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Dental Pulpa K&k Hiicrelerinin Izolasyonu,
Koloni Olusturma Yetenegi ve Kok Hiicre
Iceriginin Belirlenmesi Uzerine
Bir On Calisma

A Pilot Study on the Isolation of Dental Pulp
Stem Cells, Potential of Forming Colonies and
Defining the Content of Stem Cells

OZET Amag: Dental pulpa, son zamanlarda {izerinde 6nemle durulan ve gesitli kok hiicre aragtir-
malarinda kullanilan bir kok hiicre kaynagidir. Bu ¢aligmada, dental pulpa kok hiicrelerinin steril
ortamda izolasyonu gerceklestirilerek; kok hiicre diizeyinin belirlenmesi ve ayni zamanda kiiltiir ¢a-
ligmalari igin tek hiicre siispansiyonu haline getirmek i¢in kullanilan metotlarin optimize edilme-
si amaglandi. Gereg ve Yontemler: Bu calismada, bir adet gémiik 20 yas disi kullamldi. Dental pulpa
dokusu %10 fotal dana serumu igeren alfa-MEM igerisinde 3 mg/mL Tip-1 kollajen ile sindirim ig-
lemiyle tek hiicre siispansiyonu haline getirilerek, 6 kuyulu kiiltiir plaginda %5 CO, ve nemli or-
tamda 72 saat inkiibe edildi. Bu siire sonunda plaklar hiicre morfolojisi ve koloni gelisimi y6éniinden
inverted mikroskopta, CD34 hiicre oran: yoniinden de flow sitometride incelendi. Bulgular: Kiil-
tiir sonucu hiicre kolonilerinin olustugu gozlenmistir. Kiiltiirden alinan hiicrelerde ¢ degisik hiic-
re popiilasyonu gozlenmis ve bu popiilasyonlarda CD34 eksprese eden hiicre oranlar1 %10.99,
9%12.99 ve %2.99 olarak bulunmustur. Sonug: Yiiksek CD34 pozitif hiicre oran: ve in vitro kiiltiir-
de koloni olusturma yetenegi dikkate alindiginda, dental pulpa dokusunun zengin bir kék hiicre
kaynagi oldugu gozlenmektedir.

Anahtar Kelimeler: Denta pulpa; kék hiicre; CD34 antijeni

ABSTRACT Objective: Dental pulp has been used as a source in various stem cells experiments in the
recent years. The aim of this study was to isolate dental pulp stem cells in sterilized conditions, to de-
fine the content level of stem cells and to optimize the methods that were used in obtaining single cell
suspension for cell culture experiments. Material and Methods: In this study, a third molar tooth was
used. Dental pulp tissue was digested with collagenase Type I (3 mg/mL) in alpha-MEM containing
10% fetal calf serum to obtain single cell suspension. The cells were incubated in 6-well-plates with
culture medium at 5% CO, for 72 hours at moist conditions. After 72 hours, the cells were examined
by inverted microscopy for cell morphology and development of colonies and the ratio of CD34 pos-
itive cells were defined with flow cytometry. Results: The development of the cell colonies was ob-
served in culture. Three different cell populations were defined from the culture and the ratios of
these populations that expressed CD34 were 10.99%, 12.99% and 2.99%. Conclusion: Considering
the high rate of CD34 positive cells and the capability of forming colonies in in vitro culture, dental
pulp is a good stem cell source.

Key Words: Dental pulp; stem cells; antigens CD34
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ok hiicreler; klonojenik 6zellesmemis hiicreler olup, uzun stireli

kendini yenileme ve ¢oklu hiicre tipine yonlenme yetenegine sa-

hiptir. Bu 6zellikleriyle dokularin rejenerasyonuna katkida bulu-
nurlar. Bu hiicrelerin yagam boyunca sinirsizca boliinerek diger hiicrelerin
yerini aldiklar1 distiniilmektedir.!

