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BOLUM I

1.GIRIS VE AMAC

KOk hucreler canli organizmaya ait butin dokulari ve organlar
olusturan temel hicrelerdir. Farklilasmamis olan bu hucreler, bir canhnin
vicudunda ¢ok uzun slre bolinmeye devam ederek kendini yenileyebilen
ve bu sayede en az iki farkli hicre tipine farkhlasabilen hicrelerdir. Bu iki
ozellik, bir htcrenin kOk hucre olarak adlandirilabilmesi igin mutlaka gereklidir

(3,15,92,95,121).

Bilim ve teknoloji alanindaki son gelismelerin 1s1ginda, kok hucrelerin
kanser ve immun hastaliklar, sinir sistemi hastaliklari ve hasarlari, kalp
hastaliklari, kemik hastaliklari, organ/doku transplantasyonlari ve daha
bircok alanda kullanilmasi gundeme gelmistir. Rejeneratif tip agisindan
buyuk umutlar vaadeden kok hucrelere iligkin c¢alismalar hizla devam

etmektedir (1,52).

Kok hucrelerin guncelligini arttiran ve bu hucreleri populer yapan
durum, embriyonik kok htcrelere iliskin ¢calismalar ile eriskin kok hlcrelerin
koken aldigi dokulardan diger dokulara farklilasabilme o&zelliklerini ortaya

koyan (kok hucre plastisitesi) calismalardir (29,30,99).

Kok hucreler koken aldiklari kaynaga gore; “"embriyonik ve eriskin
(postnatal, yetiskin, somatik) kok hiicreler’ olmak Uzere ikiye
ayrilmaktadir. Embriyonik kok hicreler blastosistin i¢ hucre kitlesinden koken
almakta olup vucuttaki butun dokulari olusturabilme yetenegine sahiptirler

(70,90).



Embriyonik kdk hucrelerin klinik kullaniminda; etik sorunlarin yanisira
secici farklilasmanin tam olarak saglanamamasi, teratom veya benzeri
neoplazik olusumlara yol acabilmesi ve elde edilen dokunun immunolojik
uyumsuzlugu gibi sorunlarla karsilasilabilmektedir. Bu nedenle embriyonik
kok hucrelere alternatif olarak "eriskin kék hiicre" olarak adlandirilan ve
somatik dokulardan elde edilebilen kdk hicre kaynaklari, 6zellikle de

mezenkimal kok hicre kaynaklari 6nem kazanmistir (95).

Mezenkimal kok hlcreler kendilerini yenileyebilme konusunda ylksek
kapasiteye sahiptir. Ayrica bu hucrelerin kikirdak, kemik, yad dokusu,
iskeletsel kaslar ve bag dokusu stromasini olusturabilen mezodermal tirlere
farkhlasma potansiyeline sahip olmalari (9), in vitro ortamda kolay
cogaltilabilir olmalari, gen transferi kolayliginin olmasi ve defekt bolgelerine

migrasyon gostermeleri klinik kullanim agisindan ilgi gekmektedir (101,124).

Gunumuzde mezenkimal kok hicreler amniyotik sivi, sinoviyal
membran, kas dokusu gibi bircok degisik dokulardan elde edilse de MKH
agisindan en zengin kaynaklar; kemik iligi, periferik monontkleer hicreler,
kordon kani, fétal akciger, karaciger ve dalaktir. Oral kavitede bulunan
alternatif mezenkimal kdk hlcre kaynaklari Uzerindeki arastirmalar ise hala
devam etmektedir. Bu bdlgede bulunan sut disi pulpasi, dental pulpa, apikal
papil, dental folikll, periodontal ligament, periost, yag ve alveol kemik dokusu
gibi farkl dokulardan mezenkimal kdk hicre elde edilisine dair ¢alismalar

bildirilmistir (36,81,127,128).

Herhangi bir nedenle oral bolgede veya diglerde olusan defektlerde,

bdlgesel dokulardan izole edilen mezenkimal kok hucrelerin elde edilis



kolayhginin yanisira lokal mikrogevre ortaminda olmasina bagli olarak
bolgeye 0Ozel patolojilerin gideriimesi icin de avantaj saglayacagi

dugunulmektedir (2).

Bu calismanin amaci, otolog olarak oral bdlgeden kolay ve guvenilir
bicimde elde edilebilen mezenkimal kdk hlcre kaynaklarinin belirlenmesinin
yanisira bu hicrelerin odontojenik ve osteojenik aktivitelerinin ortaya
konulmasidir. Oral bélgeden kolay ve guvenilir bicimde izole edilebilen apikal
papil, dental pulpa ve dental folikll kdkenli projenitdr hcreler, kendini
yenileme yetenegine sahip olan hucrelerdir. Dental pulpadan izole edilen
projenitdr hicrelerin osteoblastlara, néronlara ve odontoblastlara farklilastigi,
dental foliklldeki projenitorlerin ise adipozitlere, osteoblastlara ve
sementoblastlara farklilastigi 6ne siridlmektedir (131). Buna ragmen dental
folikl hacrelerinin odontoblastik potansiyeli ise glinimuizde halen tartismali

bir konudur.

Dental kokenli projenitorlerin osteojenik ve odontojenik aktivitelerinin
belirlenmesi ile bu bdlgedeki sert doku ve dental defektlerin tamirinde hem
lokalizasyonu hem de uygulamadaki pratikligi ve guvenilirligi ile 6ne ¢ikan
mezenkimal kOk hucre kaynagi olabilme yetenekleri incelenecektir. Ayrica
alveol kemik ve yanak yad dokusunun oral bdlgedeki diger mezenkimal kok
hicre kaynagi olduklari bilinmesine ragmen bu konu ile ilgili fazla ¢alisma

olmamasi nedeniyle bu iki doku grubu da galismaya dahil edilmistir.

Cahigsmalarimiz ile literatire yeni mezenkimal kdk hicre kaynaklarinin

sunulmasi ve oral bdlgedeki farkl dokulardan elde edilen kdk hucrelerin,



cogalma yetenekleri ile osteojenik ve odontojenik farklilagsma kapasitelerinin

karsilastiriimalari hedeflenmektedir.



2. GENEL BILGILER

2.1. Kok Hiicre

Kok hlicre, canli organizmaya ait buttin dokulari ve organlari olusturan,
uzun sure bolinmeye devam ederek kendini yenileyebilen ve bu sayede en
az iki farkli hucre tipine donuUsebilen farklilasmamis temel hicredir. Bu

Ozellikler, bir hiicrenin kok hicre olarak adlandirilabilmesi igin yeterlidir.

Kok hucrelerin, kas, karaciger, deri hucreleri gibi belirlenmis herhangi
bir spesifik fonksiyonlari bulunmamaktadir. Bu yizden dis ortamdan aldiklari
sinyallere gére farkl hicre tiplerine donusebilirler. Bunu belirleyen en énemli
etkenler de genler ve disg uyaranlardir. Vucudumuzdaki herhangi bir hucre
grubunda 6lum ya da hasar meydana gelince kok hucreler hangi hucreye

ihtiyag varsa o hucreye donusum gosterirler (3,1515,92,95,121).

2.1.1. Kendini Yenileyebilme

Kendini yenileyebilme, hucrelerin orijinal karakteristik 6zelliklerini

kaybetmeden dogru sekilde ve ¢ok sayida bolinebilmesini ifade eder (3,15).

2.1.2. Farkh Hiicre Dizilerine Farklilagma

Tuam kok hucrelerin ortak 6zelliklerinden biri olan plastisite; hicrenin
koken aldigi dokudan farkli dokulara farkhlasabilme yetenegdi olarak
tanimlanir (71). Kok hucreler gelisimsel yonden koken aldiklari kaynaklara
gbre "embriyonik (fotal) ve eriskin (post-natal) kék hiicre" olarak ikiye
ayrilmaktadir (30). Embriyonik kok hlcreler embriyodan kdken almakta olup

batin vucut dokularini olusturabilme yetenegine sahiptirler. Eriskin



dokulardaki kdk hacreler ise farklilasmamis hacreler olup, genellikle igin de

bulunduklari dokuya ait olan hcre tiplerini Gretirler (70,90).

Eriskin kok

hicrelerin farklilagsmalari embriyonik kdk hicrelere goére daha kisith olmakla

birlikte, farkli kaynaklardan elde edilen erigkin kdk hucrelerin farklilasma

potansiyellerinin de benzer olmadigi yapilan c¢alismalarda rapor edilmistir.

(2,57,105,130,133). Farklilasma kapasitelerine gére "totipotent, pluripotent

ve multipotent” olarak adlandirilan 3 tip kdk hicre tanimlanmistir (83).

Ornekler

, Blastosist
Totipotent

Morula

| = insan fetusu

Pluripotent
i¢ hiicre kitlesi p

/

Dolagim Sistemi

Y\

Sinir Sistemi

Multipotent

Resim 1. Gelisimsel yénden koken aldiklari kaynaklara goére kdk

hicrelerin farkhilagsma potansiyelleri (42,92)



Déllenme sonucu ortaya ortaya ¢ikan zigot tek basina tim organizmayi
meydana getirebilecek genetik bilgiye ve glice sahiptir. Zigot olusumunu takip
eden 1-3 gln igerisinde bolinme ile meydana gelen 8 adet embriyonel
hicreye "totipotent hiicre" adi verilir. Totipotent hicreler tum hucre tiplerini
iceren tam organizmay olusturabilecek kapasiteye sahiptir. Déllenme sonrasi
5. glinde olusan hicre kitlesine ‘blastosist’ adi verilir (Resim 2). Zigot
olusumundan sonraki 5 ile 14. glnler arasinda gelisen ve erigkin dokularda
kismi farklilasma g0Osteren blastosistin i¢ tabakasindaki hlcreler ise
"pluripotent hiicre" olarak tanimlanmaktadir. Pluripotent kdk hicrelerin bilinen
200 cesit hicre tipine farklilasma potansiyeli olmasina ragmen bu htcreler

tum organizmayi olusturabilme kapasitesinden yoksundurlar (49,71,85).

Blastosist | Blastosel

/ Kavitesi

Zona Pellucida ik

Resim 2. Blastosist ve i¢ hucre kitlesi (121)



Bu asamadan sonra hlcreler daha 6zel fonksiyonlara sahip olmakta ve
erigkin dokularda kismi farklilagsma goOstererek “multipotent hiicre” adini

almaktadir (71,85).

Hucrelerin yasam sureleri ile yakin iligki gdsteren telomeraz aktivitesi,
embriyonik kok hicrelerde belirgin bir bicimde ylksektir. Telomeraz, hucre
bélinmesi sonucunda kisa sirali DNA zincirlerinde meydana gelen oksidatif
DNA hasari ile olugsan telomer kisalmalarini engelleyen enzimdir. Yuksek
telomeraz aktivitesine sahip olan embriyonik kok hicreler ektoderm,
mezoderm ve endoderm kaynakl hicrelere farkhlasabilme yetenegindedir
(30). Embriyonik kok hucrelerin bu 6zelligi olasi teratom olusturma
potansiyelleri nedeniyle klinik calismalara dezavantaj olarak yansimaktadir.
Bir baska dezavantaj ise allojenik baglamda kullaniimalari nedeni ile olasi
greft reddidir. Dolayisiyla embriyonik kok hlcrelerin kullanimi ve g¢alismalari
ciddi etik sorunlar nedeni ile Ulkemizde de oldugu gibi bircok Ulkede
kisittanmis ya da belirli kurallara baglanmistir. Bu nedenlerden 6turi
embriyonik kok hulcrelere alternatif olarak erigkin kok hicre kaynaklari

sunulmustur (29,30).

2.2. Erigkin Kok Hucreler

Embriyonun i¢ hucre kitlesi digindaki kaynaklardan elde edilen kok
hicreler, "embriyonik olmayan kék hiicreler' adini alir. Embriyon digi kok
hicreleri genel olarak "erigkin kék hiicreleri veya dokuya 6zgii kék
hiicreleri' olarak adlandirilir. Bu hucreleri destekleyen hicreler, mikrogevre

olarak adlandirilan ve lokal bir bolge olan erigskin organizmasinin kemik iligi,



kalp, bdbrek, beyin, deri, géz, gastrointestinal sistem, karaciger, pankreas,

akciger, meme, over, prostat ve testis gibi organlarinda tespit edilmistir (51).

2.2.1. Kok Hiicre Mikrogevresi (Nis)

Kok hicrelerin, farklilagsma yetenekleri i¢c ortam genetik yollar ve dig
ortam sinyallerinin etkisinde dizenlenmektedir. Kok hicreler kendilerine
destek olan ve bu dizenleyici sinyallerin iletiimesine olanak saglayan bir
cevreye ihtiyac duyarlar. “Kék hiicre nisi” olarak adlandirilan bu
mikrogevre, hucrelerin dizenlenmesi ve iglevlerinin kontrol edilebilmesi igin
gerekli hicresel ve molekuller faktorleri icermektedir. Bazi dokularda (deri
gibi) bu mikrogevre hem kok hulcreleri hem de bu hicrelerin dnclilleri

uzerinde duzenleyici etki gostermektedir (132).

Eriskin kok htcreleri, bir doku veya organdaki farklilasmamis hucreler
olup, mikrogevrelerindeki degisiklikleri takiben kendilerini yenileyebilme ve
bulunduklari doku veya organin 06zel hicre tiplerine farkhlasabilme

potansiyeline sahiptirler.

Erigkin kdk hucrelerin asil gorevleri, bulunduklari dokuyu tamir etmek ve
dokunun devamlihgini saglamaktir. Kok hucrelerin bulunduklari ortam, bu
hicrelerin fonksiyonlari Gzerinde 6nemli etkilere sahiptir. Mikrogevreden
kaynaklanan degisikliklerle, kok hucrenin gen ekspresyonundaki degisim yeni
hicrelere farklilagsmasina yol agmakta ve yeni olusan bu hicreler de dokuya

uyum saglamaktadir (38,51).



GuUnumuzde, erigkin organizmasinda pek cok dokuda sessiz bigimde
bolunmeden bekleyen koOk hucreler oldugu dusunulmektedir. Bu hucreleri
bulunduklari bélgede aktif hale gecirecek ¢evresel uyaranlarin, normalden

¢ok daha dusuk yada eksik oldugu sanilmaktadir (38,51).

Erigskin kOk hucrelerin kendilerini yenilemeleri esnasinda, her bir kok
hicre simetrik bélinmeyle benzer iki kardes kdk hicre olusturur. Farklilasma
esnasinda ise kok hucreler asimetrik bdlinme gostererek bir kardes kok

hdcre ile bir kardes ara gecis kdk hucresini olustururlar (4).

Resim 3. Kok hicre bdlinmesi ve farklilasmasinin sematik gosterimi
(1) A. Kok hucre, B. Projenitor hucre, C. Farkhlasmis hicre, 1. Simetrik hicre
bélinmesi, 2. Asimetrik kdk hicre bolinmesi, 3. Projenitdr bdlinme, 4.

Terminal farkhlagma (42)



Kok hucrelerin simetrik olarak bolinmesi tum kok hicre hatlarinin
olusumunu saglayabilmekte ve kok hucre sayisi sabit kalmaktadir. Bunun

nedeni, herhangi bir eksilmenin artisla dengelenmesidir (108).

Erigkin kok hicrelerin farklilagsma 6zelliginin olabilecegi, ilk kez kemik
iligi transplantasyonu yapilmis olgularda non-hematopoetik dokulardaki donor
hicrelerinin gosterilmesi ile olmustur. Son vyillarda erigkin kok hucrelerin
plastisitesilerini agiklayan yeni bir kavram geligmistir. Buna gore kok hucre
farkh bir doku veya organa ait kdk hilcre fenotipini kazanabilir ve bazi
durumlarda mezoderm, ektoderm ve endoderm hucreleri birbirine degisebilir
(102). Bu yeni “kdk hticre plastisite” kavramini aciklayan 5 farkli mekanizma

vardir:

1.Dediferansiyasyon: Bir seriye ait matir bir hiicrenin daha immatur
bir hicreye diferansiye olmasindan sonra farkli bir seriye ait hicreye

diferansiyasyonu ile agiklanabilir.

2. Transdeterminasyon: Kk hicrenin farkh bir dokuya ait kdk hicreye

donusumu ile agiklanir.

3.Transdiferansiyasyon: Diferansiye olmus bir hicrenin farkli bir

dokuya ait ve diferansiye olmus hucre fenotipini kazanmasi ile agiklanabilir.

