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OZET

DiS PULPASI KOK HUCRELERININ
IN VITRO EPITELYAL VE FIBROBLASTIK

HUCRELERE FARKLILASMASI

ABIDIN, Belma Melda

Yiiksek Lisans Tezi, Biyoteknoloji Anabilim Dali
Tez Danigsmani: Prof. Dr. S. ismet Deliloglu GURHAN
Ikinci Tez Danigmani: Prof. Dr. Erdal KARAOZ
Kasim 2009, 112 sayfa

Hiicresel tedavi ve doku/organ miihendisligi uygulamalari i¢in dis pulpasi
kaynakli kok hiicreler (DP-KH) 6nemli bir potansiyele sahiptir. Bu ¢alismanin
amaci, onceki caligmalarda norojenik, adipojenik, miyojenik,
odontojenik/osteojenik farklilagmalar1 gosterilen iDP-MKH’lerin fibroblastik ve

epitelyal hiicre dizilerine farklilagsma potansiyelinin belirlenmesidir.

Bu arastirmada, lokal anestezi altinda ¢ekilen gomiik yirmi yag disleri (n=5)
kullanilmistir. Ag¢iga ¢ikarilmis olan pulpa dokusu kollajenaz ile sindirilme
isleminden gecirilerek ayrigtiritlan hiicreler uygun besi ortaminda kiiltlire
alinmistir. Her pasaj sonrasi (P1’den P5’e kadar) akis sitometri cihazinda ve
immunohistokimyasal (IHK) yontemler ile immunofenotipleme c¢alismalari
gerceklestirilmistir. Bu caligmalar sonucunda, iDP-MKH’lerin hematopoetik
hiicre belirteglerini (CD14, CD34, CD45, CDI117, HLA-DR gibi) eksprese
etmedikleri, buna karsin MKH belirte¢leri CD13, CD44 ve CD90 i¢in yiiksek
diizeylerde pozitif olduklar tespit edilmistir. Ayrica, iDP-MKH’lerin vimentin,
fibronektin, a-diiz kas aktin, beta-tubulin, osteokalsin, osteonektin ve embriyonik
kok hiicre belirteci SSEA-4 eksprese ettikleri gozlenmistir. Bununla birlikte, iDP-

MKH’lerin in vitro kosullarda osteojenik ve adipojenik hiicre serilerine
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farklilagabildikleri goriilmiistiir. Osteojenik farklilasmis hiicreler osteokalsin,
ostenektin ve BMP4 icin kuvvetli pozitif immun reaksiyon gostermis ve
adipositlere farklilasan iDP-MKH’lerin sitoplazmalarinda yag vakuolleri tespit

edilmistir.

Epitelyal farklilasmasi1 EGF, HGF, KGF ve IGF-2 biiyiime faktorleri ile
uyarilan iDP-MKH’lerin kiibik morfolojik farklilagma ve epitelyal hiicre
belirtegleri (sitokeratin 18 ve 19) icin kuvvetli immun-reaksiyon gosterdikleri
buna karsilik nestin ekspresyonlarinin azaldigi tespit edilmistir. Ayrica, epitel-
benzeri hiicrelerde vimentin ekspresyonunda artis gozlenmistir. Fibroblastik
farklilagmast bFGF+TGFB ve EGF+ TGFB ile uyarilan iDP-MKH’lerde,
fibronektin, fibroblast yiizey proteini, vimentin ve tenaskin-C i¢in kuvvetli pozitif
buna karsilik CD105 ve tip II kollajen i¢in negatif immun-reaksiyon tespit
edilmistir. Nestin ekspresyonlarinda ise belirgin bir azalma gdzlenmistir. Epitelyal
ve fibroblastik farklilasma gruplarmin tiimiinde, telomeraz aktivitelerinde
gerceklesen azalma ve liremedeki yavaslik farklilasan iDP-MKH’lerin somatik
hiicre karakteristigine sahip oldugunu gostermis ve iDP-MKH’lerin in vitro

epitelyal ve fibroblastik farklilagmasini desteklemistir.

Sonug olarak, bu ¢aligmada elde edilen veriler iDP-MKH’lerin epitelyal ve
fibroblastik  farklilagsmalarimin  in  vitro kosullarda uygun uyaranlarla
yonlendirilebilecegini ve bu hiicrelerin hiicre tabanli klinik tedaviler ve doku
miihendisligi uygulamalar1 i¢in uygun alternatif bir kaynak olabilecegini

gostermektedir.

Anahtar Kelimeler: insan dis pulpasi; mezenkimal kok hiicre; epitelyal

farklilagsma; fibroblastik farklilagsma.
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ABSTRACT

IN-VITRO EPITHELIAL AND FIBROBLASTIC
DIFFERENTIATION OF DENTAL PULP STEM CELLS

ABIDIN, Belma Melda

MSc in Biotechnology
Supervisor: Prof. Dr. S. Ismet Deliloglu GURHAN
Co-supervisor: Prof. Dr. Erdal KARAOZ
October 2009, 112 pages

Mesenchymal stem cells derived from human dental pulp have considerable
potential for cell therapies and tissue engineering. The aim of the present study is
to determine fibroblastic and epithelial differentiation capacities of hDPSCs
which have the ability to differentiate into neurogenic, adipogenic, myogenic,

odontogenic/osteogenic cell lines according to the previous studies.

In this study, normal human impacted third molars (n=5) extracted under
local anesthesia were used. The pulp tissues were digested in collagenase and
cells were cultured in appropriate media. For all passages (P1-P5),
immunophenotypic assays were performed with immunohistochemical methods
(IHC and IF) and flow cytometry. DPSCs expressed mesenchymal cell markers
(CD13, CD44 and CD90) in high levels but did not express the hematopoietic cell
markers (CDI14, CD34, CD45, CDI117, HLA-DR). DPSCs also expressed
vimentin, fibronectin, a-smooth muscle actin, beta-tubulin, osteocalcin,
osteonectin and embryonic stem cell marker SSEA-4. Furthermore, DPSCs were
directionally differentiated to osteogenic and adipogenic cell lineages. After
induction, osteocalcin, osteonectin and BMP4 were expressed by osteogenic
differentiated cells and oil vacuols were detected in the ctyoplasm of adipogenic

differentiated cells.

