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Bu galisma, Serife Buket Bozkurt tarafindan 7. Kék Hiicre Sempozyumu’nda (11 Mayis 2018, [stanbul) poster olarak sunulmustur.

OZET Amag: insan dental pulpa mezenkimal kok hiicrelerin
(IDPMKH) saglikl pulpa dokularindan izole edildigine dair gok sayida
arastirma olmakla birlikte, travma nedeniyle kirilan dislerden
IDPMKH’lerin izolasyonuna iliskin ¢alisma ¢ok simrli sayidadir. Bu
caligmada, travma nedeniyle disleri kirtlmis hastanin kanal tedavisi si-
rasinda elde edilen pulpa dokularindan, mezenkimal kok hiicre (MKH)
izolasyonu yapilip yapilamayacagi test edildi. Gere¢ ve Yontemler:
Bes giin 6nce diistligii i¢in iist cene santral disleri (#11, #21) kirilan 15
yasindaki kadin hasta, agr1 sikayetiyle pedodonti klinigine basvurdu.
Kirig1 gormek, izolasyonu saglamak ve diizgiin bir sekilde restore
etmek i¢in krestal alveoler kemige osteotomi yapilmast i¢in flep cerra-
hisine karar verildi. Disler, kanal tedavisi yapilmadan restore edileme-
yecegi i¢in pulpa dokusu ekstirpe edildi. Avaskiiler goriintimlii pulpa
dokular1 eksplant yontemiyle kiiltiir ortamina alind1 ve hiicre bitytimesi
gozlemlendi. Hiicrelerin 3. pasajindan sonra RNA izole edildi ve
MKH’ye 6zgii hiicre yiizey belirtegleri ger¢ek zamanli polimeraz zin-
cir reaksiyonu [real-time polymerase chain reaction (RT-PCR)] ile ¢ca-
lisildi. Ayrica hematopoietik kok hiicre yiizey belirtegleri dogrulama
icin degerlendirildi. Bulgular: RT-PCR sonuglari, hiicrelerin MKH spe-
sifik yiizey belirteclerini (CD73, CD90, CD105) eksprese ettigini ve
hematopoietik kok hiicre yiizey belirteglerinin (CD34, CD45), eks-
presyonunun ¢ok diisiik diizeyde oldugunu gosterdi. Sonug¢: Travma
gormiis kirllmig dislerden MKH izolasyonunun yapilabilmesi, otolog
dental pulpa MKH izole edilerek, hiicre temelli kanal tedavilerinin
miimkiin olabilecegini diisiindiirmektedir. Bu yaklagim da dis hekimli-
ginde travma hastalarinin tedavisinde pulpanin revaskiilarizasyonu ve
rejenerasyonu agisindan umut vaat edici gériinmektedir.

Anahtar Kelimeler: Mezenkimal kok hiicreler; dis pulpasi; dis kiriklar:

ABSTRACT Objective: Although many researches have been re-
ported regarding isolation of human dental pulp mesenchymal stem
cells (HDPMSCs) from healthy pulp tissues, there are limited studies
on isolation of HDPMSCs from the fractured teeth due to trauma. In
this study, it was tested whether mesenchymal stem cell (MSC) could
be isolated from pulp tissues that were obtained during the canal treat-
ment of fractured teeth due to trauma. Material and Methods: A 15-
year-old woman who had fractured maxillary central incisor teeth
(#11, #21) due to falling five days ago admitted to pediatric dentistry
with pain. It was decided a flap surgery to do osteotomy for crestal
alveolar bone to view fracture and to provide isolation and restore
properly. Since the teeth can not be restored without root canal treat-
ment, pulp tissue was extirpated. The avascular-like pulp tissues were
cultured using explantation method and cell growth was observed.
After third passage, RNA was isolated and cell surface markers spe-
cific for MSC were studied by real-time polymerase chain reaction
(RT-PCR). Also, hematopoietic stem cell surface markers were eval-
uated for confirmation. Results: RT-PCR analysis displayed that cells
expressed specific cell surface markers of MSC (CD73, CD90,
CD105) and expression of hematopoietic stem cell surface markers
(CD34,CD45) of cells were determined low levels. Conclusion: Pos-
sibility of the MSCs isolation from fractured teeth suggested that cell
based canal treatments can be possible by isolating autologous den-
tal pulp MSCs in patient. This approach seems promising for pulp
revascularization and regeneration in the treatment of trauma patients
in dentistry.

