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Amag: Bu calismanin amaci dental pulpa kaynakli
mezenkimal koék hiicrelere (DP-MKH) Yesil Floresan
Protein (GFP) genini transfer etmek ve elektroporasyon
parametrelerini optimize etmektir.

Gere¢ ve Yontem: DP-MKH ler GFP geni ile Neon
Transfection System kullanilarak transfekte edildi. 5
farkli elektroporasyon parametresi
(1200v,20ms,1puls; 1200v,20ms,2puls;
1300v,40ms,1puls; 1400v,20ms,1puls;
1400v,20ms,2puls) optimizasyon igin karsilastirildi.
Transfeksiyondan sonra hiicrelerin canlilik ve apoptoz
degerleri 0, 24 ve 48. saatlerde analiz edildi. Floresan
151k yogunlugu floresan mikroskop altinda deger-
lendirildi.

Bulgular: DP-MKH i¢in CD29, CD44 pozitif ve CD45
negatif bulundu. Diger gruplara gére daha fazla canh
hiicre sayisi, GFP geninin daha ytiksek ekspresyonu ve
daha dusik apoptoz 1200v, 20ms, 1puls
elektroporasyon degerinde elde edilecegi tespit edildi.
Sonug: Tavsan hayvan modeli doku miithendisligi ¢alis-
malarinda sik kullanilan bir modeldir. Calismamizdan
elde edilen bu sonuglar ileri tavsan DP-MKH ic¢in opti-
mum elektroporasyon kosullarini géstermektedir.

Anahtar Kkelimeler: Yesil floresan protein (GFP),
mezenkimal stromal hiicre, transfeksiyon

1.GiRIS

Kok hiicreler klonojenik, kendini yenileyen, 6zellesmis
hiicre tiplerine farklilasabilen, rejeneratif tip ve doku
miihendisliginde biiylime faktorleri/sinyaller ve hiicre
iskeleleri ya da hiicre dis1 matrikslerle birlikte uygula-
nabilen anahtar 6ncii hiicrelerdir (1). Kok hiicrelerin
dokulardaki en o6nemli kaynaklarindan biri olan
mezenkimal kok hiicreler rejeneratif tipta ve doku mii-
hendisliginde ¢ok yaygin bir sekilde kullanilir. Bu hiicre-
ler kendini yenileme ve ayni zamanda yeterli indiiksiyo-
nu aldiklarinda en az adiposit, osteosit, ve kondrositleri
iceren ii¢ hatta farklilagabilme yetisindedirler (2).
Dental dokulardan yiiksek proliferatif kapasiteye ve ¢cok
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ABSTRACT

Objective: The aim of this study was to perform Green
Fluorescent Protein (GFP) gene delivery to dental pulp
derived mesenchymal stromal cells (DP-MSC) and opti-
mize the electroporation parameters.

Materials and Methods: DP-MSCs were transfected
with GFP gene (Neon Transfection System). Five differ-
ent electroporation parameters (1200v,20ms,1puls;
1200v,20ms,2puls; 1300v,40ms,1puls;
1400v,20ms,1puls; 1400v,20ms,2puls) were compared
for optimization. After transfection the viability and
apoptosis of cells were analyzed in 0, 24 and 48. hours.
Fluorescent light density was examined under fluores-
cent microscope.

Results: CD 29 and CD 44 were positive and CD45 was
negative for DP-MSCs. Higher number of viable cells,
higher expression of GFP and less apoptosis were found
in 1200v, 20ms, 1puls electroporation parameters than
other groups in different parameters.

Conclusion: Rabbit animal model is generally used in
various tissue engineering applications. The results of
our study demonstrate optimal electroporation condi-
tions for rabbit DP-MSCs.

