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OZET

Mezenkimal kok hucreler, rejeneratif potansiyelleri, immunsupresif 6zelikleri ve
destek doku olusturma potansiyelleri nedeniyle hucresel tedavi icin ilgi
cekmektedir. Kemik iligi, gdbek kordonu, ¢evre kani, amniotik sivi, periost, yag
dokusu, sinovial membran ve kas gibi bircok kaynaktan elde edilebildigi gibi
maksillofasiyal bolgede de MKH izolasyonu ile ilgili ¢alismalar bulunmaktadir.
Agiz ortaminda en kolay ulagilan bolgelerden biri olan ve surekli yenilenmekte
olan disetinin MKH’ler icin potansiyel bir kaynak olabilecegiyle ilgili bir
calismaya literatlirde rastlanmamistir. Ayrica dental foliklil dokusundan MSC
izolasyonu ile ilgili sinirh sayida calisma mevcuttur. Calismada, c¢ekim
endikasyonu konulmus gomulu 20 yas disi olan 6 hastada insizyon esnasinda
cikarilan disetinden ve dental folikil dokusundan alinan doku o6rneklerinden
hicre kiltart yapilmis ve tim orneklerden adezyon 6zelligi gosteren MKH’lerin
izolasyonu yapiimig ve kudltirde cogaltiimigtir. Akim sitometri yontemi ile
hdcrelerin immunfenotipleri tanimlanmig ve adiposit, osteosit, kondrosit ve
ndronal hucrelere farklilasabilme potansiyelleri arastiriimistir. Her iki dokudan
da gelistirilen MKH’lerin CD105, CD 73, CD 90 gibi stromal antijenleri ylksek
oranda (%60-98) tasidigi goOsterilmistir. Hucreler kultirde 8. pasaja kadar
ilerletilmis ve analizler 2, 5 ve 8. pasajlarda yapiimistir. Pasajlar arasinda yuzey
antijen ekspresyonlari yonunden farkhlik saptanmamigtir. Kdaltirde c¢esitli
uyaranlar kullanilarak yapilan farklilasma deneylerinde diseti ve folikilden elde
edilen hicrelerin adipojenik ve osteojenik farklilagsma kapasitelerinin bulundugu
gosterilmig, kondrojenik farklilasma elde edilmemistir. Ayrica, uygun uyaranlar
ile néronal hicre morfolojisine degisme oldugu gdézlenmistir. Bu galismalarda
diseti ve dental folikil dokularindan elde edilen MKH lere ait farklilik
gozlenmemigtir. Fibroblastlar ile bircok ortak 0zellik tasiyan MKH’lerin
fibroblasttan ayrimi icin, kultirde hucre yogunlugunun, adezyon oOzelliklerinin,
yuzey antijen ekspresyonlarinin ve farkhlagsma Ozelliklerinin  detayli
kargilastirmasi yapiimistir. Baslangi¢ hiicre yogunlugu, erken veya ge¢ adezyon

gOstermeleri ve ylzey antijenleri yoninden fibroblast ve MKH’lerin ayirt



edilmesine katkida bulunacak bir farklihk saptanmamigtir. Hucrelerin
kok/projenitor 6zelligini gostermesi acisindan en dnemli 6zellik olan ¢ok yonli
farkhlasma kapasiteleri test edildiginde (8. pasaja kadar), ileri pasajlarda da
farkhlasma kapasitesinin korunmasinin hucrelerin kok/projenitor ozellikleri ile
uyumlu oldugu, boylelikle genellikle 3.pasajdan sonra farklilagsma o6zelligi
bulunmayan fibroblastlardan ayirt edilebilecegi dustnuldi. Elde edilen sonuglar,
diseti dokusunun noninvaziv metodla elde edilebilmesi ve defekt bdlgesine
yakin olmasi ile bilinen agiz ici kaynaklara ek bir MKH kaynagi olabilecegini

dusundirmastar.

Anahtar Kelimeler: Mezenkimal kOk hucre, diseti, folikul, farkhlasma, fibroblast



ABSTRACT

Mesenchymal stem cells draw attention for cell based therapy with their
regenerative, and tissue supporting potential and immunosuppresive
caharacteristics. MSCs can be isolated from several tissues such as bone
marrow, umbilical cord, peripheral blood, amniotic fluid, periosteum, fat,
synovial membrane and muscle. Like in different tissues, suitable MSC
resources at the maxillofacial region have been investigated and related reports
are published in the literature. No studies have been published in the literature
about the gingival tissue which is the most easiest approachable site in the oral
cavity with a high regeneration potential. Furthermore, isolation of MSCs from
dental follicle tissues have been described in a few number of studies. In this
study, impacted third molars of 6 patients were extracted in a routine surgical
procedure and gingival/ dental follicle tissue samples was obtained during the
incision and extraction period. Along all samples, MSCs with an adhesion
property have been isolated and expanded in culture. Immunophenotyping was
perfomed by flow cytometry and adipocyte, osteocyte, chondrocyte, and
neuronal differentiation potential of these stem cells were tested and the
characteristics of gingival and follicle stem cells were compared. It has been
demonstrated that MSCs obtained from both tissues have a high frequency of
specific stromal antigens (%60-98) such as CD105, CD 73, CD 90.

Cells have been expanded through passage 8 and characterized at 2. 5. 8.
passages. No differance have been determined about surface antigen
expression speciality between the passages. Differantiation assays with
various stimulants in the culture points out that dental follicle and gingiva
derived cells have adipogenic and osteogenic differantiation capacity however
there was no evidence of chondrogenic differantiation. Furthermore, with
suitable stimulants alteration to neuronal cell morphology was observed. In this
study there was no difference between the differantiation potentials of MSCs
derived from gingival and dental follicle tissue. Because of their similarities, the
detailed comparison of plating density, adhesion properties, surface antigen

expressions and differantiation potentials have been performed to distinguish
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MSCs from fibroblasts. Initial plating density, early or late adhesion properties
and surface antigen expressions did not contribute to distinguish MSCs from
fibroblasts. Multilineage differantiation potential through the late passages is
one of the most important criteria to distinguish MSCs from fibroblasts. The
differantiation potential of gingiva and dental follicle derived cells through
passage 8 denoted the MSC/progenitor specialities of these cells. Besides the
differantiation potential of fibroblasts usually ends at the passage 3. In this study
MSCs continuing differantiation through passage 8 was the most important
criteria to separate these cells from fibroblasts which has a differantiation

potential through passage 3.

Obtained results suggest that the gingival tissue is considered as an alternative
source of stem cells to the other intraoral stem cell sources with it is in close
proximity to the recipient site and can be obtained easily by a non- invasiv

method.

Key Words: Mesenchymal stem cells, gingiva, dental follicle, differantiation,

fibroblasts
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1. GIRIS

Kok hucreler insan vucudunda butun dokulari ve organlari olusturan ana
hacrelerdir. Henuz farkllasmamis olan bu hucrelerin, sinirsiz bolunebilme,
kendini yenileyebilme, organ ve dokulara doénusebilme yetenegine sahip
olduklari gdsterilmistir (1-5). Bilim ve teknolojideki son gelismeler dogrultusunda
kok hucrelerin kanser, sinir sistemi hastaliklari ve hasarlari, metabolik
hastaliklar, romatizmal hastaliklar, kalp hastaliklari, kemik hastaliklari ve daha
bircok alanda kullaniimasi gindeme gelmigstir. Rejeneratif tip agisindan buyuk
umutlar beslenen kok hucrelere iligkin arastirmalar gerek laboratuvar gerekse

klinik dizeyde hizla devam etmektedir (6, 7).

Embriyonik kdk hucreler sahip olduklari farklilagma potansiyeli agisindan
cok iyi bir kaynak olsa da embriyoya ait dokularin kullanimi ile ilgili etik sorunlar
ve neoplastik potansiyel tasimalari (teratoma) nedeniyle kullanimina
kisittamalar getiriimis (8-11) ve alternatif olarak erigkin kok hicre diye
adlandirilan ve somatik dokulardan elde edilen kok hucre kaynaklari, 6zellikle

de mezenkimal kok hucreler (MKH) 6nem kazanmistir (5).

Mezenkimal kok hucreler, basta konnektif doku hucreleri olmak Uzere
cesitli dokulara farkhlasma potansiyeli tagimalari (5, 12-15) , solubl faktorler
salgilayarak, ayni zamanda ekstraselller matriks ile ve hucreler arasi adeziv
baglantilar saglayarak diger hucrelere destek saglamalart (16-18)
immunmodulatuvar, ¢ogunlukla immunsupresif etki gostermeleri (19-21) , in-
vitro ortamda kolay c¢ogdaltilabilir olmalari, gen transferi kolayligi olmasi ve
defekt bodlgelerine mobilizasyon gdstermeleri nedeniyle klinik kullanim igin ilgi
cekmektedir (22-25).

Mezenkimal kok hucreler insan vucudunda kemik iligi, gobek kordonu,
gevre kani, amniotik sivi, periost, yag dokusu, sinovial membran ve kas gibi

bircok kaynaktan elde edilebilmektedir. Oral ve maksillofasiyal bodlgede de
1



alternatif MKH kaynaklari arastiriimaktadir. Bu bdlgede dental pulpa, eksfoliye
sut disi, dental folikul, periodontal ligament gibi farkli dokulardan MKH’ler elde
edilisine ait ¢calismalar bildirilmigtir (26-35). Oral ve maksillofasiyal defektlerde,
bolgesel dokulardan elde edilen kok hucrelerin, elde edilis kolayligi yaninda
lokal mikro ¢evre ortaminda olmaya badli olarak bdlgeye spesifik patolojilerin
giderilmesi icin avantaj saglayacadi dusunulmektedir (36). Bu calismanin
amaci, ihtiyag duyulan her yasta invaziv bir yontem gerektirmeden kolaylikla
elde edilebilir ve proliferasyon 6zellikleri dusunuldugunde avantajli olabilecek
diseti dokusundan, pratik, alternatif bir MKH kaynagi elde edebilmektir. Diseti
dokusunun proliferasyon ve rejenerasyon yeteneginin yliksek olmasi (37) bu
doku iginde kok/projenitor hucrelerin varligina isaret etmektedir. Digeti kaynakli
MKH’lerin osteoblast, adiposit, kondrosit gibi diger mezenkimal dokulara
farkhlasma kapasiteleri incelenerek, diseti dokusunun lokalizasyon olarak defekt
bolgesine yakin olmasi ve invaziv bir yonteme gerek olmadan kolaylikla elde
edilebilmesi nedeniyle bu bdlgedeki defektlerin tamirinde 6ne ¢ikan bir MKH
kaynag! olabilme yetenekleri degerlendirilecektir. Fibroblasttan zengin bir doku
olan digetinin (37) , fibroblastlarin da kdken aldigi kdk hicreler olan MKH’leri
barindiracadi diusunulmustir. Boyle bir dokunun incelenmesiyle fibroblastoid
morfolojide olan MKH’lerin fibroblasttan farkli ozelliklerinin arastirilmasi da
planlanmigtir. Literatirde, diseti dokusundan MKH elde edilisi ile ilgili herhangi

bir galismaya rastlanmamistir.

Dental foliktl dokusu da bir MKH kaynagi olarak maksillofasiyal bélgedeki
kaynaklar arasinda yerini almis (29, 30, 38, 39) olmasina ragmen Uzerinde
ancak birka¢c c¢alisma yapimistir. Bu sebeple, diseti dokusundaki MKH

arastirmasini kapsayan ¢alismamiza dental folikil dokusu da dahil edilmistir.

Planlanan bu ¢alisma ile hem literatire yeni bir MKH kaynagi sunulmasi,
hem de maksillofasiyal bolgedeki bu iki farkli dokudan elde edilen hucrelerin,
proliferasyon yetenekleri ve farklilagsma kapasiteleri degerlendirilerek birbiriyle
karsilastiriimasinin yapilmasi hedeflenmektedir.
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2. GENEL BILGILER

2.1. Kok Hiicre

Kok htcre, bir canlinin vicudunda ¢ok uzun bir sure bélinmeye devam
ederek kendini yenileyebilen (self-renewable) ve bu sayede en az 2 farkh hiicre
tipine farkhlagabilen (multi-lineage differentiation) hucrelere verilen addir (1, 2).
Bu iki 6zellik, bir hucrenin kdk hicre olarak adlandirilabilmesi icin mutlaka

gereklidir.

2.1.1. Kendini Yenileyebilme (Self-Renewable)

Kendini yenileyebilme, hucrelerin orijinal karakteristik ozelliklerini

kaybetmeden ve dogru sekilde ¢ok sayida bolinebilmesini ifade eder (3, 4).

2.1.2. Farkh Hiicre Dizilerine Farklilagma (Multi-lineage Differentiation)

Basit bir kdk hicre popllasyonunun en az 2 farkh hicre tipine
farklilagsabilme kapasitesi olarak tanimlanir (1, 4). Kok hucreler koken aldiklari
kaynaga gore embriyonik ve erigkin kok hucreleri olmak Uzere temelde 2 gruba
ayrilmaktadirlar. Erigkin kdk hicrelerin farklilagsmalari embriyolojik kok hlcrelere
gbre daha kisith olmakla birlikte, farkli kaynaklardan elde edilen eriskin kok
hucrelerin de farklilagsma potansiyellerinin birbirinin aynisi olmadigi yapilan
caligsmalarda gorulmustur (36, 40-43). Kok hucrelerin farklilagsma potansiyelleri
arasindaki bu farki tanimlamak igin multipotent, pluripotent, totipotent gibi bazi

terimler kullaniimaktadir.