Keywords: Mesenchymal stem cell; dental pulp; tooth fractures

Kok hiicreler, sahip olduklart kendi kendilerini
yenileyebilme ve farklilasma potansiyeliyle embri-
yonik gelisim siireci ve sonrasinda doku rejeneras-

yonunda 6nemli roller iistlenen 6zellesmis hiicreler-
dir. Bu hiicrelerin, boliinebilme ve farklilasma po-
tansiyellerini tanimlamak i¢in totipotent, pluripotent

Correspondence: Serife Buket BOZKURT
Hacettepe Universitesi Dis Hekimligi Fakiiltesi, Ar-Ge Laboratuvari, Ankara, TURKIYE/TURKEY
E-mail: buketbozkurt@hacettepe.edu.tr

Peer review under responsibility of Turkiye Klinikleri Journal of Dental Sciences.

Received: 24 Sep 2020

Received in revised form: 18 Dec 2020

Accepted: 26 Jan 2021 Available online: 3 Mar 2021

2146-8966 / Copyright © 2021 by Tiirkiye Klinikleri. This is an open
access article under the CC BY-NC-ND license (http://creativecommons.org/licenses/by-nc-nd/4.0/).

600


https://orcid.org/0000-0002-8641-2844
https://orcid.org/0000-0001-8665-6235
https://creativecommons.org/licenses/by-nc-nd/4.0/

Serife Buket BOZKURT ve ark.

Turkiye Klinikleri J Dental Sci. 2021;27(4):600-7

ve multipotent tanimlar1 kullanilmaktadir. Totipotent
hiicreler, embriyonik ve ekstra-embriyonik dokular
da dahil olmak iizere bireyin tiim hiicrelerini olustu-
rabilecek sayida siirsiz boliinme ve farklilagma gii-
cline sahip hiicrelerdir. Pluripotent hiicreler ise
kismen boliinme yetenegine sahip olup endoderm,
mezoderm ve ektoderm olmak {izere 3 germ tabaka-
sina farklilasabilen hiicrelerdir. Bununla birlikte, eris-
kin dokularda homeostaz ve rejenerasyon saglayan
multipotent hiicreler, daha sinirli hiicre hatlarina fark-
lilasabilen hiicreler olarak tanimlanmaktadir.! Ayrica
kok hiicreler, pluripotent kapasitede boliinme ve fark-
lilagma yetenegine sahip olan “embriyonik kok hiic-
reler” ve multipotent kapasitede boliinme ve
farklilagma giiciine sahip olan “erigkin kok hiicreler”
olarak da gruplandirildi.”> Bununla birlikte dermal fib-
roblastlar gibi somatik hiicrelere embriyonik hiicrele-
rin ¢ekirdekleri transfer edilip, Nanog, Oct3/4, Sox2 ve
Klf4 gibi transkripsiyon faktorleriyle yeniden yapilan-
dirlarak, “indiiklenmis pluripotent kok hiicre” tani-
muyla yeni bir erigkin kok hiicre sentezlendi.> Kok
hiicre aragtirmalarinin baglangig yillarinda, embriyonik
kok hiicrelerin ve indiiklenmis pluripotent kok hiicre-
lerin sahip olduklart pluripotent kapasiteyle hiicre te-
melli tedavilerde etkili birer kaynak olabilecekleri
diistiniildii. Fakat devam eden siirecte, hem embriyo-
nik kok hiicrelerle ilgili etik konular hem de her iki
hiicre hattinin tiimoral formlara doniisebilme kapasite-
lerinin yiiksek olmasi sebebiyle arastirmalar, her iki
kaygidan uzak olmasi sebebiyle igerisinde hematopo-
ietik kok hiicre ve mezenkimal kok hiicre (MKH) alt
gruplarin1 da bulunduran eriskin kok hiicrelere daha
fazla odaklandu.® Eriskin kok hiicreler, embriyonik kok
hiicrelere gore daha az farklilagma ve boliinme kapasi-
tesine sahip olmalarina ragmen kok hiicre yetenekle-
rini koruyan hiicre hatlaridir. Yapilan arastirmalar
sonucunda MKH’nin, mezoderm germ tabakasindan
farklilagtiginin - belirlenmesiyle bu hiicre hattina
“MKH” ismi verildi.” Ayn1 zamanda MKH’nin fare
kemik iliginden izole edilip, kiiltiire edilmesiyle de
plastik yiizeye adherens 6zellikleri ve fibroblast ben-
zeri formlari belirlendi.? Multipotent kapasitede olan
MKH, insan ve hayvan dokularindan elde edilebil-
mektedir. Insan MKH’leri nonhematopoietik olup, os-
teosit, adiposit, kondrosit, norosit ve hepatositlere
farklilasma yetenegine sahip multipotent hiicrelerdir.®
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Bu hiicre hatlar1 ilk olarak kemik iliginden elde edilmis
olup, sonrasinda perivaskiiler alandaki tiim dokulardan
izole edilmistir.>!® MKH’lerin insan viicudunun farkh
dokularindan elde edilebilirliginin belirlenmesiyle bir-
likte, bu hiicreleri tamimlayict kriterler 2006 yilinda
“Mesenchymal and Tissue Stem Cell Committee of the
International Society for Cellular Therapy” tarafindan;

m Plastik yiizeye adherens,

m Spesifik hiicre yiizey belirteclerine CD73,
CD90, CD105 (farklilasma belirtegleri) sahip olmasi,

m Hematopoietik kok hiicre yiizey belirteglerin-
den CD14, CD34, CD45 ve insan lokosit antijen-DR
bulundurmamasi,

= In vitro ortamda adiposit, kondrosit, osteob-
last farklilagmasi gostermesi olarak belirlendi.!!