To induce epithelial differentiation, DPSCs were cultured using EGF, HGF,
KGF and IGF-2 growth factors. Differentiated cells were further characterized
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both morphologically and functionally by their capacity to express markers with
specificity for epithelial lineage. Epithelial-like cells expressed cytokeratin 18 and
19 but did not express nestin. Also, vimentin expression was in high levels
compared with untreated DPSCs. The treatment with bFGF+TGFp and EGF+
TGFB on cultured DPSCs to induce fibroblastic differentiation was resulted
increase in fibronectin, fibroblast surface protein, vimentin and tenascin-C (Tn-C)
contents by 2 and 4 weeks while decreasing nestin expressions. In addition,
CD105 and type II collagen negative fibroblast-like cells were detected. Increased
telomerase activity and proliferation in both epithelial and fibroblastic
differentiation groups showed that differentiated cells have the characteristics of

somatic cells and supported fibroblastic and epithelial differentiation of hDPSC:s.

In conclusion, DPSCs can be induced to differentiate towards epithelial and
fibroblastic lineage and may serve a suitable source for cell-based clinical

therapies and tissue engineering.

Key Words: Human dental pulp; human mesenchymal stem cells; epithelial

differantiation; fibroblastic differantiation.
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1. GIRIS

Hiicresel ve molekiiler biyoteknoloji alanindaki yeni bilimsel gelismeler,
hiicre tedavisi, somatik hiicre tedavisi ve doku miihendisligi alanlar1 gibi ileri
tedavilerin gelismesini saglamaktadir. Glinlimiizde yenileyici (rejeneratif) tip;
hastaliklar, travma, kanser ve dogumsal bozukluklar sonucu hasar goren doku ve
organlarin iglevselliginin onarilmasi ve iyilestirilmesi agisindan 6nemli bir yere
sahiptir. Yenileyici tip, medikal tedavileri destekleyen, hiicre kombinasyonlari,
mihendislik materyalleri ve uygun biyokimyasal faktorlerin kullanimi ile
biyolojik fonksiyonlarin yerine getirilmesi ve tedavi edilmesini amaglayan

uygulamalar kapsamaktadir (Murray and Hargreaves, 2007).

ABD'de Birlesik Organ Paylasim Agi'min (United Network for Organ
Sharing, 2009) verilerine gére 102.500 ve Tiirkiye’de 2008 Ulusal Organ ve Doku
Nakli Koordinasyon (Organ Nakli Koordinatorleri Dernegi, 2009) verilerine gore
48 bin organ nakli bekleyen hasta oldugu ve bu sayiya her yil 4-5 bin hastanin
eklendigi bilinmektedir. Kok hiicre tedavileri, bu hastalar i¢in olduk¢a umut

vericidir.

Kok hiicreler, uzun zaman dilimleri boyunca boéliinebilme, kendilerini
yenileyebilme, 06zellesmis hiicrelere kaynaklik etme (farklilasma) ve hasar
sinyallerini algilama 06zellikleriyle viicuttaki diger viicut hiicrelerinden farkli,
Ozellesmemis hiicrelerdir. Bu hiicreler, embriyonik gelisimde ve organlarin
olugmasinda (embriyonik ve fetal kok hiicreler) ve hasarli dokularin tamir
edilmesinde (doku/organlarda var olan eriskin kok hiicreler) o6nemli rol
oynamaktadir (Peterson et al., 1999). /n situ bu 6zelliklerinin yaninda son yillarda
bu hiicrelerin kaynaklandiklart doku ve organlarin disindaki hiicrelere de
farklilagsabilme yeteneklerinin (kok hiicre plastisitesi) gosterilmis olmasi, bu
hiicrelerin doku miihendisligi ve yenileyici tip uygulamalarinda énemli biyolojik

aktorler olmalarin1 saglamistir.

Kok hiicreler, elde edildikleri kaynaga gore; “embriyonel” ve “embriyonel
olmayan” kok hiicreler olarak siniflandirilmaktadir (European Molecular Biology

Organization, 2006). Embriyonik kok hiicreler, in vitro fertilizasyon g¢alismalari



ile elde edilen embriyonlarda (transfer amacli kullanilmayan) yapilan ¢aligmalarda
iiretilmislerdir. Bu kok hiicreler, yliksek telomeraz aktivitesine sahip, her {i¢ germ
yapragina ait (ektoderm, endoderm ve mezoderm) doku ve organlarin hiicrelerine
dontisebilme yetenegindedirler (The National Academy of Sciences, 2002).
Gergeklestirilen hayvan  g¢alismalarindaki  basarilarin  yan1  sira  insan
embriyonlarmin kullanimlarinda ciddi etik ve dinsel tartigmalar bulunmaktadir.
Bununla birlikte, embriyonik kok hiicre (EKH) aragtirmalarindaki en 6nemli sorun
bu hiicrelerin bir canliya nakilleri sonras1 “teratom” gelisim riskidir. Yenileyici
amagla uygulanan kok hiicreler endoderm (barsak epiteli) ve mezoderm (dis,
kemik, kikirdak)  kokenli  hiicre ve  dokular1  igeren  teratomlar
olusturabilmektedirler (Stewart et al, 2006). Simdiye kadar gergeklestirilen
caligmalarda bu sorun asilamamistir. Embriyonik kok hiicre calismalarinin
gerceklestirilmesi, lilkemizde Saglik Bakanligi tarafindan da yasaklanmistir

(Hakeri, 2009).