Keywords; Green fluorescent protein, mesenchymal
stromal cells, transfection

yonlii farklilasmaya sahip mezenkimal koék hiicre popii-
lasyonlar1 izole edilmistir. Bunlar dental pulpa
mezenkimal kok hiicreleri (DP-MKH) (3), siit dislerinde-
ki kok hiicreler (SD-MKH) (4), periodontal ligament kdk
hiicreleri (PDL-MKH) (5), dental folikiil kék hiicreleri
(DF-MKH) (6) ve apikal papilla kék hiicrerleridir (AP-
MKH) (7). DP-MKH ve SD-MKH kraniyal néral krest
hiicrelerinden koken alirlar ve hem mezenkimal hem de
noéroektodermal kok hiicreler icin erken yiizey belirteg-
lerini eksprese edebilirler (3,4).

Sharpe ve Young dental doku miithendisliginde kok hiic-
relerin kullaniminda 6ncii olmuslardir (8). Cesitli ¢alis-
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malar bu hiicrelerin 6zgiin kok hiicre 6zelliklerine ve
dentin olusturan odontoblastlara farklilasma kapasitesi-
ne sahip oldugunu gostermistir (9-12). DP-MKH'ler
umblikal kordun jelatin yapisindaki primitif kdk hiicre-
ler ile benzerlik tagimaktadir (13). Ayrica DP-MKH'lerin
farklilasmas1 osteogenezi diizenleyen ¢esitli regiilator-
ler, TGF-@ siiper ailesi ve ¢esitli sitokinler ile diizenlenir
(14). Zengin kok hiicre 6zelligi ve kolay elde edilmeleri
ile ve ¢ok yonli farklilasma potansiyelleri ile olduk¢a
etkili bir kék hiicre kaynagi olan DP-MKH biyolojik dav-
ranisi ve farklilasma potansiyeli yoniinden yeni ve po-
piler bir arastirma konusudur (13).

Gen transferi kok hiicrelerin farklilasmasinda, istenilen
proteinlerin in vitro iiretilmesinde ve hiicre etiketleme-
de onemli bir rol oynar (15). Yesil floresan protein
(GFP) geni hiicre etiketlemede yaygin bir sekilde kulla-
nilmaktadir. Elektroporasyon Kkisa-yiliksek voltajda
elektrik pulslar1 vererek hiicre membraninin gegici bir
sekilde permeabilize olmasina ve transgenetik materya-
lin hiicre igerisine girmesine izin veren fiziksel bir
transfeksiyon yontemidir. Elektroporasyon tamponu,
DNA konsantrasyonu, elektrik puls modu, puls sayisi ve
voltaj gibi elektroporasyon tekniginde yer alan birkag
degisken, makul canlilik ile uygun transfeksiyon etkinli-
gini basarmak icin hiicre tipine gore optimizasyon ge-
rektirir (16).

Calismanin amaci literatiirde heniiz belirtilmemis olan
ancak; iskelet-kas sistem ¢alismalar1 ve doku miithendis-
ligi uygulamalarinda siklikla tercih edilen tavsan kay-
nakli DP-MKH hiicrelerine GFP genini transfer etmek ve
uygun elektroporasyon degiskenlerini belirlemektir.

2. GEREC VE YONTEM

2.1. Dental pulpa kok hiicre kiiltiirii

Hiicreler; Erciyes Universitesi, Genom ve K&k Hiicre
Merkezi (GENKOK), Kok Hiicre Arastirma- Gelistirme
Laboratuarindan elde edildi. Hiicreler %20 Fotal sigir
serumu (FBS) (Biological Industries, Israel Beit Haemek)
ve 100 IU/ml penisilin-100 pg streptomisin igeren
askorbat-2-fosfat takviye edilmis alfa MEM (Biochrom,
America) igerisinde kiiltiire alindi. Hiicrelerin yogunlugu
%70-80 oldugunda pasajlandu.