Glintimiize kadar MKH, kemik iligi, adipoz
doku, amniyotik s1vi, amniyotik membran, dental do-
kular, bukkal yag pediendometrium, periferal kan,
plasenta ve fetal membran, tiikiiriik bezi, deri, umbi-
likal kord kan1 ve sinoviyal siv1 gibi bir¢ok eriskin
dokudan izole edildi.”'>"?

Dental dokulardan MKH izolasyonu, dokuya
ulagma kolaylig1 olmasi ve ¢cogu zamanda ¢ekim en-
dikasyonu olup kullanilmadiginda atik siirecine tabii
tutulacak dokular1 icermesi sebebiyle dnemli bir aras-
tirma alamidir. Ozellikle gingiva, periodontal liga-
ment, apikal papilla, palatal adipoz doku ve pulpa
dokusu MKH izolasyonunda nitelikli hiicre izolas-
yonlarinin saglandig1 dokulardir. Bunlardan pulpa do-
kusu, kraniyal noral krest hiicrelerinden kdken alip,
hem mezenkimal hem de ndroektodermal kok hiicre
ylizey belirteglerini eksprese edebilmektedirler.?’ Bu-
nunla birlikte, pulpa kok hiicrelerin odontoblast hiic-
relerine farklilagsma potansiyelinin yiiksek olmasi
ozellikle enfeksiyon, vitalite kaybi ve gelisimsel ano-
maliler sonucu kok gelisiminin durdugu dislerde en-
dodontik tedavi yaklasimi olan apeksogenezis veya
apeksifikasyon tedavilerinde giindemdedir.?'** Bir-
cok tedavi yaklasimini igerisinde bulunduran apeksi-
fikasyon tedavisinde, revaskiilarizasyonla ya apikal
bolgedeki vital pulpa hiicrelerin odontoblastlara do-
niismesi ya da MKH’lerin odontoblast ve sementob-
lastlara farklilasmasi {izerinden devital dislerde kok
gelisimini saglamasi hedeflenmektedir.>* Pulpa igeri-
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sindeki kok hiicre popiilasyonu, yaklasik %1 ile ¢ok
az bir miktar1 temsil etmektedir ve yasa bagimli ola-
rak bu oranin daha da azaldigi bilinmektedir.?!:>*
Pulpa MKH izolasyonu aragtirmalarinda 3. molar dis
kullanilmakla birlikte, stiperniimere disler, siit disi ve
dis germleri de izolasyon amagli ¢alismalara dahil
edilmektedir. Ozellikle kok hiicre izolasyonu siire-
cinde saglikli ve vital dental dokunun ¢ok kisa bir sii-
rede hiicre kiltlirli laboratuvarma ulastirilip,
izolasyon asamalariin gerceklestirilmesi kritiktir.
Travma ile gelen bir hastada, inflame/enfekte/avas-
kiiler doku goriiniimiine sahip olsa bile muhtemel bir
pulpa reselliilerizasyon ve revaskiilarizasyon tedavisi
i¢in kok hiicre kaynagi olup olamayacaginin deger-
lendirilmesi énemlidir. Bu yaklagimla diistiigii i¢in
st gene santral disleri (#11, #21) 5 giin 6nce kirilan
ve agrisi olan hastanin kanal tedavisi sirasinda elde
edilen avaskiiler goriiniimli pulpa dokularindan
MKH izolasyonu yapilip yapilamayacagi test edildi.

I GEREC VE YONTEMLER
KOK HUCRE iZOLASYONU

Bes giin Once travma gegirdigi i¢in iist ¢ene santral
disleri kirilan ve agris1 oldugu i¢in Selcuk Universi-
tesi Dig Hekimligi Fakiiltesine bagvuran 15 yasindaki
kadin hastadan, kanal tedavisi esnasinda ekstirpe edi-
len pulpa dokulari, %10 Fetal Bovine Serum (FBS),
250 pg/mL gentamisin siilfat, 5 pg/mL amfoterisin B
igeren Dulbecco'’s Modified Eagle Medium (DMEM)
tagima soliisyonu igerisinde hiicre kiiltiirii laboratu-
varina getirildi. Bu caligmada, Helsinki Deklarasyonu
Prensipleri gz oniine alinarak ve Selguk Universi-
tesi Dis Hekimligi Fakiiltesi Girisimsel Olmayan Kli-
nik  Arastirmalar-2020/46  etik  kurul
dogrultusunda islemler ve alinan dokunun kullanila-
bilmesi i¢in hastadan ve ebeveynlerinden bilgilendi-