Somatik kok hiicreler (erigkin kok hiicreler) ise kemik iligi, kordon kani,
periferik kan basta olmak iizere viicuttaki ¢esitli doku ve organlardan (kemik iligi,
periferik kan, dis pulpasi, i¢ kulak , gobek kordon kani, nazal mukoza, amniyotik
sivi ve plasenta membrani) izole edilebilmektedir (Gronthos et al., 2000; Jiang et
al, 2002; Li et al, 2003; Zhao et al, 2003; Kdogler et al, 2004; Murrell et al, 2005).
Ancak, somatik kok hiicrelerin, EKH’lere oranla c¢ogalma ve farklilasma
potansiyellerinde kisitlamalar bulunmaktadir. Bunun yaninda, EKH’lerin
gelecekte insanlar i¢in tedavide kullanilabilmelerinin Oniinde bulunan etik ve
teratom olusturma riski gibi nedenlerle somatik ya da eriskin kok hiicreler 6nemli

alternatif kaynaktirlar (Morsczeck et al., 2007).

Mezodermal farklilagma yolaklarin belirlenmesine yonelik yapilan kemik
iligi ¢aligmalar1, kemik iligi ve cesitli erigkin dokularinda bulunan multipotent,
hematopoetik olmayan kok hiicrelerin varligim1 ortaya koymustur. “mezenkimal
kok hiicreler (MKH)” olarak adlandirilan bu hiicrelerle gergeklestirilen canli disi
(in-vitro) ¢aligsmalar, MKH’lerin uygun ortam kosullarinda ve uygun uyaranlarla

farkli doku ve hiicrelere farklilagabildigini gostermektedir.

Dis pulpasinin perivaskiiler nisinde (yataginda) yeralan ve “dis pulpast kok
hiicreleri (DP-KH)” olarak adlandirilan hiicre populasyonunun izolasyonu, ilk

olarak 2000 yilinda Gronthos ve ekibi tarafindan gergeklestirilmis ve ayni ekip



tarafindan, bu hiicrelerin odontoblastik, adipojenik ve noral hiicre tiplerine
farklilagmasi gosterilmistir (Gronthos et al., 2000; Gronthos et al., 2002). Sonraki
caligmalarda, benzer olarak dis pulpasi kaynakli MKH’lerin in-vitro kosullarda
diiz kas (d’Aquino et al.,, 2007), kikirdak (Takeyasu et al., 2004) ve sinir
hiicrelerine (Stevens et al., 2008) farklilagma potansiyeline sahip olduklar1 rapor
edilmistir. Bu nedenlerle, son yillarda kolay elde edilebilir bir kaynak olmalar1 ve
diger MKH’lerle benzer ozellikler gostermeleri nedeniyle yenileyici tip ve
doku/organ miihendisligi amacli ¢aligmalarda alternatif bir kaynak olusturmus ve

bu konuda yapilan ¢aligsmalar artig gostermistir.

MKH’lerinin, tanimlandig1 ilk giinden giiniimiize dek in vitro ve in vivo
kosullarda mezodermal kaynakli yag, kikirdak, diiz kas ve ektodermal kaynakli
sinir hiicrelerine farklilasabildigini gdsteren pek ¢ok arastirma yayimlanmistir.
Son yillarda ise, kemik iligi-kaynaklit MKH’lerinin in vivo (Pereira et al., 1995;
Krause et al., 2001; Kotton et al., 2001; Petersen et al., 1999;) ve in vitro
kosullarda (Brzoska et al., 2005; P aunescu et al., 2007) epitelyal hiicrelere
farklilasma potansiyeline sahip olduklarin1 gosteren calismalar yayimlanmistir.
Bununla birlikte, MKH’lerinin morfolojik acgidan benzerlik gosterdigi
fibroblastlara farklilasma potansiyelleri konusunda daha kisitlh veriler
bulunmaktadir (Pittenger et al., 1999; Moreau et al., 2005). MKH’lerin
fibroblastik farklilasma potansiyelinin belirlenmesi, bu hiicrelerin tendon,
ligament, peridontal ligament ve kranial sutiirlerle iliskili doku miihendisligi

calismalari agisindan 6nemli kilmaktadir (Lee et al., 2006).

Simdiye kadar gerceklestirilen calismalarda KI-MKH’lerin epitelyal ve
fibroblastik farklilagma yetenegini gosteren bir¢ok rapor yayimlanmis olmakla
birlikte, yapisal, immunofenotipik, cogalma ve farklilasma yetenekleri agisindan
Ki-MKH’lerle benzer ozellikler tasryan DP-MKH’lerin epitelyal ve fibroblastik
farklilagma yeteneklerini goOsteren bir rapora yapilan kaynak taramasinda
rastlanmamistir. Tez kapsamindaki ¢alismanin amaci, insan dis pulpasi
MKH’lerin in vitro kosullarda epitelyal ve fibroblastik hiicrelere farklilasma
potansiyelinin belirlenmesidir. Bu amagla, insan yirmi yas gomik dis
pulpalarindan elde edilen ve karakterizasyon c¢alismalart  (yapisal,
immunofenotipik, cogalma potansiyeli gibi) tamamlanan MKH’lerin uygun

farklilasma kiiltiir kosullarinda kiiltiire edilerek epitelyal ve fibroblastik yonde



farklilagabilme potansiyelleri farkli parametreler (morfoloji, immunofenotip,
telomeraz enzim aktivitesi gibi) kullanilarak test edilmistir. iDP-MKH’lerin
farklilasma potansiyelleri, kontrol olarak kullanilan farklilasmamis iDP-MKH’ler
(negatif kontrol) ve siinnet derisinden izole edilen fibroblastlar ile (pozitif kontrol)
karsilagtirmali olarak degerlendirilmistir. Bununla birlikte, morfolojik olarak ve
yiizey antijenleri bakimindan olduk¢a benzer ozellikler gosterdigi bilinen
MKH’ler ve fibroblastlarin karsilastirmali olarak da incelenmesi amaclanmistir

(Haniffa et al., 2009).