Sperm ile ovumun birlesmesi ile ortaya c¢ikan zigot tek basina tum
organizmayl meydana getirebilecek genetik bilgiye ve guce sahiptir. Bu, tum
hicrelere donusebilme potansiyeline sahip ilk embriyonel hicreye “totipotent”
hicre denilir (44). Doéllenmeyi takiben ilk 4-5 gun igerisinde bu hucreler ayni

guce sahip olup her biri tek bagina bir organizma meydana getirebilme
3



yeteneginde olan hucrelerdir. Yaklasik 5 gun sonrasinda olusan hucre kitlesine
de “blastosist” denir ve bu kitle icindeki hucreler (Sekil 2.1) vicuttaki tim
hicrelere donusebilme yetenegine sahiptir (44). Ancak bu hucreler tek
baslarina bir organizmayi olusturamazlar. Bu nedenle bu hicrelere “pluripotent”
hicre denir (44).

Phato Creatit: M. J. Conmghan

Sekil 2.1. Blastosist ve i¢ hlcre kitlesi (44).

Bu asamadan sonra hicreler daha 6zel fonksiyonlara sahip olmakta ve erigkin
kok hucreleri olusturmaktadirlar. Biraz daha 6zellesmis olan bu kdk hicrelere
ise “multipotent” hucre denmektedir (44). Embriyonik kok hucreler in vitro
fertilizasyon c¢alismalarinin baslamasinin ardindan elde edilen embriyolarda
yapilan calismalarda uretilmiglerdir. Bu kok hucreler yuksek telomeraz
aktivitesine sahip olup ektoderm, endoderm ve mezoderm kaynakl hucrelere

donusebilme yetenegindedirler. Bu nedenle basta teratoma olmak tGzere malign
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transformasyon potansiyeli tasimaktadirlar (8, 9). Ozellikle hayvan
calismalarindaki basarilarin yani sira kullanimlarinda ciddi tibbi, etik ve dinsel
tartismalar vardir (10, 11). Embriyonik kok hucreler sahip olduklari farklilasma
potansiyeli acgisindan ¢ok iyi bir kaynak olsa da kullaniimalariyla ilgili
kisittamalar getiriimis ve erigkin kok hlcre kaynaklari alternatif olarak

sunulmustur.

2.2. Mezenkimal Kok Hiicreler

Son yillarda erigkin kok hicre calismalarinda MKH’ler 6ne ¢ikmigtir.
Gelisim sirasinda, noéral arktan (neural crest) orijin alan mezenkimal hicrelerin
go¢ edip (migration) farklilastigi (differentiate) ve daha sonra kemik, kikirdak,
periyodonsiyum, ligamentler, kraniyal suturlar, kas sistemi, tendonlar ve disler
gibi hemen hemen butun kraniyofasiyal yapilarin morfogenezisinde mezodermal
hicrelerle birlikte sinerjistik olarak c¢alistiklari bilinmektedir (45). Mezodermal
kokenli olan mezenkimal kok hucreler asimetrik bolinmeye ugradiklarinda ikiye
bolinerek bir dncul hicre (progenitor/precursor cell) bir de mezenkimal hicre
verir (45). Bolunmenin sonucu olarak ortaya c¢ikan mezenkimal hucreler,
morfogenezisin tamamlanmasiyla c¢esitli kraniyofasiyal dokular icinde yer
almaya devam eder ve fizyolojik olarak gerekli olan doku yenilenmesi ve

tamirinde gorev alirlar.

ISCT (International Society of Cellular Therapy) tarafindan mezenkimal
kok hucre yerine “multipotent mezenkimal stromal hicre” (46, 47) denilmesi
Onerilmigsse de c¢ok yonlu (multiineage) farklilagsma 6zellikleri bulunan bu
hiacreleri  “mezenkimal kok hucre” olarak isimlendiren arastirmacilar

cogunluktadir (4).

Mezenkimal kok hucrelerin karakteristik Ozelliklerini tanimlamada
arastirmacilar arasinda bazen celigkiler yasanmaktadir. Birgok laboratuvar,
birbirinden ¢ok da onemli farkhliklar icermeyen protokolleri izleyerek MKH

izolasyonu ve bu hucrelerin ¢ogaltilmasi igin metotlar kullanmaktadir. Cesitli



dokulardan morfolojik olarak benzer o6zelliklere sahip MKH’ler izole
edilebilmektedir. Bununla birlikte hucrelerin birgok biyolojik 6zelligi, in-vivo
etkinligi gibi konularda hucrelerin gelistirildigi cevre kosullarina bagh degisiklikler
bildirilmektedir (48-51). Ozellikle hicre esash bir tedavi ya da doku
muhendisliginde kullaniimak Uzere en uygun hicre kaynaginin secilmesi s6z
konusu oldugunda, mevcut hucre kaynaklarinin birbiriyle kiyaslanarak en uygun
olaninin secilmesi 6nemlidir. Boyle bir durumda, ¢esitli yontemlerle izole edilmig
ve farkli kistaslara gore kok hucre olarak adlandiriimis bu hdcrelerin, birbirleriyle
biyolojik 6zellikleri ve deney sonuglari agisindan dogrudan bir kiyaslamanin
yapilabilirligi ile ilgili karsit gorusler ileri stralmustir (47). Elde edilen hicrelerin
kiyaslanmasi ile ilgili bu gibi tartismalar kismen, MKH’yi tanimlayan uluslararasi
olarak kabul edilmig kriterlerin eksikliginden kaynaklanmaktadir. Yine bu
nedenle, farkli kaynaklardan elde edilen MKH’lerin birbirleriyle karsilastirma
g¢alismalarinin yapilamamasi, bu konudaki gelismeleri yavaslatmaktadir. Bu
nedenlerden 6turl ISCT, hem laboratuar hem de pre-klinik ¢alismalar icin insan
MKH’ sini tanimlamada gerekli kriterleri 6nermistir (47) (Tablo 2.1).

Halen MKH tanimlanmasinda yaygin olarak kullanilan baslica 6zellikler;

s Plastik yluzeye yapismasi (plastik adherens)
% Spesifik yuzey antijenlerinin ekspresyonu

% Multipotent farklilasma potansiyelidir.

2.2.1. Plastik Adherens

MKH’ler standart kultir kosullari altinda plastik doku kultir kaplarina
yapismaktadir. Kemik iligi kaynakh MKH’lerinin ilk izolasyonu bundan yaklagik
40 yil 6nce Friedenstein ve arkadaslari (52, 53) tarafindan gergeklestiriimistir.
Bu calismada aspire edilen kemik iliginin in vitro kaltirinde, diger hicrelerden
farkh olarak plastik kualtir kabina yapisarak koloni olusturabilen fibroblast
benzeri hucre kolonilerini rapor etmiglerdir. Gunumuizde de MKH’lerin

izolasyonu i¢in bu basit protokol yaygin bir sekilde kullaniimaktadir. Standart
6



kosullar altinda plastik doku kultur kaplarina yapisma 6zelliginde olan hucrelerin
mezenkimal hucre populasyonuna ait oldugu dusunulmektedir. Bununla birlikte
MKH’ler, c¢ok oOzel kosullar saglanarak doku kultar flasklarina yapisma

saglanmadan da ¢ogaltilabilmektedirler (54).

1. Standart kaltar kosullannda plastik adherensi olmasi
2. Fenotip pozitif (%95=. +) negatif (%2=z. +)
CD105 CD45
CDT73 CD34
CD90 CD14 veya CD11b
CD79a veya CD19
HLA-DR
3. In vitro diferansiasvon’ osteoblast, adiposit, kondroblast

Tablo 2.1. ISCT (International Society of Cellular Therapy) tarafindan MKH
tanimlamasi igin gerekli kriterlerin 6zeti (46).

2.2.2. Spesifik Ylizey Antijenlerinin Ekspresyonu

Bir hiicre populasyonunun hizli bir sekilde tanimlanmasina imkan taniyan
yuzey antijeni ekspresyonu, immunoloji ve hematolojide ¢ok yaygin olarak
kullaniimaktadir. ISCT’nin kriterlerine gore bir MKH populasyonunun %95 veya
daha fazlasinin CD105 (endoglin olarak bilinir ve orijinal olarak MAb SH2
seklinde tanimlanmigtir), CD73 (ekto-5"-nukleotidaz olarak bilinir ve orijinal
olarak MAb SH3 ve SH4seklinde tanimlanmistir), CD90 (Thy-1 olarak da bilinir)
antijenleri icin pozitif olmasi gerekmektedir (47, 55). Ayrica, heterojen MKH
populasyonunu diger hucre populasyonlarindan ayirt etmek igin hematopoetik

kok hucreler veya hucrelerin izole edildigi dokuya ait spesifik antijenlerin negatif
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olmasi gerekmektedir. Buna goére hicre populasyonunda CD45, CD34, CD14
veya CD11b, HLA sinif I, CD79a veya CD19 ve gibi hematopoetik
antijenlerdeki pozitiflik oraninin %2’yi gegmemesi gerekmektedir (47).

2.2.3. Cok Yonli (multipotent) Farklilagsma Potansiyeli

MKH’ler, in vitro doku kultar farklilasma kosullari altinda osteoblast,
adiposit ve kondroblastlara farklilasmaktadir (53, 5). Osteojenik farklilasma
uyariimasi igin ortama dexamethasone, beta glycerophosphate, askorbik asid
gibi maddeler eklendikten sonra Alizarin Red veya von Kossa boyamasi ile
kaltdr ortaminda kalsiyum depozitleri gelistigi gorulebilmektedir (5). Adipojenik
farkhlasma uyarilmasi icin ise dexamethasone, indomethacine, ve insulin
eklenip Oil Red O boyamasi ile hicre iginde lipid birikimi gosteriimekte (5),
kondrojenik farklilasma i¢in de dexamethasone, TGF B3 gibi maddeler
eklendikten sonra Alcian Blue veya kollajen tip 2ye spesifik

immunohistokimyasal boyama ile kikirdak gelisimi gosterilebilmektedir (56) .

Mezenkimal kok hucreler kemik iligi (57), gobek kordonu, cevre kani,
amniyotik sivi (68) , periost (59) , yag dokusu (60, 61) , sinoviyal membran (62)
ve kas (63) gibi bircok kaynaktan elde edilebilmektedir.

Her ne kadar yetigskin kok hucrelerin genel olarak kendi kokenlerindeki
hacrelere farklilagsma egiliminde olduklari dugunulse de son yillarda, belli bir
dokudan alinan kok hucrelerin farkli bir dokuya farklilasabilme 06zelligi
gOsterdigini bildiren ¢alismalarin sayisi giderek artmistir ve bu galismalar, “kok
hicre plastisitesi” adi altinda toplanmistir (64-66). Kok hicre plastisitesi, bir
hdacrenin koken aldiklari dokularin disindaki dokulara farklilagsma ozelligini
tanimlamaktadir (64). Mezenkimal kok hucreler, kendi kendilerini yenileyebilir ve
mezenkimal ve konnektif dokulari olusturan butin huicre dizilerine
farkhlasabilmelerinin yani sira farkh hiicre dizilerine de farkhlasabilirler (3-5, 67).

Kemik iligi kokenli kok hucreler ile yapilan galigmalarda, bu hicrelerin myoblast
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(68) , endotel (69-71) , hepatik (72-74) , kardiak (75) , renal (76) ve hatta noral
(12, 77, 78) hucrelere farklilasabildigi gosterilmistir. Kemik iligi kdkenli MKH ve
hematopoetik kok hicrelerin sahip olduklari bu farklilasabilme ozellikleri Sekil

2.2’ de sematik olarak gosterilmektedir (44).

Brain

02001 Tereas Winslow, Lytia Kbl Caitlin Duckeall

Sekil 2.2. Kemik iligi kdkenli hematopoetik ve mezenkimal kék hlcrelerin sahip

olduklari farkhlagabilme potansiyellerinin sematik olarak gosterilmesi (44).



Mezenkimal kok hdcrelerin en onemli dezavantaji ise bu hucrelerin
dokularda sayica ¢ok az olmalari ve gerek in-vivo kullanim igin gerekse in-vitro
arastirmalarda yeterli saylya ulagsabilmek icin kaltir ortaminda c¢ogaltiimalari
geregdidir (5). Bu nedenle literaturde bildirilen arastirmalarin hemen tamami
kiiltirde c¢ogaltilan MKH c¢alismalarini  kapsamaktadir. in-vitro ortamda
islemlerden gecirilen hucrelerin biyolojik o6zelliklerinde degisiklikler olmasi
sonucu, yapilan ¢alismalar in-vivo ortamdaki patoloji veya fizyolojiyi tam olarak
yansitmamaktadir.  Klinik  uygulamalarda MKH tedavileri ile doku
rejenerasyonunda iyilesmeler gbzlense de bu hucrelerin farkli doku hicrelerine
donusmesine nadir olarak ve ¢ok az sayida hucrede rastlanmaktadir. Doku
rejenerasyonunda MKH’lerin farkhlagma 6zelliginden ziyade destek doku olarak
solubl faktorler, hlicre-ekstraselller matriks iligkileri saglayarak iyilesmeye katki
sagladigi disunulmektedir (5, 12-14, 79-82).

