuniilse de kemik, sement ve de akciger ve bobrek gibi kalsifiye
olmayan dokularda da tespit edilmistir (229). DMP1 ise odontogenez sirecinin hem

erken hem de ileri safhalarinda gerekli olup (230), dogrudan kemik
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mineralizasyonunu indikler ve mineralizasyonda cekirdek gorevi goriir (231). DMP1,
BSP, DSPP kiiclk integrin baglayici ligand N-bagl glikoprotein (SIBLING) ailesi
dyelerdir (229). Calismada, 14 ginin sonunda 6zellikle MTA ve 1a,25(0H),D3’ln
birlikte kullaniminin tiim belirteclerde (OCN, COL1a1, DMP-1, DSPP) hem DM’de hem
de kontrollerde farklilastirma ajani icermeyen normal besi yerine gére anlamli artisa
neden oldugu tespit edilmistir. Tim belirteglerdeki kat artisi ve alizarin red ile
gosterilen mineralizasyon odaklari gruplardaki odonto/osteojenik farklilasmanin bir
gostergesi olarak kabul edilebilir (60). Kontrol grubunda MTA ilavesinin hem alizarin
red absorbansini hem de genlerin ifadesini tek basina da anlamh olarak arttirdigi
literatlrde yer alan diger calismalarda oldugu gibi tespit edilmistir (17, 41, 232, 233).
Ancak ayni besi yerine maruz kalan hasta ve kontrol hiicrelerindeki ifade kat artislari
degerlendirildiginde COLlal’in ve Ozellikle de ge¢ donem minerlizasyonun bir
gostergesi olan OCN’nin kontrollerde anlamli olarak daha yiksek ifadesinin olmasi ve
de alizarin red absorbansi sonuclari, kontrollerden elde edilen hiicrelerde farklilasma
surecinin daha etkin bir sekilde ilerledigini gostermektedir. 1a,25(0OH).D3’ln, in vitro
ortamda insan dental pulpa ve kemik hicrelerinin OCN sentezlemelerinde temel bir
rol Ustlendigi bildirilmistir (234, 235). OCN ifadesinin 1a,25(0OH),D3 ilave edildigi
gruplardaki fark edilir ifade artisi bu duruma baglanabilir, ifadedeki artis egilimi
Khanna-Jain ve ark. (223) tarafindan da bildirilmistir. Ayrica, insan dental pulpa
hiicrelerinde D vitamini eksikligine bagh olarak OCN Uretiminin azaldigi ve
hipokalsifiye dentin olustugu bildirilmistir (234). Genlerin ifadeleri analiz edildiginde
1a,25(0H),D3 ile kombine edilen MTA’nin anlaml olarak DM’den elde edilen
hucrelerde odonto/osteojenik farklilasmayi indiikledigi gorialmustur.
imminfloresan, hiicrelerde (hiicre kiltiirlerinde ya da siispanse hiicrelerde)
spesifik bir protein veya antijenin varligini, ona baglanan ve béylece onu mikroskop
altinda goérmeye ve incelemeye izin veren spesifik bir antikor kullanarak
degerlendirmeye olanak taniyan bir tekniktir. Tezde 24 kuyucuklu plakaya ekilen
hicreler calismadaki besi yerleriile 14 glin boyunca inkiibe edildikten sonra COL1al,
DMP1 ve BSP Il antikorlari ile muamele edilmistir. Hem kontrol hem de DM grubunda