onayl

rilmis imzali onamlar1 alind1. “Laminar flow” kabin
altinda pulpa dokulari {izerindeki tagima soliisyonu
aspire edilip %10 FBS DMEM (100 u/mL penisilin,
100 pg/mL streptomisin, %1 glutamin) ile 15 mL’lik
falkon tiip icerisinde 3 kez yikandi. Bu islemin ar-
dindan pulpa dokulari, 60 mm’lik hiicre kiiltiirii kab1
icerisinde %10 FBS DMEM (100 u/mL penisilin, 100
pg/mL streptomisin, %1 glutamin) ile yeniden yika-
narak, olasi doku kaynakli kontaminasyonun 6niine
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gecildi. Devaminda pulpa dokular1 eksplant yonte-
mine uygun olarak 15 no.lu bistiiri ile kii¢lik parga-
lara ayrilip, pulpa dokusundan hiicre izolasyonu
stirecine baslandi. Elde edilen pulpa parcalari, yeni
bir 60 mm hiicre kiiltiirii kab1 icerisinde %10 FBS
DMEM (100 w/mL penisilin, 100 pg/mL streptomi-
sin, %1 glutamin) ile yikanip diger bir 60 mm hiicre
kiiltirti kabn igerisine aktarildi. Pulpa doku parcalari,
hiicre kiiltiiri kabi icerisinde sabit kalacak sekilde 3
mL %10 FBS DMEM (100 w/mL penisilin, 100
pg/mL streptomisin, %1 glutamin) eklenerek %5 CO,
iceren hiicre kiiltiirii inki{ibatoriine kaldirildi. Bu is-
lemi takip eden 5. giinde ilk olarak pulpa dokusun-
dan hiicrelerin 60 mm’lik hiicre kiiltiirii kabinin
tabanina atagmani inverted mikroskop (IM) ile go-
rintiilendi. Devam eden siiregte hiicrelerin %10 FBS
DMEM ortamlar1 giinasir1 degistirilerek, hiicrelerin
goriintiileri 10. giinde de IM ile fotograflandi.

[ZOLE EDILEN HUCRELERIN PASAJLANMASI

Pulpa dokularindan hiicre izolasyonu isleminin 5. gii-
niinde, dokudan hiicre kiiltiirii kab1 igerisine hiicre
atagmani IM altinda izlendikten sonra kiiltiir ortamu,
%10 FBS, 100 U/mL penisilin ve 100 pg/mL strep-
tomisin iceren DMEM ile degistirilereki idame edildi.
Hiicreler, kabin yaklagik 1/4’{inii doldurduklarinda
hiicre kiiltiirii kabinin igerisindeki 2 mL besiyeri as-
pire edilip, FBS icermeyen DMEM ile yikanip orta-
min tripsin enziminin ¢aligmasi i¢in uygun héle
gelmesi saglandi ve 1,5 mL tripsin-etilen diamin tetra
asetik asit (EDTA) kiiltiir kabina ilave edilip, hiicre-
lerin birbirlerinden ve kap yiizeyinden ayrilmasi sag-
land1. Sonrasinda hiicre kiiltlir kabinin igerisine 2 mL
%10 FBS iceren DMEM ilave edilerek, tripsin-ED-
TA’nin aktivitesi inhibe edildi. Sonrasinda petri ka-
bindan toplanan hiicre siispansiyonu oda 1sisinda
2.500 rpm’de 3 dk santrifiij edilerek, tiiplin tabaninda
hiicre peletinin olusmasi saglandi. Olusan hiicre pe-
leti, 2 mL %10 FBS igeren DMEM ile siispanse edi-
lip, 100 mm’lik petri kabi igerisinde bulunan 6 mL
%10 FBS DMEM ile karistirildi. Bdylece pulpa hiic-
relerinin 1. pasaji yapilip, giinasir1 %10 FBS DMEM
ortamlari degistirildi. Devam eden siiregte pulpa hiic-
releri, yukarida anlatilan islem basamaklar tekrar
edilerek, RNA izolasyonun yapilacagi pasaj 3 asa-
masina getirildi.
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RNA iIZOLASYONU