2. GENEL BIiLGIiLER

Kok hiicrelerin farklilasma yolaklarinin anlagilabilmesi ve hiicresel tedavi
uygulamalarindaki Onemlerinin kavranabilmesi i¢in, kok hiicreleri somatik
hiicrelere {iistiin kilan tanimlanma kriterlerin bilinmesi gerekmektedir. Bu
boliimde, kok hiicrelerin genel 06zelliklerinin yaninda in vitro kosullarda
cogaltilabilmeleri igin gerekli kiiltiir kosullar1 ve bu c¢alismada iDP-MKH’lerin
tercih edilme nedenlerine iliskin literatiir bilgisine yer verilmigtir. Ayrica,
MKH’lerin farklilasma yeteneklerini diizenleyen sinyaller ve molekiiler yolaklar
tizerinde durularak, epitelyal ve fibroblastik dokularin gelisimsel siireclerine
iligkin literatiir bilgisine deginilmistir. Bu sekilde, gerceklestirdigimiz ¢alismanin

hedeflerinin daha anlasilir hale gelmesi amaglanmistir.

2.1. Hiicresel Tedavi ve “Kok Hiicre” Kavrami

Hiicresel tedavi iki temel teoriye dayanmaktadir. Birinci teoriye gore,
“yaslanmis hiicrelerde genetik bilginin depolandigit DNA ve RNA hasarlanmistir
ve bu durum hastaliklar veya yaslanma olarak karsimiza ¢ikmaktadir”. Hiicre
tedavilerinin uygulanmasi ile geng hiicrelerin yash hiicrelere dogru genetik mesaji
aktarmast ve DNA’daki hatalarin onarmmi saglanmaktadir. ikinci teoride ise
“bireylerin yaslandikca hiicrelerinin de fonksiyonel yeteneklerini kaybettikleri”
savunulmaktadir. Bu teoriye gore, hiicre tedavi uygulamalarinda geng¢ hiicreler,
yasli ve hasarli hiicreleri uyarmakta ve dogru islevsel 6zellik kazanmalarini

saglanmaktadir (Barrett, 2003).

Hiicresel tedavi diisiincesinin ortaya ¢ikisi binlerce yil Onceye
dayanmaktadir. M.O. 1600 yilinda yazilan Eber Tip Papiruslari’nda insan
canliliginin arttirllmas1 amaciyla gerceklestirilen hayvan organ enjeksiyonlari
anlatilmakta ve ilk doku transplantasyonlarinin yaklasik 2000 yil Once

gergeklestirildigi bilinmektedir (Niehans,1960).

1889 yilinda, Parisli doktor C.E. Brown-Sequard, gen¢ bir boganin

testislerinden hazirladig1 ekstrakti kendine enjekte ederek ilk hiicresel tedavi



caligmasini gergeklestirmistir. 1912 yilinda, Dr. Alexis Carral’in in vitro
kosullarda kalp dokusunu canli tutmay1 basarmasi ve 1930 yilinda, Prof. Paul
Niehans’in ilk modern hiicresel c¢alismasinin ardindan, 1950 yillarinda
tedavilerde, hiicre enjeksiyonlarinin uygulanmasi diinya bilim adamlar tarafindan
kabul edilmistir (Molnar, 1985; Niehans,1960). Kan ve kemik iligi
caligmalarindaki “modern kok hiicre kavrami”, bu hiicresel tedavi diisiincesine

dayanmaktadir (Ball et al., 2000).

Ulkemizde, insan Omriinii uzatmanin yolunun dogum sonrasi atilan
plasentalarda ve kordon hiicrelerinde oldugunu savunan arastirmaci Ord. Prof. Dr.
Stireyya Tahsin Aygiin, belki de diinyada kok hiicre tedavisi caligmalarini
gerceklestiren ilk arastirmacidir. Aygiin, hayvanlarda fetal ve kordon kan1 greftleri
ile cesitli hastaliklarin tedavisi konusunda 1950-1960°11 yillarda arastirmalar
yapmig ve hazirladigit insan hiicre kiltiirii  preparatlarini  insanlara
intravendz/intramiiskiiler enjeksiyonlarla uygulamistir. Bu uygulamalarda, enjekte
edilen hiicrelerin ilgili olduklar1 organlara ulastiklari, hizla ¢ogalarak hastalikli
organin yapisini diizelttikleri ve yerine getirilemeyen islevleri iistlendikleri rapor

edilmistir (Dinger, 1982; Sahin vd., 2005).

Sonraki yillarda, in vitro fertilizasyon kliniklerinden alinan artik embriyolar
kullanilarak insan embriyonik kok hiicrelerinin iiretilmesine yonelik caligmalar
gerceklestirilmistir. 1998 yilinda Thomson ve ekibi ilk insan embriyonik kok
hiicrelerini in vitro kosullarda iiretmis ve ayni yillarda insan germ hiicrelerinden
embriyonik germ hiicre dizileri elde edilmistir. Bu ilk ¢alismalardan sonra eriskin
ve embriyonik kok hiicrelerle ilgili ¢cok sayida ¢alisma gergeklestirilmistir (Sahin

vd., 2005).

29 <¢

Kok hiicreler, canlilarda “kendilerini yenileyebilme”, “siirekli boliinebilme”
ve  “farklilasma  (plastisite)”  kabiliyetleri  bulunan  hiicreler olarak
tammlanmaktadir (Komiircii ve Ozkan, 2006). Bu hiicreler, uygun sinyallerle
karsilagsmadiklar siirece, dokulara 6zgii islevsellik kazanmamis (6zellesmemis) ve
farklilasmamis  hiicrelerdir. Kok hiicreler, yenilenebilme yeteneklerini,
organizmanin yasami boyunca siirdiirebilmektedir (Morst, 2006). Kok hiicreler, in
vitro kosullarda ¢ogaltilabilmelerinin yan1 sira 6zel biyolojik sinyallerin etkisiyle,

kaynaklandiklar1 ~ onciil  hiicrelerden  farkli  G6zellesmis  hiicrelere  de



farklilasabilmektedirler (American Association for the Advancement of

Science, 1999).