Mezenkimal kok hucrelerin klinik kullanim igin en cazip 6zelliklerinden
birisi de immunmodulatuar/¢ogunlukla immunsupresif Ozellikte olmalari
nedeniyle tedavi amacli veriliste rejeksiyona ugramamalaridir (19-21). Bununla
birlikte allojenik kullanimda, 6zellikle tekrarlayan verilislerde immin cevap
gelisebilmesi mimkindir. immin rejeksiyon riski, allojenik hiicre tedavileri ve
kok hucre terapilerinin evrensel olarak uygulanabilirligini kisitlamaktadir (83).
Konak immun cevabi ve implantin reddi gibi allojenik kok hucre
transplantasyonu ile iligkili bu problemler otolog kék hucrelerin kullaniimasiyla
onlenebilir. Kemik iligi veya yag dokusu kaynakli kok hucreler gibi otolog kok
hucrelerin klinik olarak rejeneratif hiucre tedavilerinde kullanilabilmesi ancak

yeterli miktarlarda elde edilebildiklerinde mumkuin olmaktadir.

Kemik iligi, kok hlcre elde edilisi i¢in elverigli bir kaynak teskil
etmektedir. Ancak yine de invaziv ve hasta icin rahatsizlik verici bir iglem
olmasi, lokal anestezi altinda ancak kisith miktarlarda alinabilmesi (84), daha

fazla miktarlar igin genel anestezi altinda islemin yapilmasi gerekmesi ve bunun
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da dondr saha morbiditesi riskini arttirmasi (85, 86) nedeniyle rejeneratif tipta

kullaniimalari sikinti yaratmaktadir.

Son zamanlarda yapilan galismalarda yag dokusu kaynakli MKH’ler elde
edilmis (60) ve bu MKH’lerin kemik iligi kaynakli MKH’lerdeki gibi bircok hucre
dizisine farklilagabildigi gosterilmigstir (61, 87). Yag dokusu kaynakli kdk hicreler
“liposuction” yontemi ile kolaylikla elde edilebilir ve ¢ok cesitli rejeneratif tip
terapilerinde kullaniimak Uzere Onemli miktarlarda multipotent kok hucre

saglayabilirler.

2.3. Maksillofasiyal Bolgedeki MKH Kaynaklari

Diger alanlarda oldugu gibi maksillofasiyal bdlgede de uygun MKH
kaynaklari arastiriimakta ve son yilarda bunlarla ilgili raporlar yayinlanmaktadir.
Bu bdlgede sut disi (26) , dental pulpa dokusu (27, 28) , dental folikul (29, 30) ,
periodontal ligament (31, 32) ve oral mukozada (33) MKH’ler ve/veya progenitor

hdcreler oldugu rapor edilmistir.

2.3.1. Dental Pulpa

Gronthos ve arkadaslar (27) , gomulu 3. molar diglerden elde ettikleri
insan dental pulpa dokusundan klonojenik ve ylksek proliferasyon yetenegine
sahip MKH’ler elde etmis ve bunlart kemik iligi kaynakli MKH’lerle
kargilastirmiglardir. Dental pulpa dokusunda koloni olusturabilen hicrelerin (22-
70 koloni/10* hacre), kemik iligi dokusundakine gore (2.4-3.1 koloni/10* hicre)
daha fazla oldugu, hidroksiapatit / trikalsiyum fosfat tasiyici matriks ile in vivo
transplantasyonunda  dentin-pulpa  benzeri  bir doku rejenerasyonu
saglayabildigi, kemik iligi kaynakli MKH’leriyle farklilasma potansiyelinin
farkliliklar gosterdigini rapor etmiglerdir (27).
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2.3.2. Sut Disi Pulpasi

Masako Miura ve arkadaslari (26) , cocuklarin eksfoliye sut keser
dislerinden elde ettikleri pulpa dokusunda MKH’ler oldugunu rapor etmiglerdir.
Sut diglerinde, kemik iligi ve yetiskin dental pulpa dokusu kaynakli MKH’lere
kiyasla, proliferasyon orani ve kendini esleyen populasyon sayisinin daha fazla
oldugu gorilmistiir. in vivo ortamda, tasiyici matriks olarak hidroksiapatit /
trikalsiyum  fosfat toz ile kangtinlip immun  deprese farelere
transplantasyonlarinda odontoblastlara farklilagabilme yetenekleri oldugu ve
bunlarin da dentin benzeri yapilar olusturdugu bildirilmistir. Yetigkin dental pulpa
kaynakli MKH’lerin ise eksfoliye st disi kaynakli MKH’lerden farkli olarak
dentin-pulpa benzeri kompleks bir yapi olusturabildigi gosterilmistir (26).

2.3.3. Periodontal Ligament

Seo ve arkadaslar (31) yaptiklari ¢calismada, insan periodontal ligament
dokusunun periodontal doku rejenerasyonunda kullanilabilecek kok hucreler
icerip icermedigini arastirmiglardir referans. Gomulu 3. molar diglerden elde
ettikleri periodontal ligament dokusunda klonojenik, hizlica prolifere olan ve bazi
MKH’lere spesifik antijenleri eksprese edebilen hicrelerin oldugunu belirtmisler
ve taslyici matriks olarak hidroksiapatit / trikalsiyum fosfat toz ile karistirilip
immun deprese farelere implante edildiklerinde, Sharpey liflerine benzeyen
dens kollajen liflerle komsu, ince bir tabaka sement olmak Uzere dogal
periodontal ligamente benzeyen sement/periodontal ligament benzeri yapilar

olustugunu rapor etmislerdir.

2.3.4. Alveol Kemigi

Matsubara ve arkadaslari (34) , alveoler kemik iligi dokusundan izole
edilen MKH’leri iliak kemik kaynakh olanlarla kiyaslamiglardir. Her iki farkl
dokudan elde edilen kok hucrelerin klonojenik, kendini yenileyebilen, plastige

yapisan hucreler oldugu ve bakilan yluzey antijenlerine gore birbirlerine
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benzerlik gosterdikleri belirtilmigtir. Bu hucrelerin, in vitro ortamda osteojenik
farkhlasma ve in vivo ortamda osteojenik rejenerasyon yeteneklerine sahip
olduklari gorulmustur. Bununla birlikte, alveoler kemik iligi kaynakli MKH’lerin
iliak kemik kaynakli olanlardan farkli olarak adipojenik ve kondrojenik

farkhlasma kapasitelerinin ¢ok kisitl oldugu rapor edilmigstir (34).

2.3.5. Periost

Cicconetti ve arkadasglari (35) , insanlarda intraoral olarak maksiller tuber
bolgesindeki kemik iligi stromasinin ve maksilla ile mandibula periost
dokusunun doku muhendisliginde kullanilabilecek osteoprogenitdr hicreler
icerdigini rapor etmislerdir. Maksiller tuber bolgesinden aldiklari 1 cm®lik kemik
dokusu igerisindeki kemik iligi stromasinda ve maksilla/mandibula periost
dokularindan izole ettikleri osteoprogenitor hucrelerin in vitro olarak plastik
adherent olan, klonojenik, prolifere olabilen hicreler oldugu ve in vivo ortamda
hidroksiapatit/trikalsiyum fosfat matriks icerisinde trasnplante edildiklerinden 8
hafta sonra osteojenik formasyonun olustugu belirtilmistir. Periost kaynakli
hicrelerin CD61, CD133 ve CD117 yuzey markerlarinda gesitlilik gostermesi
disinda farkli kaynaklardan elde edilen bu iki hicrenin birbirlerine benzer

Ozellikler gosterdigi belirtiimistir (35).

2.3.6. Oral Mukoza

lzumi ve arkadaslar (33) , insanlarda intraoral greftlemeye elverisli, in
vitro ortamda oral mukozanin es degerinin Uretmede kullanilabilecek
progenitor/kdk hlcreden zengin bir populasyon igerip icermedigini arastirmak
uzere oral keratinosit populasyonunu fiziksel olarak izole ve karakterize etmek
amaclyla bir calisma yapmistir. izole ettikleri oral mukoza progenitér/kok hiicre
subpopulasyonu fonksiyonel analizlere tabii tutulmus ve epitelyal farklilasmada
nikleer transkripsiyon faktér iceren peroksizom proliferatér-aktive reseptor-
gama olup olmadigi degerlendirilmigtir. Elde edilen fonksiyonel hicrelerin uygun

antijenik yapida olup kendini yenileyebilme yetenegine sahip, intraoral
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rekonstriktif islemlerde oral mukozanin esdeg@erini Uretmede kullanilabilecek

onemli bir kaynak olabilecegdini belirtmiglerdir (33).

2.3.7. Dental Folikil

Isik mikroskobu altinda yeni yeni gelismekte olan ilkel agiz boslugu
(stomatodeum), ektomezenkimal bad dokuyu saran 2-3 hicre kalinhdinda
primitif bir epitelyum tabakasi seklinde gorulebilir. Embriyolojik gelisimin
yaklasik olarak 37’inci gunlerinde agiz gevresinde muhtemel olarak Ust ve alt

¢ceneye denk gelen yerlerde kalinlasmis bir epitelyal bant olusur (Sekil 2.3).

Sekil 2.3. Agiz kavitesinin erken embriyolojik donemdeki geligimi. Taral alanlar

primer epitelyal banda isaret etmektedir (88, 89).

Bu bantlar sekil olarak at nalina benzerler ve ileride olusacak alt ve Ust
cene dental arklarina kargsilik gelirler. Primer epitelyal bant olarak da
adlandirilan bu yapi ilerde vestibuler lamina ve dental lamina olmak Uzere ikiye
ayrilir (Sekil 2.4). Dental laminanin, hemen altinda embriyolojik bir bag dokusu
olan ektomezenkimal doku yer alir (Sekil 2.5). Ektomezenkimal denilmesinin
sebebi, noral krest hiicrelerinin buraya go¢ etmesinden kaynaklanmaktir (89).
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Sekil 2.4. Gelismekte olan kafa bdlgesinin anterior kismindan alinan koronal
yondeki kesit. A, dental ve vestibuler laminanin kesitteki pozisyonu okla
gosterilmigtir. B, Belirtilen kismin buyutilmus hali (89).
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Sekil 2.5. Embriyolojik donemde gelismekte olan kafa bolgesinin sagital

yondeki kesiti. A, Primer epitelyal bandin ektomezenkimal bag dokusuna dogru

kalinlagsmasi gorulmektedir. B, Belirtilen bdlgenin buyuttlmas hali (88, 89).
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Erken embriyogenezis doneminde, uzerindeki ektoderm tabakasinin
invajinasyonuyla noral tupun olugsmasindan hemen sonra, migrator pluripotent
noroepitelyal hucreler yani noral krest hucreleri noral tipun dorsal orta hat
bdlgesinden go¢ ederler (90). Noral krest hiacreleri noral tipten giktiklarinda
epiteloid karakteristiklerini kaybeder ve yodnlendiriimis hlcre migrasyonu
yeteneginde olan bir mezenkimal fenotip 06zelligi kazanirlar. Bu nedenle
esasinda ektoderm kaynakli olan bu doku ektomezenkim olarak adlandirilir.
Ektomezenkimal bad dokusu, jelatindz bir ara madde ile ayrilan birkag igsi

sekilli hiicre icermektedir.

Dental foliklil dokusu, disin etrafinda bir kese gibi bulunan ve gelismekte
olan disin mine (enamel) ve dental papilla organlarini ¢cevreleyen ektomezenkim

kaynakli gevsek bir bag dokusudur (Sekil 2,6).

Successional tooth germ (bud stage)

Sekil 2.6. Dis gelisiminin erken donem ¢an asamasindaki histolojik gérinimu.
Dental laminadan gelisen mine (enamel) organ ve ektomezenkimal dokudan
kOken alan dental papilla gelismeye devam etmekte ve dental folikil dokusunun
bu dokulari ¢evreledigi gorulmektedir. Ayrica dental lamina uzantisindan gelisen

daimi dis germinin de yavas yavas sekillendigi gortlmekte (89).
16



Dental folikultn, disi destekleyen periodontal ligament, alveoler kemik ve
mineralize kemik benzeri bir doku olan sement icgin progenitor hucreler ihtiva
ettigi ve disin agiz igine surmesi surecinde onemli bir biyolojik gorev ustlendigi
dusunulmektedir (89, 91).

Dental folikil dokusu kaynakl kok hucreler ilk olarak sigir kaynakh dig
germlerinden Handa ve arkadaslari (38, 39) tarafindan izole edilmigtir. Bu
hicrelerin farklilasma kapasiteleri immuin deprese farelerde in vivo olarak
gosterilmis ve sigir kaynakl fibroblastlar veya alveoler osteoblastlarinin aksine
bu hucrelerin sement benzeri matriks bir yapi olusturdugu rapor edilmistir.
Bununla birlikte farklilasma kapasiteleri ile ilgili in vivo olarak elde edilen bu
sonuglarin aksine deksametazon ile uzun donem kultirlerde herhangi bir

farkhilasma sonucuna ulagilamamistir.

Morsczeck ve arkadaslari (29) , insanlarda géomulu 3. molar diglerden
elde ettikleri dental follikil dokusunda prekursor hucreler oldugunu rapor
etmiglerdir. Bu fibroblast benzeri, koloni olusturabilen ve plastik adherent
hicrelerin kok hiicre marker’lari oldugu varsayilan Notch-1 ve Nestin eksprese
ettigi belirtiimis, tasiyici matriks olarak hidroksiapatit/trikalsiyum fosfat toz ile
karistinlhp immun deprese farelere implante edildiklerinden 8 hafta sonraki
incelemelerde, rijid veya fibroz konnektif dokularin olustugu, osteoblastik antijen
ekpresyonunun arttigi, fakat sement veya kemik formasyonu olusmadigi

gorulmustar.