Pasaj 3 asamasina getirilen pulpa hiicreleri, RNA izo-
lasyonu igin 60 mm’lik hiicre kiiltiirii kaplarina 5x10*
hiicre/cm? olacak sekilde dagitildi. Aym1 zamanda
deney gruplarina daha onceki projelerimizde (insan
dis pulpas1 ve periodontal ligament kaynakli kok hiic-
relerinin osteojenik farklilasmasi siirecinde miR-
NA’larm rolii, TUBITAK/SBAG/110S415) pulpa
dokusundan izole edilip, MKH karakterizasyonlari
yapilmis pasaj 3 asamasinda 2 farkli pulpa-MKH’leri
de dahil edilerek, kontrol gruplari olarak degerlendi-
rildi. Hem pulpa dokularindan izole edilen hiicrele-
rin hem de daha once kok hiicre karakteristigi
yapilmis pulpa-MKH’lerin RNA izolasyonu deneyi-
nin 3. gliniinde, RNA izolasyon kitinin protokoliine
uygun olarak RNA izolasyonlar1 yapilip -80 °C’de
muhafaza edildi.

TOTAL RNA ORNEKLERININ ABSORBANSLARININ
OLGULMESI VE COMPLEMENTARY DNA SENTEZI

izole edilen RNA &rnekleri muhafaza edildikleri -80
°C’den ¢ikarildiktan sonra 4 °C 12.000 rpm’de 15 dk
santrifiij edilip, dipteki RNA peletleri hareket ettiril-
meden EtOH-DEPC dH,O karisimi pipetman ile top-
land1. Orneklerin agz1 acik birakilarak, iglerindeki
alkol karisimin tamamen u¢masi saglandi. RNA pe-
letlerinin bulundugu tiipler kapaklar1 acik olarak 65
°C’de 5 dl 1s1itma islemine tabi tutuldu. Bu islemin ar-
dindan RNA peletleri, 25 pL DEPC dH,O karisi-
minda ¢oziilerek “heat block” cihazinda 5 dk 1s1yla
muamele edilip, DEPC dH,0’da homojenize edilen
RNA orneklerinin 1pL’si spektrofotometrede 260
nm’de okunarak her bir gruptan elde edilen total
RNA miktarlar1 ve saflik oranlar1 belirlendi. “Com-
plementary DNA (¢cDNA)” sentezi, cDNA sentez ki-
tinin protokoliine uygun olarak gergeklestirildi. RNA
orneklerinin her birinden, i¢erisinde 1 ug RNA bulu-

nacak miktar, 1pL oligoDT ve uygun miktarda
ddH,O eklenerek 12 ul.’ye tamamlandi. Elde edilen
bu karigim tizerine 5x “reaction buffer” 4 uL, “Ribo-
lock RNase Inhibitor” 1 pL, 10 mm deoksiniikleosid
trifosfat (ANTP) mix 2 pL, RM “Reverse Transcrip-
tase” enzimi 1 pL eklenerek son hacim 20 pL’ye ta-
mamlandi. Ornekler gergek zamanli polimeraz zincir
reaksiyonu [real-time polymerase chain reaction (RT-
PCR)] cihazinda 42 °C’de 60 dk, 70 °C’de 5 dk ve 4
°C’de inkiibe edilip, islem sonunda elde edilen
cDNA’lar RT-PCR deneylerinde kullanilacaklar1 za-
mana kadar -20 °C’de muhafaza edildi.

GERGEK ZAMANLI POLIMERAZ ZINCIR
REAKSIYONU DENEYLER]

Izole edilen pulpa hiicreleri, MKH spesifik hiicre
ylizey belirtegleri (CD73, CD90, CD105) ile hema-
topoietik kok hiicre yiizey belirtecleri (CD34, CDA45)
genlerinin ekspresyon diizeyleri agisindan degerlen-
dirildi (Tablo 1). Normalizasyon amaciyla glyceral-
dehyde-3-phosphate  dehydrogenase (GAPDH)
(house keeping gene) kullanild1. Deney kapsaminda
mRNA ekspresyonlart Maxima SYBR Green/ROX
gPCR Master Mix (Thermo Scientific, Waltham,
Massachusetts, ABD) ile calisildi. RT-PCR deneyleri
SYBR Green boyasi i¢cin FAM filtresi segilerek ve
devaminda “melting curve” analizi de yapilarak Stra-
tegene MX3000P (La Jolla, CA) cihazinda gercek-
lestirildi.