Turkiye Klinikleri ] Med Sci 2009;29(1)



Medical Biology

Siizergoz et al

Kok hiicreler gelisimsel olarak ikiye ayrilmak-
tadir: Embriyonik ve postnatal kok hiicreler (orga-
na 6zgii, dokuya 6zgii ya da erigkin kok hiicreler
olarak da adlandirilabilir). Embriyonik kok hiicre-
ler embriyodan koken almakta ve biitiin dokular:
olusturma yetenegindedirler.>* Erigkin dokularda-
ki kok hiicreler ise farklilasmamis hiicreler olup,
genellikle icinde bulunduklar1 dokuya ait olan hiic-
re tiplerini {iretirler. Bu hiicreler ayni zamanda
kendilerini yenileyebilirler, ait olduklar1 dokunun
devamliligini ve onarimim saglarlar. Erigkin kok
hiicreler ayn1 zamanda, diger dokulara ait 6zelles-
mis hiicreleri olusturma potansiyeline de sahiptir
ve bu durum “transdiferansiyasyon” ya da “plastisi-
te” olarak adlandirilir. Postnatal kék hiicreler ke-
mik iligi, sinir dokusu, deri, retina ve siklikla dental

epitel gibi ¢esitli dokularda bulunmak- tadir.!*>

Cesitli dokulardan elde edilen kok hiicreler ge-
sitli hiicre tiplerine dontstiirillerek doku onari-
kullanilmaktadir.®® Dig
zamanlarda tizerinde 6nemle durulan ve ¢esitli kok

minda pulpasi, son
hiicre aragtirmalarinda kullanilan bir kék hiicre
kaynagidir.”' Kolayca elde edilebilmesi, zorlu ve
karmasgik prosediirlere ihtiya¢ gostermemesi ¢ok
onemli bir avantajdir.

Dis gelisimi bir¢cok asamadan olusmakta ve bu
asamalar oldukca karmagik bir yap: gostermekte-
dir. Son yillarda tizerinde biiyiik bir yogunlukla ¢a-
lisilan kok hiicrelerden dis olusturma caligmalari
ve rejenerasyon, doku mithendisliginin bir pargasi-
dir ve bu konuda tilkemizde atilan adimlar olduk-
¢a sinirhidir.'o!

Dental kok hiicreleri ile calismalarin gercek-
lestirilebilmesi i¢in 6ncelikle bu hiicrelerin izo-
lasyonu ve tanimlanmasi gerekmektedir. Bu
caligmada, dental pulpa kok hiicrelerinin steril or-
tamda izolasyonunu gerceklestirerek, flow sito-
kok hiicre
belirlenmesi ve ayni zamanda in vitro kiiltiir ¢alig-

metri yardimi ile iceriginin
malarinda kullanabilmek i¢in tek hiicre siispansi-
yonu haline getirecek metotlarin optimize

edilmesi amaglandi.

Bu ¢aligmanin amaci, dis pulpa kok hiicre ice-
riginin saf olarak belirtilmesi i¢in kiiltiir ortamina
hicbir diferansiyasyon faktori katilmadan, dolay:-
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styla hiicrelerde herhangi bir yonlenmeye yol ag-
maksizin kok hiicre diizeyinin CD34 antijeni kul-
lanilarak belirlenmesidir.

I GEREG VE YONTEMLER

Calisma icin Uygun Olan Dislerin Cekimi ve Saklanmasi

Bu bir olgu calismasidir. Istanbul Tip Fakiiltesi Ye-
rel Etik Kurulu-2008/925 no’lu etik kurul onay: ve
hastadan “bilgilendirilmig olur” alinarak ¢ekilen disg
calisma i¢in kullanildi. Calismada, 1 adet gémiik 20
yas disi kullanildi. Dis ¢ekimi planlanan hastanin
sistemik hastalig1 olmamasina dikkat edildi. Dis ¢e-
kiminden 6nce hastaya %0.2’lik klorheksidinle gar-
gara yaptirildi ve c¢ekilecek olan bolge
klorheksidinle silindi. Dig ¢cekiminden sonra, dig
EMT Toothsaver (Almanya, dipeptide N-acetyl-L-
alanyl-L-glutamine + azide-NaN.sub.3) i¢ine ko-
nuldu ve deney zamanina kadar (2 saat) tasiyici

soliisyon i¢inde bekletildi.

Pulpa izolasyonu Oncesi Dislerin Sterilizasyonu

Disin iizerindeki jinjival ve periodontal dokular ka-
zinarak uzaklagtirildi. Dis, sterilizasyon amaciyla
iyotlu antiseptikten gegcirildikten sonra alkolden de
gecirilerek iyot kalintilar1 uzaklagtirildi. Daha son-
ra penisilin + sefalosporin igeren antibiyotik kari-
siminda 1 dakika bekletildikten sonra steril gazl
beze alinarak pulpa izolasyonu i¢in digin agilmasi
asamasina gegildi.