Ozetle, intraoral/maksillofasiyal bélgeden elde edilen kok/projenitdr
hdcreler, bolgedeki sert ve yumusak doku defektlerinin rejenerasyonunda ve
doku mihendisliginde kullaniimak icin kaynak teskil etmektedir. intraoral
bdlgede MKH kaynagi olarak dusinulen gomula 20 yas/ eksfoliye sut disleri
umut verici olsalar da gerektigi anda hemen elde edilememeleri bir problem
olusturmaktadir. Bu dezavantaji ortadan kaldirmak amaciyla, Avrupa’da sayilari
gittikce artan sut disi bankalarinda oldugu gibi (92) MKH bankalari

kurulmaktadir. Mezenkimal kok hucrelerin dondurularak bu gibi kok hucre
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bankalarinda depolanmasi ve gerektiginde kullanima sunulmasi otolog
uygulama icin avantaj saglasa da yuksek maliyet gerektirmesi onemli bir
dezavantaj olusturmaktadir. intraoral/maksillofasiyal boélgede, defekte yakin
ancak saglam dokulardan koken alan multipotent hdcrelerin elde edilmesi
amaciyla digetinin kullanilmasinin, hem invaziv yaklasim gerektirmemesi hem
de elde edilis kolaylidi nedeniyle bir alternatif doku kaynagi saglama agisindan

avantajli olacagi dugunulmustar.

Diseti dokusu kendini surekli olarak yenileyen aktif bir dokudur. Digeti
kalinh@i kisiden kisiye, fenotipe bagl olarak farkllik gosterse de, devamli olarak
yeni hucrelerin yapilmasi ve oOlu hucrelerin doku yluzeyinden atilmasi ile bir
denge hali s6z konusudur (37). Mitotik aktivite ve doku turnoveri dikkate
alindiginda intraoral olarak en aktif bolgelerden biri olan diseti dokusunun
intraoral olarak MKH kaynagi olabilecegi dngorulmustur. Ayrica, defekt olan
bolgeye doku icinden ve basta kemik iligi olmak Uzere diger dokulardan
kok/projenitor hucrelerin  migrasyon gosterdigi ileri surtlmektedir (22-24).
Patoloji olan bdlgeyi cevreleyen dokularin multipotent hicrelerden zengin
olacagl varsayildiginda islem yapilan bdlgeye komsu disetinin kdk hlcre

izolasyonu icin bir kaynak tegkil edecegi dusunulmustur.

2.4. Diseti Morfolojisi ve Histolojisi

Diseti, ¢enelerin alveoler proseslerini 6rten ve digleri kolelerinden saran
oral mukoza parcasidir. Diseti epiteli oral epitel, sulkuler epitel ve birlesim
epitelinden olusur (Sekil 2.7) (93).

2.4.1. Oral Epitel

Yapisik diseti ve serbest disetinin agiz bosluguna bakan yuzeyini orter.
Keratinize veya parakeratinizedir. Oral epitel, histolojik olarak, stratum basale,
stratum spinosum, stratum granidlosum ve stratum korneumdan olusur (Sekil
2.8) (37).
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2.4.2. Stratum Basale

Bag dokusuna komsudur. Genellikle kiboidal hicrelerden olusur ve
bazal lamina ile bag dokusuna tutunur. Bazal hucrelerin stoplazmalarinda
yaygin sekilde dagilmis sitokeratin de denilen tonofilament’ler bulunur. Bunlar
keratin onculeridir. Bazal tabaka hucreleri son derece aktiftir ve epitelde mitozun
sik goruldugu tabakadir. Hucrelerde cekirdekler belirgindir ve DNA sentezi

yapiimaktadir (37).

2.4.3. Stratum Spinosum:

Epitelin major tabakasidir, genis, yildizsi hilcrelerden olusur. Bu
tabakadaki hucreler mitoz 0zelligini koruyabilir. Ancak bazal tabakadaki

hicrelere gore daha az aktiftirler (37).

2.4.4. Stratum Graniilosum:

Bu tabakada, karakteristik olarak, hucrelerin stoplazmalarinda
keratohyalin  granulleri gozlenir. Hucre c¢ekirdekleri yassilasmig ve
organellerinde dejenerasyon baslamistir. Keratohyalin tonofilamentlerin tGzerine

cOkelmis ve hlcre aktivitesi son derece dugmustur (37).

2.4.5. Stratum Korneum:

Bu tabaka son derece yassilasmis, ¢ekirdek ve organellerini kaybetmis
hdcrelerden olusur. Hicre membrani kalinlagsmis, hucre i¢i tonofilamentler ve
izole lipid damlaciklariyla dolmustur. Artik hicre tamamiyle keratinize olmus,
hicreler arasi baglantilar bozulmus ve hlcre yasamini yitirmistir. Bu duruma
ortokeratinizasyon denir. Keratinizasyonun tam olmadigi durumlarda hucre
cekirdegi ve izole organeller izlenebilir. Bu duruma parakeratinizasyon denir. Bu

tabakadaki hicreler sonucgta agiz bosluguna atilirlar (deskuamasyon) (37).
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2.4.6. Sulkuler Epitel

Genelde keratinize olmayan fakat parsiyel keratinizasyon goésterebilen
cok katli yassi epiteldir. Digeti kenarinda oral epitel ile devamlidir ve sulkusun
yan duvarini olusturur. Sulkusun tabaninda ise birlesim epiteli bulunur. insanda
sulkuler epitelyum surekli bakteriler ile karsi karsiyadir, dolayisiyla en saglikli
disetinde bile bir miktar enflamatuar reaksiyon go6zlenir. Enflamasyonda
epitelyal turn-over hizlanmakta ve epitelyum hucreleri keratinize olmaya firsat

bulamamaktadir. Bu nedenle sulkuler epitelde stratum korneum bulunmaz (37).

2.4.7. Birlesim Epiteli

Keratinize olmayan ¢ok katl yassi epiteldir. Oral ve sulkuler epitelden
farkh olarak eksternal ve internal bazal lamina olmak Uzere iki farkli bazal
lamina mevcuttur. Birlesim epiteli eksternal bazal lamina ile bir tarafta bag
dokusuna, internal bazal lamina ile diger tarafta dise tutunur. Sulkus tabanina
yakin bolge, en kalin oldugu yer olup yaklasik 10-30 hicre kalinliktadir. Apikale
dogru daralma gosterir, apikal ugta ise birka¢ hicre kalinhgindadir.

Birlesim epiteli turn-over’t en hizli olanidir. Diseti epitelinin turn-over hizi 1-2
haftayken birlesim epitelinde bu sure bir hafta veya daha azdir. Oral epitelin Ki
ise daha yavastir. Yeni hucreler bazal hucrelerin bolinmesi ile olugurken,

yuzeydeki eski hucreler deskuamasyon ile agiz bosluguna dokulurler (37).

2.4.8. Diseti Bag Dokusu

Diseti bag dokusu temelde yogun sekilde kollajen ve retikuler fibrillerden
olusmaktadir. Nadir sekilde elastik ve oksitalan fibriller icerir. Fibriller,

proteoglikan ve glikoproteinlerden olusmus ara madde iginde yer alirlar (37).

Diseti bag dokusunda birkag tip hicre bulunur. Fibroblastlar saglikl digeti

bad dokusunun temel hucreleridir. Diseti bag dokusunun idamesinde, degisik
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kollajen fibrillerin ve ara maddenin yapisinda bulunan proteoglikan ve
glikoproteinlerin sentezinde rol oynarlar. Ayrica, kollajen yapidaki iskeletin

rezorbsiyon ve yeniden sekillenmesinde de aktiftirler.

Mast hiicreleri, genelde perivaskiiler olarak bulunurlar. Urlinlerinden olan
histamin ile enflamasyonun erken safhalarinda rol oynarlar. Ayrica serotonin ve

heparin de icerirler.

Enflamatuar hucreler, saghkh bag dokusunda birka¢ tane de olsa
izlenirler. Genelde birlesim epiteline komsu bolgelerde bulunurlar. Monositler,
lenfositler, plazma hucreleri immin cevapta mediatdér rolinli oynarken,

makrofajlar doku yikim UrUnleri ve artik maddeleri ortadan kaldirir.

Bu ¢alisma, mitotik aktivite ve doku turnoveri dikkate alindiginda intraoral
olarak en aktif bolgelerden biri olan digeti dokusunun, intraoral olarak yeni bir
MKH kaynag! olabilecegi hipotezi Uzerine kurulmustur. Ayrica, literatirde ¢ok az
deginilmis olan dental folikil dokusu kaynakh MKH’ler de calismaya dahil
edilmistir. Bu hucreler Uzerinde karakterizasyon caligsmalari ve digeti kaynakli
MKH’ler ile karsilastiriimasi yapilmigtir. Ayrica, fibroblasttan zengin bir doku
olan disetinin incelenmesiyle morfolojik olarak birbirine ¢gok benzer olan MKH’ler
ile fibroblastlarin farkli &6zelliklerinin arastirimasi amaciyla da c¢alismalar

yapilmistir.
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3. GEREG VE YONTEM

Calismalar, Bagkent Universitesi klinik arastirmalar etik kurulu onayini
takiben baglamig ve hastalardan doku oOrnegi alinmadan once bilgilendirilmis

onam formu okutularak imzalatiimistir.

Proflaktik ve ortodontik amacli ¢gekim endikasyonu konulmus gémula 20
yas disi olan 6 hastayl (16-28 yas) kapsayan c¢alismamizda, zarf insizyonu
takiben dis cekimi gerceklestiriimistir. insizyon esnasinda cikarilan yaklasik 2
mm’ lik kiguk Ug¢gen seklindeki bir diseti dokusu ile 20 yas disinin etrafindaki
dental folikil dokusundan (Sekil 3.1) alinan 6rnekler, MKH arastiriimasinda
kullaniimak Uzere Hacettepe Universitesi Tip Fakiiltesi Cocuk Hematoloji/
Kemik iligi Transplantasyon Unitesi/PEDI-STEM Arastirma Laboratuvar ina

getirilmis ve bir saat igerisinde igleme alinmigtir.

Sekil 3.1. Gomulu 20 yas dis etrafinda bir kese gibi bulunan dental folikdl
dokusunun (kesikli cizgiyle belirtiimig) elde edilmesi ve insizyon esnasinda

cikarilan digeti.
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3.1. Mezenkimal K&k Hiicrelerin izolasyonu ve Kiiltiir Galigmalari

a. Diseti ve folikal dokulari klltir ¢alismalari kontaminasyonun énlenmesi
amaci ile laminar flow (biosafety cabinet classll) cihazi igerisinde ¢alisildi
(Sekil 3.2). Dokular serum fizyolojik i¢erisinden ¢ikarilarak petri kaplarina

konuldu.

Sekil 3.2. Kiltir galismalarinin yapildigi laminar flow (biosafety cabinet classll)

cihazi.

b. Petri kabi icerisindeki diseti ve folikll dokulari ilk olarak bistlri ucu ile
fiziksel olarak kuguk pargalara bolindukten sonra kollajenaz tip-1 (3
pg/ml) (Sigma, USA) ve dispaz (4 pug/ml) (Sigma, USA) karisimi ile 37° C
‘lik galkalamali su banyosunda 1 saat suresince enzimatik pargalanmaya
birakildi (94) (Sekil 3.3, Sekil 3.4) .
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Sekil 3.4. Fiziksel olarak parcalanan dokular kollojenaz tip-1 (3 pg/ml) ve dispaz
(4 pg/ml) karisimi ile 37° C ‘lik galkalamali su banyosunda 1 saat slresince

enzimatik olarak par¢calanmaya birakilmasi.

c. Tek hucre suspansiyonu elde etmek amaciyla, fiziksel ve enzimatik
olarak pargalanan doku érnekleri 70 ym c¢apindaki steril filtrelerden (BD,
USA) gegcirildi (Sekil 3.5). Filtre edilen hlcre sispansiyonu daha sonra
1500 rpm’ de 5 dakika santriflj edildi. Tekrar PBS (Sigma, USA) ile
suspanse edilerek hlcre sayimi ve canlilik analizi yapildi. Hlcre sayimi
ve canlilik igin, hucre suspansiyonundan 50 pl alindi ve 50 pl trypan

mavisi (%0,4) ile boyanarak thoma lamina konuldu. Steril tlp icerisinde
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toplanan hicre solUsyonundan, inverted mikroskobu altinda hicre sayimi
yapildi (Sekil 3.6).