ISTATISTIKSEL ANALIZ

RT-PCR sonucunda elde edilen mRNA ekspresyon-
lar1, sonuglarin degerlendirmesinde karsilastirmali
bilgisayarli tomografi yontemi kullanilarak norma-
lize edildi.’**” Sonrasinda normalize edilmis deger-
ler, ANOVA ile karsilastirildi. Hedef genlerin
ekspresyonlarinin GAPDH’ye gore artig ve azalislar

TABLO 1: insan orijinli mezenkimal ve hematopoietik kdk hiicre yiizey belirtegleri primer sekanslari.>5

Kalip (Primer) ileri (Forward)

CD34 TAGATTTCACTGAGCAAGAT
CD45 AATGAGAATGTGGAATGTGG
CD73 CACCAAGGTTCAGCAGATCCGC
CD90 CTAGTGGACCAGAGCCTTCG
CD105 TGCCACTGGACACAGGATAA
GAPDH ACCACAGTCCATGCCATCAC

Geri (Reverse)
CTTGCCCCACCTAGCCGAGT
TTGCGTTAGTAAACTTGTGG
GTTCATCAATGGGCGACCGG
TGGAGTGCACACGTGTAGGT
CCTTCGAGACCTGGCTAGTG
TCCACCACCCTGTTGCTGTA
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%095 giiven araliklar1 iizerinden verilip, istatistiksel
olarak p<0,05 degeri anlamli kabul edildi.

I BULGULAR

PULPA MEZENKIMAL KOK HUCRELERIN
INVERTED MIKROSKOP GORUNTULERI

Diismeye bagli gelisen travma sonucunda iist gene
santral digleri (#11, #21) 5 giin o6nce kirilan ve agrisi
olan hastanin (Resim 1A, Resim 1B, Resim 1C,
Resim 1D, Resim 1E, Resim 1F) kanal tedavisi sira-
sinda elde edilen avaskiiler goriintimlii ekstirpe edi-
len pulpa dokulari (Resim 1G), hiicre kiltiirii
laboratuvarina ulastirildiktan ve “laminar flow”
kabin altinda eksplant yontemiyle hiicre izolasyonu
yapildiktan sonra uygun kosullarda inkiibe edildi.
Bu islemin devaminda pulpa dokularindan hiicre
kiiltiirti kab1 tabanina hiicre atagmani1 5. glinde IM
ile izlendi (Resim 2A). Sonrasinda hiicrelerin ortami
giinasir1 %10 FBS DMEM (100 u/mL penisilin, 100
pg/mL streptomisin, %1 glutamin) ile degistirilerek
hiicreler idame edilip, 10. giinde de IM ile goriintii
alindi1 (Resim 2B).

KOK HUCRE YUZEY BELIRTECLERI
MRNA EKSPRESYON SONUGLARI

Travma sonucu iist ¢ene santral dislerin kirilip, 5 giin
boyunca kirik alaninda kalan ve ekstirpe edildiginde
avaskiiler goriinimlii pulpa dokularindan izole edi-
len hiicrelerin MKH karakterizasyonlarini yapmak

amactyla hiicrelerden pasaj 3 asamasinda RNA izo-
lasyonu gergeklestirildi. Ayn1 zamanda daha dnceki
projemizde karakterizasyonlar1 yapilmis 2 farkli
pulpa-MKH de yiizey belirtecleri ekspresyon diizey-
leri agisindan kontrol grubu olarak ele alindi. Elde
edilen veriler, avaskiiler goriintimlii pulpadan izole
edilen hiicrelerin MKH spesifik ylizey belirteclerini
(CD73, CD90, CD105) istatistiksel olarak anlaml1 se-
viyede eksprese ettigini (p<0,01), bununla birlikte he-
matopoietik kok hiicre ylizey belirtegleri (CD34,
CD45) ekspresyonunun ise istatistiksel olarak anlaml
seviyede ¢ok diisiikk diizeyde oldugunu gosterdi
(p<0,01) (Sekil 1). Hem MKH yiizey belirtecleri hem
de hematopoietik kok hiicre yiizey belirtecleri agi-
sindan daha Once karakterizasyonu yapilan pulpa-
MKH’lerin de ekspresyon sonuglarinin elde edilen
verilerle uyumlu oldugu goriildii.

I TARTISMA

Dental MKH’ler, dislerin homeostazini saglayan ve
cesitli sebeplerle olusabilecek travmalarda sahip ol-
duklar1 rejenerasyon kapasiteleriyle doku replasmany/
rejenerasyonu saglayan hiicrelerdir. Bu hiicrelerin,
“ekto-MKH” veya “noral krest kok hiicre” orijinli ol-
malar1 bakimindan fikir ayriliklart bulunmasina rag-
men noral krestin, odontoblast, sementoblast, pulpa
ile periodonsiyum, alveoler kemik gibi oral kavite-
deki bir¢ok hiicre ve dokunun embriyonik orijini ol-
masi ve bu hiicrelerin ¢oklu farklilagsma kapasiteleri,

= =
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RESIM 1: A) Travma sonrasi hastanin klinik goriintiisii. B) Travma bélgesinin periapikal radyografisi. C) Santral dislerde izlenen kirik hatlarinin 3 boyutiu bilgisayarl to-
mografi gorlintisii. D) Sag Ust santralin sagittal kesitte kirik hattinin tomografik gériintlisi. E) Sol Ust santral disin sagittal kesitte kirik hattinin tomografik gérinttist. F)
Kirik hattinin izlenebilemesi icin flap kaldiriimasi ve kirik pargalarin gikariimasi. G) Kirik dislerin pulpalarinin gikariimasi.
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RESIM 2: Travma iizerinden 5 giin gestigi icin kanal tedavisi yapiimasi uygun bulundugundan, pulpa dokulari ekstirpe edildi. A) Ekstirpe edilen pulpa dokusundan Gireyen
hicrelerin 5. giin inverted mikrokop goriintisii. B) Pulpa dokusundan elde edilen hiicrelerin 10. giin inverted mikroskop goruntiist.