4.Hiicre fiizyonu: Klonlama sirasinda mattr bir hicre cekirdeginin
enuUkleasyon ile g¢ekirdedi ¢ikariimis ovuma verilmesi sonucunda, hicrenin

yeni bir programlanmaya gitmesidir.

5.Totipotent kok hucreden spesifik multipotent doku hucrelerinin

gelismesidir (102).



Erigskin kok hucreler, embriyonik kok hulcrelerin  aksine teratom
olusturma potansiyellerinin duguk olmasi, bireylerden dogrudan elde
edilebilmesi ve hazir kok hlucre kaynagi olarak gorulmesi nedeniyle daha az
etik problemlere yol agmaktadir. Ancak laboratuvar ortaminda saflastiriima,
ayristiriima ve tanimlanma iglemlerinin embriyonik kok hucrelere gore daha
zor olmasinin yanisira sinirh bolinme kapasiteleri nedeniyle buyuk
miktarlarda elde edilmeleri olduk¢a gugctur. Ayrica sadece belirli hicre
tiplerine farklilasabilme kapasitesine sahip olup alici dokularda daha fazla

rejeksiyon tepkimesine neden olabilirler (12).

Eriskin kdk hicrelerden en yaygin olarak caligilanlari "hematopoetik
kok hiicreler ile non-hematopoetik kék hiicrelerdir.” Hematopoetik kok
hicreler, kemik iligi, kordon kani veya periferik kandan elde edilmektedir.
Non-hematopoetik kOk hucreleri olarak kategorize edilebilecek hucreler

arasinda ise en ¢ok calisilani "mezenkimal kék hiicrelerdir (MKH)" (96).

2.2.2. Mezenkimal Kok Hiicreler

Embriyonik kok hdcre c¢alismalarinin basarili sonuglarina ragmen
kullanimindaki kisitlamalar, alternatif olarak gorilen erigskin kdk hucre
arastirmalari ile mezenkimal kok hicre uygulamalarini da 6n plana

cikarmistir.

Bu hucreler ik kez 1976 yillinda "Friedenstein" tarafindan
tanimlanmistir. Stromal kdkenli olmalari nedeniyle genel anlamda "destek
hiicresi” 0Ozelligi tasimalari, MKH’lerin tibbin bir ¢ok alaninda kullanim
potansiyeli tagimasinin temelini olusturmaktadir. Birgok dokudan elde

edilebilen ve sayica c¢ogaltiimaya elverigli olan dayanikli hucrelerdir.



Salgiladiklari ¢oézinebilir (solubl) faktorler sayesinde, iginde bulunduklari
dokuya ait 6zel hicrelerin fonksiyonlarina dnemli derecede katkida bulunurlar

(79,89).

Gelisim sirasinda, noral arktan koken alan mezenkimal kok hicrelerin
g6¢ ederek farklilastigi ve daha sonra kemik, kikirdak, periodonsiyum,
ligamentler, kraniyal suturler, kas sistemi, tendonlar ve digler gibi hemen
hemen batin kraniyofasiyal yapilarin  morfogenezisinde mezodermal

hicrelerle birlikte sinerjistik olarak ¢alistigi bilinmektedir (69).

Mezenkimal kok hicreler asimetrik bolinmeye ugradiklari zaman biri
oncul hicre digeri ise mezenkimal kdk hiicre olmak Uzere iki farkli hicre
verir (69). Boélinme sonucu ortaya cikan mezenkimal kok hicreler,
morfogenezisin tamamlanmasiyla birlikte g¢esitli dokular icerisinde yer almaya
devam eder ve fizyolojik olarak gerekli olan doku yenilenmesi ve tamirinde

gorev alir.

Uluslararasi Hucresel Tedavi Dernegi (International Society of Cellular
Therapy, ISCT) mezoderm kokenli bu hucrelerin "kék hicre"” olarak
adlandirilmasinin yerine “mezenkimal stromal hiicre" veya "multipotent
mezenkimal stromal hiicre/ MSC" olarak adlandiriimalarini énermistir (25,39).
Bununla birlikte, gesitli galismalarda, hudcrelerin konnektif dokular yaninda
endodermal ve ektodermal kdkenli farkli hicrelere donusebilme 6zelliklerinin
de gosteriimis olmasi, bu hulcrelerin halen birgok arastirmaci tarafindan

“mezenkimal kok hicre” olarak bahsedilmesine neden olmaktadir (15).

GUnUumuzde, mezenkimal kok hcrelerin karakteristik ozelliklerinin

tanimlamasi hususunda arastirmacilar arasinda bazi gorus ayrihiklari



yasanmaktadir. Birbirinden ¢ok da 6nemli farkliliklar icermeyen protokoller
izlenerek MKH’lerin izolasyonu ve bu hucrelerin ¢ogaltiimasi, farklilagsmaya
yonlendiriimesi igin c¢esitli metotlar kullaniimaktadir. Bu metotlar ile farkl
dokulardan morfolojik ve biyolojik olarak benzer 6zelliklere sahip MKH’ler
izole edilebilmektedir. Ancak vyine de hiucrelerin farkhlasma ve
immunomodulator ozellikleri, in vivo etkinligi gibi konularda hucrelerin
gelistirildigi mikrogevre kosullarina bagli degisiklikler oldugu bildiriimektedir

(48,75).

Ozellikle doku muihendisligi ve hiicre esash tedavi uygulamalarinda
farkh kaynaklardan elde edilebilecek olan kok hucrelerin birbirlerine karsi
olan ustunluklerinin saptanarak en uygun olan kaynagin secilmesi onemli rol
oynamaktadir. Boyle bir durumda, cesitli yontemlerle izole edilmis ve farkl
kistaslara gore kok hicre olarak isimlendiriimis bu htcrelerin, birbirleriyle
biyolojik 6zellikleri ve deney sonuglari agisindan dogrudan bir kiyaslamanin
yapilabilirligi ile ilgili karsit goérusler ileri sUrUlmektedir. Elde edilen bu
hlcrelerin birbirleriyle kiyaslanmasi ile ilgili tartismalar, MKH’leri tanimlayan
uluslararasi kriterlerin eksikliginden kaynaklandigi saniimaktadir. Bu nedenle,
farkh kaynaklardan elde edilen MKH’ler ile ilgili kiyaslama calismalarinin
verimli olarak yapillamamasindan o6turd bu konuda hizhi gelismeler

saglanamamaktadir (25).

Uluslararasi Hucresel Tedavi Dernegi'nin (International Society of
Cellular Therapy, ISCT) hem temel arastirmalar hem de pre-klinik calismalar
icin, insan MKH’lerin tanimlanmasi konusundaki yayinlamig oldugu gerekli

kriterler tablo 1'de belirtilmistir.



1. Standart Kaltir kogullannd a plastik adherensi olmasi

2. Fenotip Pozitif (%95 =< +) Meqgatif (%2z +)
CO105 CD45
CD73 CD34
=Dan CD4 veya CD11b

CDy9awveya CD14

HLA-DR

3. In vitro diferensiyasyon; osteoblast, adipozit, kondroblast

Tablo 1. ISCT (International Society of Cellular Therapy) tarafindan

MKH tanimlanmasi icin belirlenmis kriterler (25)

2.2.2.1. Mezenkimal Kok Hiicrelerinin Tanimlanma Yontemleri

Mezenkimal kok hucreler i§ seklinde ve fibroblast benzeri hucre
topluluklarnidir. Fibroblastlardan ayrilan en 6nemli Ozellikleri ise simetrik
cekirdege sahip olmalaridir. Kultir kabina adhezyon gosteren ve pasajlarda
¢ogalan stromal hicreler, MKH’ler olarak kabul edilirken, makrofajlar ve
plazma hucreleri gibi kemik iligi stromasinda bulunan diger hdcreler, tipik

olarak kultur kabina adhezyon gostermezler (3).

Bagka bir tanimlayici yontem ise, hicre membranlarinin adenozin tri
fosfat (ATP) iyonlari gibi ekstaselliler uygulamalara karsi gosterdikleri
duyarhhktir. Makrofajlar ve hematopoetik hucreler, ekstaselliler ATP
iyonlarinin uygulamasina karsi duyarl olduklari gibi membranda yaralar
acgarak letal maddelerin igeri girisine de neden olmaktadir. Oysa MKH’ler ATP

iyonlarina kargi duyarli degildir (3).



MKH’lerin telomer uzunluklari kisa olmasina ragmen yuksek telomeraz
aktivitesine sabhiptirler. In vitro ortamdaki ylUksek c¢ogalma kapasitelerine
karsin normal karyotiplerini ve telomeraz aktivitelerini kaybetmezler (78,95).
Ayni zamanda kultlr ortamindaki MKH’ler yliksek dizeyde sitokin ve blyume
faktorl sentezlerler; bunlar: kok hicre faktéru (c-kit ligand), interlokin-7 (IL-7),
IL-8, IL-11, transforming growth factor (TGF-B), cofilin, galectin-1, laminin-

reseptori-1, cyclophilin A, matrix metalloproteinaz-2 (MMP-2)'dir (3,74).

MKH’lerin  kuguUk bir bolimU aktif olarak ¢ogalma egilimi géstermekte
olup (yaklasik %10'u S+G2+M), diger bulydk cogunlugu ise hicre
doéngusinin GO0/G1 fazinda beklemektedir (17). Cok sayidaki pasajdan
sonra, MKH’ler genis fakat kararsiz yayilim gostermektedir. 30-40
katlanmanin Uzerinde ise yayilim gdsteremedikleri rapor edilmistir (11,94).

Bunun nedenlerinin;
» kok hucrenin elde edilis proseduru,

> verici dokudaki projenitor hiicrelerin  frekansi  (1x10°

mononukleer hlcreye karsin, 2-5 projenitor hlicre),

» dondrin vyasi ve genetik Ozellikleri gibi faktorlere bagl
olabilecegi ve ileri alt kultirler sonrasinda da hicrelerde
yaslanma ve hucre Olumleri goézlendigi One surllmektedir

(8, 17,94).



Gunumuzde MKH’lerin tanimlanmasinda yaygin olarak kullanilan

baslica 6zellikler,;

> Plastik adherens (plastik ylzeye yapisabilme)
> Spesifik yluzey antijenlerinin ekspresyonu
> Multipotent farklilasma kapasitesidir.

2.2.2.2. Plastik Adherens

ik olarak 1970'li yillarda Friedenstein ve arkadaslar tarafindan kemik
iligi kokenli MKH'lerin izolasyonu iglemi gercgeklestiriimistir. Bu calismada
aspire edilen kemik iliginin in vitro kaltirinde, diger hicrelerden farkh olarak
plastik doku kaplarina yapisarak koloni olusturabilen fibroblast benzeri hiicre

kolonileri rapor edilmigtir (32,88).

Standart kosullar altinda kilttire birakilan hicre toplulugunun iginden
sadece kuguk bir kismi saatler icerisinde plastik doku kabinin tabanina
yapismaya baslamaktadir. Plastik doku tabanina yapisma o6zelligi gosteren
bu hucrelerin MKH'ler oldugu dusunulmektedir. Bununla birlikte MKH’ler,
standart kosullarin disinda ¢ok 6zel kosullar saglanarak doku kultur kaplarina
yapisma saglanmadan da c¢ogaltilabilmektedir (7). Halen ginimuizde
MKH'lerin izolasyonu igin Friedenstein ve arkadaslarinin rapor etmis oldugu

basit yontem yaygin olarak kullaniimaktadir.
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Resim 4. MKH'lerin in vitro kosullarda plastik adherens ve fenotipik

Ozellikleri (63)

2.2.2.3. Spesifik Ylizey Antijenlerinin Ekspresyonu

Heterojen hucre toplulugu ile baslanan kdlturlerde  MKH
populasyonunun diger hucre populasyonlarindan ayirt edilebilmesi igin,
hucrelerin izole edildikleri dokuya 6zgu olan antijenlerin negatif olmasi
gerekmektedir. Bu hucrelerin, hematopoetik antijenleri (veya dokuya 6zgu

antijenleri) tasimadiklari, buna karsin adhezyon, hicre-hticre, hicre-hlcre



disi matriks iligkilerinde rol oynayan ve stromaya 6zglu antijenleri ylUksek
oranda eksprese ettikleri bilinmektedir. Sadece MKH’leri tanimlayan spesifik

bir antijen hentz tanimlanmamigtir (25,48,75).

Kemik iliginden elde edilmis ve kultirde cogaltiimis MKH’lerin akim
sitometri ile immunofenotipik o6zellikleri detayli olarak incelendiginde, bu
hicre populasyonunda CD45, CD34, CD14 veya CD11b, HLA sinif Il, CD79a
veya CD19 ve gibi hematopoetik antijenlerdeki pozitiflik oraninin %?2’yi
gegcmemesi gerekmektedir (25). Buna karsin, MKH’lerde stroma ile ilgili tipik
kabul edilen antijenlerden SH2 (CD105), SH3 -SH4 (CD73 ), CD90, CD29 ,

CD44 pozitiftir (32).

Isaretci (Markir) Tipleri Belirtecler

Spesifik antijjenler SH2. SH3. SH4. STRO-1, a-diiz kas aktin,
MAB1740

Sitokin ve biiyiime faktorien Interldkinler: 1 a, 6, 7, 8, 11, 12, 14 ve 15,
LIF, SCF, Fit-3 ligand, GM-CSF, G-CSF,
M-CSF

Sitokin ve biiyiime faktdrii reseptdrlen IL-1R, IL-3R, IL-4R, [L-6R, IL-7R, LIFR,

SCFR, G-CSFR, IFNyR, TNFIR, TNFIIR,
TGF-IR, TGF-BIIR, bFGFR, PDGFR,
EGFR

Adhezyon molekiillen Integrinler: avp 3, avp 5
Integrin zincint: al, a2, ¢ 3, a4, ¢ 5, a v, B,
p3, p4
ICAM-1, ICAM-2, VCAM-1, ALCAM-1,
LFA-3, L-selektin endoglin, CD44

Ekstrasellilar matriks Kollajen tip I ITI, IV, V ve VI, Fibronektin,
laminin_ hiyalironan, proteoglikan

Tablo 2. Kemik iligi kdkenli MKH'lerin temel immuUnofenotipik dzellikleri

(78)



Ayrica  yukarida belirtilen markirlarin yanisira MKH’lerin
tanimlanmasinda ek olarak birtakim belirtecler de dikkat ¢ekmektedir.
Bunlardan, hicre ylzey antijeni: STRO-1, diger adezyon molekilleri ve
sitokin buylume faktori reseptorleri: CD166, CD54, CD102, CD12lab,
CD123, CD124, CD49’dur. Buna karsin MKH’ler de endoteliyal hiicre belirteci
olan CD31, lenfosit hicre markiri olan CD11a/LFA-1 ve diger hematopoetik

hicre markiri olan CD3, CD38, CD66b’e karsi negatiftirler (104).

Uluslararasi Hucresel Tedavi Dernegi'nin kriterlerine goére ise; bir MKH
populasyonunun %95 veya daha fazlasinin CD105 (endoglin olarak bilinir ve
orijinal olarak MAB SH2 seklinde tanimlanmistir), CD73 (ekto-5-nukleotidaz
olarak bilinir ve orijinal olarak MAB SH3/SH4 seklinde tanimlanmistir), CD90
(Thy-1 olarak da bilinir) antijenleri igin pozitif olmasi gerekmektedir

(7,32,68,88).
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Grafik 1. In vitro ortamda ¢ogaltiimis insan MKH'lerinin akim sitometri

yontemi ile belirlenen fenotipik 6zellikleri (118)



2.2.2.4. Multipotent Farklilagma Kapasitesi

Mezenkimal kok hicrelerin, 6zellikle rejeneratif tip uygulamalari igin en
dikkat c¢ekici 6zelligi, bu hlcrelerin uygun mikrogevre kosullarinda basta
konnektif doku olmak Uzere c¢ok c¢esitli hicre tiplerine farkhlasabilme
potansiyeli varhginin gdosterilmis olmasidir. Arastirmacilar in vitro kosullarda
ortama uygun stimdlanlarin eklenmesiyle birlikte MKH'lerin, osteojenik,
adipojenik, kondrojenik, miyojenik farkllasma kapasitelerini ve hematopoetik

stroma olusturabildiklerini gostermistir (14,88,95).