Sekil 3.5. Fiziksel ve enzimatik olarak pargalanan doku orneklerinin 70 um

capindaki steril nylon mesh’lerden (BD, USA) gegirilmesi.

d. Sayim yapildiktan sonra hiicreler 25 cm? lik kiiltiir kaplari (T25) (Greiner
Bio-One, Germany) icerisine 5x10° ve 5x10* hiicre/cm? yogunlugunda iki
ayri kiltire konuldu ve 5 ml kultir vasati ilave edildi. Kuiltir vasati
DMEM-LG (Biochrom, Germany), %10 fetal bovine serum (FBS)
(GIBCO-BRL, Germany) ve %1 penisilin/streptomisin’ den (Biochrom,
Germany) hazirlandi. Hicre kaltarleri %5 CO; iceren 37°C’ lik ve %95
nemli inkiibatdrde inkiibasyona birakildi (Sekil 3.7).

e. Erken ve daha ge¢ yapisan hicreler arasinda herhangi bir fark olup
olmadigini degerlendirmek amaciyla 2 gunun sonunda kultir kabina
yapismayan hucreler toplandi ve farkh kuoltar flasklarinda taze kaltur
vasati igerisinde inkibasyona birakildi. Kultlir kabi yluzeyine daha geg¢
yapisan bu hiicrelere “ gec¢ yapisan hiicreler ” adi verildi. ilk kiiltiir kabina
yapismis olan hdcreler Uzerine taze kultir vasati eklenerek yapisan

hacrelerin gelismesine devam edildi.
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Sekil 3.6. Hucre sayimi ve canlilik analizi igin trypan mauvisi ile boyanan hicre

solusyonu thoma lamina konuldu ve inverted mikroskobu altinda degerlendirildi.

Sekil 3.7. Hucre kulturleri %5 CO,, 37°C’lik ve %95 nem igeren inkubatorler

icerisine yerlestirilerek inkubasyona alind1.
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f. Ug-dort glinde bir vasat degistirilerek kiltire devam edildi.

g. Hucreler kultur kabi ylzeyinin %70-80’in1 kaplayana kadar kultir vasat

degisimine devam edildi.

Kaltur kabi igerisindeki yapisan hucreler yeterli yogunluga ulastiklarinda
%0.25 tripsin-EDTA ile tripsinize edilerek yapisan hucreler kaldirldi ve
solusyon igerisine alindi. Hucre sayimi yapildiktan sonra ileri pasajlar igin
hicreler yeniden kultire konuldu. Fazla sayida hucre elde edilmis ise
artan hiicreler 1-1,5x10° hiicre/ml yogunlugunda dondurma vasati ile
cryovial (Greiner Bio-One, Germany) igerisine konuldu. Cryovialler dnce
—80 ‘C’ de 24 saat sonra da sivi nitrojene konularak saklandi. Dondurma
vasatt DMEM-LG (Biochrom, Germany), %20 FBS (GIBCO-BRL,
Germany) ve %10 dimetilstlfoksit (DMSO) (Applichem, Germany) ile
hazirlandi (Sekil 3.8).

Sekil 3.8. Fazla olan hicreler, sivi nitrojen tanki igerisinde muhafaza edildi.

Kllturlere 8. pasaja kadar devam edildi. Karakterizasyon ¢alismalari 2, 5
ve 8. pasajlarda gergeklestirildi. Hlcre kultir galigmalari, Sekil 3.9’ daki

sematik gizimle 6zetlenmistir.
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3.2. izole Edilen Hiicrelerin Akim Sitometri ile Tanimlanmasi

Diseti ve folikilden izole edilen hicreler akim sitometri cihazi ile yuzey
antijenlerine gore uygun antikorlar ile tanimlandi. Stromal kokenli hucrelere
0zgu CD105 (PE) (e-bioscience, USA), CD44 (PE) (e-bioscience, USA), CD90
(PE) (BD, USA), CD106 (FITC) (BD, USA), CD166 (PE) (BD, USA), CD146
(PE) (BD, USA), CD73 (PE) (BD, USA) ve CD29 (FITC) (e-bioscience, USA)
antikorlari yaninda, hematopoietik hucrelere 6zgu CD45 (FITC) (BD, USA),
CD34 (FITC) (BD, USA), CD14 (PE) (BD, USA), CD3 (FITC) (BD, USA) ve
HLA-ABC (PE) (BD, USA) ile HLA-DR (FITC) (Chemicon, USA) antikorlari
kullanildi (565). Calismalar kultlrde hicrelerin ¢godaltilmasi sonrasi yapildi. Bir iki
ornekte ise kultir Oncesi, bir islem uygulanmadan da analizler yapildi.
Caligsmalar BD FACSAria Cell-Sorting Sistemi ile analiz edildi.

3.3. Izole Edilen Hiicrelerin Yag, Kemik, Kikirdak Ve Sinir Hiicrelerine
Farklilagma Potansiyelinin Arastirilmasi

Cogaltilan MKH’ nin yag, kikirdak, sinir, kemik hucre tiplerine farklilagsma
kapasiteleri farklilagma vasatlari iginde gerceklestirildikten sonra histokimyasal,
immunohistokimyasal metotlar ile faklilasma kapasitesi degerlendirildi. Digeti ve
dental folikiil dokularinin kontrol grubu olarak Hacettepe Universitesi TBK 05/5-
16 numarali Etik Kurulu izni ile alinmis insan kemik iligi 6rneklerinden PEDI-

STEM Laboratuvarinda gogaltilan ve tanimlanan MKH’ ler kullanildi.

3.3.1. Yag farklilasmasi:

Alti kuyucuklu (3,9 cm?) doku Kkiiltiir kaplarinda %90-100 oraninda
konfluent olana kadar gelistirilen MKH’ler Uzerine, buylime vasati yerine DMEM-
LG igerisinde %10 fetal calf serum (FCS), 1 uM dexamethasone, 60 uM
indomethacine, 500uM isobutylmethylxanthine (IBMX) ve 5ug/ml insulin (Sigma,
USA) ile hazirlanan adipojenik farklilasma vasati konularak farklilasma yapildi.

Otuz gun suresince 3—4 gun araliklarla farklilagsma vasati degistirilerek takip
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edildi. Bu sure sonunda hicreler, oda sicakhdinda %10’luk formalin sollisyonu
ile 10 dakika fikse edildi ve hucrelerdeki nétral lipidler igin spesifik olan Oil Red
O boyasi ile 10 dakika boyanarak farklilagsan hucreler tespit edildi (5).
Farklilagsan bu hicreler, Olympus mikroskop CKX41 (Japan) ile goruntulendi.

3.3.2. Kemik Farklilasmasi:

Alti kuyucuklu (3,9 cm?) doku kiiltir kaplarinda %50-60 oraninda
konfluent olana kadar gelistirilen MKH’ler Uzerine, buyume vasati yerine
DMEM-LG igerisinde %10 FCS, 100 nM dexamethasone, 10 mM beta
glycerophosphate ve 0.2 mM askorbik asid (Sigma) ile hazirlanacak olan
farkhlasma vasati konularak farklilasma yapildi. Otuz gln suresince 3—4 gun
araliklarla vasat degistirilerek takip edildi. Bu sure sonunda hucreler, oda
sicakhginda %10’luk formalin solisyonu ile 10 dakika fikse edildi ve farklilasan
hicreler Alizarin Kirmisi S boyasi (Sigma) ile boyanarak tespit edildi (5).
Kultirdeki ekstraseluler matriks kalsifikasyonu, Alizarin Kirmisi S boyasi ile
boyanan kalsiyum fosfat depolarinin tespiti ile belirlendi ve bu alanlar Olympus
mikroskop CKX41 (Japan) ile géruntulendi.

3.3.3. Kikirdak Farklilagmasi:

Hucreler, bir hucre pelletinde kultur edilerek 3 boyutlu bir kultir sistemi
elde edildi. Hiicre peleti olusturmak icin, 2.5 x 10° hiicre 15 ml’ lik bir
polipropilen tlp igerisine konuldu ve 1500 rpm’ de 5 dakika santriflj edildi.
Hucre pelleti Uzerine DMEM-HG (Biochrom, Germany) igerisinde 100 nM
dexamethasone, 10 ng/ml TGF B3 (Peprotech, USA), NaPyr, 50 ug/ml askorbik
asid ve 50 mg/ml ITS+Premix (Becton Dickinson, USA) ilave edilerek
hazirlanmis olan kikirdaklagsma vasati konularak 37°C ve %5 CO; kosullarinda
farkhlasmaya birakildi. Otuz gun suresince 3-4 gun araliklarla vasat
degistirilerek takip edildi. Bu sure sonunda farkhlasmasi beklenen hicre peleti

%10 formalin solusyonu ile oda sicakliginda 24 saat fikse edildi ve sonrasinda
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histolojik incelemeler igin 5 um kalinhginda frozen kesitler alindi. Alinan kesitler

Alsiyan mavisi ile boyanarak farklilasma potansiyeli belirlendi (56).

3.3.4. Sinir Hiicre Farklilagmasi:

Doku kultr kaplar igindeki hicreler tzerine DMEM-LG igerisinde 200
MM butylated hydroxyanisole (BHA),10 uM forskolin (FSK), 20 mM valproic acid
(VA), 2% DMSO, 25 mM KCI, 1uM Hydrocortisone,5 ug/ml insulin ve %1
penisilin/streptomisin ile hazirlanan farklilagsma vasati konularak farklilagsma

yapildi. Kirkbesinci dakika ile 24. saat arasindaki morfolojik degisiklikler takip
edildi (95).
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4. BULGULAR

Diseti kaynakl hucreler ile dental folikil MKH’leri fiziksel 6zelliklerine,
kiltdrde baslangi¢ hicre yogunlugunun etkisine, immunfenotipik ve farklilagsma

Ozelliklerine gore tanimlandilar.

4.1. Fiziksel Ozellikleri:

4.1.1. Hiicre Morfolojisi ve Gogalma Ozellikleri:

Batin hasta (n=6) orneklerinde diseti ve dental foliklil dokusu kaynakli

hlcreler, en az 8 pasaj boyunca basarili bir sekilde ¢ogaltildi.

Diseti dokusundan izole edilen g¢ekirdekli hicre sayisi ortalama 2,3 x 10°
(1,2 x 10° - 4 x 10°) ve dental folikiil dokusundan ise 10,1 x 10° (6,25 x 10° —
15,75 x 10°) bulundu.

Pasaj 0 sonunda 25 cm? lik flasklarda (T25) diseti dokusundan ortalama
1 x 108 (0,7 x 10° — 1,5 x 10°), dental folikiil dokusundan ise 1,23 x 10° (1,1 x
10° — 1,8 x 10°) adezyon gdsteren igsi yapida hiicre elde edildi. Pasaj 0’da,
kaltdrlerin %70-80 konfluent olmasina kadar gegen ortalama zaman diseti igin
13 gun (9-20) dental folikdl icin 14 (10-17) gln olarak goézlendi. Sonraki
pasajlarda, hucrelerin % 70-80 oraninda konfluent olmasi igin gegen sure 4-7
gun olarak gozlendi. Pasaj 8 e kadar ilerletilen kultarlerde her pasaj sonunda

elde edilen fazla hicreler donduruldu.

Diseti ve dental follikil dokularindan elde edilerek kiltlirde g¢ogaltilan
aderan hucrelerin inverted mikroskobu altindaki morfolojik degerlendirmesinde,
fibroblast benzeri igsi fenotipte hucrelerin olusturdugu populasyonlar gozlendi
(Sekil 4.1).
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Sekil 4.1. Hucre kultirinde , (a) igsi fenotipte hiicre popilasyonunun
olusturdugu kolonilerin inverted mikroskop ile alinan goruntuleri (x4). (b) Koloni

olusturan hicre populasyonun yakindan goérunttsi(x20).

Ozellikle ilk pasajlarda, sadece bazi drneklerde sinirli olmak (izere, daha
farkli bir morfolojiye sahip, dizensiz sekilli ve koloni olusturan ayr bir hicre
populasyonu daha belirlendi (Sekil 4.2). Ancak, bu hicre populasyonunda en
ge¢ ilk pasajin sonlarina dogru tutunduklari flask ylzeyinden ayrilarak hicre
Olumlerinin gergeklestigi goruldu. Diseti ve dental folikilden gelistirilen hicre
kulthrlerinde, hucrelerin fiziksel 6zellikleri yoninden aralarinda herhangi bir

farklihk goralmedi.

4.1.2. Adezyon Ozellikleri:

Enzimatik yontemle izolasyon sonrasi in-vitro kultir yapilan hucreler 48
saat sonra incelendiginde flask tabanina yapismis hlcreler yaninda yapisma
Ozelligi gostermeyen, kiltur vasati icinde yuzen, yuvarlak hicreler de bulundugu
g6zlendi. Standart MKH kultlr sartlarinda, yapisma gostermeyen hicrelerin
MKH olmadigi varsayilarak atilmakta olan ge¢ yapigsabilme 6zelligi tagiyan bu
hacreleri tanimlamak igin, kultir vasati iginde yuzmekte olan hucreler toplandi

ve yeniden kultire ekim yapildi. Kiltur ornekleri, 48 saat sonra yeniden
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degerlendirildiginde bu populasyon iginde de plastik doku kultir kaplarina
yapisma gosteren hucreler oldugu saptandi. Bu hicreler “ge¢ yapisan hucreler *
olarak adlandirildi. Ge¢ yapisan huicrelerin ¢ogalma, farkhlasma ve
immunfenotipik o6zelliklerinin incelendigi az sayida ornekte, bu 06zellikler

yonunden erken yapisan hicreler ile aralarinda bir fark saptanmadi.