Leipzig’de 2001 yilinda toplanan Doku Kok Hiicreleri Calisma Grubu kok
hiicreleri “bir dokuya ait kok hiicre, fonksiyonel olarak farklilasmamis ve
potansiyel olarak heterojen hiicrelerdir” seklinde tanimlamistir. Bir hiicreyi, kok

hiicre olarak tanimlamak i¢in bes gerekli 6l¢iit vardir (Bayik, 2004):

1. Kok hiicreler, uzun zaman dilimleri boyunca béliinebilme ve kendilerini
yenileyebilme yetenegine sahiptirler. Hiicrelerin boliinme yeteneklerini (yasam
stirelerini) belirleyen faktorlerden biri, dogrusal kromozomlarin ucunda yer alan
ve “ telomer ” ad1 verilen DNA zincirleridir. Telomerler dogrusal kromozomlarin
uclaridir ve binlerce kez tekrarlanan kisa DNA tekrar dizileri (insanda TTAGGG)
igerirler (Hiyama and Hiyama, 2007). Telomerler, kromozom uglarinin
par¢alanmasin1 ve dagimasint ya da diger kromozomlarla kaynasmasini
engelleyerek, kromozomlarin yapisal biitiinliigiiniin korunmasin1 saglamaktadir.
Ancak her ¢ogalmada hiicre dongiisii esnasinda ve oksidatif DNA hasarlanmasi
nedeniyle kromozom kisalmaktadir. Normal bir hiicrenin her boliiniisiinde telomer
uzunlugu 100 baz ¢ifti kadar kisalmaktadir. Telomeraz enzimi, sayisiz tekrar
dizilerini  kromozomun 3° ucuna takarak kromozomun kisalmasini
engellemektedir. Somatik hiicrelerde, bircok bdliinmeden sonra telomerde ciddi
asinmalar meydana gelmekte ve hiicreler boliinme yeteneklerini yitirmektedir.
Bunun yaninda, insan germ tiimdrii ve embriyonik kok hiicrelerde belirlenen
telomeraz aktivitesinin, bu hiicrelerin sinirsiz bir sekilde kendilerini yenileyebilme
kapasitesinden sorumlu oldugu diisiiniilmektedir. Benzer sekilde mezenkimal kok
hiicrelerde de, telomerleri sabit bir uzunlukta tutmaya yetecek seviyelerde

telomeraz tiretimi ger¢eklesmektedir (Bayik, 2004; Karaéz ve Ovali, 2004).

2. Kok hiicreler, o6zellesmemis hiicrelerdir. Bir kok hiicrenin temel
ozelliklerinden biri de, bu hiicrenin Ozellesmis islevleri yerine getirebilecek

herhangi bir dokuya 6zgiin yapiya sahip olmayisidir.

3. Kok hiicrelerin 0zellesmis hiicrelere kaynaklik etme yetenekleri
“plastisite (farklilasma)” olarak adlandirilmaktadir. Kok hiicreler, somatik {i¢
germ yapragina dogru gosterdikleri farklilasma yetenekleri agisindan “totipotent”,

“pluripotent” ve “multipotent” olarak siniflandirilmaktadir (Morst, 2006) (Sekil



2.1). Totipotent hiicreler, zigot evresindeki, 8 hiicrelik blastomer evresindeki
simirsiz farklilasma yetenegine sahip hiicrelerdir. Totipotent 6zelligi bilinen tek
kok hiicre tipi, embriyonun gelisim siirecinde organizmayi olusturan tiim doku ve
hiicre c¢esitlerine farklilasma kapasitesine sahip, fertilize yumurta hiicresidir
(Bongso and Lee, 2005). Bu hiicreler, embriyon ve embriyon dist membran ve

organlarin kaynagini olusturmaktadir (Blau et al., 2001).

Oosit . GONADLAR,; Over ve testisler]
] Sperm
(Yumurta) (totipotent germ hiicrelermi
icerirler)
Zigot
(Fertilize yumurta)

2_hiicre embriyo
*
Besleyici hiicre tabakas: iizerindeki

EK ve EG hiicre kolomleri

4-hiicre embriyo

Totipotent hiicreler

8-hiicre embriyo

Morula
(3-5. giin)

Tmplantasyon
oncesi blastosit
(5-7.giim)

Ic
hiicre
Kiitlesi

- EMBRIYONIK Kok Hiicreler

8 hafta +
fetus

) EMBRIYONIK Germ Hiicreleri
(Fétal germ hiicrelerinden)

Phuripotent hiicreler

SOMATIK Kik Hiicreler

—
Yenidogmus Kordon Kam Hiicrelen

) > Mezenkimal Onciil Hiicreler 3

Eriskin [ . Olfaktor Onciil Hiicreler v.b.

Multipotent hiicreler
&TUnipotent hiicreler

Sekil 2.1. Hiicre kaynagina gore kok hiicrelerin siniflandiriimasi (Morst, 2006).



Pluripotent hiicreler, mezodermal (kemik, kas, kan, kikirdak vb),
ektodermal (ndron, deri, sag vb) ve endodermal (hepatositler, pankreatik beta
hiicreleri, sindirim sistemi hiicreleri) hiicrelere farklilasma gostermekte buna
karsilik multipotent kok hiicreler tek bir germ yapragma ait hiicrelere
farklilasabilmektedir (Karadz ve Ovali, 2004). Pluripotent kok hiicrelerin (EKH,
EC hiicreleri ve embriyonik germ hiicreleri) viicuttaki farklilasmig biitliin hiicre
tiplerini olusturabilme potansiyeline sahip “gergek kok hiicreler” oldugu
belirtilmektedir (American Association for the Advancement of Science,1999).
Erigkin bireylerin dokularinda varolan, multipotent kok hiicreler ise, kiiltiir
kosullarinda ¢ok miktarda ¢ogaltilabilmekte ve organizmada, gerceklesen doku
ve organ hasarlarinda, ilgili dokularin hiicrelerine farklilasarak tamirin
gergeklesmesini  saglamaktadir.  Mulipotent  kok  hiicreler, EKH’lerle
karsilagtirildiginda sinirhi bir farklilasma yetenegine sahiptirler (Freshney et al.,

2007).