normal besi yerine maruz kalan hiicrelerde literatiirdeki diger calismalar gibi floresan
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gozlenmezken, farkhlastirma besi yerine maruz kalan hiicrelerde floresan izlenmistir
(226, 236). Test edilen antikorlarin kontrollerden elde edilen hiicrelerde daha yiiksek
floresan yogunlugu olusturdugu gozlenmistir. MTA ve MTA+1a,25(0OH),D3, FB’ye
ilave edildiginde kontrollerden elde edilen hiicrelerde BSP Il ve COL1lal’de floresan
yogunlugu arttirmistir, ancak DM’den elde edilen hicreler icin boyle bir artis
izlenmemistir. BSP Il matriks birikimini ve mineralizasyonu gosteren diger bir protein
olup yeni sentezlenmis kemik matriksinde ifadesi oldukca yiksek bulunmustur (176,
237-239). Ayrica ¢alismada GZ-PZR ile gen ifadesi incelenen OCN ile iliskili oldugu ve
BSP knockout hiicre kilturlerinde OCN ifadesi izlenmedigi bildirilmistir (240). Kolajen
olmayan ECM proteinlerinden biri olan DMP1’in kantitasyon verilerini
inceledigimizde immiinfloresan boyama kantitasyonu sonucunda hem DM’de hem de
K grubunda besi yerine 1a,25(0OH),D3 eklendiginde DMP1’in floresan miktarinda
azalma oldugu goreceli olarak gorilmistir. Kosullar farkli olsa da Nociti ve ark. (241)
tarafindan da murin sementoblastlari kullanilarak yapilan ¢alismada besi yerine VitD3
eklendiginde 48 saat sonra DMP1 protein ifadesinin azaldigini westernblot analizi ile
belirtilmistir. Gen ve protein ifadelerinin goreceli kat artislarindaki olasi farkhliklar
tekniklerin getirdigi farkliliklardan ve transkripsyon/translasyon sireglerindeki
degisimlerden kaynaklanabilir. ilerleyen dénemde veriler westernblot analizi ile de
degerlendirilebilir, ayrica floresan gorintilerinin  kantitasyonunun pek c¢ok
degiskenden etkilendigi ve dikkatle yorumlanmasi gerektigi de belirtilmistir (242).
Mevcut tezin sonuclarina gére, DM’den elde edilen hiicrelerdeki farklilasmanin
besi yerine 1a,25(0H),D3 ilave edildiginde kontrollerdeki kadar belirgin olmadigi
tespit edilmistir. Bu sonucla uyumlu olarak DM hiicrelerinde kontrol hiicrelerine gore
VDR geninin de daha az ifade oldugu bulunmustur. Dolayisiyla DM hiicrelerindeki VDR
gen ifadesinin goreceli olarak dusik olmasindan dolayl bu hiicrelerde VitD3’lin
metabolize edilemedigi ve odonto/osteojenik farklilasma siirecinde aksakliklar
olusabilecegi dislintlmustur. Literatliirde, TIDM hastalarin kontrollere gére anlaml
olarak daha disik seviyede serum 25-hidroksi vitamin D3 sahip olduklari (243) ve
VDR’deki polimorfizmlerin TIDM’e yatkinhgi arttirdigi bildirilmistir (159, 244, 245).

Ayrica VDR genindeki polimorfizimlerin gen ifadesinde veya fonksiyonunda degisime
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yol actigi da bildirilmistir (187). 1a,25(0OH);D3 ilavesinin DM hicrelerinin
farklilasmasindaki sinirl etkisi mevcut tezdeki hasta grubundaki tim bireylerin de
T1DM olmasindan kaynaklanabilecegi on gorilmektedir. Farkli diyabet tipleri dahil
edilerek ilave ¢alismalar yapilmahdir.

Dis hekimliginde klinik uygulamalarda sistemik hastaliklar, yas gibi bireysel
farkhliklar g6z online alinmadan rutin, standart tedavilerin uygulanmaktadir, ancak
farklh hastaliklarda farkli kombinasyonlarin uygulanmasi uzun vadede tedavilerin
basari sansini arttirarak hastalarin yasam kalitesine ve ekonomik diizeylerine katkida
bulunabilir. Mevcut tezin sonuglarina gére MTA+1a,25(0OH).D3 kombinasyonu
DM’den elde edilen dental pulpa kék hicrelerinin odonto/osteojenik farklilasmasini
tek basina MTA kullanimina gére anlamli yonde arttirmaktadir. DM hastalarinda
rejeneratif dis tedavileri sirasinda VitD3 ilavesi mineralizasyon sirecine katkida
bulunabilir. Diger taraftan bu sonuclarin ¢calismanin sinirlari dahilinde yorumlanmasi
onemlidir, ¢linkii odonto/osteojenik farklilasma kompleks bir stireg olup literatiirde
islemde kullanilan primer hiicre kaynaklarindan (168, 246), kaynaklarin yasindan
(247), hiicrelerin elde edilis metodundan (193), besi yerine ilave edilen serumdan
(223, 248, 249), glikoz miktarindan (44, 250) ve de hatta besi yerine ilave edilen
antimikrobiyal ajanlardan (251) etkilendigi rapor edilmistir.