2.2. Akim Sitometri Analizi

DP-MKH'ler 1x106 hiicre/ml yogunlukta kendi kiiltiir
besiyerlerinde topland1 ve siispanse edildi. Anti Mouse
IgG1, Antirabbit IgG, Antigoat IgG, Antimouse IgG2a,
CD29-FITC Conjugated (EMD Millipore Corp.USA), CD44
(Bio-Rad Lab. Inc. USA) ve CD45(Bio-Rad Lab. Inc.USA)
kullanilarak immun fenotiplendirme FACS Canto II ciha-
zinda gergeklestirildi.

2.3. GFP Geninin Transfeksiyonu ve Transfeksiyon
Optimizasyonu

1x10¢ hiicre 45pl Neon buffer R igerisinde resilispanse
edildi ve hiicrelerin tizerine 5 pl GFP plazmit (1 pg/ul)
iceren DNA eklendi. Karisim 10 pl'lik Neon sistemine
uygun elektroporasyon tipleri kullanilarak 1200v-20ms
-1puls, 1200v-20ms-2puls, 1300v-40ms-1puls, 1400v-
20ms-1puls ve 1400v-20ms-2puls elektroporasyon
degerleri ile 6 kuyucuklu kiiltiir kabina kuyucuk basina
2x105 hiicre olacak sekilde Neon Electroporator siste-
minde degerlendirildi.
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2.4. Canlilik ve apoptoz testleri

Transfeksiyondan 6nce ve transfeksiyondan sonra 0, 24
ve 48. Saatlerde hiicrelerin canliliklar1 Muse Cell
Analyzer (Millipore) hiicre sayim ve canhlik kiti ile
apoptoz yiizdeleri ise 0 ve 48.saatlerde Muse Cell
Analyzer (Millipore) Annexin V kiti ile trlin proseduri-
ne gore gerceklestirildi.

2.5. Istatistiksel analiz

Belirlenen degisken elektriksel degerlerde kontrole
gore canlilik ve apoptozun istatistiksel analizi GraphPad
Prism 6 ile Student t testi kullanilarak gerceklestirildi.
Calismada, p[10,05 degeri istatistiksel olarak anlaml
kabul edildi.

3. BULGULAR

DP-MKH ‘lerin morfolojik olarak igsi form ve yapida
olduklari belirlendi. Akim sitometri sonucunda CD29 (%
94,1) ve CD44 (%98,1) pozitif ve CD45 (%3,8) negatif
oldugu tespit edildi (Sekil 1). Transfeksiyon sonrasi en

Sekil 1. DP-MKH’lerin akim sitometrisi ile karakterizasyonu. CD29
ekspresyonu %94,1 ve CD44 %98,1 iken; CD45 %3,8

yiiksek canlilik ilk saatte 1400V 20ms, 2 Puls uygu-
landiginda tespit edildi ancak 48 saat sonu canlilik de-
gerlendirildiginde 1200 V 20ms 1 puls (p=0,6) ve 1200
V 20ms 2 puls (p=0,06) uygulamanin canliligi kontrole
gore istatisiksel olarak etkilemedigi bulundu. Transfek-
siyon islemi apoptozu arttirdi. 1200V, 20ms, 1 Puls uy-
gulamak apoptozu diger elektriksel degiskenlerden
daha az degistirmistir (Tablo 1). GFP ile transfekte
edilen DP-MKH'lerin floresan mikroskop goriintiile-
mesinde en parlak 1isimanin 1200V, 20ms ve 1 puls
elektriksel degerlerinde oldugu goriildi (Sekil 2).