Pulpanin izolasyonu

Dental pulpanin ¢ikarilmasi i¢in su sogutmasi al-
tinda aerator ile 6nceden derin oluk olusturulan
dis, davye ile sikistirilarak kirildiktan sonra pulpa
dokusu steril bir pensle kiiltiir medyumuna alindi.
Pulpa dokusu bisturi yardimi ile enzimatik sindi-
rim Oncesi kiiciik parcalar haline getirildi.

Pulpa Hiicrelerinin Enzimatik Sindirimle
Tek Hiicre Siispansiyonu Haline Getirilmesi

Dental pulpa dokusu %10 fotal dana serumu
(hyclone) iceren alfa-MEM (Sigma) icerisinde 3
mg/mL Tip-1 kollajen (Sigma) ile sindirim islemi-
ne alindi. Bu iglem i¢in dokular 37 °C’de %5 CO,
iceren nemli ortamda (Sanyo) 2 saat bekletildi. in-
kiibasyon sonunda hafifce calkalanarak hiicrelerin
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doku parcaciklarindan uzaklasip tek hiicre siispan-
siyonu haline gelmesi saglanda.

Pulpa Hiicrelerinin Kiiltiiri

Tek hiicre stispansiyonu haline getirilen hiicreler
10 hiicre/mL olacak sekilde %10 fotal dana serumu
iceren alfa-MEM igerisinde 6’11 kiiltiir plaginda %5
COy ve nemli ortamda 72 saat inkiibe edildi. Bu sii-
re sonunda plaklar inverted mikroskopta hiicre
morfolojisi ve koloni gelisimi yoniinden incelendi
(Resim 1).

Flow Sitometride Hiicrelerin CD34 Pozitifliginin Belirlenmesi

Kiiltiir sonras: dental pulpa hiicrelerinin CD34 po-
zitifligi yoniinden analizi flow sitometride gercek-
lestirildi. Hiicreler medyumda 10° hiicre/mL olacak
sekilde ¢ tiip icerisinde sulandirildi. 1. tiip otoflo-
resan kontrolii ve kapilama icin, 2. tiip izotipik
kontrol i¢in ve 3. tiip de CD34 boyama i¢in ayrildu.
Izotipik kontrol i¢in IgG1 PE ve IgG2a FITC isaret-

RESIM 1: Dental pulpa ayrildiktan sonra enzimatik sindirimle elde edilen
soliter hiicrelerin alfa-MEM'de 72 saatlik inklibasyonu sonucu 6 kuyucuk-
lu kiltdr plaginda gdzlenen soliter hiicreler ve koloniler. A) Kolonize ol-
mamis soliter hicreler. B) Yan yana duran fakat koloni formasyonu
olusturmayan soliter hiicre kiimeleri. C) Kolonize olan ve soliter hiicreler
yan yana. D) Kompakt yapili bir koloni. E) Daha biyik ve kompakt yapili
bir koloni (Bar, x400).
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li monoklonal antikorlar1 (Becton Dickinson Sito-
metry System, ABD), CD34 boyama i¢in de FITC
isaretli anti-CD34 monoklonal antikoru (Becton
Dickinson Sitometry System, ABD) kullanildi.
Hiicreler karanlikta oda 1s1sinda 20 dakika inkiibe
edildikten sonra FacsCalibur (Becton Dickinson Si-
tometry System, ABD) flow sitometri cihazindan
(her boyama i¢in 5500 hiicre) gecirildi. Flow sito-
metri cihazindan elde edilen veriler cellquest prog-
raminda analiz edildi. Cihazda gozlenen her
popiilasyon i¢in CD34 pozitif hiicrelerin oranlar:
ayr ayr1 belirlendi (Resim 2).