Resim 5. insan kaynakli MKH'lerin in vitro Kkiltir ortamindaki
immunohistokimyasal goérintisu, 1. Farklilasmamis MKH, 2. Osteojenik

farkhlasma, 3. Kondrojenik farklilasma, 4. Adipojenik farkhlasma (82)



MKH’lerin in vitro ortamda osteoblastlara farklilasmasi tek tabaka
seklinde yayillim gdstermis hicrelerin yaklasik 2-3 hafta slreyle askorbik asit,
deksametazon ve -gliserofosfat muamelesi sonucu gergeklesmektedir.
Osteoblast  dncullerine  farklilasan hicreler  kiboidal morfoloji
gOstermektedirler (61). Bu kosullar buylk o6l¢ide etkili olmakla beraber
osteojenik farklilagsma icin kullanilan diger indukleyici ajanlarin basinda,
kemik morfojenik proteinleri (BMP’ler) gelmektedir. Ancak BMP’ler yuksek
konsantrasyonda (100 ng/ml gibi) uygulandiginda alkalen fosfataz ya da
kalsiyum depozisyonu induksiyonunu engellemekte ve Msx-2 ekspresyonunu
arttirmaktadirlar  (123). Msx-2, osteoprojenitor hicrelerin farklilagsmasini
inhibe eden bir transkripsiyon faktoruduar. Pozitif wingless (Wnt) sinyalinin
MKH’lerin osteojenik farklilasmasini inhibe ettigi gosteriimis (10) olmasina
ragmen sadece alternatif kosullar altinda indukleyici bir ajandir (123). Ayrica,
wnt inhibitdért olan Dickkof Dkk-1’in osteojenik farklilasmayi inhibe ettigi de

bilinmektedir (114).

Osteojenik farklilagsma igin R-gliserofosfat, askorbik asit , deksametazon
ve fétal bovine serum igeren besiyeri kullanilarak yapilan kultirleme islemi
sonucunda, Alizarin kirmizisi veya Von Kossa boyamasi ile osteoblastik
hidcre gorunumleri, kalsiyum birikimi ve alkalen fosfataz ekspresyonunun

g6zlenmesi osteoblastik farklilasma olarak degerlendirilir (95).

Kondrojenik farklilasmada ise hucreler ilk pasaj sonunda polipropilen
tp iginde pellet olusturacak sekilde santrifuje edilir ve Uzerine TGF 3 igceren
besiyeri eklenerek kultire edilir. Bu durumda hicreler fibroblastik

karakterlerini kaybederek kartilajen6z spesifik ekstraselluler matriks 6zelligi



gOsterirler. Kultdr igleminin sonunda Safranin-O veya Alcian mavisi boyalari
ile hucrelerin farklilasma kapasiteleri degerlendirilir (67,109). Adipojenik
farkhlasmayi ortaya koymak icin ise hucreler deksametazon, 3-izobutil-1-
metilksantin, rekombinant insan (Rh) insdlini, indometazin ve serum igeren
besiyeri ile kultlre edilir. Yaklasik 3-4 pasaj sonunda Oil-Red O boyamasi ile
lipidden zengin vakuollerin intraselluler birikiminin ortaya konmasi adipojenik

farkhlasmanin gergeklestigini gosterir (67).

Son yillarda yapilan ¢calismalar ile birlikte erigkin kdk hticrelerin, kdken
aldiklari dokuya 6zgu hucrelerin disinda farkli dokulara ait hlicrelere de
farkhlasabilme kapasitelerinin oldugunu géstermekte olup bu durum 'kok
hicre plastisitesi' olarak tanimlanmaktadir (53,59). Bu ¢alismalarin i1siginda
plastisite kavraminin én plana ¢ikmasiyla birlikte kemik iliginden izole edilen
kok hucreler ile yapilan arastirmalar sonucunda bu hucrelerin renal (97),
myoblast (27), hepatik (113), endotel (100), kardiyak (87) ve noral (76)

hdcrelere farklhilastigi rapor edilmigtir.

Organizmadaki mezenkimal kdk hicrelerin birincil kaynagi olarak kemik
iliginin (98) gdsterilmesine karsin, gunimuizde periost (34), kas dokusu (13),
dental pulpa (117) ve maksillofasiyal dokular (110), karaciger, lipoaspirasyon
materyalleri (134), kordon kani, kordon stromasi, plasenta, amniyon sivisi
(116), sinoviyal sivi (20), periferik kan gibi bircok kaynaktan MKH izole
edilebilmektedir. Kemik iliginden elde edilen mononukleer hucrelerin geng
erigkin donemde 1/10.000'i, eriskin donemde 1/250.000'i ve 80 yasindan

sonraki dénemde ise 1/2.000.000'i ancak MKH'dir (28).
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Resim 6. Kemik iligi kokenli MKH'ler ile hematopoetik kdk hiicrelerin

farkhlasma potansiyellerinin sematik gosterimi (85)

Mezenkimal kok hucrelerin organizmadaki dokularda sinirh ve az
sayida bulunmasi nedeniyle bu hucreler haftalar boyunca pasajlanarak in
vitro kultur ortaminda c¢ogaltiimalari gerekmektedir (95). Klinik kullanim
agisindan en buylk dezavantaj olarak gosterilen bu durum ciddi bir teknoloji,

alt yapi ve tecrube gerektirmektedir. Ayrica maliyetinin ylUksek olmasi




nedeniyle rutin klinik islemlerde MKH kullanimi Avrupa'daki belli bagh

merkezlerde uygulanmaktadir.

GuUnumuzde literaturlerde yer alan arastirmalarin pek ¢cogu kultlrlerde
¢ogaltilan MKH c¢aligmalarini kapsamaktadir. In vitro kudltur ortaminda
haftalarca stren manipulasyonlar hicrelerin biyolojik 6zelliklerini olumsuz
yonde etkilemekte ve yapilan ¢alismalar in vivo ortamdaki patolojileri ve/veya
fizyolojileri tam olarak yansitmamaktadir. Ayrica mikroorganizma
kontaminasyonu, sitogenetik patolojilerin gelisimi, kllttirde hiicre yaslanmasi,
telomer kisalmasi ve kanser geligimi gibi ciddi riskler arastirmacilar arasinda

halen tartismal bir konudur (62).

Mezenkimal kok hucrelerin klinik uygulamalarinda karsilagilan diger bir
onemli dezavantaj ise organizmaya verilen hicrelerin bu ortamda uzun sureli

olarak canhhigini ve fonksiyonunu koruyamamasidir (55,56).

Klinik uygulamalarda mezenkimal kok hucrelerin en dnemli avantaji bu
hicrelerin immunojenitesinin disik olmasi ve immunosupresif olmalaridir.
Bu 6zelliklerinden dolayi tedavi amaciyla kullanildiklari zaman herhangi bir
doku reddi reaksiyonuyla karsilasmazlar (62,64). Ancak, allojenik kdk hicre
tedavilerinde tekrarlayan infizyonlara bagl olarak immin reaksiyon
gelisebilme riski s6z konusudur (24). Bu durumda otolog kdk hlcre kullanimi
on plana g¢ikmaktadir. Otolog olarak elde edilen kok hucrelerin kullanimi ile
konak dokuda geligsebilecek immun reaksiyon oOnlenerek rejeneratif klinik

uygulamalarinda guvenli bir bigimde kullanilabilir.

MKH'lerin klinik kullanim agisindan diger avantajlari ise farklilagsma

kapasitelerinin yuksek olmasi (59,95), migrasyon yetenekleri sayesinde



hasarli dokuya kolayca ulasabilmeleri (101,124) ve hasarh hucreler ile
fUzyona ugramalari (5), solubl faktérler (kemokinler, sitokinler, blyume
faktorleri gibi) salgilayarak hasarli hicre / doku tamirine katki saglamalari
(106), gen transferi kolayhgi ve dayanikli olmalari nedeniyle gen tedavisi igin
uygun olmalari sayilabilir (23). Ayrica konnektif doku kdkenli olmalari
nedeniyle stromal destek saglayarak ilgili doku hucrelerinin gelisimine ve

fonksiyonuna yardimci olurlar (89,95,101,124).

Kok hucrelerin izolasyonu i¢in kemik iligi elverigli bir kaynak olmasina
ragmen lokal anestezi altinda sinirli miktarda hicre elde edilmesi nedeniyle
genel anestezi altinda islem yapilmasi gerekliligi dogmaktadir. Ayrica yapilan
islemin invaziv olmasi dondr sahada morbidite riskini arttirmaktadir (86). Bu
nedenlerden dolayi rejeneratif tiptaki klinik uygulamalarda g¢ekincelere yol

acmaktadir.

Son yillarda yapilan calismalarda lokal anestezi altinda kolay elde
edilebilir, duguk maliyetli, morbidite riski minimal ve daha az invaziv olan kok
hicre kaynaklarina yonelmeler gorulmektedir. Bu baglamda o6zellikle

maksillofasiyal bolgedeki kok hiucre kaynaklari 6n plana ¢ikmaktadir.

2.3. Maksillofasiyal Bolgedeki MKH Kaynaklari

Kemik iliginden elde edilen kok hucrelerin kullaniminda karsilasilan
sikintilarin elimine edilmesi i¢in arastirmacilar tarafindan maksillofasiyal
bdlgede yer alan MKH kaynaklari ile ilgili ¢alismalar rapor edilmistir. Bu
bolgeye ait olan MKH kaynaklari "dental kékenli kék hiicre kaynaklari" ve
"dental koékenli olmayan k&k hiicre kaynaklar” olarak iki ana baslkta

incelenebilir.



2.3.1. Dental Kdkenli Kok Hiicre Kaynaklari

Gunumuzdeki teknolojik gelisim ile birlikte yapilan gincel arastirmalar
sonucunda dokularin gen duzeyindeki gelisim asamalari anlasiimaya
baslanmistir. Ozellikle de alanimizla ilgili olan dislerin sayi, sekil ve
pozisyonlarini belirleyen genler bilinmektedir. Embriyologlar, dislerin geligimi
sirasinda olusan sinyallerin epiteliyal ve mezenkimal doku bilesenlerinin
arasinda oldugunu bildirmiglerdir. Uzerinde en ¢ok caligilan etkin uyaricilar
fibroblast bliytume faktért (FGF), kemik morfogenetik proteinleri (BMP), sonik

hedgehog genidir (SHH) (77,126).

Fibroblast blylime faktérinin (FGF) periodontal rejenerasyon ve yara
iyilesmesinde etkili oldugu fare calismalarinda in vivo olarak belirlenmistir
(77). Sonik hedgehog (SHH) geni ise, ektoderm ve mezodermden tireyen
dokularin olusumunda tamamlayici bir uyaricidir. Diglerin gelisiminde énemli
bir rol oynamaktadir. (84). Kemik morfogenetik proteinleri (BMP)'nin yeni
amputasyon yapimis diglerde tamir edici dentinogenezisi uyardidi
bildiriimektedir. Bu proteinler, dis gelisiminin baslamasini saglamaktadir

(45,77).

Dental epitelden elde edilen kok hulcrelerin (ektodermal kdk hticreler)
digindaki diger dental kokenli kOk hucrelerin tumd, néral ark kaynakli
ektomezenkimal hucrelerdir. Bu kok hucreler, dentin ve diger dis dokularinin

gelisimi ile hiicresel farklilasma sireclerine katilmaktadir (120).

Sut digleri, mesiodensler, arti digler, gomuk vyirmi yas digleri ve
ortodontik amacli cekilmis disler gelecekte rejeneratif tedavilerde

kullanilabilecek 6nemli bir MKH kaynaklari olarak gorulmektedir. Kiginin kendi



hicrelerinin depolanmasi; allojenik kdk hdcrelerin  kullaniimasi ile ilgili

immunolojik ve etik zorluklarin ortadan kalkmasini saglayacaktir (126).

Maksillofasiyal bolgede yer alan dental kokenli kok hiicre kaynaklari; sit
disi ve dental pulpa dokusu (9,83), dental folikil (127), apikal papil,

periodontal ligament (128) olarak tanimlanmistir.

Dental Folikul - -

+-& Dental pulpa

Apikal papil Periodontal

ligament

Resim 7. Dental kdkenli kok hicre kaynaklarinin sematik gosterimi (40)

2.3.1.1. Siit Digi Pulpasi

Sut diglerinin damarsal yonden zengin olan pulpasindan izole edilen
kok hlcreler "siit disi pulpasi kék hiicreleri (SDPKH)'" olarak adlandirilir.
Uluslararasi literatirlerde "stem cells from human exfoliated deciduous
teeth (SHED)" olarakta bilinen bu hicrelerin icerisinde bol miktarda eriskin

kok hucre kaynagi bulunmaktadir (80).

Son yapilan calismalarda 6Ozellikle stt keser dislerin pulpalarinda bol

miktarda MKH bulundugu rapor edilmistir (80). Bu htcreler hizli ¢gogalma



Ozelliklerinin yanisira néron, adipozit, osteoblast ve odontoblast gibi farkl
hicre tiplerine farklilasabilme kapasitesine sahip multipotent hucrelerdir
(80,103). Her ne kadar kemik ve dentin benzeri sert doku formasyonunu
indUkleyebilme yetenegine sahip olsalar da dentin-pulpa kompleksi

olusturamazlar (9,128).

SPDKH'leri godalma kapasiteleri bakimindan kemik iligi ve dental pulpa
kokenli MKH'lere goére ustin olmalarina karsin dentin-pulpa kompleksi
olusturabilme kapasiteleri goz dnuine alindiginda dental pulpa dokusu kokenli

MKH'lerden ayrilirlar (128).

2.3.1.2. Dental Pulpa

Dental pulpadaki damarlarin gevresinde yer alan ve "dental pulpa kdk
hiicreleri (DPKH)" olarak adlandirilan hiicre populasyonunun MKH olduklari
dusundlmektedir. 1990’ yillarin ortalarinda, dental pulpadan éncil hicrelerin
izole edildigi bildiriimistir. Daha sonra yapilan ¢calismalarda ise, dental kokenli
MKH’lerin gémuk vyirmi yas diglerinin pulpasindan da izole edilebildigi
belirtiimistir. DPKH’lerin izolasyonu ve tanimlanmasi, ilk olarak 2000 yilinda

Gronthos ve arkadaglar tarafindan gerceklestirilmistir (37).

Kemik iliginden elde edilen kok hicrelere benzer bir immunofenotip
gOsteren, enzimatik olarak erigkin pulpa dokusundan izole edilebilen
klonojenik ve proliferatif hicrelerdir (58). Multipotensi 6zelligi gosteren dental
pulpa kok hicreleri osteoblast, odontoblast, néron ve adipozitlere
donusebilme kapasitesine sahiptir (80,90,128). Literatlrdeki ¢alismalarda bu
hicrelerin  kendilerini  yenileyebilme ve odontoblastlara donusebilme

yetenekleri sayesinde tubuler dentin yapiminda rol aldiklari rapor edilmigtir.



Ancak odontoblastlara farkllasma mekanizmasi ile ilgili arastirmalar halen

deneysel agsamadadir (36,37).

DPKH’lerinin kemik iligi kdkenli kék hlcrelerden, sahip olduklari hlcre
siklusu ile iligkili genleri eksprese etmeleri nedeni ile ayirt edilebildigi
belirtiimektedir. DPKH’lerinde, hilcre siklusu aktivatori olan siklin bagiml
kinaz-6 ylUksek oranda eksprese edilmektedir. Bu ylksek ekspresyon
DPKH’lerin neden daha ylksek bir proliferasyona sahip olduklarini

aciklamaktadir (58,115).

DPKH’lerinin kolay izole edilebilmesi ve daha ylksek bir proliferasyon
hizi gostermeleri, bu hucreleri kemik iligi kokenli kok hucrelerden Ustun
kilmaktadir. Ayrica damarlarin g¢evresinde lokalize olan bu hucreler, kok

hicre belirteci olan STRO-1 antijenini eksprese etmektedir (58,120).

Yapilan arastirmalara gore, kemik iligi kokenli MKH'ler ile dental kokenli
(dental pulpa, sut disi pulpasi) MKH'lerin eksprese ettikleri ylzey
antijenlerinin degerlendiriimesi tablo 3'te belirtiimis ve dental pulpadan izole
edilen MKH'lerin CD14, CD34 ve CD45 antijenlerini eksprese etmedigi, buna
karsin CD44, CD146, STRO-1 antijenlerini ylksek oranda eksprese ettikleri

rapor edilmigtir.

Bu sonuglara gore hucre yuzey antjinlerinin ekspresyonlari hususunda
kemik iligi kokenli MKH'ler ile sUt disi ve dental pulpa kdkenli MKH'lerin buyuk

oranda benzerlik gosterdigi belirtilmigtir (115).