Sekil 4.2. igsi yapida olmayip farkli morfolojiye sahip hiicre popiilasyonu (okla
belirtiimigtir). Kesikli c¢izgilerle isaretlenen alanda farkli morfolojideki hicre

populasyonu ile igsi hcrelerin olusturdugu kolonilerin i¢ ice gectigi gortilmekte.
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4.2. Baglangi¢ Hiicre Yogunlugunun Etkisi:

Baslangic hucre yogunlugunun izole edilen hucrelerin gelisimi ve
tanimlanmasi Uzerine etkisini arastirmak amaci ile kultir ¢aligmalari, dusuk
(5x10° hiicre/cm?) ve yiksek (5x10* hiicre/lcm?) hiicre yogunlugunda olmak

uzere iki farkl sekilde yapildi.

inverted mikroskobu altinda, hicre kiltiirlerinin gelisimi izlendiginde,
dusuk hucre yogunlugunda yapilan kulturlerde, hucrelerin daha ¢ok koloniler
olusturarak ¢ogaldiklar, yuksek yogdunlukta ise koloni olugturan hucre
kimelerinin daha az sayida oldugu, hicrelerin flask yuzeyine genis bir sekilde
dagildiklari ve bazi bdlgelerde i¢ ice gegmelerin oldugu goéruldi (Sekil 4.3).
Hucre kultarlerinin konfluent olarak pasaj atlama sureleri dikkate alindiginda,
her iki farkli hdcre yogunluguna sahip hucre kulturleri arasinda onemli bir

farklihk goralmedi. (Tablo 4.1).

DISETI (n=6) FOLIKUL (n=6)
Toplam hiicre sayisi
5 8
(heterojen hiicre toplulugu) 23%10 e
s G — 5x 10° 5x 10 5x 10° 5x 10¢
aslangi¢ hiicre yogunlugu
oI R hiicre/cm? hiicre/cm? hiicre/cm? hiicre/cm?
P0-1 siiresi 13 giin 13 giin 16 giin 12 giin
P0’da elde edilen aderan
hiicre sayisi 0,7 X 108 1,3 X108 1,06 X 10% 1,4 X 108
(25 cm¥lik bir doku kabi igin)
P1-2 siiresi 7 glin 7 gln 6 glin 6 gilin
P1’de elde edilen aderan
hiicre sayisi 1,23 X 108 1X 108 1,8 X 108 2.01X 108
(25 cm?'lik bir doku kabi igin)

Tablo 4.1. Farkli hiicre yogunluklarinda gergeklestirilen kultir 6rneklerinin, elde
edilen ortalama hucre sayilarina ve hucrelerin ¢cogalmasi igin gerekli ortalama

surelere gore kiyaslanmasi.
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(b)

Sekil 4.3. inverted mikroskobu altinda, (a) dusiik hiicre yogunlugunda yapilan
klltrlerde, hucrelerin daha ¢ok basit koloniler olusturarak c¢ogaldiklari, (b)
yuksek yogunlukta hucrelerin doku kultar kabi ylzeyine genis bir sekilde

dagildiklari ve bazi bdlgelerde kolonilerin i¢ ice gectikleri gorulda.
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4.3. Immiinfenotipik Ozellikleri:

Diseti ve dental folikal kultirleri ile ge¢ yapisan hicre kultirlerinin 2.
pasaj (P2) veya sonraki incelemelerinde, akim sitometri ile hicre buyukliga ve
granularitesine gore ¢cogu Oornekte homojen bir hiicre populasyonu elde edildi.
Bazi orneklerde ise daginik bir géruntu elde edildi (Sekil 4.4).

Folikiil

r.|i||4|||||'1|||||1||||:|
L] 100 150 200 250
FSC-A (x 1,000

GEC YAFISAN

€ W %0 N0 I
FSC-A x 1.000)

Sekil 4.4. Kiltdr 6rneklerinin, hicre buyukligu ve grandlitesine gére homojen

bir hiicre populasyonu igerdikleri goruldu.

Kaltir edilen hucrelerin immunfenotipinde, dis eti veya folikil doku
ornekleri arasinda farkhlik saptanmadi. Erken ve gec¢ yapisan hucrelerin
incelenmesinde de hicrelerin immunfenotipik 6zellikleri benzer bulundu. Tim
orneklerde stromal kokenli hucrelere 6zgu CD166 (PE), CD105 (PE), CD73
(PE), CD29 (FITC), HLA-ABC (PE), CD146 (PE) ve CD44 (PE) ylzey

antijenlerinin pozitif oldugu ve hematopoetik kdkenli hicrelere 6zgu CD45
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(FITC), CD14 (PE), CD3 (FITC), HLA DR (FITC), CD34 (FITC) yuzey
antijenlerinin de negatif oldugu goéraldu (Sekil 4.5).
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Sekil 4.5. Bakilan yuzey antijenlerinin digeti, dental folikul ve ge¢ yapisan hucre

orneklerindeki sonuglar.

Uzerinde herhangi bir islem yapilmamis, sadece dokudan izole edilerek
elde edilen hucre orneklerinin yuzey antijenlerinin incelenmesinde ise kulturde

gelistirilen diger orneklere gore bazi farkhliklar saptandi (Sekil 14.6) (Tablo 4.2).
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Sekil 4.6. Uzerinde herhangi bir islem yapilmamis, dokudan izole edilip kiiltiire

ekilmeden incelenen hicrelerin ylzey antijen ekspresyonu.
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Dental Folikdiil Diseti Geg yapisan islem

yapilmams
HLA-ABC PE 96,327 9594 947+34
HLA-DR FITC 0302 0403 0202
CD14 PE 0,2+01 06+03 0,5+ 01 11,5
CD29 EITC 98.4=07 97.4=12 992=02 15,6
CD24FITC 0,3+£0,3 0,2+0,2 0,2+0,2 3,3
CcD44 PE 98407 97.4=12 992=02 728
CD45FITC 06+04 0,4+0,2 0,4+01 11,5
CD72PE 98303 982=05 982=11 31
CD90 PE 97,8+0,9 96,1+1,9 96,4+27 47
CD105 PE 98107 92626 8958=2 4
CD108 FITC 0,2+01 0101 0,7£0,7 0,2
CD146 PE 42194 67296 429169 1
CD166 PE 91,6+5,2 954+1,5 96,327 3,6

Tablo 4.2. Akim sitometri ile yuzey markerlarina bakilan orneklerden elde

edilen sonuglar.

4.4. Diseti ve Dental Folikiil Dokusu Kaynakli MKH’lerin Farklilagsma
Ozellikleri:

Diseti ve dental folikil dokularinin farklilasma kapasiteleri degerlendirildiginde,
aralarinda belirgin olarak bir farkliik olmadigi gézlendi. Kontrol grubu olarak
kemik iligi kaynakli MKH’ ler kullanildi. Bu hicrelerle kiyaslandiginda kemik iligi
kaynaklh MKH’lerin dental dokulara gore daha erken farkhlagsmaya basladigi ve
oran olarak daha fazla hicrede farklilasma gozlendigi tespit edildi. Kemik iligi
MKH’ lerinde yaklasik 4-5 gln icerisinde farklilagsmaya ait morfolojik degisiklikler
gOzlenmeye baslanirken, diseti ve dental folikil dokularinda bu sire 8-14 gun
olarak belirlendi.
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4.4.1. Adipojenik farklilasma

Adipojenik vasat konulduktan ortalama 5 gun sonra kontrol insan kemik
iligi kaynakli mezenkimal hucrelerin buyuk ¢cogunlugunda, inverted mikroskop ile
aclk bir sekilde gorulebilen kiguk yag damlaciklari gozlendi. Diseti ve dental
folikal dokulari igin bu surenin yaklasik olarak 10 gin oldugu goéruldi. Kaltardn
ilerleyen gunlerinde, hucreler yuvarlaklagsmaya basladi ve yag damlaciklarinin
boyutlari biylda. Kalturler, adipojenik vasat icinde farklilagmaya konulduktan
30 gun sonra Oil Red O boyasi ile boyandilar ve kirmiziya boyanan ¢ok sayida
homojen lipid damlaciklari goérulda (Sekil 4.7). Dental folikil ve diseti dokusu
kaynakl hicreler ile kontrol grubu olarak kullanilan insan kemik iligi MKH’lerinin
adipojenik induksiyonu basarili oldu ve hucrelerin adipojenik yonde
farkhlastiklari gézlendi. Hucrelerin gogu preadiposit fenotipte morfolojiye sahipti.
Farkhlasma vasatinda kultir sdresi uzatildiginda (>40 gun), bazi hucrelerin
kultur kabi yuzeyinden ayrildigi ve yuzmeye basladigi goéruldu. Adipojenik
induksiyon vasati konulmayan orneklerde lipid damlaciklari gorulmedi.

Sekil 4.7. Adipojenik vasat icinde uyarilan diseti dokusu kaynakli hicrelerin,
kalturan ilerleyen gunlerinde yuvarlak, yag damlaciklari olusturmalari ve Oil Red
O boyasi ile pozitif boyanmalari gérilmekte.
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4.4.2. Osteojenik farklilasma

Kaltdr kaplarinda yaklasik olarak 7 gun sonra kuguk koyu renkte
depolanmalar goéruldi ve kultartn ilerleyen gunlerinde bunlar giderek artti. Otuz
gunun sonunda, kultar kabi ¢ok sayida amorf depolanmalar ile kaplandi ve
hicreler acikgca gorulmekteydi. Diseti ve dental folikil dokusu kaynakli hucreler
ile insan kemik iligi kaynakli MKH’lerinin in-vitro osteojenik potansiyelleri 30
gunun sonunda Alizarin red S boyasi ile boyanan kalsiyum mineralizasyonu ile
gorildu (Sekil 4.8). indiiksiyon vasati konulmayan kontrol érneklerinde kalsiyum

fosfat kimelenmesi goértlmedi ve Alizarin red S boyama negatif sonuglandi.

Sekil 4.8. Diseti dokusu kaynakli hlcrelerin, osteojenik vasat icerisinde kultlr
edildiklerinde Alizarin red S boyasi ile boyanan ¢ok sayida amorf kalsiyum

fosfat depolanmalarinin gorintulenmesi.

4.4.3. Kondrojenik farklilasma

Diseti ve dental folikil dokusu kaynakl hicrelerden 2-3 mm c¢apinda stabil
yuvarlak pelletler olusturuldu. Peletler 30 gin boyunca kondrojenik medyumda

tutuldu ve alcian blue boyama kesitlerinde hucrelerin  kondrojenik
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potansiyellerini dogrulayan ekstraselller matriks mukopolisakkaritlerine iliskin
pozitif bir sonu¢ alinamadi.

4.4.4. Nérojenik farklilasma

indiiksiyon éncesi asamada 24 saat siiresince bFGF e maruz birakilan
hicreler daha sonrasinda néronal indiksiyon vasatina konuldu. Hem diseti hem
de dental folikil dokusu hucreleriyle yapilan c¢alismalarda, hcrelerin
morfolojisinde degisim gbzlendi ve saatler icerisinde hicreler néronal
morfolojiye uyumlu sekilde yuvarlaklastilar ve kultar kabinda bir iletisim agina

benzer bir yap! olusturacak sekilde akson ve dendirit benzeri bir¢ok sitoplazmik

uzanti gelistirdiler (Sekil 4.9).

Sekil 4.9. Diseti dokusuna ait hucrelerin nérojenik vasatta indiksiyonundan
sonra elde edilen goéruntuler. Hucrelerin morfolojisinde saatler igerisinde néronal
morfolojiye uyumlu sekilde yuvarlaklagsmalar, akson ve dendirit benzeri

sitoplazmik uzantiyla uyumlu degisiklikler gdzlendi.

46



5. TARTISMA

Mezenkimal kdk hiacreler farkli doku kaynaklarindan elde edilse de ¢ok
yonlu farklilasabilme, plastik doku kultir kaplarina yapisma ve spesifik bazi
yuzey antijenleri tagsima gibi birgcok ortak Ozellik tagimaktadirlar (1-5, 46, 47).
Bulunduklari mikro-cevreye gore ve organizmada ihtiyag olma haline bagli
olarak MKH’lerin biyolojik 6zellikleri ve fonksiyonlarinda énemli degisiklikler
oldugu gosterilmigtir. Bununla iligkili olarak da bu hucrelerin izole edildikleri
bolgeye gore degisik Ozellikler tasiyacagi ileri surulmus (36, 40-43) ve spesifik
bir dokunun onarimi igin o bdlgeden elde edilen kdk hucrelerin kullanimi

glindeme gelmistir (36).

Oral ve maksillofasiyal bdlge icin de alternatif kdk hicre kaynaklari
arastinimistir (26-35). Bu ¢alismada, artmig mitotik aktivite ve doku turnover’ |
gOstermesi yaninda, elde edilme kolayligi dikkate alindiginda diseti dokusunun
da bdlgesel patolojilerde kullanilabilecek bir MKH kaynagi olabilecegi
dusundlmustar. Ayrica, disetinin fibroblasttan zengin bir doku olmasi nedeniyle
(37) , MKH’leri barindiracag (fibroblastlarin da koken aldigi hucreler olmalari
nedeniyle) dusunulmustur. Boyle bir dokunun incelenmesiyle, fibroblastoid
morfolojide olan MKH’lerin fibroblasttan farkli 6zelliklerinin de arastiriimasi
planlanmigtir. Literatirde, diseti dokusundan MKH elde ediligi ile ilgili herhangi
bir calismaya rastlanmamigtir.