4. TARTISMA

Kok hiicrelerin isaretlenmesi canli organizmalarda iz-
lenmesinde yaygin olarak kullanilan bir yéntemdir. Can-
It organizmada hiicreleri takip etmenin bir¢ok yolu var-
dir: Mikroenjeksiyon dahil olmak lizere
elektroporasyon, kalsiyum fosfat ¢okeltme, DEAE-
Dekstran, lipozomlar ve adenoviriisler, lentiviriisler ve
retroviriisler bu yollardan bazilaridir (17). Bu etkili
transfeksiyon yontemlerinin ndronal hiicrelerde diisiik
toksisite ve daha iyi transfeksiyon verimliligi oldugu
Meier ve arkadaslan tarafindan agikeca gosterilmistir
(18). Bu ajanlarin diger énemli 6zelligi ise tek bir tam
besiyerinde islemin gerceklestirebilmesidir (18). Ancak
doku miihendisligi ve rejeneratif tip alaninda hiicrelere
disaridan proteinler ve sitokin takviyesine gore cesitli
biliytime faktorleri, sinyal molekiilleri ve biyoaktif mole-
kiiller i¢in kodlayici plazmit DNA sinin hiicrelere iletimi
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Tablo I. Tabloda DP-MKH’leri GFP ile transfekte etmek i¢in kullanilan elektriksel degiskenlerdeki kontrol ile karsilastiriimali

canlilik ve apoptoz degerleri (SS: Standart sapma)

Elektroporasyon Os 24s 48h 0s 48h
parametreleri (%Canlilik+SS) (%Canlilik+SS) (%Canlilik+SS) (%Apoptoz+SS) (%Apoptoz+SS)
Kontrol 92,95+0,8738 88,71 + 1,484 84,85 + 1,003 8,65+0,2354

(Transfeksyon Oncesi) -

1200V 20ms 1puls 66,90+0,5859 75,67+0,8819 84,43+0,2963 11,48+0,2892 12,70+0,9074
P=0,00 P=0,00 P=0,6 P=0,00

1200V 20ms 2puls 64,00+ 1,155 74,31+0,3474 82,23+0,4148 11,35+0,3753 22,33+0,6650
P=0,00 P=0,00 P=0,06 P=0,00

1300V 40ms 1puls 57,00+ 2,082 75,40+0,4509 72,47 £ 1,278 13,67+0,8819 21,65+0,8694
P=0,00 P=0,00 P=0,00 P=0,00

1400V 20ms 1puls 60,92+0,9418 82,00+ 2,082 77,33 £2,028 15,00+0,5774 20,27 £1,392
P=0,00 P=0,09 P=0,02 P=0,00

1400V 20ms 2puls 76,36+0,8767 71,19+0,7510 68,33 +2,028 23,95+1,512 18,29+0,6453
P=0,00 P=0,00 P=0,00 P=0,00

Kontrol 1200V 20ms 1puls 1200V 20ms 2puls

1300V 40ms 1puls

1400V 20ms 1puls

1400V 20ms 2puls

Sekil 2. GFP transfekte edilen DP-MKH’lerin floresan mikroskop goriintiileri. 1200V, 20ms ve 1 puls elektriksel degerler ile transfekte edilen hiicre-

lerde en parlak 1s1ma tespit edildi.

daha avantajhidir, ¢iinkii proteinler ve sitokinler DNA
kadar stabil olmadigindan dolay: siirekli bu eklentilerin
ekzojen olarak takviye edilmesi gerekir. Bu da ilave
maliyet gerektirir ve zaman alir. DNA bir¢ok solvent
icerisinde yapisini ve entegrasyon oOzelligini korurken
proteinler denatiire olabilir. Ayrica biiylime faktoriiniin
yarilanma 6mrii kisadir ve devamli bu faktorlerin kiiltiir
ortamlarina takviye edilmesi gerekir. Ancak, transfer
edilen plazmitler bliytime faktdrlerinin hiicre igindeki
ekspresyonlarinin uzun periyotlar boyunca gergekles-
mesini saglar (19). Bu nedenlerden dolay1 tavsan DP-

MKH'lerin transfeksiyonu icin elektroporasyon para-
metreleri optimize edilmistir.

Tavsan hayvan modeli ¢esitli doku mithendisligi uygula-
malarinda siklikla kullanilmaktadir. Calismamizdan elde
edilen bu sonuglar tavsan DP-MKH i¢in optimum
elektroporasyon kosullarinin 1200v 20ms ve 1 puls
oldugunu gostermektedir.
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