Yuzey antijeni DPKH SDPKH KIKH
CD14 - - -
CD34 - - -
Chd4 ++ ++ ++
CD45 - - -
CD106 + +I- ++
CDA146 ++ [+ - ++ 4+ - +++i-
STRO-1 +++- +++- +++-
Tip | kollajen ++ ++ ++
Tip Il kollajen =+ +++- i+
Osteokalsin ++[+ ++[+]- +J-
Osteonektin ++[+ ++/+ ++/+
Dsteopontin +j- +i- +j-

Tablo 3. Hlcre ylzey protein ekspresyonlarinin karsilastiriimasi,
DPKH: Dental pulpa kék hicresi, SDPKH: Sit disi pulpasi koék hucresi,
KIKH: Kemik iligi kdkenli kok hiicre; (++) yiiksek ekspresyon, (+) diisiik

ekspresyon, (-) negatif, (/) alt kaltir (115)

2.3.1.3. Dental Folikiil

Dental folikdl, gelisim slrecindeki dislerin mine ve dental papilla
organlarinin gevresini kese bigciminde saran, ektomezenkim kaynakli gevsek
bir bag dokusudur. Ozellikle siirmemis ve gelismekte olan yirmi yas
dislerinden kolaylikla izole edilebilmektedir (81). Dental folikil dokusu ile
yapilan kok hicre c¢alismalarinda, izole edilen hicrelerin farklilasma
kapasitelerinin oldukga yuksek oldugu; néron, adipozit, sementoblast ve

osteoblastlara donusebildikleri rapor edilmistir (54,120,127).

Yokoi ve arkadaslari, dental foliklil dokusundan izole edilen projenitor
hlcrelerin periodontal ligamenti yeniden rejenere edebilme yeteneklerinin

oldugunu bildirmiglerdir (129).



2.3.1.4. Apikal Papilla

Kok formasyonunu tamamlamamis diglerin apikal boélgesinden izole
edilen "apikal papilla k6k hiicreleri (APKH)", dental kokenli kok hlcreler
siniflamasina yeni giren bir kok hicre kaynadidir. Bu doku dentinogenezis
déneminde dental pulpayi olusturur ve kdk formasyonunun tamamlanmasiyla
birlikte ortadan kalkar. Bu ylzden sadece disin olgunlasma evresinde izole

edilebilir (81).

Yapilan calismalarda periodontal ligament ve dental pulpa dokusu
kokenli kok hicrelerine gore daha fazla proliferasyon kapasiteleri oldugu
rapor edilmistir (9,33). Ayrica yuksek dentin rejenerasyon kapasitesine sahip
olmalari nedeniyle kdk dentininin formasyonunda yer alan primer odontoblast

kaynagi olarak dustunulmektedirler (33).

2.3.1.5. Periodontal Ligament

insan periodontal ligament dokusundan mezenkimal kok hiicrelerin
belirlenmesi ve izole edilmesi ilk olarak Seo ve arkadaslan tarafindan 2004
yilinda gergeklestirilmistir (107). Cekilmis diglerin sement ylzeylerinden
kolaylikla izole edilebilen 'periodontal ligament koék hiicreleri'
multipotenttir. Bu hucreler plastik adherens oOzelliklerinin yanisira STRO-1,
CD14, CD29, CD44 ve CD106 yuzey antijenlerini eksprese ederler (18) ve
uygun kultr ortaminda sementoblast, adipozit ve fibroblastlara

donusebilmektedir (81).

Yapilan g¢alismalarda, periodontal ligament dokusundan izole edilen kok

hdcrelerin in vitro kosullar altinda zayif osteojenik potansiyele sahip



olmalarina kargin periodontal rejenerasyon kapasitelerinin ylksek oldugu
bildirilmigtir (81,128). Bu 06zelliklerinden dolayi rejeneratif dishekimligi
alaninda periodontal hastaliklarin tedavisinde yeni bir alternatif

olusturmaktadir (18).

2.3.2. Dental Kékenli Olmayan Kok Hiicre Kaynaklar

Maksillofasiyal bdlgedeki dental kdkenli olmayan MKH kaynaklari
periost, alveol kemik (133) ve yag dokusu (130) olarak literatlirdeki yerini

almigtir.

2.3.2.1. Periost

Hayvan calismalarinda periost dokusundan izole edilen MKH'lerin
osteojenik potansiyele sahip oldugu rapor edilmistir (133). Daha sonraki
yillarda insan maksilla ve mandibulasindan izole edilen periosteal kok
hicrelerin de in vitro olarak plastik adherent, klonojenik ve proliferatif
olduklari belirtilmistir. Ayrica bu htcreler hidroksiapatit ve trikalsiyum fosfat
matriks icerisine transplante edildiklerinde osteojenik formasyonu sagladiklari

go6zlenmigtir (16).

Osteojenik kapasiteleri bakimindan kemik iliginden ve alveol kemik
dokusundan izole edilen MKH'ler ile karsilastirildiginda, periosteal MKH'lerin

digerlerine gore daha Ustln olduklari belirtilmistir (133).

2.3.2.2. Alveol Kemik Dokusu

Alveol kemik iligi dokusundan izole edilen MKH'ler kendini

yenileyebilme 6zelligi olan klonojenik ve multipotent hicrelerdir. Yapilan son



calismalarda bu hucrelerin in vitro kosullarda osteojenik farklilasma
yetenegine sahip olduklari, bunun yanisira sinirli duzeyde adipojenik ve

kondrojenik farklilagsma gosterdikleri rapor edilmistir (72).

1998 yilinda Lang ve arkadaslari, domuz kaynakli alveol kemik iligi ve
periodontal ligament dokusundan izole ettikleri projenitdr hicrelerin kalsifiye

doku adaciklar olusturdugunu bildirmiglerdir (60).

2.3.2.3. Yag Dokusu

insan yag dokusundan izole edilen koék hiicrelerin immiinofenotip
ozellikleri kemik iligi kokenli kok hucreler ile benzerlik gostermektedir. Yaygin
olarak kullanilan CD105, STRO-1 ve CD166 markirlari yag dokusu kokenli
kok  hdcrelerin  farklilasma  potansiyellerinin  identifikasyonu  igin
kullaniimaktadir (21). Morfolojik olarak fibroblastlara benzeyen "yag dokusu
kok hiicreleri (YDKH)" kendilerini yenileyebilme 6zelliklerinin yanisira
klonojenik ve multipotenttirler. Kemik iligi kokenli kok hucreler gibi birgok
farkh hicre tipine farklilasabilen bu hiicreler osteoblast, kondroblast, adipozit,

myozit ve noronlara donugebilme kapasitesine sahiptirler (22,134).

Wen ve arkadasglarinin yapmis oldugu ¢alismada non-kollajen6z dentin
proteini iceren dental folikil medyumu icerisinde kiltlire edilen YDKH'lerinin,
fibroblasta benzer morfolojilerini kaybettikleri ve proliferasyon kapasitelerinde
de onemli derecede azalma oldugu goézlenmigtir. Ayrica in vitro kosullarda
mineralizasyon davraniglari ve alkalen fosfataz aktivitelerinde artis oldugu,
sementoblasta benzer morfolojiye donustukleri bildirilmistir. Mineralizasyon
ile ilgili markirlardan sement atasman proteini, kemik sialoproteini,

osteokalsin, osteonektin ve osteopontin bu hucrelerin mRNA'larinda veya



protein seviyelerinde tespit edilmesine ragmen, dentin sialoprotein ve dentin
sialofosfoprotein tespit edilememistir. Buna gére YDKH'lerinin non-kollajen6z
dentin proteini iceren dental folikil medyumu igerisinde kiltlire edilmesiyle,
sementoblast benzeri morfolojiye donustikleri ve periodontal hastaliklarin

tedavisinde yeni bir alternatif olabilecegi rapor edilmistir (122).

Arastirmalar sonucunda, YDKH'lerinin lokal anestezi altinda "liposuction
veya lipoaspirasyon" ydontemiyle kolayca elde edilebilir olduklari belirtilmistir.
Bu nedenle yag dokusundan elde edilen kdk hicreler rejeneratif tip

tedavilerinde oldukga énemli bir yere sahip olmaya baglamigstir (93).

Calismamizda oral kavitedeki alveol kemik, yag dokusu ve dental
(apikal papil, dental pulpa ve dental folikul) kdkenli MKH kaynaklarindan izole
ettigimiz hlcrelerin osteojenik ve odontojenik aktiviteleri incelenmistir. Kolay
elde edilebilmesi, disuk maliyetli olmasi ve morbidite riskinin sifira yakin
olmasi gibi nedenlerle oldukga cazip hale gelen dental kokenli MKH'lerin,
doku muhendisliginin yardimi ile klinik anlamda kullaniimalari bakimindan

olasiliklar irdelenmistir.



BOLUM II
3. GEREG VE YONTEM
3.1. Etik Kurul

Calismaya "Ege Universitesi Bilimsel Arastirmalar Etik Kurul" onayi
alindiktan sonra baslanarak uygun kriterlere sahip olan hasta grubu
calismamiza dahil edildi. Doku oérneklerinin elde edilmesinden 6nce tim
hastalara detayli bir sekilde hazirlanmis olan "Bilgilendiriimis Goénualli Olur

Formu" okutularak imzalatildi.

Ege Universitesi Dis Hekimligi Fakiltesi AJiz, Dis ve Cene Cerrahisi
Anabilim Dal klinigine basvuran, ortodontik tedavi gérmekte/gérecek olan ve
profilaktik olarak ¢ekim endikasyonu konulan kék gelisimini tamamlamamis
gbmuk 20 yas disine sahip olan (18-24 yas araligindaki) hastalar ile birlikte,
ust cene arka bolgede yer alan dis ¢ekimine bagli olusan sinus perforasyonu

bulunan (18-24 yas araligindaki) hastalar galismaya dahil edildi.

Resim 8. Calismaya dahil edilen ve ortodontik tedavi gérmekte olan

hastanin radyolojik goruntusu



Gomuk 20 yas disi operasyonu yapilan 5 hastanin herbirinden dental
folikll dokusu, dis ve alveol kemik dokusu ornekleri elde edilmistir. SinlUs
perforasyonu bulunan 2 hastadan ise yanak yag dokusuyla sinds kapatma
islemi esnasinda yag dokusu ornekleri alinmigtir. Ayrica Ust gene gomuk
yirmi yas disi operasyonu esnasinda sinls perforasyonu goézlenen bir
hastadan da incelenmek Uzere tim doku érnekleri (dental folikil, dis, alveol

kemik ve yag dokusu) elde edilmistir (Tablo 4).

Cinsiyet | Yas | Dental | Dental | Apikal | Alveol Kemik | Yanak Yag
Folikul | Pulpa | Papil Dokusu Dokusu
1.Hasta | Erkek | 24 - - - +
2Hasta | Kadin | 22
3. Hasta | Kadin | 22
4. Hasta | Kadin 19
5.Hasta | Erkek | 20
6, Hasta | Kadin | 22
7.Hasta | Kadin | 19
8.Hasta | Kadin | 19
Toplam

+

|+ |+ [+ +]+] 4]

|+ |+ [+ +]+] 4]

|+ |+ |+ + |+ +]

|+ |+ [+ +]|+]+]
L]

Tablo 4. Calismaya dahil edilen hastalarin cinsiyet/yas bilgileri ve elde

edilen doku orneklerinin tablo seklinde gosterimi

3.2. Doku Orneklerinin Elde Edilis Prosediirii

Tum hastalara %0,2'lik klorheksidin icerikli agiz gargarasi yaptirildiktan
sonra operatif iglemlere baslandi. Gomuk 20 yas dis c¢ekimleri, zarf
insizyonunu takiben mukoperiosteal flep kaldirilarak gergeklestirildi
(Resim 9). Cekim sirasinda yapilan osteotomi iglemi ile birlikte yaklasik 2mm
x 2mm x 1mm boyutlarinda alveol kemik (AK) dokusu 6rnekleri alindi. Ayrica
calisma dahilinde sinus perforasyonu goézlenen hastalarda, yanak yag (YD)

dokusu flebi kaydirilarak rutin sinis kapatma islemi uygulandi. Bu islem



sirasinda incelenmek Uzere yaklasik 5mm uzunlugunda yag dokusu ornekleri

de elde edildi.

Resim 9. Ortodontik tedavi gérmekte olan hastadan kdk formasyonunu

tamamlamamis dis 6rneginin elde edilisi

Laboratuvar iglemleri icin elde edilen dig, dental folikul (DF), alveol
kemik ve yag dokusu ornekleri %70'lik alkolden gecirildikten sonra icerisinde
%5 oraninda penisilin/streptomisin iceren a-MEM besiyeri (Phospate Buffer
Saline-PBS-taslyici solisyonu) bulunan falkon tlplerine alinarak buz kaliplar
icerisinde muhafaza edildi. Daha sonra alinan tum ornekler MKH
arastirmasinda kullaniimak (izere Celal Bayar Universitesi Tip Fakdltesi
Histoloji-Embriyoloji Anabilim Dali Farmakoloji Arastirma Laboratuvar'ina

ulastirilarak yaklasik 1 saat igerisinde igleme alindi.



3.3. Mezenkimal Kok Hiicrelerin izolasyonu ve Kiiltiire Edilmesi

Tim doku o6rneklerinin kultlir ¢alismalari, kontaminasyon ihtimalinin
Onlenmesi amaci ile laminar flow (biosafety cabinet class Il) cihazinin

icerisinde yapildi (Resim 10).

Resim 10. Kultir calismalarinin yapildigi laminar flow (Herasafe

biosafety cabinet class Il) cihazi

Taslyici sollsyon igeren tuplerde bulunan dental folikll, alveol kemik ve
yag dokularina ait ornekler tuplerin icerisinden g¢ikartilarak steril petri
kaplarinin igerisine alindi (Resim 11). Daha sonra yumusak dokular
enzimatik pargalanma oncesinde steril bir bisturi yardimiyla mekanik olarak

klgUk pargalara ayrildi (Resim 12).



Resim 11. Doku ornekleri, A. Yag dokusunun goéruntusu, B. Dental

folikil dokusunun goruntusu

Resim 12. Doku o6rneklerinin bistlri yardimiyla mekanik olarak kiguk

parcalara ayriimasi

Dental pulpa dokusunun agiga c¢ikartilmasi ve MKH izolasyonu igin,
Gronthos ve arkadaslarinin tarif ettigi yontem kullanildi (36). Dental pulpa

(DP) ve apikal papil (AP) dokularinin agida cikartiimasi i¢in dis ylzeyindeki



gingival ve periodontal dokular kazinarak uzaklastirildi. Sterilizasyon
amaciyla, dis %70'lik alkolden gegirildikten sonra steril gazli beze sarildi.
Disin yuzeyi U¢ kere %5 oraninda penisilin/streptomisin iceren PBS
sollsyonu ile yikanarak temizlendikten sonra apikal papil ve dental pulpa

dokularinin izolasyonu iglemlerine gegildi.

Resim 13. Doku drnekleri, A. Kok formasyonunu tamamlamamis dis

orneginin goruntisu, B. Separe edilmig dis goruntusu

Oncelikle disin apikal bélgesinde bulunan AP dokusu steril bir sond
yardimiyla disten ayiklanarak steril petri kabinin icerisine alindi. Steril frezler
yardimiyla serum fizyolojik sogutmasi altinda tim dis minesi zayiflatildiktan
sonra dig steril bir gazli bezin igerisine sarilarak davye yardimiyla kirildi
(Resim 14). Doku pensleri yardimiyla pulpa dokusu zedelenmeden
ayiklanarak steril petri kabinin igerisine alindi (Resim 15). Bu islemler tim dis

ornekleri ( 6 adet dis 6rnegi) igin ayri ayri gergeklestirildi.



Resim 14. Mine dokusu zayiflatilan digin davye yardimiyla kirilmasi

Resim 15. Doku ornekleri, A. Dental pulpa dokusunun gorintisu, B.

Apikal papil dokusunun goruntusu

Elde edilen doku 6rneklerinden MKH’lerin izolasyonunu saglamak igin;
tim doku ornekleri ayri ayri olmak Uzere 2mg/mllik tip 1 Kkollajenaz
soliisyonunun igerisine koyularak, yaklasik 1 saat boyunca 37°C'lik su

banyosunda enzimatik pargalanma icin bekletildi (Resim 16).