4. Kok hiicreler, hasarli organlarin tedavisi amaciyla gergeklestirilen
nakillerde, kaynak dokunun islevsel olarak tekrar g¢ogaltabilmesine olanak

saglamaktadir.

5. Kok hiicreler, in vivo kosullarda doku hasarinin gergeklesmedigi
durumlarda bile farklilasmis diger hiicrelere katki saglamaktadir. (Loeffler and

Roeder, 2002).

“Somatik kok hiicreler” ve “eriskin kok hiicreleri” olarak da tanimlanan
“postnatal  kék  hiicreler”, farklilasmis somatik dokularda yerlesmis
farklilasmamis hiicrelerdir. Bu hiicrelerin, yeni dogmus bebek ve cocuklarda da
bulunmalar1t nedeniyle “somatik kok hiicre (SKH)” tamimlamasi tercih
edilmektedir (Prentice, 2006). EKH ve SKH siniflandirmalarinin yapilmasi, bu iki
hiicre tipinin farkli plastisite 6zelliginden kaynaklanmaktadir (Morst, 2006).
Cizelge 2.1’de embriyonik ve erigkin kok hiicreleri arasindaki farkliliklar

listelenmistir.

Son yillarda gerceklestirilen ¢alismalar, SKH’lerin kendini yenileme
0zelligi olmadig: diisiliniilen dokularda (santral sinir sistemi gibi) da bulundugunu
ve bazi dokulardan elde edilen SKH’lerin dokuya 6zgii germ yapraginin disindaki

hiicre tiplerine de farklilagabildiklerini gostermistir (Murray and Hargreaves,
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2007; Mezey et al, 2000). Bu sonuglar SKH c¢aligmalarinin artmasina ve

aragtirmacilarin SKH plastisitesi konusunda yogunlagmalarina neden olmustur

(Murray and Hargreaves, 2007).

Cizelge 2.1. Embriyonik ve erigkin kok hiicrelerin karsilagtiriimasi (Morst, 2006)

Ozellik

Embriyonik Kok Hiicreler

Somatik Kok Hiicreler

Farkhlasma yetenegi

Pluripotent.

Ug germ yapragina ait tiim hiicrelere

(potansiyel ~ olarak  tim  viicut

hiicrelerine) farkhilasabilirler.

Degisken etki.

Cogu multipotent ozellikte iken
bazilari pluripotent farklilagsma

gostermektedir.

Etik, kiiltiirel ve dinsel tartismalar,

erken embriyonlarin izolasyonu ve

Dondérlerden bilgilendirilmis onami

alinmasi gerekmektedir.

oositinin kullanilmasi gerekmektedir.

Etik uygunluk kisiye ozel EKH dizilerinin o R .
SKH’lerin ticari iirline doniistiiriilmesi
gelistirilmesi ~ (SCNT  teknolojisi) .
konusu etik agidan tartigmalidir.
konularinda yogunlagmaktadir.
Elde edilmeleri zordur. Izolasyonlart kolaydir ancak elde
. . R edilebilen hiicre sayis1 oldukga azdir.
Kisiye ozel EKH dizilerinin
gelistirilmesi de oldukga pahahdir. Bir | izolasyonlarinda  cerrahi  islemler
Kaynak/izolasyon hiicre EKH hiicre hattmimn | (kemik ili§i  aspirasyonu, nazal
gelistirilebilmesi i¢in  5-50 insan | epitelyal biyopsi gibi) gerekebilir.

In vitro kiiltiir kosullarinda, kendilerini

In vitro kiiltiir kosullarinda kendileri

Tiimér olusumu

olusturma riski tasirlar.

yenileme yeteneklerini  siirdiiriirler | yenileme ve ¢ogalmalart  yavas
In vitro kosullarda ancak stabilitelerinin ~ korunmasi | ger¢eklesmektedir.
iiretilmeleri zordur.
Hiicresel tedavilerde, kisiye 0zel | Otolog kaynaklar, immunojenik olarak
X gelistirilmis EKH hatlarinda daha | reaktif degildir.
Immunojenik 6zellik . . P
azalmis immunojenik ozellik . ..
Bazi SKH’ler daha diisiik immunojenik
gozlenmektedir. gt .
ozellik gostermektedir.
In-vivo uygulamalarda, teratom | In  vivo  uygulamalarda,  timér

olugturma riskleri daha diisik veya

yoktur.

Gen tedavi uygulamalarinda

kullanim potansiyeli

Genetigi degistirilmis hiicre dizilerinin

elde edilmesi daha kolaydir.

Genetigi degistirilmis hiicre dizilerinin

elde edilmesi daha zordur.

Hiicresel yenileyici tedavi
uygulamalarinda kullamim

potansiyeli

Rapor edilen herhangi bir klinik tedavi

veya insan uygulamasi

bulunmamaktadir.

Losemi ve lenfoma tedavilerinde,

klinik uygulamalar vardir.