I BULGULAR

Pulpa Hiicrelerinin In Vitro Kiiltiirii

Dental pulpadan izole edilen hiicreler tek hiicre siis-
pansiyonuna getirildikten sonra 6’l1 kiiltiir plagina
ekim yapilmgtir. 72 saatlik kiiltiir sonucu dental pul-
pa hiicrelerinin kiiltiir ortamindaki davraniglar: in-
verted mikroskopla izlenmistir (Resim 1). Resim
1A’da erigkin hiicre karakteristigi gosteren ve kolo-
nilesme 6zelligi tagimayan soliter hiicreler gozlen-
mektedir. Resim 1B’de yan yana birikmis, fakat
koloni olugturmayan soliter hiicreler gozlenmekte-
dir. Resim 1C’de hiicre kolonileri ve bu kolonilere
komsu duran soliter hiicreler gériilmekte, fakat kolo-
ni olusturan hiicrelerle soliter hiicreler arasinda bir
iliskinin olup olmadig: anlagilamamaktadir. Soliter
hiicrelerin dogal olarak (kendiliginden) hiicre kolo-
nisine komsu pozisyonda bulunma olasilig1 mevcut-
tur. Resim 1D ve 1E’de dental pulpa kok hiicreleri
tarafindan meydana getirilen hiicre kolonileri goz-
lenmektedir.

Flow Sitometride Analiz

Flow sitometride FS ve SS diyagraminda ii¢ farkh
hiicre poptilasyonu gozlenmistir. Bu popiilasyonlar
ayr1 ayr1 kapilanarak her bir popiilasyonun CD34
eksprese eden hiicre orani belirlenmistir. Resim
1A’da R1 bolgesindeki kii¢iik boyutlu ve sitoplaz-
masi az graniillii olan hiicre popiilasyonu kapilana-
rak analize alinmistir. Hiicre sayis1 bakimindan
zengin olan bu popiilasyonda CD34 pozitifligi
910.95 olarak bulunmustur. R1 popiilasyonunun
saginda, sayica az ve daha biiyiik boyutlu hiicrele-
rin olusturdugu hiicre popiilasyonunda ise CD34

Turkiye Klinikleri J Med Sci 2009;29(1)
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RESIM 2: Dis pulpasindan elde edilen hicrelerin kiiltiirde 72 saat inkiibas-
yonu sonrasi FITC isaretli anti-CD34 monoklonal antikorlariyla yapilan flow
sitometrik analiz sonuglari.

Flow sitometrik analizde U¢ degisik hlicre populasyonu gdzlenmistir. Her bir
popilasyon ve CD34 ekspresyon diizeyi sirasyla: A) Kiigtik boyutlu, dar ve
grantilsiiz sitoplazmali ve sayica Ustlin olan hiicre popiilasyonu ve CD34 po-
zitif hiicre orani. B) Bliyiik boyutlu, genis ve graniilsiz sitoplazmali hiicre po-
pillasyonu ve CD34 poxzitif hiicre orani. C) Kii¢lk boyutlu, dar ve granillii
sitoplazmali hiicre popilasyonu ve CD34 pozitif hiicre orani.

eksprese eden hiicre oran1 %12.29 olarak bulun-
mustur (Resim 2B). Diyagramda R1 popiilasyonu-
nun st kisminda gézlenen ve kiicitk boyutlu fakat
sitoplazmasi1 daha graniillii olan R3 popiilasyonun-
da CD34 eksprese eden hiicre orani %2.99’a diis-
mektedir (Resim 2C). R3 bolgesinde hiicre say1s1 da
R1 bolgesine gore daha az miktardadir.

I TARTISMA

Bu c¢aligmada, tek disten elde edilen dental pulpa
kok hiicrelerinin kiiltiirleri kisa siireli olarak ve di-
feransiyasyon faktorleri eklenmeden gerceklesti-

Turkiye Klinikleri ] Med Sci 2009;29(1)

rilmigtir. Kiiltiirlerde kolonileri meydana getiren
hiicreler dis pulpas1 kok hiicrelerinin kendini ye-
nileme tiriinti olarak meydana gelmektedir. Kiiltiir-
deki hiicrelerin flow sitometrik analizlerinde FS ve
SS histograminda hiicrelerin dar bir alan igerisinde
gozlenmesi, bu hiicrelerin benzer yapisal 6zellik-
lere sahip olduklarini gostermektedir (Sekil 2A, B,
C). Cheng ve ark., erigkin sempanzelerden elde edi-
len dis pulpa kok hiicrelerinin benzer olarak kiil-
hizla
¢ogaldiklarini gostermislerdir.'?