#11 numarali santral dis

CD105

CD73

CD45

CD34 CD90

#21 numarali santral dis

CD90

CD105

Karakterize Pulpa MKH-1

€Das 73

cD34 cD4s cor3
Karakterize Pulpa MKH-2

73

D45 cD90 €D105

SEKIL 1:

“noral krest kok hiicre” tanimini desteklemektedir.?®
Ozellikle odontoblastik farklilasma potansiyeli, pulpa
dokusundaki MKH’lerin en 6nemli &zelliklerinden
birisidir.?’ Bu 6zel doku oldukga vaskiilarize bir ya-
piya sahip olup, mineralize sert bir doku tarafindan
cevrelenmesi yoniinden osteoblastlar1 sentezleyen
kemik iligi ile benzerlik gostermesine ragmen farkli-
lasma kapasitesinin kemik iligine gore daha sinirli ol-
mas1 bakimindan ayrilmaktadir. Siit disi ve kalici
dislerde bulunan dental pulpa-MKH’lerin izolasyo-
nunda saglikli ve vital pulpa dokusunun hizl bir se-
kilde elde edilip, hiicre kiiltliri laboratuvarinda
izolasyon siirecinin baglatilmas kritiktir. Bu islemin

605

Travma gérms dislerin pulpasindan elde edilen hiicrelerin CD34, CD45, CD73, CD90 ve CD105 hiicre yiizey belirteclerinin mRNA ekspresyonlari.

sonrasinda izole edilen hiicrelerin, klojenik 6zellik-
lerinin ve MKH spesifik hiicre yiizey belirtecleri
(CD73, CD90, CD105) ile hematopoietik kdk hiicre
yiizey belirtegleri (CD34, CD45) seviyelerinin belir-
lenmesi, karakterizasyon igin gerekmektedir. Bu be-
lirteglerden CD73, hiicre adezyon molekiili olup
dental pulpa MKH de dahil olmak tizere MKH’lerde
ekspresyonu raporlanmistir.’**' CD90 (Thy-1), ¢oklu
farklilagsma faktorii ise hiicre-hiicre/hiicre-matriks et-
kilesiminde rol alan ve dental pulpa MKH tarafindan
da eksprese edildigi bilinen bir hiicre yiizey belirte-
cidir.'** Bir diger belirteg olan CD1035, ayn1 zamanda
endoglin olarak da bilinen membran glikoproteini
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olup, doniistiiriici biiyltime faktorii-beta [transfor-
ming growth factor-beta (TGF-p)] reseptor komplek-
sinin bir parcasini olusturur ve dental pulpa MKH’de
TGF-B1°1 baglayarak hiicrelerin yiiksek proliferas-
yon, migrasyon aktiveleri yoluyla farklilasma potan-
siyellerini destekler.’* CD34, hematopoietik kok
hiicre yiizey belirteci olup MKH karakterizasyonunda
diisiik seviyelerde ekspresyonu bilinmektedir.** Trav-
maya bagli olusan kirik alaninda 5 giin boyunca kalan
ve ekstirpe edildiginde avaskiiler goriiniimlii olan st
¢ene santral diglerden elde edilen pulpa dokularindan
yaptigimiz kok hiicre izolasyonu sonucunda, hiicre-
lerin izolasyonun 5. giiniinde kabin tabanina atagmani
IM ile izlendi. Devaminda hiicrelerden RNA izolas-
yonu yapilarak, MKH ve hematopoletik kok hiicre
ylizey belirtecleri ekspresyon seviyeleri RT-PCR ile
degerlendirildi. Elde edilen veriler, pulpa dokulardan
izole ettigimiz hiicrelerin CD73, CD90, CD105 MKH
ylizey belirteglerini istatistiksel olarak anlamli sevi-
yede artan diizeyde eksprese ettigini (p<0,01), bu-
nunla birlikte CD34, CD45 hematopoietik kok hiicre
ylizey belirteglerini ise istatistiksel olarak anlamli se-
viyede azalis yonilinde eksprese ettigini gosterdi
(p<0,01). Bununla birlikte hem 11 no.lu hem de 21
no.lu diglerin pulpalarindan izole edilen MKH’lerin
istatistiksel olarak anlaml seviyede artis olarak, en
fazla CD90 ekspresyonu sergiledigi belirlendi
(p<0,01). Ayn1 zamanda izole ettigimiz MKH’lerin,
ylizey belirtegleri ekspresyon seviyeleri daha 6nceki
projelerimizde saglikli pulpa dokusundan izole edi-
lerek, kok hiicre karakterizasyonlar1 yapilan bu calis-
mada kontrol olarak kullanilan 2 farkli pulpa-MKH
sonuglartyla da benzerlik gdstermesi Onemlidir.
Huang ve ark., motor kazasi sonucunda olusan
travma ile st ¢ene sol santral ve lateral kesici disinde
komplike kron kiriklarina sahip endodontik tedavi ge-
reksinimi olan 41 yasindaki kadimin dislerinden elde
ettigi pulpa dokularindan enzimatik yontem kullana-
rak, MKH izolasyonu ve karakterizasyonu yapmis-
lardir. izole ettikleri hiicrelerin yiizey belirteglerini
“flow cytometry” ile analiz etmeleri sonucunda MKH
yiizey belirtegleri olan CD29, CD90, CD105 oranla-
rin1 yiiksek bulurken, CD14, CD34, CD45 gibi he-
diisuk
seviyelerde oldugunu belirlemislerdir.*? Elde ettikleri
sonuglarin, ¢alismamizdaki sonuglarla uyumluluk