ilerleyen calismalarda, diyabetik hayvan modellerinde MTA-1a,25(0H),D3
karisiminin lokal etkileri degerlendirilerek ve 1a,25(0OH).D3 ilavesi ile MTA’nin fiziksel
ve kimyasal 6zeliklerini nasil etkilenecegi test edilerek klinik uygulamalar 6ncesinde
kapsamli veri elde edilmelidir. Olumlu veriler dis hekimliginde sistemik hastaliklara

0zgl ve de hatta kisiye 6zgi tedavi yaklasimlarinin kapisini aralayacaktir.



6. SONUC ve ONERILER

6.1. Sonuglar
Calismada T1DM hastalarindan dental pulpa kék hiicreleri in vitro olarak
izole edilebilmis ve kdk hiicre belirteglerinin ifadesi gercek zamanli PZR
teknigi kullanilarak gosterilmistir.
Kalsiyum birikimini gostermek igin kullanilan alizarin kirmizisi testi,
kontrollerde hem MTA hem de MTA+1a,25(OH)2D3 kombinasyonunun
kalsiyum odaklarini arttirdigini ama DM’de sadece MTA+1a,25(0OH),D3
kombinasyonunun kalsiyum odaklarini arttirdigini géstermistir. Ayrica
kalsiyum odaklarinin miktari kontrollerde daha fazla bulunmustur.
Odonto/osteojenik belirtegler (COL1a1, DMP, DSPP ve OCN) kullanilarak
yapilan gercek zamanl PZR deneyi hem kontrollerde hem de DM’de
MTA+10,25(0OH)2D3 kombinasyonunun mineralizasyonu anlamli sekilde
arttirdigini - gostermistir, ancak gen ifadelerine  bakildiginda
mineralizasyonun kontrollerde daha fazla oldugu gorilmustur.
immiinfloresan deneylerinde proteinlerin (BSP Il, COL1a1, DMP1) floresan
yogunlugunun besi yerine MTA ve 1a,25(0H).D3 ilave edilmesiyle 6zellikle
kontrol grubunda daha ¢ok arttig1 gorilmastdr.
VDR geni ifadesi tim besi yerlerine maruz kalan hiicreler géz 6niinde
bulunduruldugunda her zaman kontrollerde daha yiiksek bulunmustur.
DM’den elde edilen hiicrelerin odonto/osteojenik farklilasma potansiyeli

kontrollere gore distktir.
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6.2. Oneriler

Literatirde odonto/osteojenik farklilasma icin Uretilen standart bir besi
yeri olmamasi hatta hicre kaltird c¢alismalari igin  Gretilen ticari
odonto/osteojenik farklilasma besi yerlerinin degisken farkhlastirma
potansiyellerine sahip olmasi bu alanda ¢alismalar yapilarak her yéniyle daha
optimize/standart besi yerlerinin olusturulmasini gerektirmektedir.

Daha yiiksek orneklem sayisi ve diger diyabet tipleri de g6z onilinde
bulundurularak calismalarin kapsami genisletilebilir. Westernblot analizi ile
odonto/osteojenik proteinlerin ifadesi kantite edilmelidir.

MTA hazirlama sekli ve hiicre kiiltiirii calismalarindaki olasi etkileri ilave
in vitro ve in vivo deneyler ile test edilmelidir. Ticari VitD3 damlalarinin MTA'nin
sertlesme siresi, kalsiyum salinimi, baglanma dayanimi gibi fizikokimyasal
ozellikleri Gzerindeki etkileri arastiriimali, uygun verilerin elde edilmesiyle bu
kombinasyon in vitro ve in vivo olarak test edilmelidir.