tlirde kendilerini yenilediklerini ve

Bu c¢aligmada gerceklestirilen flow sitometrik
olgiimlerde sadece CD34 pozitifligi incelenmistir.
Bunun nedeni yapilan ¢alisgmanin amacinin dental
pulpa kok hiicre igeriginin saf olarak belirtilmesi
oldugundan, kiltiir ortamina hi¢bir diferansiyas-
yon faktorii katilmamig olmas: ve dolayisiyla hiic-
relerde herhangi bir yonlenmeye yol agmaksizin
kok hiicre diizeyinin belirlenmesidir. Bu sayede
kok hiicrelerin 6zellesmis hiicrelere differansiye ol-
madan kiiltiir ortaminda bekletilerek flow sito-
metrik incelemeleri gerceklestirilmistir. Kiiltiire
cesitli diferansiyasyon faktorlerinin eklenmesi du-
rumunda hiicrelerdeki yonlenmeleri belirlemek
i¢in flow sitometri paneli uygun antikorlar secile-
rek genigletilmelidir.

Bu calismada, dental pulpa hiicrelerinin kok
hiicre igerigi ve bu hiicrelerin ¢ogalma yetenegini
belirlemek amaciyla yapilan flow sitometrik ana-
lizde hiicrelerin yiiksek oranda CD34 eksprese et-
tigi gozlenmistir (Sekil 2A, B). CD34 ekspresyonu-
nun hiicrelerde farklilasmanin kaynag: oldugu ve
kok hiicrelerin farklilagmaya bagladiginda hiicre
ytizeyinde bu molekiiliin eksprese edildigi bildiril-
mektedir. Bu nedenle CD34 hiicre yiizey antijeni-
nin primitif kék hiicrelerde bagkalagim belirteci
oldugu digiiniilmektedir.’®!* CD34 disindaki hiicre
ylizey antijenlerinin kendini yenileme yetenegini
kaybeden olgun karakterdeki hiicreleri yansitma-
sindan dolay, bu ¢alismada yalnizca CD34 ekspres-
yonu ele alinmigtir.

Bu ¢aligma, dental kok hiicre uygulamalari igin
bir 6n ¢aligmadir. Dental kok hiicreler hakkinda
daha fazla bilgi edinebilmek i¢in 6rnek sayisinin
artirilmast, farkh dislerin farkl bolgelerindeki pul-
pa dokularinin incelenmesi gerekmektedir. Dental
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kok hiicre yiizey antijenlerinin heniiz kesinlesme-
mesi nedeni ile cesitli antijenler aragtirilmaktadir.
Bu ¢aligmada, 6nemli oldugu diisiiniilen CD34 an-
tijeni incelenmistir. Diger ylizey antijenlerinin de
incelenecegi ¢caligmalara ihtiyac vardir.

Dental kok hiicre caligmalarinda, stk cekim
endikasyonu olan dis olmas: nedeni ile 20 yas dis-
lerinin en sik kullanildig: ve en son gelisen dis ol-
mas1 nedeni ile de gelisimin erken déneminde
yakalandiginda pulpa dokusu agisindan zengin ol-
dugu bildirilmektedir.”>'® Bu nedenle bu ¢aligma-
da 20 yas disi kullanilmigtir.

Insanlarda disin siirmesiyle beraber dental epi-
tel kok hiicreleri kaybolmakla birlikte oral ektome-
zenkimdeki farklilagmamig hiicreler tamamen
kaybolmaz. Yapilan ilk ¢aligmalarda dental pulpa-
daki prekiirsor hiicreler, daha sonralari ise insan dis
pulpasindan kok hiicreler izole edilmis ve bu hiicre-
lere “dental pulpa kok hiicreleri” ad1 verilmistir.>!”
Bu ¢aligmada, dental pulpa kok hiicre izolasyonun-
da Liu ve ark. tarafindan tanimlanan yéntem modi-
fiye edilerek uygulanmistir'®. Ayrica, disler
cekildikten sonra dig pulpa hiicrelerinin 24 saat can-
L1 kalmasini saglayabilen “EMT toothsaver” kullani-
larak dental pulpa kok hiicrelerinin canlhlik
oraninin yiiksek tutulmasi saglanmigtir.