matopoietik hiicre ylizey belirteclerini
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gostermesi, MKH izolasyonu i¢in kullanmis oldugu-
muz avaskiiler goriiniimlii pulpa dokusu ve hastanin
agr1 gecmisinin olmasi, izolasyon siirecindeki limi-
tasyonlar bakimindan Onemlidir. Dental pulpa
MKH’lerin sahip olduklar1 gen ekspresyon profilleri
ve farklilagma kapasitelerinin kemik iliginden elde
edilen MKH ile benzerlik gosterdigini ortaya koyan
calismalar bulunmaktadir.?* Elde edilen bu bilgiler,
dental pulpa MKH’lerin sadece dental doku rejene-
rasyonunda degil, ayn1 zamanda medikal terapilerde
de etkin bir sekilde kullanilabilecegini gostermekte-
dir. Ozellikle de pulpa rejenerasyonu saglamaya yo-
nelik revaskiilarizasyon tedavisinde uygulanan
konvansiyonel tekniklere bir alternatif olarak, otolog
pulpa MKH’lerin uygulanabilirligi bilinmektedir. Do-
kulardan, iyi tiretim kosullarinda (Good manufactu-
ring practice) hiicre izole edilip, karakterize edildigi
ve rekombinant hiicre kiiltiirii tirtinleri ya da bireyin
kendi serumu kullanilarak tiretildigi takdirde, bu hiic-
relerin hiicre-temelli dental tedavilerde kullanilabile-
cek olmasi, disin kanal tedavisiyle devital hale
gelmesi yerine, vital korumaya c¢aligilmasi yoniindeki
yaklagim i¢in umut vaat etmektedir.

I SONUG

Travmaya bagli dis kirig1 sonrasinda 5 giin gecmis
olmasina ragmen dislerin pulpasindan MKH izole
edilebilmis olmasi, dise kanal tedavisi yapilmadan
hiicrelerin kanal i¢ine uygun bir tastyic1 veya trom-
bositten zengin fibrin ile yerlestirilebilmesi diistince-
sinin miimkiin olabilecegini gostermistir. Iyi {iretim
tekniklerinin kullanilmasiyla klinik endodontik ve pe-
diatrik uygulamalarda bu yaklagimin dngoriilebilir
uygulamalari i¢in travma modeli olusturulan hayvan
deneylerine ihtiya¢ bulunmaktadir.

Finansal Kaynak

Bu ¢alisma sirasinda, yapilan arastirma konusu ile ilgili dogru-
dan baglantist bulunan herhangi bir ilag¢ firmasindan, tibbi alet,
gere¢ ve malzeme saglayan ve/veya iireten bir firma veya herhangi
bir ticari firmadan, ¢alismanin degerlendirme siirecinde, ¢alisma
ile ilgili verilecek karari olumsuz etkileyebilecek maddi ve/veya

manevi herhangi bir destek alinmamigtir.

Cikar Catismast

Bu ¢alisma ile ilgili olarak yazarlarin ve/veya aile bireylerinin ¢ikar

catismasi potansiyeli olabilecek bilimsel ve tibbi komite iiyeligi veya
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iiveleri ile iligkisi, danismanlik, bilirkisilik, herhangi bir firmada ¢a-

lisma durumu, hissedarlik ve benzer durumlart yoktur.
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