Kemik iligi nakilleri ve periferal kan

veya kordon kani nakilleri

gergeklestirilmektedir.
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2.2. Somatik (Eriskin) Kok Hiicreler

Somatik kok hiicreler, kendilerini yenileyebilen ve dokularin 6zellesmis
fonksiyonlara sahip hiicrelerine farklilasabilen, eriskin doku ve organlardaki
farklilagsmamis hiicrelerdir (Bongso and Lee, 2005). SKH’lerin, insan viicudunda
cok az sayida olduklari, izolasyonlarinin ve kiiltiir ortaminda ¢ogalmalarinin zor
oldugu ve yeni hiicre tiplerine farklilasabilme kapasitelerinin olduk¢a sinirh
oldugu sanilmaktaydi. Son yillarda yapilan g¢aligmalar, bu hiicrelerin yiiksek

plastisite yetenegine sahip oldugunu gostermistir (Prentice, 2004).

2001 yilinda yapilan bir ¢alisma, kemik iligi kok hiicrelerinin sadece kemik
iligi ve kan hiicrelerine farklilasmadigi ayn1 zamanda karaciger, akciger, sindirim
kanal1, deri, kalp ve kas gibi dokularin olusumunda da rol oynadigini gostermistir
(Krause et al, 2001). Yapilan caligsmalarin ¢ogu, kemik iligi (Jiang et al, 2002),
periferik kan (Zhao et al, 2003), i¢ kulak (Li et al, 2003), gébek kordon kani
(Kogler et al, 2004), burun mukozasi (Murrell et al, 2005), amniyotik siv1 (Prusa
et al, 2003), plasenta membran1 (Miki et al, 2005) ve dis pulpas1 (Koyama et al,
2009; Bowen et al, 2006) gibi bazi dokulardan elde edilen kok hiicrelerin ¢ok
yonlii farklilasma oOzelliklerini ortaya koymaktadir. Bu hiicrelerin, ¢ok yonlii
farklilasma yetenekleri korunarak, klinik uygulamalarda kullanilabilecek sayida
cogaltilabilmeleri de mimkiindiir. Deneysel hayvan hastalik modellerinde
gerceklestirilen SKH  calismalari, bu hiicrelerin  tedavi etkinliklerini
gostermektedir. Ornegin; olusturulan fel¢ modellerinde SKH’lerin tedavi edici
etkileri gosterilmistir (Shyu et al, 2004). SKH’lerin, omurilik yaralanmalarinda
noral gelisimi arttiricr etki gosterdikleri bilinmektedir (Hofstetter et al, 2002). Bu
hiicreler, retinal hasarlarin 1iyilestirilmesinde etkili rol oynamakta, retina
hastaliklar1 ve yaslanmaya bagli sar1 nokta hasarlarinda tedavi etkinligi
gostermektedir (Otani et al, 2004; Tomita et al, 2004). Ayrica kemik iligi (Oh et
al, 2004) ve pankreas (Seaberg et al, 2004) gibi ¢esitli dokulardan elde edilen
SKH’lerin insiilin-iireten hiicrelere farklilagabilmesi, bu hiicrelerin seker hastaligi

tedavisinde kullanim potansiyellerini gostermektedir.

Kemik 1iligi kaynaklt SKH’ler, klinikte kanser hastalarinda kemoterapi

sonrasi hematopoezin ve hematopoetik sistemin yeniden diizenlenmesi amaciyla
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kullanilmaktadir. Bagisiklik sistemi hastaliklarinin tedavisinde SKH kullanima
yonelik arastirmalar da devam ettirilmektedir (Feasel et al, 2001). Ayrica
SKH’lerin, kemik hasar tamiri (Lendeckel et al., 2004) ve kalple ilgili hasarlarda
(Britten et al.,, 2003) hiicresel tedavi uygulamalarinda kullanilabilecegi

diistiniilmektedir.

Bazi aragtirmalar, bu hiicrelerin hasarli dokuya “homing (yerlesim)”
ozelliklerinin bulundugunu gostermistir. Yerlesim siireci kan akiminin azaldigi
veya hasarlanmis dokuya kok hiicrelerin gog etmesi ve yerlesimini kapsamaktadir.
Bu ozellikleriyle kok hiicreler, hasarli hedef hiicreye ulasmaktadir. Ozellikle
vaskiiler endotelyal biiylime faktorii (VEGF) ve stromal hiicre kaynakli faktor-1
(Stro-1) oksijensiz kalan dokuda arttig1 ve bu faktorlerin yerlesim siirecinde kok
hiicreler igin gerekli sinyalleri sagladigi diisiiniilmektedir Ancak, bu siire¢ tam

olarak anlasilamamistir (Ozcan vd., 2007; Henschler et al, 2008).

SKH’ler, kemik iligi (Jiang et al, 2002; Herzog et al, 2003), santral sinir
sistemi (Johe et al., 1996), koku (olfaktdr) epitelyumu (Barnett and Chang, 2004),
dis pulpasi (Gronthos et al., 2000), deri epidermisi (Niemann and Watt, 2002),
sindirim kanal1 (Potten, 1998), kan damarlar1 (Asahara et al., 1997), iskelet kasi
(Zammit and Beauchamp, 2001), kornea (Chen et al., 2004), retina (Tropepe et
al., 2000), pankreas (Bonner-Weir et al., 2000), karaciger (Lemire et al., 1991),
kalp (Laugwitz et al., 2005), yag dokusu (Zuk et al, 2001) ve akcigerler (Wu and
Wei, 2004) gibi cesitli insan ve hayvan dokularindan izole edilebilmektedir. Bazi

dokularda ise SKH’lerin varligina iliskin bilimsel tartismalar siirdiiriilmektedir.