Dis pulpasindan izole edilen kok hiicreler, ken-
dini yenileme yetenegi olan ve adiposit, sinir hiicre-
lerine ve odontoblasta benzer hiicrelere doniisme
kapasitesine sahip olan multipotent 6zellikte hiicre-
lerdir.>'”* Bowen ve ark., 20 yas disleri ve kiiciik az1
dislerinden elde ettikleri dental pulpa kok hiicre izo-
lasyonundan sonra bu hiicreleri osteojenik, kondro-
jenik ve adipojenik kosullarda kiiltiire etmis ve
hiicre farklilagmalarini incelemeye almiglardir.? Bu
calismada, dis pulpasindan elde edilen hiicrelerin 72
saatlik kiiltiirlerinde soliter hiicrelerle birlikte (Sekil
1A, B) hiicreden zengin koloniler gozlenmistir (Sekil
1D, E). Bu kolonilegsmenin kok hiicreler tarafindan
gerceklestirildigi goz 6ntine alindiginda, dental pul-
pa kok hiicrelerinin say1 ve kapasiteleri hakkinda
olumlu isaretler alinmig olmaktadir.

Aragtirmalarda dig pulpasindan elde edilen kok
hiicrelerin, diger kaynaklardan elde edilen koék
hiicrelerden daha fazla farklilasma 6zelligi oldugu
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bildirilmektedir. Bu fark, dig pulpasindan elde edi-
len mezenkimal kok hiicrelerin potansiyel klinik
kullanimi igin bir imit 1s181dir.>! Son zamanlarda
yapilan ¢aligmalarda da diste bulunan mezenkimal
kaynakli kok hiicrelerin kalp hastaliklari, Alzhei-
mer hastalif1, Parkinson hastaligi, omurilik zede-
lenmesine bagh felcler gibi tedavisi zor hastaliklar
iyilestirmede potansiyel; ayn1 zamanda kemik yapi-
lanmasi, dis olusturma, dis eti, cene hastaliklar ile
kikirdak, yag ve kas gibi birlestirici organlar can-
landirma ve olusturma agisindan umut vaat ettigi
ortaya ¢ikmistir.> Onemli bir kok hiicre kaynagi
olan kemik iligi ile karsilastirildiginda, dis pulpasi
hiicrelerinin CD34 ekspresyon orani oldukg¢a yiik-
sek bulunmaktadir.?*» Bu oran kemik iligi i¢in %1-
2 iken, bu caligmada, dis pulpa hiicrelerinde
%10-12 olarak saptanmigtir. Bu yoniiyle dis pulpa-
s1, diger calismalarda da belirtildigi gibi zengin bir
kok hiicre kaynagi olarak kargimiza ¢ikmaktadir.

[ SONUG

Siit ve siirekli dis germ eksikligiyle dogan ¢ocukla-
rin oraninin yiiksekligi ve dental saglik kaybi nede-
ni ile olusan dis kayiplar: ciddi bir saglik sorunu
olusturmaktadir. Hastalanmis ya da zarar gormiis
disin rejenerasyonunun saglanmasi en 6nemli te-
davi seceneklerinden birini olusturacaktir. Postna-
tal kok hiicrelerin esas gorevleri bulunduklar
dokuyu tamir etmek ve dokunun devamliligini sag-
lamaktir.>!"! Dental kok hiicreler, dis ¢iirtiigii olusu-
mu sonrast biiyime faktorlerinin salinimi ile
aktifleserek tamir dokusu olusumunda, dentin-
pulpa kompleksinin rejenerasyonunda gorev yap-
maktadir.! Dentin/pulpa dokusu ve sement/
periodontal dokusunun, insan dental pulpa kok
hiicreleri ve periodontal ligaman kok hiicreleriyle
rejenere olabilecegi bildirilmektedir."? Insanin
kendi dokusundan dis dokusuna benzer bir yap1
olusturulmaya ¢alisgilmaktadir. Uzun donemde he-
deflenen ise canli dig dokusunun olusturulmasi-
dir.*26%” Bu ¢alisma, dental pulpa kok hiicrelerinin
izolasyonu ve tanimlanmasini kapsamasina karsin,
uzun donemde dental pulpa kok hiicreleri ile ha-
sarl1 dislerin rejenerasyonuna yonelik kok hiicre
uygulamalar i¢in ilk adimi olusturabilecek tek ol-
guda yapilmis bir 6n ¢aligmadar.
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