Sunulan calismada, hastalardan invaziv yaklasim gerektirmeden alinan
diseti ve foliklil dokulari incelenmesi sonucunda, her iki dokudan da hicre
kiltdrinde cogaltilabilen, fiziksel ve immunolojik 6zellikleri stromal karakterde
olup in-vitro ortamda induklendiginde adiposit, osteositlere farklilagabilen,
ndronal induksiyon vasatina maruz birakildiginda ise néronal morfolojide

hicrelere dontisen MKH’ ler geligtirildi.
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Digeti dokusundan izole edilen ve kulturde g¢ogaltilan hicrelerin yuzey
antijenleri analizlerinden elde edilen sonuglar, bu hucrelerin MKH’ ler igin
tanimlanmis yuzey antijenlerine (46, 47) sahip oldugunu gosterdi. Digeti ve
dental folikil dokusu kaynakli hicrelerin yluzey antijenleri degerlendirmelerinde,
birbirine yakin sonugclar elde edildi. Buna karsilik, dokudan izole edilip, Uzerinde
hicbir islem yapilmayarak incelenen bir érnekte ise digerlerinden farkli olarak,
MKH’lere ait yuzey antijen ekspresyonlarinin dusuk oldugu goruldu. Bu da, in-
vitro c¢ogaltilma oncesi dokuda, beklenildigi Uzere, homojen bir topluluk
olmamasina, stromal hiicreler yaninda epitel, endotel ve hematopoetik gibi farkli

hlcre populasyonlarinin bulunmasina baglandi.

Diseti ve dental folikul hticrelerinin yuzey antijen ekspresyonlari, Lindroos
ve arkadaslarinin (96) insan dental pulpa, periodontal ligament, dental folikdl
dokusu kaynakli MKH ve bukkal mukoza kaynakli fibroblastlar UGzerinde

yaptiklari karakterizasyon galismalariyla da uyum gostermektedir.

Dominici ve arkadaslari (47) MKH’lerin tanimlanmasi i¢in CD73,90,105
antijeni pozitif hlcre populasyonunun %95 ‘in Uzerinde olmasi gerektigini fakat
bu ylzey antijenlerinin homojen bir MKH populasyonu elde etmede tam olarak
yeterli olamayacagini, spesifik yluzey antijenlerinin arastiriimasi gerektigini
belirtmislerdir. Son zamanlarda yapilan ¢alismalarda CD146 ylzey antijenine
dikkat ¢ekilmektedir (97, 98). CD 146 pozitif hiucre populasyonunun oOzelikle
osteojenik farklilagma potansiyeli olarak daha ustin oldugu belirtilmigtir (97).
Calismamizda da yuzey marker sonuglari arasindaki en fazla gesitlilik CD146’
da gorilmistir. Incelenen birkag 6rnekte, diseti dokusunda CD146
ekspresyonunun digerlerinden ylksek olmasi, bu dokunun farklilagsma
potansiyelini destekleyici bir bulgu olarak kabul edilmigtir. Hucre populasyonu
icerisindeki CD146 pozitif olanlarin segilerek Uzerinde galigiimasinin, ortaya
¢ikan bu sonucun kisisel farkliiga mi yoksa farklilagsma potansiyelleri farkli olan
alt hucre populasyonlarina mi bagli oldugu hakkinda kesin bir yorum

yapilabilmesi i¢in gerekli oldugu dusunulmektedir.
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Literatirde sikga tartisilan bir konu da MKH’leri tanimlamak igin
belirlenen kriterlerin spesifik olmadidi, stromal karakterde diger hucrelerle
benzerlik  goOsterebilecegidir. Bu c¢alismada, hucre karakterizasyon
calismalarinin yapildigi diseti ve dental folikil dokusu fibroblast hucrelerinin
yogun olarak bulunduklari dokulardir. Her iki hicre tipi (MKH ve fibroblast) de
mezoderm kokenlidir ve birgcok dokudan izole edilebilmektedirler. Son
zamanlarda yapilan ¢alismalar fibroblastlarin fenotip (morfoloji ve spesifik yuzey
antijenleri) veya buylume kapasitelerine gore MKH den ayirt edilmelerinin
zorluguna isaret etmektedir. Bu ayrimda MKH’ lerin fibroblastlardan farkli
olarak genis bir farklilasma kapasitesine sahip olmasinin 6nemli oldugu
bildirilmigtir (99, 101). Ancak bazi c¢aligmalar, fibroblastlarin da MKH gibi
osteosit (102-107) , kondrosit (108, 109) ve adiposit (110) gibi mezodermal
kokenli dokulara farklilagabilme yeteneginde olduklarini gdstermigtir. Hatta
yakin zamanda yapilan bir ¢alismada, fibroblastlarin hepatosit gibi endoderm

kokenli dokulara da farklilasabildigi gosterilmigtir (111).

Lysy ve arkadaslarinin (111) gerceklestirdigi calismada cilt biyopsisinden
elde edilen dokudan fibroblast izolasyonu yapiimigs ve bu hicrelerin
farkhlasabilme potansiyelleri degerlendirilmistir. Ayrica kontrol grubu olarak
saglikli donorlerden elde edilen kemik iligi kaynakli MKH’ leri kullaniimig ve bu
iki farkli hicre grubunun birbirleriyle karsilastirimasinda hem fiziksel 6zellikler
hem de bakilan spesifik ylzey antijjen sonuglarina goére birbirine benzer
sonuclar oldugu gésterilmistir. in-vitro kiiltiirlerde fibroblast popiilasyonunun
daha hizli ¢ogaldigi, ¢cogalmalarinin ileri pasajlarda durdugu ve kendini egleyen
populasyon sayisinin daha yiksek oldugu sonuglarina ulasiimistir. Buna
karsilik, fibroblast hucre popullasyonu ile 3. pasajdan sonra osteojenik ve
adipojenik farklilasma kapasitesinin azaldigi, MKH’ lerin ise ileri pasajlarda da

farklilagsma yetenegini koruduklari bildirilmistir (111).

Digeti ve dental folikil dokulariyla yapilan galismamizda, ileri pasajlarda

da osteojenik, adipojenik ve noéronal farklilasma kapasitesinin korunmasi
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nedeniyle bu dokularda MKH populasyonuna ait hucrelerin  bulundugu

dusunulmustar.

Hucrelerin cesitli Ozelliklerinin  kdltur kosullariyla degisim gosterdigi
bilinmektedir (112-115). Ozellikle baglangi¢ hiicre yogunlugu, konfluent duruma
kadar gegen sure ve hucrelerin ¢gogaltiima suresi ile ilgili standart bir yontem
bulunmamakla birlikte mikrocevre kosullarindaki farkhliklarin hcrelerin
farkhlasma potansiyeli ve ¢ogalma hizlari gibi 6zellikleri Gzerinde etkisi oldugu
dusundlmektedir. Bazi ¢alismalar, MKH’lerin disuk yogunlukta kaltir edilmesi
ile proliferasyon hizinin arttigini ve daha fazla multi-potent hticre elde edildigini
goOstermiglerdir (112, 113). Baska arastirmacilar, ¢cogaltma boyunca hicre
yogunlugunun c¢ok dusuk seviyelerde tutulmasinin, yuksek proliferasyon ve
farkhlasma potansiyeline sahip hudcrelerin homojen bir alt populasyonundan

olusan kulturlerinin segimi igin gerekli oldugunu énermislerdir (114, 115).

Sunulan calismada, diseti ve dental folikil dokularindan izole edilen
hicrelerin karakterizasyon c¢alismalari Uzerine etkisini arastirmak amaci ile
baslangic hiicre yogunlugu disik (5x10° hiice/cm?) ve vyiksek (5x10*
hiicre/cm?) olmak Uzere iki farkli sekilde yapildi. inverted mikroskobu altinda
hidcre kulturlerinin geligsimi izlendiginde, dusuk hucre yogunlugunda yapilan
kultarlerde, hucrelerin daha c¢ok koloniler olusturarak c¢ogaldiklari, yuksek
yogunlukta ise bu tarz koloni olusturan hicre kimelerinin daha az sayida
oldugu, hacrelerin flask ylzeyine genis bir sekilde dagildiklari ve bazi
bolgelerde i¢ ice gegmelerin oldugu goruldu. Yuksek hiucre yogunluguna sahip
kultarlerin daha kisa surede gelisip, pasaj atlamalarinin daha hizli olacagi
digunulmesine ragmen aralarinda herhangi bir farkhlik gérulmedi. Bu sonug,
disuk yogunlukta Kkdltir edilen hiacrelerin daha c¢abuk c¢ogaldiklarini
gOstermekteydi. Farklilagsma galismalarinda ise hicre yogunluguna baglh olarak

bir farklihk saptanmadi.
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Sigcan kemik iligi kaynakli MKH ile yapilan bir calismada Neuhuber ve
arkadaglar, dusuk ve yuksek hucre yogunlugunun buyume Kkinetigini ve
farklilasma potansiyeline etkisi arastirilmistir. Calismaya gore 200 hiicre/cm?
yogunlugunda kiiltiir edilen érneklerin 2000 hiicre/cm? yogunluktaki drneklere
kiyasla buylume kinetiklerinin daha ylksek oldugu, fakat hicre yogunlugunun
farkhlasma potansiyelleri Gzerine 6nemli bir etkisinin olmadigi belirtilmistir (116).
Calismamizdan elde edilen bu sonuglar bahsedilen galismayla ortusmektedir,

ancak o g¢alismada kullanilan hicre dozlari gok daha duguktar.

Pasaj sonlarinda elde edilen canli hucre sayilarina ve hucrelerin
konfluent olup pasaj atlamalarina kadar gecen surelere bakildiginda diseti ve
dental folikil dokusu 6rneklerinin birbirine yakin sonuglar verdigi goruldu. Buna
gore, diseti ve dental folikil dokularindan izole edilen hucrelerin proliferasyon
oranlari agisindan karsilastirildiinda aralarinda bir fark olmadidi sonucuna

varildi.

Digeti ve dental folikll dokusu kulturler érneklerinde, hicrelerin inverted
mikroskobu altindaki morfolojik Ozellikleri dikkate alindiginda aralarinda
herhangi bir farklilik gordlmedi. Bununla birlikte, fibroblast benzeri igsi fenotipte
hicrelerin olusturdugu genel gérinumin aksine bazi diseti ve dental folikdl
dokusu kultur orneklerinde ozellikle erken pasajlarda farkli morfolojiye sahip,
dizensiz sekilli kolonilerin olmasi, kultir orneklerinin epitelyal hucreler ile
kontaminasyonunu disindirdd. Diseti dokusundan alinan drnekler igin epitelyal
kontaminasyonun olmasi beklenen bir sonugtu. Ayni sekilde dental folikll
dokusundan izole edilen primer kultirler de bazen in vivo olarak dental folikul
dokusunun hemen yaninda yer alan stallet retikulumdan koken alan epitelyal
hicreler ile kontamine olabilmektedirler. Bununla birlikte, kullanilan kultar
kosullarinin sadece fibroblast benzeri dental folikil dokusu hicrelerinin
bayUmesine olanak verip epitelyal hicre bUyumesine imkan tanimamasi
nedeniyle epitelyal hlcrelerin en fazla pasaj 3'e kadar canlihdini
surdurebildikleri belirtiimektedir (117). Calismamizda da bu farkli morfolojiye
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sahip hucre populasyonun sadece erken pasajlarda gorulmesi ve en geg pasaj
1’de bu hucrelerin canliliklarini yitirmesi epitelyal kontaminasyon oldugunu
dusundurdua. Bununla birlikte, karakterizasyon c¢aligmalarinin ileri pasajlarda
yapilmasiyla olasi epitelyal kontaminasyonun elde edilen sonuglar Uzerine

olumsuz bir etkisinin olmadigi seklinde yorumlandi.

Pasaj 2, 5 ve 8de yapilan farkhlagsma calismalarinda, diseti dokusu
kaynakl kultir 6rneklerinin osteojenik, adipojenik ve norojenik induksiyonu ile
hicrelerin osteosit ve adipositlere farklilasabildikleri, ayrica morfolojik olarak
ndronal hucrelerin gelistigi goérildiu. Elde edilen bu sonug, diseti kaynakl
hicrelerin kemik iligi kaynaklh MKH’ ye benzer sekilde genis bir farkhlasma
potansiyeline sahip mezenkimal kok ve/veya progenitdr hicre populasyonu
icerdigini gostermekteydi. Osteojenik, adipojenik ve norojenik farkhlagmalarda
elde edilen sonuglar degerlendirildiginde, diseti ve dental folikil dokularindan
izole edilen hicreler arasinda farklilik olmadigi goéruldi. Her iki dokunun da
kontrol grubu olarak kemik iligi kaynakli MKH kiyaslandiginda aralarinda
farklilagsma kapasiteleri ve hizlarina gore farkhlik oldugu goruldu. Kemik iligi
kaynakli MKH’lerde yaklasik 4-5 gln igerisinde farklilasmaya iliskin morfolojik
degisiklikler gézlenmeye baslanirken, diseti ve dental folikil dokularinda bu
sure 8-14 gun olarak degisiklik gosterdi. Ayrica kemik iligi kaynakh orneklerde
osteojenik ve adipojenik farklilagmalarin daha iyi oldugu goéruldd. Bu sonug,
kemik iligi kaynakli MKH’ nin farklilagsma potansiyeli bakimindan dental folikdl
dokusundan ve digetinden daha ustun oldugu seklinde yorumlandi. Kondrojenik
farkhlasmaya, digseti ve dental folikil hucrelerine ait Orneklerin higbirinde
rastlanmadi. Kondrojenik farklilagsma igin kemik iligi MKH’ lerinde kullanilan
yontem uygulandi. Hucrelerin kdken aldiklari kaynaga ve mikrogevreye gore
farkh ozellikler tasidigi g6z ©Onlne alinirsa, kondrojenik farklilasmanin

olmamasinin uygulanan yontem ile iligkili olabilecegi dugunuldu.