Resim 16. Mekanik olarak klglk pargalara ayrilan dokularin tip 1
kollajenaz sollsyonunun igerisinde 1 saat boyunca 37°C'lik su banyosunda

enzimatik parcalanma igin bekletilmesi (26)

inkiibasyon isleminin sonunda tiipler vortekslenerek (soliisyonlarin
girdap olusturacak sekilde iyici karistirlarak homojenizasyonunun
saglanmasi), hadcrelerin  doku pargaciklarindan ayrilip, tek hicre
suspansiyonu haline gelmesi saglandi. Enzimatik olarak parcalanmis doku
materyallerini igeren solisyon 70um’lik gézenekleri olan hicre stzgecinden

gegirildi (Resim 17).

Resim 17. Mekanik ve enzimatik olarak parcalanan doku orneklerinin

70um’lik gbzenekleri olan hiicre stizgecinden gegirilmesi (26)



Ayristirilan hacrelerin bulundugu 15ml’lik konik tabanl tlplere Hank’s
dengeleyici tampon c¢ozeltisinden (HBSS) 5ml eklenerek, 1300rpm’de
5 dakika boyunca santrifije edildi. SUpernatant kisim atilarak, 5ml HBSS
eklenerek 1300rpm’de 5 dakika boyunca santrifiije edildi. ikinci kez yapilan

santrifdj islemi tamamlandiktan sonra supernatant kisim atildi.

Son yikama igleminden sonra elde edilen hiicreler, %15 oraninda Fetal
Bovine Serum (FBS) ve %1 oraninda penisilin/streptomisin iceren a-MEM
besiyerinde (T-25 kultlr kaplarinda), 37°C'de %5'lik CO, ve nemli ortam

kosullarinda (CO; inkuibatérinde) kultire alindi (Resim 18).

Resim 18. Hicre kultirlerinin 37°C'de %5'lik CO, ve nemli ortam

kosullarinda (CO; inkubatorinde) inkiibasyona alinmasi (26)

Yaklagik 48 saat sonra besiyeri degistirilerek kultir kabinin tabanina
adhezyon gostermeyen hicreler uzaklastirildi. Sonraki glnlerde hicreler
duzenli olarak inverted mikroskopta (Resim 19) kontrol edilerek haftada 2 kez
besiyerleri degistirildi. Oral kavitedeki farkli kaynaklardan izole edilen kok
hicrelerin kiltivasyonunda, taze olarak %15 oraninda FBS ve %1 oraninda

penisilin/streptomisin ilave edilmis a-MEM besiyeri kullanildi.



Resim 19. Inverted faz kontrast mikroskobu yardimiyla hicrelerin

sayimi ve canliliklarinin kontrol edilmesi (44)

Yaklagik 16-18 giin sonunda hucreler kultir kabi ylzeyinin %70-80’ini
kaplayana kadar besiyerinin degisimine devam edildi. Kdaltir kabinin
icerisinde adhezyon gosteren hiucreler %70-80 oraninda konfluente
ulastiklari zaman %0.25'lik tripsin-EDTA ile tripsinize edilerek adhezyon
gOsteren hucreler kaldirildi ve solUsyon igerisine alinarak alt kultur islemine

gecildi.

Primer kaltur sifirnci pasaj (PO) kabul edilerek, primer kultart takip
eden her alt kultir islemi sonrasi pasaj sayilari P1, P2, P3, P4 seklinde

belirtildi.

Laminar flow cihazinda gergeklestirilen alt kultir islemlerinde; besi
ortami ve kultir kabina adhezyon gostermeyen hucreler uzaklastirildiktan
sonra, kiiltir flasklarinin yiizeyleri 3-4ml Ca*? ve Mg*? icermeyen PBS ile
yikandi.  1.5-2ml  %0,25 tripsin-EDTA solusyonu eklenerek, CO,

inkibatorinde 4-5 dakika boyunca inktbe edildi.



Mikroskopta hicrelerin timandn ylzeyden ayrildigi gézlendikten sonra,
tripsinin inaktivasyonu icin kalttr flasklarina, 4ml besi ortami eklendi. Daha
sonra hucreler 15ml’lik konik tabanli tlplere alindi ve 1300rpm’de 5 dakika
boyunca santriflje edildi. Sipernatant kisim atildiktan sonra, pelete 1ml besi

ortami eklenerek pipetleme ile homojenizasyon saglandi.

Hlcre sayimi igin eppendorf tiplne mikropipetlerin yardimiyla 100pl
hicre suspansiyonu alindi. Hlcre suspansiyonunun Uzerine, mikropipetle
100ul tripan mavisi solusyonu eklendikten sonra inverted mikroskobunda
hicre sayimi gercgeklestirildi. Sayimi gergeklestirilen hlcreler, uygun oranda
besi ortamiyla seyreltilerek, 1x10° hiicre yogunlugunda 75cm?lik hiicre kiltiir
flasklarina (T-75 kualtar kaplarina) ekildi ve 3 gunde bir besi ortami

degistirilerek kultur igslemi devam ettirildi (31,50).
3.4. Mezenkimal Kok Hiicrelerin Sayimi

Oral kavitedeki farkli kaynaklardan izole edilen kdk hicreler igin; her alt
kaltar islemi sirasinda, dondurma/cézdirme islemlerinin sonrasinda ve
karakterizasyon islemlerinin 6ncesinde gercgeklestirilien hicre sayimliari,
Karadz ve arkadaslarinin tanimlamis oldugu ydnteme uygun olarak

gerceklestirildi (50).

Hucre sayimi igin; tripsinizasyon iglemi ile adhezyon gosteren hucreler
yuzeyden kaldirnldiktan sonra sUpernatant kisim atilarak pelete 1 ml besi
ortami eklendi ve pipetle homojenizasyon saglandi. Eppendorf tluplerine
100ul hicre suspansiyonu alindi. Hulcre suUspansiyonunun Uzerine,

mikropipetle 100pl tripan mavisi solusyonu eklendi (Resim 20).



Resim 20. Inverted faz kontrast mikroskobunda hilicre sayimi éncesi

Tripan mavisi solisyonun mikropipetle eklenmesi (26)

Sayim kamarasi olarak "Thoma" lami kullanildi. Thoma lami, diz bir
zemin Uzerine alinarak, lamelin yapismasi gereken sayim alani gergevesi
Uzerine lamel kapatildi. Hazirlanan stspansiyondan 50ul alinarak Thoma
laminin her iki yaninda bulunan kanallarin ortasinda bulunan sayim alaninda,
lamelin lam ile birlestigi noktaya pipetin ucu dayanarak tam orta noktasindan
yavasca hucre solisyonu sayim alanina pipetlendi. Hucre sayimi, inverted
faz kontrast mikroskobunda 40x objektifte gergeklestirildi. Toplam hucre

sayllari asagidaki formule goére hesaplandi;
Hs x Do x Ss = Toplam Hiicre Sayisi

Hs: Sayilan hiicre sayisi, Do: Seyreltme orani, Ss: 0,1 mm*deki sayim
sonucu 1ml'deki saylya donlstirmek ve standart sonug¢ elde etmek igin

kullanilir. Sabit say1 10.000°dir.



3.5. izole Edilen Hiicrelerin Osteojenik ve Odontojenik

Farklilagmalarinin Arastirilmasi

izole edilen hucrelerin immunohistokimyasal yontemlerle
karakterizasyon caligsmalari, P4’de poli-L-lizin kapli 8 kuyucuklu hticre kultar
odaciklarina ekilen 2x10° hiicre/kuyucuk ile gerceklestirildi. Tutunmanin
saglanmasi igin bir gecelik inkibasyon muamelesinin ardindan

immunohistokimyasal islemlere gegildi.

Oral kavitenin farkli  bdlgelerinden izole ettigimiz MKH'lerin
identifikasyonu icin; STRO-1, CD105, C-KIT ve CD45 boyamalari
gerceklestirildi. immiinohistokimyasal calismalarda, uygun bir
immunohistokimya kiti ve bu kitle uyumlu biyotinli sekonder antikorlar

kullanildi.

Hucreler immunohistokimyasal galismalar icin %4’lUk parafolmaldehitte
20 dakika suresince fiksasyona maruz birakildi. Daha sonra PBS ile yikanip,
%0.1 oraninda H,O, igeren metanolde endojen peroksidaz aktivitesinin
engellenmesi igin, oda isisinda (nemli ortamda) 10 dakika sureyle inkube
edildi. PBS ile yikandiktan sonra, Triton 100x ile buz Uzerinde 15 dakika
muamele edildi ve tekrardan PBS ile yikanip bloklama serumunda 1 saat
bekletildi. Daha sonra uygun dilusyonlarda primer antikorlar eklenerek 1 gece

boyunca +4°C’te birakildi.

PBS ile yikanip sekonder antikorlar yani biotin ve streptavidin ile 30’ar
dakikalik muameleden sonra tekrar PBS ile yikanip DAB (Diaminobenzidin)
ile 10 dakika ve art alan boyamasi iginde 1 dakika sureyle Mayers

uygulamasi yapildi. Negatif kontroller igin, ayni yontem uygulanmis olup



primer antikor yerine PBS kullanildi. Ornekler fluoresan mikroskopta (Leica

DMI 4000 Microsystems) incelenerek fotograflandi (31,50).
3.5.1. izole Edilen Hiicrelerin Canlilik ve Gogalma Testleri

izole edilen hiicrelerin canlilik ve proliferasyonlarini tespit etmek icin
"MTT canliik testi" uygulandi. Canli ve apoptozisin erken evresindeki
hicrelerin mitokondriyalar araciliiyla MTT (3-(4,5-dimethylthiazole-2-yl)-2,5-
diphenyl tetrazolium bromide) solisyonuyla olusturdugu reaksiyonda,
MTT’nin tetrazolyum halkasi hicrelerin  mitokondriyalarinda bulunan
dehidrojenaz enzimlerince pargalanarak mor renkli formazan kristallerini, 610
hicreler ise formazan kristallerini olusturmustur. Olusan renk mitokondriyal
aktiviteyle iligkili olup, olusan formazan kristalleri izopropanol/HCI igeren
¢cbzuculerde c¢oOzuldikten sonra olusan mavi/mor renk spektrofotometrik

yontemle (mikroplaka okuyucuda) 570nm'de olguldu.

P4 hicreler, hiicre kaltlr kaplarini %70-80 oraninda doldurdugu zaman
MTT testine alindi. Alt kalttr islemleri sonrasinda izole edilen hicreler (P4), 6
kuyucuklu kultar kaplarina 12.500 hicre/kuyucuk olacak sekilde ve 1., 4., 7.,
14., ve 21. gun uygulamalari i¢in ekildi. Her test gunu, istenen kuyucuktaki
hicreler 3-4ml PBS ile yikandiktan sonra 1 dakika bekletildi ve PBS
uzaklastirildi. Daha sonra, 2ml tripsin eklenerek o6rnekler 5-6 dakika

inkubatorde bekletildi.

Inverted faz kontrast mikroskobu ile hucrelerin ylzeyden ayrilip
ayrilmadidi kontrol edildi. Hucreler konik tabanli 15ml’lik tipe alinip Gzerine

tripsinle ayni miktarda besi ortami (FBS iceren) eklendi. 1300rpm’de



5 dakikalik santriflij isleminin ardindan stpernatant atildi ve 100ul besi ortami

eklenerek pipetlendi.

MTT testi igin, kor olarak hucre kulturinde kullaniimamis taze besi
ortami ve standart olarak suUpernatant kullanildi. Buharlagsmanin
engellenmesi igin, 96 kuyucuklu plakalarin en dis siralarina serum fizyolojik
pipetlendi. Serum fizyolojik, besi ortami ve hicreler 96 kuyucuklu
plakalardaki vyerlerine pipetlendikten sonra karanlik ortamda Uzerine
0.5mg/ml MTT solusyonu eklendi. Aliminyum folyoya sarilarak inklibatérde 4
saat boyunca 37°C'de bekletildikten sonra sollisyon bosaltildi ve her
kuyucuga 100ul izopropanol-HCI eklendi. Oda sicakliginda 30 dakika sureyle
bekletildikten sonra absorbans 570nm’de dalga boyu segicisi (monokromator)
sistemli mikroplaka okuyucuda tespit edildi. Her deney 3 kez tekrarlandi

(31,47,50).
3.5.2. In vitro Osteojenik ve Odontojenik Farklilagsma

Osteojenik farklilasma icin P4 hiicreler, 3000 hiicre/cm? yogunlukta, 6
kuyucuklu plakalarda tip | kollajen kaph lamellere ekildi. Osteojenik
farkhlastirmada besi ortami olarak, %10 oraninda FBS, 100nM oraninda
deksametazon, 0.05uM oraninda askorbat-2-fosfat, 10mM oraninda
B-gliserofosfat, %1 oraninda penisilin/streptomisin eklenmis a-MEM besiyeri
kullanildi ve besi ortami haftada iki kez degistirilerek hlcreler 4 hafta

boyunca kulture edildi.

Odontojenik farklilastirma ise 0.05uM oraninda askorbat-2-fosfat, 10mM
oraninda B-gliserofosfat kultir ortamina eklenerek gercgeklestirildi. KultGrin

4.haftasinin sonunda primer kemik nodulleri olarak lameller hicre disi



kalsifikasyonun histokimyasal olarak gosteriimesi amaciyla Alizarin kirmizisi
ve Von Kossa ile boyandi. Ayrica, osteojenik farklilasmanin geg¢ evrelerinin

tanimlanmasi igin osteonektin ve dentin fosfoprotein boyamalari yapildi.

Alizarin kirmizisi boyamasi igin, lameller 5 dakika boyunca %70'lik alkol
ile yikandi. Distile su icerisine 20 kez batirildiktan sonra Alizarin kirmizisi
solusyonu ile 45 saniye muamele edildi. Ornekler, dnce asetona, daha sonra
ksilol-aseton karisimina ve son olarak ksilol icine 20 kez batirilip cikarildi.
Karanlk ortamda kurumaya birakildiktan sonra lam Uzerine kapatilarak

mikroskopta incelendi (11,36).

3.5.2.1. ALP/VK Boyamasi

Hucreler 24 kuyucuklu kultar kaplarinda inktibe edildikten sonra alkalen
fosfataz (ALP) aktivitesi ve nodulli alanlar goézlendi. Kiltir kaplarindaki besi
ortami uzaklastirilarak, soguk PBS ile yikandi. Daha sonra %10’luk soguk
noétral formalin tamponda 15 dakika fikse edildi. Sire sonunda tim tampon
uzaklastirilarak bir kere distile su ile yikandiktan sonra 15 dakika boyunca
distile su icerisinde birakildi. Daha sonra taze substrat ile kiltar kaplari 45
dakika inkube edilerek, 4 kez distile su ile yikandi. Son olarak %2,5’luk
gumus nitrat ile 30 dakika boyanarak 3 kez distile su ile yikandi. Gimus nitrat
tamamen uzaklastirildiktan sonra mikroskop altinda incelenerek kurumaya

birakildi (73).

Tutunan hudcrelerde ALP enzim aktivitesinin oldugu alanlarin kirmizi,

mineralize nodullu alanlarin kahverengi veya siyah boyandigi gozlendi .



3.5.2.2. immiinohistokimyasal inceleme

Kulturlere odontoblast farklilasmasi igin dentin fosfoprotein ve benzeri
tanimlama faktorleri ile kok hiicre tanimlayici pozitif ve negatif markirlar olan
STRO-1, CD105, C-KIT ve CD45 ile immunohistokimya protokoll uygulandi.
Bu amag ile proteinlere kargi antikorlar kullanilarak immunohistokimyasal

olarak tayin edildi.

Ornekler PBS’de hazirlanmis %4’lik paraformaldehid soliisyonu
(pH7,4) ile fikse edildikten sonra 3 kez 5’er dakika PBS ile yikandi. Daha
sonra %0,5’lik tripsin solUsyonu ile 5 dakika inkiube edildikten sonra yukarida
tarif edilen sekilde yikama islemi yapildi ve %3'lik hidrojen peroksit
(H20,) ile 30 dakika beklendi. 1 saat bloklama serumu ile inkiibe edilen
hicreler yikanmadan sadece serumun alinmasindan sonra STRO1, dentin
fosfoprotein primer antikorlari ile 18 saat boyunca inklbe edildi. Yikama
isleminden sonra "biotinlayted anti-mouse/antihumant” konjuge
edilmis streptavidin-horsedish  peroksidaz solisyonlari ile 30’ar dakika

boyandi (Zymed Histostain kit San Fransisco, A.B.D).