DM gibi dis hekimlerinin siklikla karsilastigi diger hasta gruplarinda da
rutin tedavi protokolleri disinda tedavinin basarisina olumlu katkida bulunacak
tedavi protokolleri bagka molekiillerin ve kombinasyonlarin etkinligi calisilarak
olusturulmalidir, bu baglamda in vitro ve in vivo calismalarin sayisi arttiriimal
ve sistemik hastaliga yonelik (kisiye yonelik) klinik uygulamalarin olusturulmasi

saglanmahdir.
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Gonderinizin ilk sayfasi asagida génderilmektedir.

Gonderen:  Emel Uzunoglu Ozyiirek
Odev baghgi: EMEL_YL_TEZ
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Dosya adi: Emel_Uzunog_lu_O_zyu_rek_YLT.d..
Dosya boyutu:  22.91M
Sayfa sayisi: 77
Kelime sayisi: 15,180
Karakter sayisi: 108,711
Gonderim Tarihi: ~ 06-Sub-2021 02:30PM (UTC+0300)
Gonderim Numarasi: 1503038947
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EK-4: Tezde Yer Alan Grafiklerdeki Alizarin Kirmizisi Absorbansinin ve RNA ifadesinin

Ortalama ve Standart Sapma Degerleri

Tablo EK-4.1. Sekil 4.4.’teki grafikte yer alan gergek zamanli PZR deneylerindeki kat
degisim degerleri.

Genler Kontrol DM
Ortalama Standart Ortalama Standart
Sapma 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. Sekil 4.6.”da yer alan alizarin kirmizisi absorbans degerleri.

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. Sekil 4.7.”de yer alan alizarin kirmizisi absorbans degerleri.

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. Sekil 4.12."de yer alan alizarin kirmizisi absorbans degerleri.

Besi yeri Kontrol DM

gruplari Ortalama Standart Ortalama Standart
Sapma 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. Sekil 4.13. ve 4.14.’te yer alan grafiklerdeki kat degisim verilerinin
ortalama (O) ve standart sapma (SS) degerleri.

Besi yeri OCN COLlal DMP 1 DSPP
o) SS o) SS o) SS o) SS
K NB 1,08 0,46 | 103 | 0,28 | 1,02 0,24 1,11 | 0,51
FB 2,39 081 | 147 | 0,26 | 1,57 0,23 1,50 | 0,21

FB+MTA 7,63 0,0 | 1,66 | 0,50 | 2,74 1,50 1,66 | 0,10

FB+MTA | 130,23 | 38,98 | 1,77 | 0,14 | 2,52 094 | 2,03 | 0,30

+VitD3
D NB 0,67 0,40 | 0,17 | 0,10 | 36,57 | 5,00 5,48 | 3,10
M | 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 11,17 2,58 | 0,45 | 0,24 | 58,83 | 26,24 | 11,59 | 3,96
+VitD3

Tablo EK-4.6. Sekil 4.15. ve 4.16.’da "te yer alan grafiklerdeki kat degisim verilerinin
ortalama (O) ve standart sapma (SS) degerleri.

Genler Besi yeri Kontrol DM
(0] 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
COLla1 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, COL1al, DMP1, DSPP Genlerine Ait Gercek Zamanli-PZR Amplifikasyon,
Standart ve Erime Egrileri

Sekil EK-5.1. Farkh besi yerlerine maruz kalan dental pulpa koék hiicrelerindeki OCN
Genine Ait Gergek Zamanli-PZR Amplifikasyon, Standart ve Erime Egrileri
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Sekil EK-5.2. Farkh besi yerlerine maruz kalan dental pulpa kék hiicrelerindeki
COL1al Genine Ait Gercek Zamanli-PZR Amplifikasyon, Standart ve Erime Egrileri
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Sekil EK-5.3. Farkli besi yerlerine maruz kalan dental pulpa kok hiicrelerindeki DMP1
Genine Ait Gergek Zamanli-PZR Amplifikasyon, Standart ve Erime Egrileri
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Sekil EK-5.4. Farkh besi yerlerine maruz kalan dental pulpa kék hiicrelerindeki DSPP
Genine Ait Gercek Zamanh-PZR Amplifikasyon, Standart ve Erime Egrileri
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EK-6. Calismada yer alan genlerin gergek zamanl PZR deneyleri sonucunda elde
edilen ortalama Ct degerleri

Tablo EK-6.1. Calismada yer alan genlerin gercek zamanl PZR deneyleri sonucunda
elde edilen ortalama Ct degerleri.