Dental folikal dokusu kaynakli MKH ile yapilan farklilasma galismalarinda

da, daha oOnceden literatirde belirtildigi gibi bu hucrelerin osteosit ve
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adipositlere farklilasabilme yetenegine sahip olduklari gorildi. Dental folikil
hdcre kulturlerinin osteojenik kultur vasati ile induksiyonda, kultir kabi boyunca
dagilan tek tek mineralize alanlar veya bazi o6rneklerde membran benzeri

yapisik bir tabaka seklinde kalsiyum kiimelenmeleri izlendi.

Morsczeck ve arkadaslari (29) insanlarda 20 yas dislerinden elde ettikleri
dental folikil dokusundaki preklrsoér hucreleri ilk olarak izole etmeyi
basarmiglardir. Ayni arastirmacilar izole ettikleri bu hucreleri tanimlamak igin bir
¢alisma daha sunmuslardir (30). Bu ¢alismada, 20 yas diglerinden elde ettikleri
dental folikil dokusundan izole ettikleri hicrelerin farklilagsma potansiyelini
degerlendirmek igin pasaj 6 ve 17’deki 6rnekler kullaniimis ve 4-5 haftalik uzun
donem kulturlerde farklilagma potansiyelleri degerlendirilmigtir. Pasaj 6’daki
hicrelerde, indUksiyondan 5 hafta sonra transparan, esnek, bir kismi tarafindan
doku kultir kabina sikica yapismis membran benzeri bir yapi olustugu
gorulmustir. Bunun aksine, pasaj 17’deki hicrelerin farklilasmasinda
induksiyondan 4 hafta sonra kompakt kalsifiye nodullerin olustugu belirtilmigtir.
Kalsifikasyonun, kompakt kalsifiye nodullerde membran benzeri yapilara gore
daha yogun oldugu ve bu nodtler yapilarin Von Kossa boyasi ile boyanabildigi
gorulmustur. Bag dokularinin Alsiyan mavisi ile yapilan boyamalarinin membran
benzeri yapilarda yani pasaj 6'daki orneklerde ¢ok az veya olmadigi, kalsifiye
noduler yapilarin olustugu pasaj 17’deki 6rneklerde ise daha fazla oldugu rapor
edilmistir (30).

Lindroos ve arkadaslar (96), insan dental pulpa, periodontal ligament,
dental folikil dokusu kaynakli MKH ve bukkal mukoza kaynakli fibroblastlar
Uzerinde karakterizasyon ¢alismalari yapmislardir. Butlin tanimlama galismalari
icin dental kaynakli hicrelerde pasaj 2-5, bukkal mukoza fibroblastlari i¢in ise
pasaj 4-6'daki hucreler alinmistir. Ornekler, 14 gun boyunca farklilasma
vasatinda inkubasyonda tutulmustur. Dental pulpa, folikil ve periodontal
ligament dokusundan izole edilen kok hucrelerin osteojenik farklilagsma

goOsterdigi ve ALP aktivitelerinin ylUksek oldugu, bukkal mukoza kaynakli
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fibroblastlarin ise osteojenik farklilasma potansiyeline sahip olmadigi ve ALP
aktivitilerinin  yok denecek kadar az oldugu belirtiimistir. Osteojenik
farkhlasmada, 14 gunun sonunda yapilan degerlendirmeye gore dental kaynakli
doku orneklerinin ylksek seviyede ALP aktivitesi gosterdigi, pulpa ve ligamentin
morfolojik olarak birbirine benzer karakterde oldugu, folikllin ise bunlara
kiyasla daha kuiglk boyutlarda kaldigi belirtiimistir. Orneklerin higbirinde
adipojenik farklilagsma gorulmezken, kondrojenik farklilagsma ise sadece dental

pulpa ve periodontal ligament doku kaynakh MKH’ lerde gorulmustur (96).

Bir baska calismada, Jo ve arkadaslari (51) insan dental dokularindan ve
mandibular kemik iliginden izole ettikleri postnatal kok hucreleri birbiriyle
kargilastirmiglar ve ¢aligmalarini optimum kultir kogullari saglamak amaciyla 3
farkh vasatta gercgeklestirmiglerdir. Proliferasyon kapasitelerini degerlendiren
calismalar pasaj 3’de yapilmis ve periapikal foliklil dokusunun proliferasyon
oranlari ve kendini egleyen populasyon sayisi bakimindan diger dental kok
hicre 6rneklerine gore Ustunlukleri rapor edilmistir. Periapikal folikil dokusunun
koloni olusturan hicre populasyonu sayisinin diger orneklerin 2 kati oldugu
belirtiimistir. Bltlin dental kdk hicre orneklerinin %10 FCS, 100 uM askorbik
asid, 2 mM/L glutamin, 100 U/mL penisilin ve 100 pg/mL streptomisin igeren
alpha-MEM vasatinda, periapikal folikil dokusunun ise farkli olarak %20 FCS
ve 50 uM askorbik asid iceren alpha-MEM’de optimum buyume gosterdigi rapor
edilmistir. Farklilasma potansiyelleri degerlendirildiginde butiin  érneklerin
adipojenik ve osteojenik farklilasma yeteneginde oldugu gérilmustir.Ornekler
farkhlasma vasatinda 21 gun boyunca inkube edildikten sonra boyama islemi
yapiimistir. Periodontal ligament ve mandibular kemik iligi kaynakli kok
hicrelerin, ALP aktiviteleri ve Alizarin kirmizisi boyanma miktarina goére ¢okelen
kalsiyum seviyesini gosteren degerlendirmelere goére digerlerinden daha iyi
bulunmustur. Dental pulpanin periapikal folikil dokusuna gére daha yuksek
ALP aktivitesine sahip olmasina karsin ¢okelen kalsiyum miktari seviyesinin

periapikal folikil dokusunda daha fazla oldugu gorulmustar (51).
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Dental folikil dokusu kaynakli hucrelerle yaptigimiz farklilasma
potansiyelini belirlemeye yonelik c¢alismalardan elde edilen sonuglar,
literatirdeki benzer c¢alismalarla genel olarak bir uyum gdstermektedir.
Kondrojenik farklilasma ile ilgili elde edilen olumsuz sonug, Lindroos ve
arkadaslarinin (96) sunduklari ¢alismayla értismektedir. Elde edilen bu sonug,
Morsczeck ve arkadaslarinin (30) sunduklari ¢alismaya dayanarak, dental
folikil dokusu kaynakl kultar orneklerinin sadece ileri pasajlarda kondrojenik
farklilagsmaya ugrayabildikleri seklinde yorumlanabilir. Dental folikil dokusuyla
yapilan adipojenik farkllasmaya ait sonuclar, Jo ve arkadaslarinin (51)
yaptiklari ¢alismayla uyum gostermektedir. Fakat, Lindroos ve arkadaslarinin
(96) yaptiklar galismada farkli bir sonug olarak dental folikil dokusu kaynakli
orneklerde adipojenik farklilasmanin olmadigi belirtiimistir. Bu sonucun sadece
dental folikll dokusu igin olmayip daha 6nceden pek ¢ok calismada adipojenik
farkhlasma yetenedinde olduklari goOsterilen dental pulpa ve periodontal
ligament kaynakli ornekleri de kapsamasi, farkliigin galigmada kullanilan
adipojenik medyumun igeriginden ya da induksiyon suresinin 14 gunle sinirli
tutulmasindan kaynaklandigi seklinde yorumlanabilir. Calismamizda, hem digeti
hem de dental folikil dokusu orneklerinde farklilasmaya ait morfolojik

degisiklikler induksiyondan 8-14 gln sonra izlenmeye baglanmigtir.

Calismamizda, dental foliklil kaynakl kok hucrelere ait literatlrdeki
sonuglara ek olarak bu hucrelerin néronal farklilasma da gdsterebildigi sonucu
elde edildi. Noral krestten koken alan ektomezenkimal hicre kaynakl dental
folikil dokusunun norojenik farklilagsma gosterebilmesi, belki de migrasyonlari
sirasinda epiteloid karakterlerini kaybettikleri dlisunulen noéral krest kaynakli
hicrelerden en azindan bir kisminin bu 06zelliklerini korudugu seklinde
yorumlanabilir. Diseti ve dental foliklil dokularinin farklilagsma kapasitesinin
degerlendiriimesinde ise, aralarinda belirgin olarak bir farkhlik olmadigi ve digeti
kaynakli hucrelerin de dental folikil dokusu kaynakhh MKH gibi farkhlasabilme

yetenegdine sahip olduklari gézlenmistir.
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6. SONUC

Calismada elde ettigimiz sonuglara gore diseti dokusu kaynakli hicreler,
MKH’lere spesifik yuzey antijelerine sahip olmasi, cesitli hicre dizilerine
(osteosit, adiposit ve néronal morfolojide hucreler) farklilagsabilmesi ve plastik
yuzeylere yapisabilen igsi fenotipte, koloni olusturabilen hiicre populasyonu
icermesi nedeniyle MKH olarak tanimlanabilmek icin gerekli kriterlerin hepsine
sahiptir. Bu sonuglar dogrultusunda, diseti dokusunun MKH ve/veya progenitor

hucreler ihtiva ettigi gosterilmigtir.

Folikilden de benzer 6zellikte MKH diye tanimlanabilecek hicreler elde
edilmis ve her iki doku kaynakli MKH’ lerin birbiri ile kiyaslamasinda farklilik

gbzlenmemigtir.

Fibroblastlar ile bircok ortak 6zellik tasiyan MKH’lerin fibroblasttan ayrimi
icin, kdlturde hicre yogunlugunun, adezyon Ozelliklerinin, ylUzey antijen
ekspresyonlarinin ve farklilagsma 06zelliklerinin detayli karsilastirmasi yapildi.
Baslangi¢c hlcre yogunludu, erken veya ge¢ adezyon goOstermeleri ve ylzey
antijenleri yoninden fibroblast ve MKH’lerin ayirt edilmesine katkida bulunacak
bir farklihk saptanmadi. Ancak osteojenik farklilagma ile iliskisi oldugu bildirilen
ve ¢alismamizda da en fazla degigkenlik gosteren CD146 ekspresyonunun bu

ayrimda 6nemli olacak bir ylzey antijeni olabilecegi dusunuldu.

Hucrelerin kok/projenitor 6zelligini gostermesi agisindan en énemli 6zellik
olan ¢ok yonlu farklilagsma kapasiteleri test edildiginde (8. pasaja kadar), ileri
pasajlarda da farklilasma kapasitesinin korunmasinin hicrelerin kok/projenitor
Ozellikleri ile uyumlu oldugu, boylelikle genellikle 3.pasajdan sonra farklilasma

Ozelligi bulunmayan (111) fibroblastlardan ayirt edilebilecedi dusunuldu.
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6.1. Digeti Dokusunda MKH/Progenitor Hucrelerin Olmasinin
Getirecegi Avantajlar

+ Diseti dokusu, lokalizasyonu dusundldigunde ulasiimasi ¢ok kolay bir

kaynaktir.

% Invaziv bir yonteme gerek olmadan ¢ok rahatlikla elde edilebilir. Biyopsiye
benzer bicimde mindr bir cerrahi islemle veya gingivoplasti/gomula 20 yas dis
cekimi gibi rutin bir cerrahi igslem sirasinda ek bir yonteme gereksinim olmadan

alinabilecegi igin hasta ve hekim agisindan herhangi bir ek risk tagsimaz.

+ Diger kaynaklarda oldugu gibi, gerektiginde kullaniimak Gzere saklanmasina
ihtiyac yoktur. Clnkl her yasta kolaylikla elde edilebilir. Doku bankalarinda
saklanmasina gerek olmadigi icin maliyet agisindan avantajli bir kaynaktir.

6.2. Literature Saglanan Katki:

¢ Diseti dokusunda kok/projenitdr hicrelerin bulundugna dair bir literatlre
rastlanmamistir. Sunulan calismada, MKH poptlasyonuna ait hicrelerin digeti
dokusunda da bulundugu gosterildi.

% Maksillofasiyal bolgede yer alan MKH kaynaklari arasinda digerlerine gore
Uzerinde daha az c¢alismanin oldugu dental folikil dokusuyla ilgili
karakterizasyon calismalari yapilmistir. Bu hicrelerin  néronal morfolojide

hicrelere de farkhlasabildikleri gosterilmigtir.

+ Diseti dokusu, hucrelerin homojen bir sekilde ayrilmasini saglayacak
teknikler gelistirildikten sonra rejeneratif amach kullaniimak Uzere oncelikli
olarak maksillofasiyal bdélgede ve hatta diger boélgelerde doku muhendisliginde

kullanilmak Uzere yeni bir htiicre kaynagi olabilir.

¢ Digeti MKH’ leri, her yag grubunu etkileyen, dis dokusunu destekleyen gevre
yapilarin yikimi ve hatta dig kaybi ile sonuglanan periodontal hastaliklarin
hicresel esasli tedavi yontemlerinde kullanilabilirler. Periodontal hastaliklarin
ortaya ¢ikmasi ve ilerleyis sureclerinde, disetinde yer alan bu hucrelerin rolinu

esas alan bilimsel ¢alismalar yapilabilir.
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