Her bir ikincil antikor 3 kez 5’er dakika PBS ile yikandiktan sonra
immun reaktiviteleri gorunur halde saptamak amaciyla diaminobenzidin
(DAB, Zymed, San Fransisco, A.B.D) ile 5 dakika boyandi. Primer antikorun
yerine PBS konarak negatif kontrolleri yapildi. Distile su ile yikama
isleminden sonra kapatma solisyonu (Histomount mounting solution,

Sanfransisco, ABD) ile kapatildi.



3.5.2.3. TUNEL immiinohistokimyasal inceleme

TUNEL yoéntemi ile apoptotik hicre élumlerinin belirlenmesinde "Dead
End Colorimetric TUNEL system, Promega G7130 Kkiti" kullanilarak 5 pm
kalinhgindaki parafin bloklardan alinan kesitlere uygulandi. Kesitler 1 gece
60°C’lik etlivde 1sI ile deparafinize edildikten sonra 1 saatte ksilen ile
kimyasal olarak deparafinize edildi. Azalan alkol serileri ile 2’ser dakika (%95,
%380, %70, %60) rehidratasyon uygulandiktan sonra dokular serum fizyolojik
ile oda i1sisinda 5 dakika (%0.85 NaCl) muamele edildi. 5 dakika PBS ile oda
Isisinda yikanan doku kesitleri %4'lik paraformaldehit ile 15 dakika oda
Isisinda fikse edildi. Daha sonra 5 dakika PBS ile oda i1sisinda yikandi. 1/500
oraninda PBS ile dille edilen 20-ug/ml proteinaz-K 20 dakika doku kesitlerine
uygulandi. PBS ile yikamayi takiben %4’luk paraformaldehit ile 5 dakika
yeniden fiksasyon yapildi. 5 dakika PBS ile oda isisinda yikanan kesitler,
5-10 dakika Equilibration buffer ile oda i1sisinda tutuldu. TdT-enzimi ile nemli
atmosferik ortamda 37 °C de 60 dakika plastik kapaklar kesitleri kapatacak
sekilde koyuldu. 15 dakikallk SSC yikamasinin ardindan 5 dakika PBS ile
oda 1sisinda yikandi. 3-5 dakika hidrojen peroksit uygulanmasini takiben
tekrar 5 dakika PBS ile oda isisinda yikandi. 1/500 oraninda PBS ile
hazirlanan Streptavidin HRP  solisyonu ile 30 dakika oda isisinda
inkUbasyona tabi tutuldu. 5 dakika PBS ile oda isisinda yikandi ve ardindan
DAB ile boyama yapilarak birkag kere distile su ile yikandi. Artalan boyamasi

Mayer’'s Hematoksileni ile yapildi.



Kor yontemle TUNEL pozitif hicreler saptanmaya calisildi, negatif
kontrol icin primer antikor yerine PBS, pozitif kontrol olarak da kitin iginde

olan apoptozis oldugu bilinen preparatlar kullaniidi.
3.5.2.4. Morfometrik Degerlendirme

immiinohistokimyasal ve morfometrik degerlendirmelerde preperatlara
boyanin yodunlugu ve dagilimina gére + (1), ++ (2), +++ (3), ++++ (4),
+++++ (5) olarak koérlemesine gore semi-kantitatif puanlama yapildi.

Ortalamalar istatiksel olarak degerlendirildi.
3.6. istatistiksel Degerlendirme

Her deney en az U¢ kere tekrarlandi. Calismalarin verileri, standart
sapma (SD) degerleri g6z Oninde bulundurularak rapor edildi. Tum
istatistiksel analizler, Graphpad 3.0 ile gerceklestirildi. Veriler, tek yonli
varyans analizi (one-way ANOVA testi) ve esli t-testi kullanilarak
degerlendirildi. Calisma ve kontrol gruplari arasindaki farklar icin, p<0.05

istatistiksel olarak anlamli sayild1.



BOLUM Ill

4. Bulgular

Oral kavitenin farkli bolgelerinden elde ettigimiz dental pulpa, dental
folikal, apikal papil, alveol kemik ve yag dokusu kdkenli MKH'lerin in vitro

ortamda karakterizasyon calismasi yapildi. izole edilen hiicreler;

1. morfolojik gérintumileri,

2. ¢ogalma ozellikleri,

3. eksprese ettikleri yuzey antijenleri ve

4. osteojenik/odontojenik  farklilasma kapasitelerine gére

tanimlandi.

4.1. Hiicrelerin Morfolojik Goruniimleri

Oral kavite kok hicrelerinin (OKKH) morfolojik 6zelliklerinin incelenmesi
icin alinan doku 6rneklerinde (DP, DF, AP, AK: n=6; YD: n=3) primer hlicre
kaltarlerinin (PO) sayisal esitsizliginin engellemesi ve farklilasma anlaminda
dengenin kurulmasi amaclanarak, hucreler pasaj 4 (P4) icin basarili bir
sekilde cogaltildi. Dental kokenli DP, AP, DF hucreleri ile dental kokenli

olmayan AK ve YD hucreleri inverted faz kontrast mikroskobu ile incelendi.

PO hcreleri ile P4 hlcrelerine ait morfolojik gortintilerin - mikroskobik
incelemesinde, benzer morfolojiye sahip olan ve fibroblast benzeri igsi veya
bipolar fenotip goOsteren adherent hucreler goézlendi (Resim 21). PO
kaltarinde ¢ogunlugunun fibroblastoid yapida oldugu gozlenen hucrelerin,

ilerleyen pasajlarda minimal oranda farklihk gostererek c¢ogaldigi; ancak



pasajlar arasindaki bu morfolojik farkhligin istatistiksel olarak anlamh bir

deger tasimadidi saptandi.

PO - DP x400 P4 - DP x400

PO - AP x400 P4 - AP x400

PO - DF x400 P4 - DF x400



PO - YD x400 P4 - YD x400

Resim 21. Oral kavitede farkli kaynaklardan elde edilen MKH'lerin
primer kultarleri (PO) ile pasaj 4 (P4) hicrelerinin karsilastiriimalari igin alinan

goruntulerde benzer morfoloji ve davranis izlendi.
4.2. Hiicrelerin Gogalma Ozellikleri

PO hucreleri in vitro kosullarda pasajlanarak kuiltir kaplarinda hcre
¢ogalmasi saglandi. Pasajlama iglemleri sirasinda, hicrelerin kiigik koloni
adaciklari olusturarak ¢ogaldiklari gézlenmesine ragmen farkli kaynaklardan
elde edilen hucre kulturleri arasinda kolonilesme baglaminda anlamli
farkliliklarin  olmadigi saptandi. Ancak PO ve P4 hicre kilturleri

degerlendirildigi zaman, ilerleyen pasajlarda primer hucre kulturlerine gore



hicrelerin daha belirgin bir sekilde koloni olusturma ve ¢odalma egiliminde

olduklari izlendi.

Hucre kolonileri ilk 7 glinde yavas, ilerleyen gunlerde ise artan bir hizla
cogaldiklari goraldu. Kolonilerin 7-14 gunlik surecgte semi-konfluent, 15-21

gunluk zaman dilimi arasinda ise konfluent olduklari gézlendi (Resim 22).

PO - DP x400 P4 - DP x400

PO - AP x400 P4 - AP x400

PO - DF x400 P4 - DF x400



PO - AK x400 P4 - AK x400

PO - YD x400 P4 - YD x400

Resim 22. Oral kavitede farkli kaynaklardan elde edilen MKH'lerin
primer kultarleri (PO) ile pasaj 4 (P4) hicrelerinin koloni seklinde ¢odalma
gosterdikleri konfluent htcre morfolojisinin inverted faz kontrast mikroskobu

goruntuleri

Yapilan MTT canlilik testinde, kilttire edilmis P4 hucrelerinin ¢ogalma
kapasiteleri istatistiksel olarak degerlendirildigi zaman, ilk sirada YD hucreleri
yer alirken bunu sirasiyla AP, DP, AK ve DF hicrelerinin izledigi saptandi

(Grafik 2).



P4 hicrelerinin MTT ile cogalma
kapasitesi

mDP AP LF W AR YD
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Grafik 2. P4 hucrelerinin MTT canhlik testi ile belirlenen c¢ogalma

kapasitelerinin istatistiksel olarak degerlendiriimesi

7-14. gunler arasindaki zaman diliminde gozlenen hicre g¢ogalma
kapasiteleri ile 14-21. gunler arasinda go6zlenen hicre c¢ogalma

kapasitelerinin farkli oldugu goézlendi.

Elde edilen istatistiksel degerlere goére YD (p<0,001) ve AP hcrelerinin
(p<0,05) diger kaynaklardan elde edilen hicrelere gore anlamli bir sekilde

daha hizli gogaldiklari goruldu.

4.3. Hucre Yiizey Antijenlerine Gore MKH'lerin Tespiti

P4 hicrelerinin 21. gin sonunda yapilan immunohistokimyasal
boyamalarinda, tim htcrelerin stromal kdkenli hiicrelere 6zgi olan STRO-1
(Resim 23), CD105 (Resim 24) ve C-KIT (Resim 25) antijenlerine karsi pozitif
boyandigi gozlendi. Ayrica P4'te elde ettigimiz hiucrelerin, hematopoetik kdk
hicre belirteci olan CD45 ile pozitif boyanma gdéstermedikleri izlendi

(Resim 26).



KR x400 DP x400

AP x400 DF x400

AK x400 YD x400

Resim 23. P4 hucrelerinin kontrol grubu (KR) primer antikor
kullanilmayan boyamalarda pozitif reaksiyon géstermezken, STRO-1 belirteci

ile dzgun bir bigimde pozitif olarak boyandiklari gdzlendi.



KR x400 DP x400

AP x400 DF x400

AK x400 YD x400

Resim 24. CD105 belirteg boyamasi yapilan P4 hicreleri kontrol grubu
ile karsilastirildiginda, P4 huicrelerinin 6zgin bir bigcimde pozitif olarak

boyandiklari goézlendi.



KR x100 DP x100

AP x100 DF x100

AK x100 YD x100

Resim 25. P4 hdcreleri C-KIT boyamasi agisindan KR ile
karsilastinldiginda, P4 hicrelerinin  6zgln bir bigimde pozitif olarak

boyandiklari goézlendi.



KR x400 DP x400

AP x400 DF x400

AK x400 YD x400

Resim 26. P4 hacrelerinin, bir hematopoetik kdk hicre belirteci olan

CD45 ile negatif olarak boyandiklari gdzlendi.

Oral kavitenin farkli bolgelerinden elde edilen hicre kaynaklari
kargilastirildiginda, YD ve DF hucrelerinin AK, AP ve DP hdcrelerine gore

daha yuksek oranda pozitif boyanma gdsterdikleri tespit edildi. Dental kokenli



DP, DF, AP hucreleri ile dental kokenli olmayan AK ve YD hicrelerinin birer
MKH olduklarinin tespiti icin calismada kullandigimiz yizey antijenlerini
eksprese ettikleri ve gruplar arasinda immunhistokimyasal boyanma

acisindan anlamli bir farklihk olmadigi saptandi (Grafik 3).

Belirgin bir bicimde konfluent olan, birbirlerine sikica yapisan ve koloni
adaciklari olusturarak ¢ogalan hicrelerin P4 safhasinda hicresel farklilasma

anlaminda en iyi agamada olduklari gozlendi.

P4 hiicrelerinin farkhlasma kapasitesi

HDP W AP

T

WAK mYD
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Grafik 3. OKKH kadlturindeki P4 hacrelerinin - belirteclere gore
farkhlasma kapasitelerinin benzer olduklari ve anlamh bir fark géstermedikleri

(p>0,05) saptandi.

4.4. Osteoblastik ve Odontoblastik Besiyeri Uygulamalari

OKKH farklilasmasinda P4 hdcrelerinin @ 21 glnlik inkibasyon
isleminde, osteoblastik besiyeri (OSBY) / odontoblastik besiyeri (ODBY)
uygulamalar ile hicrelerin osteoblastlara ve odontoblastlara farklilagmalari

basarili bir sekilde saglandi.



4.4.1. Osteojenik Farklilagma

OSBY uygulamasi ile hucrelerin az miktarda epiteloid morfolojide
olduklari goézlendi. Geriye kalan hucrelerin ¢gogunlugunun igsi veya bipolar

morfolojiye sahip olduklari izlendi (Resim 27).

KR x400 DP x400

AP x400 DF x400

AK x400 YD x400

Resim 27. P4 hicrelerinin OSBY'ndeki morfolojik gérinumleri



OSBY'ndeki P4 hucrelerinin gogalma kapasiteleri ile faktor eklenmemis
normal besiyeri ortamindaki htcrelerin ¢odalma kapasitelerinin benzerlik
gOsterdigi saptandi. Farkli kaynaklardan elde edilen P4 hucrelerinin gogalma
kapasiteleri incelendiginde ise, gruplarin birbirlerine benzerlik gosterdigi
ancak 21. gin sonunda YD hucrelerinin en ylksek cogalma kapasitesine
sahip oldugu ve YD hucrelerini sirasiyla AK ve AP hucrelerinin izledigi
goruldiu. OSBY'deki en duslk ¢ogalma kapasitesine sahip hicre grubu ise

DF kokenli hucreler oldugu saptandi.(Grafik 4).

P4 hiicrelerinin osteoblastik ¢ogalma kapasitesi
4
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Grafik 4. OSBY uygulamasi ile P4 hucrelerinin 3, 7, 14 ve 21.
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gunlerdeki cogalma kapasitelerinin istatistiksel olarak degerlendiriimesi

Kalturleme isleminin 4.haftasinda, primer kemik nodulleri olarak lameller
hicre disi kalsifikasyonun histokimyasal olarak gdsterilmesi amaciyla Alizarin
kirmizisi (Resim 28) ve Von Kossa (Resim 29) boyamalari yapildi. Ayrica,
osteojenik farklilasmanin geg¢ evrelerinin tanimlanmasi igin osteonektin

(Resim 30) ve dentin fosfoprotein (Resim 31) immun boyamalari yapildi.



Farklilasma surecinde osteoblast benzeri hicreler haline déntusen P4
hicrelerinin, altlarindaki matriksi koyulastirdiklari ve bu anlamda Alizarin

kirmizisi ile en iyi boyanmanin YD hucrelerinde oldugu gozlendi.

KR x400 DP x400

AP x400 DF x400

AK x400 YD x400

Resim 28. OSBY'ndeki P4 hlcrelerinin mineralizasyon igin belirte¢ olan

Alizarin kirmizisi ile boyama goérintuleri



P4 hdcrelerinin  ossifikasyon surecinde mineralizasyonu takiben
gerceklesen kalsiyum birikimi igin belirte¢ olan Von Kossa ile boyandiklari ve

en iyi boyanmanin YD hucrelerinde oldugu gozlendi.

AP x400 DF x400

AK x400 YD x400

Resim 29. OSBY'ndeki P4 hucrelerinin kalsiyum birikimi igin belirteg

olan Von Kossa ile boyama goruntuleri



P4 hucrelerinin osteonektin ile boyandiklari ve en iyi boyanmanin YD ve
AK hucrelerinde oldugu gézlendi. Buna karsin en az boyanma AP

hdcrelerinde gorulda.

AK x400 YD x400

Resim 30. OSBY'ndeki P4 hucrelerinin osteonektin ile boyama

goruntuleri



P4 hucrelerinin osteoblastlara yonlendirildikleri osteojenik besiyerinde
de dentin fosfoprotein ile boyandiklari ve en iyi boyanmanin YD, DF ve DP

hicrelerinde oldugu gozlendi.

KR x400 DP x400

AK x400 YD x400

Resim 31. OSBY'ndeki P4 hucrelerinin dentin fosfoprotein ile boyama

goruntaleri



immiinohistokimyasal incelemelerin sonucunda, P4 hiicrelerinin Alizarin
kirmizisi, Von Kossa, osteonektin ve dentin fosfoprotein belirte¢ boyamalari
g6z 6nlune alindiginda, en az boyanmanin dentin fosfoprotein belirtecinde

oldugu goriildi.

OKKH kultirinde osteoblastik besiyeri uygulamasi ile P4 hucrelerinin
farkhlasma potansiyelleri incelendiginde, gruplarin birbirine benzer olduklari
ancak YD hicrelerinin diger gruplara goére daha ustin oldugu saptandi.
OSBY'nde farklilasma anlaminda YD hacrelerini AK hicrelerinin izledigi

goruldu (Grafik 5).