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
COL1al | NB 15,56 18,36
FB 14,96 17,55
FB+MTA 14,09 16,75
FB+MTA+VitD3 | 13,66 15,33
DMP1 | 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
B-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. Calismaya disi dahil edilen bir hastanin kan degerleri ve panoramik filmi

H acC ett e p e TIBBI LABORATUVAR TETKIK SONUG RAPORU
MERKEZ LABORATUVARI
Ruhsat No : 09 /2

HACETTEPE UNIVERSITES| HASTANELERI

Hastanin Adi, Soyadi

TC Kimlik H

Dogum Tarihi, Cinsiyeti  : 1996 / K
Protokol / Dosya / Iglem No:

Rapor No : 92399

HPLC Laboratuvari Tetkik Istek Zamani: Numune Kabul Zamani:
Tetkiki Isteyen: Numune Tiirii :  Kan 05/04/2019 16:02 08/04/2019 14:36
Prof.Dr. Numune Alma Zamani: Uzman Onay Zamani:
Aile Hekimligi 08/04/2019 14:25 08/04/2019 16:06
HPLC 1 Ornek No:

Test Adi Durum Sonug Birim __ Referans Degerler Onceki Sonuglar
Glikozile hemoglobin (HbALc) Y 6,6 % 35 - 56 65 60 7

16/02/1
>=966,5 Diyabet

HBA1C 66%

NO: 0102 SL:0001 -01 .
1D: 82249892
M
CALIBY= 1.1655X + 06653
NAME % TIME AREA
A1A 05 025 10.13
A1B 05 032 9.92
F 07 039 1480
LATCs 23 050 827
SAIC 66 063 105.95
A0 910 091 1904.28
H-VO 0.0 0.00 0.00
H-V1 0.0 0.00 0.00
H-v2 0.0 0.00 0.00 05+
TOTAL AREA 2093.35
HBA1C 6.6 %
HbA1 75% HbF  07%
1.0+
T NUCLEUS - Monad Yazlim & Danigmaniik
Test Adi Durum Sonug Birim Referans Degerler ‘Onceki Sonuglar
25-OH Vitamin D 23,15 Hg/lL B Tl T

Ciddi eksiklik HglL < 10

Orta derecede Hg/L 10 - 24

eksiklik

Optimum diizey uglL 25 - 80

Olas! toksik diizey Hg/L > 80
"LC-MS/MS yéntemi ile galisimistir.”

Onaylayan Biyokimya Birim Sorumlusu Tibbi Laboratuvarlar Direktérii

Prof. Dr. Prof. Dr. Dog.Dr.

Agikiamalar

1. Kaniitatif analizlerde ic kalite kontrol sonuglarimiz Wesgart kurallarina gére degerlendiriimektedir.

2. Hastanin Gykil, Kinik ve diger laboratuvar bulgulari le uyumsuz oldugunu diisindigiiniz veya elinizdeki laboratuvar sonucu ile girisimsel islem yapilacagi durumarda
sonucun dogrulanmas! igin laboratuvar ile temasa gegmeniz fica olunur.

3. Hastadan numune alinmas1 ve barkodlanmas! tarafimizca yapilmanis olup bu sonuclar sadece incelemesini yaptigimiz numuneler le igiiir

4. : Yiksek deger , D: Diisiik deger

5.*: Karar sinin

Sekil EK-7.1. Hastanin kan degerlerini gbsterir sonuglari.



Sekil EK-7.2. Hastanin ¢ekim 6ncesi alinan panoramik filmi. Alt sol 3. molar disi
¢alismaya dahil edilmistir.