P4 hiicrelerinin osteoblastik farklilasma kapasitesi
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Grafik 5. P4 hucrelerinin OSBY'deki farklilasma kapasitelerinin belirtec

ORT+55

boyamalarina gore istatistiksel olarak degerlendiriimesi



4.4.2. Odontojenik Farklilagsma

ODBY uygulamalari ile odontoblastlara yonlendirilen hicrelerin epiteloid
morfolojide olanlarinin, igsi ve bipolar morfolojiye sahip olan hlicrelere oranla

daha fazla oldugu gozlendi (Resim 32).

KR x400 DP x400

AK x400 YD x400

Resim 32. P4 hicrelerinin ODBY'ndeki morfolojik gérintumleri



P4 hacrelerinin OSBY'ndeki igsi ve bipolar morfolojik goéruntulerinin
aksine ODBY'de epiteloid morfolojideki hlcre goérintisinin daha baskin
oldugu goézlendi. Hucrelerin koloni olarak ¢ogalmalari ise, OSBY ortamindaki
hiucrelere benzer sekilde gergeklestigi goruldu. Ayrica P4 hucrelerinin
odontoblastik besiyeri ortamindaki ¢cogalma kapasiteleri faktér eklenmemis

normal besiyeri ile benzer sekilde oldugu goruldi.

OKKH kultirindeki P4 hicrelerinin odontoblastlara ydnlendiriimelerini
saglayan odontoblastik besiyeri ortaminda hicrelerin ¢gogalma potansiyelleri
incelendiginde ise, gruplarin birbirine benzerlik gosterdikleri ve YD
hlcrelerinin en yuksek ¢cogalma kapasitesine sahip olduklari saptandi. Buna

karsin en dusuk cogalma kapasitesi AK hucrelerinde gozlendi (Grafik 6).

P4 hiicrelerinin odontoblastik cogalma kapasitesi
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Grafik 6. ODBY uygulamasi ile P4 hicrelerinin 3, 7, 14 ve 21.
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gunlerdeki ¢cogalma kapasitelerinin istatistiksel olarak degerlendiriimesi



Farkhlasma belirteglerinden Alizarin kirmizisi (Resim 33), Von Kossa
(Resim 34), osteonektin (Resim 35) ve dentin fosfoprotein (Resim 36) ile
yapilan immunohistokimyasal hicre boyamalarinda, en az boyanmanin

osteonektin belirtecinde oldugu gozlendi.
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KR x400 DP x400

AK x400 YD x400

Resim 33. ODBY'ndeki P4 hicrelerinin Alizarin kirmizisi belirteci ile

boyanma goruntuleri



ODBY uygulamasi ile odontoblast benzeri hlcrelere farklilasan P4
hicrelerinin Von Kossa boyamasina pozitif yanit verdikleri gézlendi. Hucre
gruplan arasinda yapilan degerlendirmede ise DF hicrelerinin en iyi

boyanma gosterdigi saptandi.

KR x400 DP x400

AP x400 DF x400

AK x400 YD x400

Resim 34. ODBY'ndeki P4 hicrelerinin Von Kossa belirteci ile boyanma

goruntuleri



P4  hdcrelerinin - odontoblastlara  yonlendirildikleri  odontojenik
besiyerinde de osteonektin ile boyandiklari ve en iyi boyanmanin YD

hicrelerinde oldugu gozlendi.

AK x400 YD x400

Resim 35. ODBY'ndeki P4 hicrelerinin osteonektin belirteci ile

boyanma goruntuleri



P4 hicrelerinin  dentin  fosfoprotein ile boyandiklari ve en iyi
boyanmanin YD hucrelerinde oldugu goézlendi. Buna karsin en az boyanma

AK hucrelerinde goraldu.

AK x400 YD x400

Resim 36. ODBY'ndeki P4 hucrelerinin dentin fosfoprotein belirteci ile

boyanma goruntuleri



OKKH kultarinde odontoblastik besiyeri uygulamasi ile P4 hicrelerinin
farkhlasma potansiyelleri incelendiginde gruplarin birbirine benzerlik
gosterdikleri ancak YD hucrelerinin diger hlcre gruplarina oranla daha Ustin
oldugu saptandi. Odontoblastik farklilasma anlaminda YD hcrelerini DP ve

DF hucrelerinin takip ettigi gozlendi (Grafik 7).
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Grafik 7. P4 hicrelerinin ODBY'deki farklilagsma kapasitelerinin belirteg

boyamalarina gore istatistiksel olarak degerlendiriimesi



BOLUM IV

5.TARTISMA

Gunumuzde hastalikl ya da hasar gérmuUs hicre, doku ve organlarin
biyolojik iglevlerinin geri kazandiriimasini amaglayan hucre esasli tedavilerde
mezenkimal kok hucreler giderek onem kazanmaktadir. Yakin bir gegmise
dayanan deneysel arastirmalardan sonra hematopoetik kdk htcreler akut
l6semi, lenfoproliferatif hastaliklar, hemoglobinopatiler ve kalitsal metabolik

hastaliklarin tedavisinde yuksek bagari oranlari ile uygulanmaktadir.

Embriyonik kdk hucrelerin in vitro ortamda sinirsiz bir bigimde ¢ogaltilip
istenilen hicre tipine farkllastiriimalari ve somatik hlcre g¢ekirdek transferi
yontemi ile kisiye 0Ozel Uretim gercgeklestirilebilmektedir. Ancak in vivo
ortamda yerine gececekleri hucrelerde yeterli diuzeyde benzerlik tagimalarini
saglayacak sekilde tekrarlanabilir ve etkin farklilasabilmeleri hala énemli bir

sorun olarak belirtiimektedir.

Belirli bir doku karakteri tagimayan MKH'ler, bulunduklar lokal
mikrogevre ortamindaki bazi sinyallerin etkisiyle basta konnektif doku olmak
uzere ¢ok cesitli hiicre tiplerine farklilasabilmektedir. Farkhlasan bu hicreler,

hasarli olan bolgeye go¢ ederek doku tamirinde rol oynarlar (47,64).

Ancak, gunumuzde bazi arastirmacilar MKH'lerin elde edildikleri dokuya
gore farkh biyolojik 6zellikler tasidiklari fikrini savunmaktadir. Bu distunceden
yola cikilarak spesifik bir dokunun tamiri i¢cin hasarli dokuya 6zgu kok
hicrelerin elde edilmesi ve kullanimina yonelik calismalar gindeme gelmigtir

(2,57,105,130,133).



Tugdlu ve arkadaslari 2010 yilinda yaptiklari hayvan ¢alismasinda, sigan
mandibulasinda olusturduklari defektlerin iyilesme slrecini incelemislerdir.
Kemik iligi stromal hcrelerini osteojenik farklilagsmaya yonlendirerek hidroksi
apatit jel ile kombine olarak kullanmiglar ve hasarli bodlgedeki iyilesme

surecinin daha hizl ve etkin oldugunu belirtmiglerdir (118).

MKH'lerin bulunduklari dokulardan yeterli sayida elde edilmeleri oldukga
gugtar. Gerek klinik uygulamalar gerekse temel bilim arastirmalarinda yeterli
hicre sayillarina ulagsabilmek i¢in in vitro ortamda c¢ogaltilmalar
gerekmektedir. Kiltir ortaminda c¢ogaltilan MKH'ler 1sik veya faz kontrast
mikroskobu ile incelendiginde hicrelerin i§ seklinde fibroblast benzeri hicre
topluluklari olduklari belirtiimektedir. Hucreler duguk konsantrasyonlarda
kiltire edildiginde koloni formasyonuna meyil ederken ylksek hicre
yogunlugunda ise yanyana dizilmis hucre gruplari seklinde c¢ogaldiklari

bildiriimektedir.

Bizde caligmalarimizda minimal invaziv yontemlerle elde edilen doku
ornekleri, laboratuvar ortaminda kultire edilerek fibroblast benzeri stromal
morfolojiye sahip MKH'ler elde ettik. Primer kultlrlerdeki sayisal esitsizligin
ortadan kaldinimak, homojen hicre kiltiri elde etmek ve pasaj sayisinin
artmasiyla birlikte hicrelerde sitogenetik bozukluk ve telomer kisalmasi
gelisebilecegini belirten arastirmacilarin uyarilarini dikkate alarak g¢ogdaltma
islemini pasaj 4 (P4)'te sonlandirdik. PO' a gore ilerleyen pasajlarda
hicrelerin daha fazla kolonilesme gosterdiklernii ve ¢ogalma kapasitelerinin
daha ylUksek oldugunu goézledik. Pasajlar arasinda hucrelerin  morfolojik

gorunumlerinin istatistiksel olarak anlaml bir deger tagsimadigini saptadik.



Karadz ve arkadaslarinin yaptiklari ¢alismada, 8 haftalik Wistar
siganlarinin femur ve tibialarindan izole edilen kemik iligi kdkenli MKH'ler in
vitro ortamda pasaj 25'e kadar cogaltiimistir. inkiibasyonun ilk giinlerinde
MKH'lerin kualtar kaplarina seyrek olarak yapistigi ve hucrelerin igsi
gbérinimde  fibroblastoid  morfolojiye  sahip  olduklari  gbézlenmigtir.
inkiibasyonun 3-4. gunii hicrelerin kiicik koloniler halinde cogdaldiklari
izlenmistir. Codalma devam ederken hiucrelerin birbirleri ile bitisik ve
badlantii  bicimde kolonileserek konfluent gdrinim kazanmasinin
inkiibasyonun 12-15. giinlerine denk geldigi belirtiimistir. ilerleyen pasajlarda
hicrelerin biraz daha yassi veya fibroblastoid morfolojiye sahip olduklar
g6zlenmis ve bu gorintinin 25.pasajda da herhangi bir farklilik géstermedigi

rapor edilmistir (50).

Bakopoulou ve arkadaslari, gomuk 3. azi dislerinden izole ettikleri
dental pulpa ve apikal papil hiucrelerinin gogalma kapasiteleri bakimindan
birbirlerinden farkli olduklarini rapor etmislerdir. Apikal papil hlcrelerinin
konfluent olma slresinin dental pulpa hicrelerine gore daha kisa oldugu,
dolayisiyla ¢ogalma kapasitelerinin de bu veri ile paralellik gosterdigi

belirtiimistir. Bu durumun 10. pasajda da farklihk géstermedigi saptanmistir

(6).

Ikeda ve arkadaglarinin yapmis oldugu calismada, sUrmus ya da
gémulld 3. buylk azi disi bulunan 5 hastadan alinan dis érneklerinden izole
edilen dental pulpa ve periodontal ligament kdkenli MKH'ler in vitro ortamda
cogaltimistir. Cogaltilan bu MKH'lerin 1. ve 3. glnlerdeki ¢ogalma

kapasitelerinin benzerlik gosterdigi, ancak 5., 7. ve 9. glnlerde periodontal



ligament kokenli hlcrelerin ¢ogalma kapasitelerinin dental pulpa kokenli

hicrelere gore minimal dizeyde de olsa ustunlik gosterdigi bildirilmistir (46).

Dental dokular ile kemik iliginden elde edilen MKH'lerin in vitro
kosullarda yapilan analizlerine goére, dental kdkenli hcrelerin ¢odalma
kapasitelerinin kemik iliginden izole edilen hicrelere oranla anlamli derecede
ustiin olduklari Tamaki ve arkadaslari tarafindan rapor edilmigtir. Ayni
calismada dental dokular Gzerinde yapilan degerlendirmeye goére, ¢ogalma
kapasitelerinin sirasiyla dental folikil, apikal papil, periodontal ligament ve

dental pulpa hucreleri seklinde oldugu bildirilmistir (112).

inceledigimiz DP, DF, AP, AK ve YD gibi farkl kék hicre kaynaklarina
dair hidcre kultdri orneklerini  karsilastirdigimizda, c¢ogaltiima islemi
esnasinda gozlenen kolonilesme oraninda anlamli bir fark gézlemedik. Ancak
yaptigimiz MTT canlilik testine gore hucrelerin ¢ogalma potansiyelleri ele
alindiginda 21 gunlik inkibasyon suresinin sonunda YD hucrelerinin diger

kaynaklardan elde edilen hicrelere gore daha Ustin oldugunu saptadik.

insan kaynakl gédmiik 3.biiyiik azi dislerinden izole edilen dental pulpa,
dental folikul, periodontal ligament kdkenli hiicreler ile bukkal mukoza kdkenli
fibroblastlara yonelik karakterizasyon c¢alismasi Lindroos ve arkadaslari
tarafindan rapor edilmistir. Calismada dental kdkenli hucreler 4 kez, bukkal
mukoza fibroblastlari ise 6 kez pasajlanarak c¢ogaltilmistir. Cogaltilan
hiicrelerin STRO-1, CD9, CD29, CD105, CD59, CD90, CD44, CD106,
CD166 yuzey antijenlerini eksprese ettikleri gézlenmistir. Bunun aksine
hematopoetik kdk hucre belirteci olan CD31 ve CD45 gibi antijenlerden

yoksun olduklari bildirilmistir (65).



Yagyuu ve arkadaslarinin yaptigi ¢alismada ise, insan kaynakli dental
folikil ve dental papilladan izole edilen MKH'lerin CD90 ve CD105
antijenlerinin pozitiflik oraninin %95'in Gzerinde oldugu, bunun aksine CD34
ve CD45 antijenlerinin pozitifik oraninin ise %3'den daha az oldugu

belirtiimigtir (125).

Zuk ve arkadaglarinin yapmis oldugu calismada, lipoaspirasyon
yontemiyle alinan yag dokusu hucrelerinin kultire edilmesiyle elde edilen
MKH'lerin flow sitometrik ydntemle eksprese ettikleri ylizey antijenleri
incelenmigtir. Calismanin sonucuna goére yad dokusu kokenli MKH'lerin
CD29, CD44, CD71, CD90, CD105 ve STRO-1 antijenlerini eksprese ettikleri,
ancak CD31, CD34 ve CD45 antijenlerine karsi ekspresyon gdstermedikleri

rapor edilmistir (134).

Strem ve arkadaslarinin yagd dokusundan izole edilen MKH'lerin
karakterizasyonlarini ve multipotent farklilasma kapasitelerini inceledikleri
calismada, CD105, STRO-1, CD166 antijenlerinin yanisira CD117, CD29 ve

CD44 antijenlerini eksprese ettikleri belirtilmigtir (111).

Elde edilen hicrelerin MKH olduklarini tespit edebilmek igin STRO-1,
CD105 ve C-KIT (CD117) boyamalarini yaptik ve hicrelerin bu ylzey antijen
belirteclerine karsi pozitif yanit verdiklerini izledik. Ozellikle YD ve DF
hicrelerinin diger kaynaklardan elde edilen hucrelere nazaran daha yogun
olarak boyandiklarini goérdik. Ayrica hematopoetik kdk hicre belirteci olan
CD45 boyamasina karsl hucrelerin pozitif olarak boyanmamalari da, bu

hicrelerin MKH olduklarinin diger bir belirtisi olarak disunaldi. Elde ettigimiz



bulgular yukarida bahsedilen c¢alismalarin  bulgulari ile paralellik

gOstermektedir.

MKH'lerin klinik kullanim acgisindan en énemli avantajlarindan birisi de
kaltdr ortamina eklenen faktorlerin yardimiyla farkh doku tiplerindeki
hicrelere farklilasabilmesidir (59,95). Cesitli arastirmacilarin in vitro ortamda
yaptiklari ¢alismalarda, MKH'lerin osteojenik, adipojenik, kondrojenik,
myojenik ve hatta ndrojenik farklilasma kapasitelerinin oldugu ve

hematopoetik stroma olusturabildikleri rapor edilmistir (14,88,95,123).

Liu ve arkadaslari, ortodontik amagli ¢cekim endikasyonu konulmus,
gomuk 3. buyuk azi diglerinden elde ettikleri dental pulpa ve periodontal
ligament kokenli MKH'lerin osteojenik ve odontojenik farkhlasma
kapasitelerini degerlendirmek igin; hucrelerin Von Kossa boyamasina
verdikleri yanit ile ALP aktivitelerini incelemiglerdir. Mineralizasyon
depolanmalarinin  gozlendigi dental pulpa ve periodontal ligament
hicrelerinin Von Kossa belirteci ile pozitif olarak boyandiklari gozlenmis,
ancak periodontal ligament hucrelerinde gozlenen mineral nodullerinin daha
yogun bir bicimde izlendigi bildirilmistir. ilerleyen pasajlarda da kalsiyum
birikimine bagli olusan mineralizasyonun, periodontal ligament hicrelerinde

anlamli derecede yuksek oldugu rapor edilmistir (66).

Cui ve arkadaslari, 2007 yilinda kdpek yad dokusundan elde ettikleri
MKH'leri mercan skaffold ile kombine uygulayarak daha 6énceden olusturulan
kraniyal defektin tamirini gergeklestirmislerdir. Osteojenik indUksiyon
uygulanan hucrelerin ALP aktiviteleri incelenmis olup 14. ginde maksimum

seviyeye ulastigl rapor edilmistir. 14. ginden sonra ALP aktivitesinin stabil



konuma geldigi bildirilmistir. Osteokalsin sekresyonu degerlendirildiginde ise,
osteojenik induksiyon sonrasinda artmaya baslayan ve 28. gune kadar
azalma gdstermeyen bir grafik izlenmigstir. Kontrol grubu incelendiginde ise,
7. gune kadar ALP aktivitesi ve osteokalsin sekresyonunda artis
g6zlenmesine ragmen 7. glinden sonra her iki parametreninde sinerjistik

olarak azaldigi bildirilmistir (19).

Gosau ve arkadasglarinin 2012 yilinda yapmis olduklari insan
calismasinda, daimi ve sut diglerden izole edilen AP ve SHED kokenli
MKH'lerin odontoblastik besiyeri uygulamasinin ardindan ALP aktiviteleri
degerlendirilerek farkhlasma kapasiteleri irdelenmistir. Bu degerlendirmede
hlcreler, Alizarin kirmizisi ile boyanarak odontoblastik markirlar olan dentin
sialo fosfoprotein, dentin matriks protein-1, bone sialoprotein ve osteokalsin
ekspresyonlari incelenmistir. Farklilasmanin 7. gininde DMP-1 ekspresyonu
sadece AP hicrelerinde gozlenmistir. Buna karsin BSP ekspresyonu ise
sadece SHED hticrelerinde gorulmustur. Diger markirlarin ekspresyonlarinda
ise her iki hiucre kiltirinde de benzer sonuglara rastlanmistir. Calismanin
sonucunda farkli hicre kulturleri arasinda mineralizasyon agisindan anlamli
farkhliklar saptanmamis olup hicrelerin basarili bir sekilde odontoblastlara

farkhlastiklari bildirilmistir (35).

Deri, kemik iligi ve dental folikil dokularindan izole edilen MKH'lerin
osteojenik farklilagsma kapasitelerinin incelendigi ¢alismada, Alizarin kirmizisi
ve Von Kossa boyamalari ile mineralizasyon tanimlamasi yapilmistir. 2012
yihinda Park ve arkadaslar tarafindan gercgeklestiriien bu ¢alismada,

osteojenik tanimlama islemi, in vitro olarak elde edilen MKH'lerin kultirleme



isleminin 4. haftasinda in vivo olarak scaffold Uzerinde farelere subkutandz
olarak implante edilmesiyle gercgeklestiriimistir. Kemik iligi ve dental folikul
kOkenli dokulardan izole edilen hucrelerin yuksek oranda osteokalsin ve
osteonektin eksprese ettikleri gézlenmistir. In vivo implantasyondan 4 hafta
sonra yapilan radyolojik incelemeler sonucunda, deri dokusundan elde edilen
hicre grubunun kontrol grubuna gore farklilik géstermedigi rapor edilmigtir.
Diger hucre gruplari incelendigi zaman radyolojik densitenin kontrol grubuna
gore anlamh derecede farklilik gosterdigi belirtilmistir. Kalsiyum birikimleri
degerlendirildiginde ise, en fazla birikimin dental folikll kdkenli MKH'lerde

gorildiga bildirilmisti (91).

16 ile 18 yaglari arasindaki 3 donorden ¢ekilen gomuk 3. azi diglerinden
izole edilen dental pulpa ve apikal papil kokenli MKH'lerin odontojenik
farkhlasmalari arastirlmistir.  Bakopoulou ve arkadaslari tarafindan
gerceklestiriien bu calismada, hicreler 0.01 mM deksametazon disodyum
fosfat, 1.8 mM monopotasyumfosfat ve 5mM b-gliserofosfat faktorlerinin
besiyerine eklenmesiyle induklenmistir. 3-4 gunde bir besiyeri degistirilen
hicreler 3 hafta boyunca kiltire edilmistir. Farkhlastirma isleminin
2. haftasinda odontojenik farklilasma markiri olan dentin sialofosfoprotein
ekspresyonunun ve yeni mineralize olmus dentin benzeri yapilarin gézlendigi
bildirilmistir. Indiiklenmeyen grupta yer alan kontrol hiicrelerinde ise ¢ok
dusuk duzeyde dentin sialofosfoprotein ekspresyonu goézlenmistir. Apikal
papil hacreleri ile dental pulpa kdkenli hicreler karsilastirildiginda, apikal
papil hicrelerinin dentin sialofosfoprotein ekspresyonunda gecikme oldugu

rapor edilmistir (6).



Yapmis oldugumuz ¢alismada kultlir ortamina ostejenik ve odontojenik
besiyeri ekleyerek, elde ettigimiz MKH'lerin osteoblastlara ve odontoblastlara
farkhlagsmalarini gozledik. Farklilagsma sagladiktan sonra DP, AP, DF, AK ve
YD dokularindan izole edilen MKH'lerin osteoblastik ve odontoblastik
besiyerindeki cogalma kapasitelerini dederlendirdik. Pasaj 4 sonunda elde
edilen hucrelerin, osteoblastik ve odontoblastik besiyeri ortamindaki gogalma
kapasitelerinin  faktdér eklenmemis normal besiyeri ile benzer sekilde
oldugunu saptadik. Farkli kaynaklardan elde edilen hucreler kendi aralarinda
karsgilastirildiginda ise hem osteoblastik hem de odontoblastik besiyerindeki
¢ogalma kapasitesi en yuksek olan grubun YD kokenli MKH'ler oldugunu

tespit ettik.

Odontoblastik ve osteoblastik besiyerlerinde c¢ogaltilan hicrelerin
Alizarin kirmizisi, Von Kossa, osteonektin ve dentin fosfoprotein gibi
farkhlasma belirtecleri ile boyamalarini yaptik. Farkli dokulardan elde
ettigimiz tim hdcrelerin pozitif boyanma goésterdiklerini ve en iyi boyanan

hdcre grubunun YD kdkenli MKH'ler oldugunu gorduk.

Oral kavitenin farkli bolgelerinden elde edilen néral ark kdkenli MKH
kaynaklarinin karakterizasyonlarini yaparak osteoblastik ve odontoblastik
farkhlasma kapasitelerini degerlendirdik. Elde ettigimiz sonuglara gore,
ektomezenkimal kokenli AP, DP, DF, AK ve YD hucrelerinin ¢gogalma ve
farkhlasma  kapasiteleri literatirdeki ¢ogu c¢alisma ile paralellik

gOstermektedir.

Oral kavitede MKH kaynagi olabilecek dokularin birbirlerine gore

ustunluklerini degerlendirdigimiz zaman hem ¢ogalma hem de osteojenik ve



odontojenik farklilasma anlaminda en Ustin olan grubu YD kokenli MKH'ler
olarak saptadik. Osteoblastik besiyeri uygulamasinda ¢ogalma ve farklilasma
anlaminda YD hucrelerini AK kokenli hucreler takip ederken, odontoblastik
besiyeri uygulamasinda ise bu durumun DP ve DF hucrelerinin lehine

oldugunu gozledik.



BOLUM VvV

6. SONUGLAR VE ONERILER

Calismamizda elde edilen bulgulara goére; oral kavitenin farkl
bdlgelerindeki dental kdkenli olan / olmayan dokulardan basaril bir sekilde
izole edilen hucrelerin, spesifik ylzey antijenlerini eksprese edebilme, plastik
yuzeylere yapisabilme ve farkli hicre tiplerine (osteoblast, odontoblast)
farkhlasabilme gibi MKH tanimlamasindaki temel kriterlerin hepsine sahip

olduklari gozlendi.

Elde edilen farkli doku o&rneklerindeki hucrelerin  morfolojik olarak
fibroblastoid gérinime sahip olduklari ve birbirleri ile karsilastirildiklarinda bu
baglamda aralarinda anlamh farklihklar olmadigi goéruldl. Yapilan
karakterizasyon calismamizda ise; hicrelerde STRO-1, CD105, C-KIT ylizey
antijenlerinin ekspresyonu goézlenmis olup hucrelerin hematopoetik kok hucre
belirteci olan CD45 ile pozitif boyanmadiklari saptandi. Bu baglamda da farkh
dokulardan izole ettigimiz hlcreler arasinda belirgin bir farklihga rastlanmadi

ve literaturdeki diger caligsmalar ile benzerlik gosterdigi saptandi.

Kaltdr ortamina ekledigimiz faktoérlerin yardimiyla osteojenik ve
odontojenik indikleme vyapilan farkli doku kokenli hicrelerin Alizarin
kirmizisi, Von-Kossa, osteonektin ve dentin fosfoprotein boyamalarina pozitif
yanit verdikleri go6zlendi. Hucre kultir gruplari arasinda yaptigimiz
degerlendirmede ise; yanak yag dokusundan izole ettigimiz hlcrelerin diger
dokulardan koken alan hucrelere gore her iki besiyerinde de hem ¢ogalma

hem de farklilagsma kapasitelerinin anlamli derecede Ustin olduklari saptandi.



Bu sonucglardan yola c¢ikarak; maksillofasiyal boélgede ve diglerde
meydana gelen defektlerin tamirinde yanak yag dokusunun alternatiften
ziyade temel bir MKH kaynagi olabilecegi diistiniildii. intraoral girisimle kolay
bir bicimde ulasilabilir olmasi, rutin oral cerrahi islemlerle (sinUsplasti
operasyonlarl) veya minimal invaziv yodntemlerle elde edilebilmesi
(liposuction, lipoaspirasyon) ve buna bagh olarak dondr sahada gelisebilecek
olasi morbidite riskinin sifira yakin olmasi, yanak yagd dokusunun &énemli
avantajlari olarak sayilabilir. Ayrica diger kaynaklarda da oldugu gibi her
yasta ve istenilen miktarda elde edilebilmesi sebebiyle, kok hucre
bankalarinda saklanma zorunlulugunun bulunmamasi da maliyet agisindan

blyUk avantaj olarak dusunulebilir.



BOLUM VI
OZET

ORAL KAVITEDE FARKLI KAYNAKLARDAN ELDE EDILEN
ORNEKLERDEKi KOK HUCRE POTANSIYELLERININ ARASTIRILMASI:

DENEYSEL CALISMA

KOk hucreler insan vucudunda butun dokulari ve organlari olusturan
temel hucrelerdir. Mezenkimal kok hicreler, rejenerasyon kapasiteleri,
immunsupresif 6zelikleri ve destek doku olusturabilme yetenekleri nedeniyle
hicresel tedavi uygulamalarina umut vermekte olup, glinimize kadar higbir
sakincasinin gorulmemis olmasi oldukga anlam tagsimaktadir. Kemik iligi
basta olmak Uzere bircok dokudan elde edilebildikleri gibi maksillofasiyal

bdlgede de MKH izolasyonu ile ilgili bir¢ok literatlr galismasi bulunmaktadir.

Calismada oral kavitenin MKH icin potansiyel bir kaynak olabilecegi
dusundlerek bu bolgedeki farkli kaynaklardan elde edilen hicrelerin
arastirimasi amacglandi. Denta pulpa, dental folikil, apikal papil, alveolar
kemik ve vyanak yad dokusundan alinan oOrneklerdeki kok hucre
potansiyellerinin yanisira bu hicrelerin osteojenik ve odobtojenik farklilasma

kapasiteleri karsilastirildi.

Calismaya, ortodontik tedavi goéren ve profilaktik olarak c¢ekim
endikasyonu konulmus, kdk gelisimini tamamlamamis gomuk 20 yas disi olan
6 hasta (18-24 yas) ile birlikte Ust ¢cene arka bolge dis ¢cekimine bagli olusan
sinus perforasyonu bulunan 3 hasta (18-24 yag) dahil edildi. Cekim sirasinda

yapilan osteotomi iglemi ile birlikte yaklagik 2mm x 2mm x 1mm boyutlarinda



alveol kemik dokusu ornekleri alindi. Ayrica c¢alisma dahilinde sinls
perforasyonu gozlenen hastalarda, yanak yag dokusu flebi kaydirilarak rutin
sinUs kapatma iglemi uygulandi. Bu islem sirasinda vyaklasik 5mm
uzunlugunda yag dokusu érnekleri de elde edildi. incelenmek Uizere alinan
dental pulpa, dental foliklil, apikal papil, alveol kemik ve yag dokusu
orneklerinden htcre kualtird yapildi ve tim oérneklerden adhezyon o6zelligi
gosteren mezenkimal kok hicreler izole edilerek kultir besiyerinde dérdincu
pasaja kadar g¢ogaltildi. immiinohistokimyal yéntem ile hiicrelerin STRO-1,
CD105 ve C-KIT igin immunofenotipleri tanimlandi. Farklilasma belirtecleri
olarak  Alizarin  kirmizisi ve  Von-kossa  boyamalari  yapildi,
immunohistokimyasal inceleme ile osteonektin ve dentinfosfoprotein

tanimlamalari gergeklestirildi.

Oral kavitedeki bes farkli kaynaktan elde edilen mezenkimal kok
hicrelerin belirtecler agisindan STRO-1, CD105 ve C-KIT igin herhangi bir
fark olusturmadiklari ve hatta benzer bulunduklari gorilda. Kultir besiyeri
faktorleri ile yapilan farklilasma deneylerinde ise elde edilen kdk hiicrelerin
osteojenik ve odontojenik farklilasma kapasitelerinin bulundugu ve en iyi

farklilagsmanin yag dokusu kokenli hiicrelerde oldugu goruldu.

Elde edilen sonuglar, diger yontemlere gére daha minimal invaziv
metodla elde edilebilir olmasi ve defekt bolgesine olan komsulugu agisindan
avantaj saglayan oral kavitedeki hucre kaynaklarinin énemli bir mezenkimal
kok hlcre kaynagi olabilecedi duslncesini ortaya koymus ve yanak yag

dokusu kokenli hicrelerin en ideal MKH kaynagi olabilecedi kanitlandi.



Anahtar Kelimeler: Mezenkimal kdk hticre, yanak yag dokusu, alveol kemik,

dis, osteoblast, odontoblast, farklilasma.



SUMMARY

STEM CELLS POTENTIALS DERIVED FROM DIFFERENT SOURCES OF

THE ORAL CAVITY: AN EXPERIMENTAL STUDY

Stem cells form the basis of all tissues and organs in humans.
Mesenchymal stem cells are utilized in cellular therapy due to their
regenerative potentials, immune suppressive properties and ability to form
connective tissue. Bone marrow and some other tissues can be used as a
source of stem cells and their isolation from maxillofacial region is extensively

studied in the literature.

This study aims to investigate stem cells obtained from various tissues
accessible through the oral cavity. The potential for obtaining stem cells from
dental pulp, dental follicle, apical papilla, alveolar bone and buccal fat pad is
investigated as well as the osteogenic and odontogenic differentiation

potential of these stem cells.

Tissue samples were obtained from 6 patients (aged 18 to 24) who
were scheduled for removal of their impacted wisdom teeth with incomplete
root formation, and 3 patients (aged 18 to 24) that were surgically treated for
the oro-antral communication that occurred as a consequence of maxillary
posterior teeth extraction. Bone samples measuring 2mm x 2mm X 1mm
were obtained from alveolar bone during the osteotomy made for the removal
of impacted wisdom teeth. Buccal fat pad samples were obtained during the
two-layered (buccal fat pad and mucoperiosteal flaps) surgical closure of oro-
antral communications. Dental pulp, dental follicule and apical papilla were

also harvested from the removed wisdom teeth. Tissue samples were



processed for cell culture and stem cells with adhesive properties were
isolated and cultured for 4 passages. Most common of MSC's markers, such
as STRO-1, CD105 and C-KIT were expressed in all group of cells.
Differentiation of the cultured stem cells were identified by Alizarin red and
Von-Kossa staining. Osteonectine and dentinephosphoprotein identification

were done by immunohistochemical analysis.

Stem cells obtained from 5 different sources in the oral cavity were
identified to be similar. Osteogenic and odontogenic differentiation potential

of stem cells obtained from fat tissue were found to superior to other tissues.

Results of this study show that oral tissues are an important source of
stem cells and that they can easily be obtained less invasively within close

proximity to maxillofacial deffect sites.

Key words: Mesenchymal stem cells, buccal fat pad, alveolar bone, tooth,

osteoblast, odontoblast, differentiation.
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