SKH’lerin tanimlanmasi i¢in cevaplanmasi gereken anahtar sorular; (1) bu
hiicrelerin kimlikleri, (2) elde edilebildikleri kaynak dokular, (3) diger hiicre ve
doku tiplerine farklilasabilme yetenekleri, (4) farklilasmada ve diger
dokular/organlar tizerindeki etkilerinde rol oynayan mekanizmalardir. Bu 6nemli
sorularin cevaplanmast ve dokularda bulunan SKH’lerin belirlenmesi ile
geleneksel gelisim teorisini degistirecek sonuglar elde edilecektir (Loeffler and

Roeder, 2002).
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2.3. Somatik Kok Hiicrelerin Farkhilasmasi1 (SKH Plastisitesi)

Ug germ yapragimin her birine ait dokularda bulunan ve yasamlari siiresince
bulunduklar1 germ tabakasinin 6zellesmesine geri-doniisiimsiiz olarak yon veren
SKH’lerin varligi uzun siire bir dogma olarak kalmigtir (Wagers and Weissman,
2004). Daha sonra yapilan ¢alismalar, eriskinlerde doku ve hiicre yenilenmesinin,
doku oOzellesmesinin temelini olusturdugunu gostermistir. Bu calismalar,
dokularda bulunan kok hiicrelerin, kaynaklarina uygun olgun hiicre tiplerini
olusturdugu ve farkli hiicre tiplerini olusturmak icin diger doku ve germ
tabakalarina ilerlemedikleri teorisine dayanmaktaydi (Zammit and Beauchamp,
2001). Ancak son bilimsel yaymlar, SKH’ler ve progenitor (6nciil) hiicrelerin bazi
durumlarda bilinenin aksine daha gelismis bir plastisite gosterdigini ortaya

koymustur (Mezey et al., 2003).

Kok hiicrelerin  fonksiyonel olarak diizenlenmesi alti asamada
gergeklesmektedir; aktivasyon, kendini yenileme, proliferasyon, goc¢ etme

(migrasyon), farklilagsma ve sagkalim (veya 6liim) (Muschler et al., 2003).

SKH plastisitesi, mikrogevreyle iligkili sinyallerle gelismektedir. Bu durum,
bu hiicre soylarinin kesin kurallar i¢inde tanimlanamayacagini ortaya koymaktadir
(Blau et al., 2001). Ornegin; Ki-KH’leri, hematopoetik doku hiicreleri disinda,
deri (National Research Council, 2001), karaciger (Lagasse et al., 2000), santral
sinir sistemi (Eglitis and Mezey, 1997), kalp ve dolasim sistemi (Orlic et al.,
2001), kas (Gussoni et al., 1999) ve pankreas (Soria et al., 2000) gibi

hematopoetik olmayan doku hiicrelerine de farklilasabilmektedir.

Bu sonuglar, gelismekte olan bu disiplinde cesitli tartismalara da neden
olmaktadir. Baz1 aragtirmacilar, bu plastisitenin artefakt ve gerceklestirilen hatali
karakterizasyon uygulamalar1 sonucu ortaya ¢iktigin1 6ne siirmektedir (Shamblott
et al., 1998; Wagers et al., 2002). Baz1 arastirmacilar ise, doku yenilenmesinin
denge durumunda, bu plastisitenin SKH’lerin normal fonksiyonu olmadigini fakat
baz1 secici durum ve yaralanmalarda, bu 6zelliginin atipik bir fonksiyon olarak

gozlendigini belirtmektedir (Wagers et al., 2002).

Bir kok hiicrenin dizi degistirmesi veya farklilagsmasi i¢in baglica dort

alternatif yol bulunmaktadir: indirekt (dogrudan olmayan) farklilasma (trans-
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diferansiyasyon) geri yonde farklilasma (de-diferansiyasyon) ve ileri yonde

farklilasma (re-diferansiyasyon) ve hiicre fiizyonu.
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Sekil 2.2. Somatik kok hiicrelerin indirekt farklilasmasi (trans-diferansiyasyon). Sekilde ti¢ farkli
hiicre tipinin indirekt farklilagsmas: gosterilmistir. Direkt farklilagsma, tam olarak farklilagmig bir
hiicrenin, geri yonde bir farklilasma (de-diferansiyasyon) basamagi olmadan farkli bir olgun
hiicreye doniismesidir. indirekt farklilasma modeli birinci ile benzerdir; bu farklilasma olayinin
gergeklesmesi igin geri yonde bir farklilasma basamagi gereklidir. Kok hiicrelerin indirekt olarak
farklilagmasi, farklilagmis birincil hiicrelerin olgun hiicreleri olusturma konusundaki kararligini
gostermektedir (Leri et al., 2005).

Dogrudan olmayan farklilasma, “bir farklilasmis hiicrenin diger 6zellesmis
hiicrelere farklilagmas1” seklinde agiklanabilir (Slack and Tosh, 2001). Bu
farklilasma yolunun en belirgin 6rnegi, pigment birikimi goriilen iris hiicrelerinin

lens hiicrelerine farklilasmasidir (Kodama and Eguchi, 1994). Bu farklilasma
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yolagi, kok hiicre kaderinin belirlenmesinde, yeniden farklilasmay:1 saglayarak
onemli rol oynamaktadir (Sekil 2.2). Geri yondeki farklilagma olayinda ise kok
hiicreler, gelisimsel sinirlamalarindan bagimsiz olarak olusan dnceki fenotiplerine
dontisebilmektedir (Karadéz ve Ovali, 2004) Bu konudaki teorilerden biri
EKH’lerin SKH’lere segici olarak farklilasabildigi, SKH’lerin diger hiicre
tiplerine farklilastig1 ve bunu takip eden SKH’lerin geri-yondeki farklilagmasina
dayanmaktadir. Bunun nedeninin, farklilagmanin tek yonlii ve geri doniisiimsiiz
gergeklestigi ve bunu degistirebilecek tek durumun geriye yonelik farklilasma

oldugu diisliniilmektedir (Fisher, 1990).

Chen ve ekibinin gerceklestirdigi caligmada, kiiclik bir molekiil olan
reversin ile elde edilen sonuglar oldukga ilgi ¢ekicidir (Sekil 2.3). Bu ¢alismada,
reversin miyoblast C2C12 hiicrelerine eklenmis ve bu hiicrelerin ¢ok ¢ekirdekli
miyotiiplere farklilastigi gozlenmistir. Reversinle muamele edilen hiicreler
multipotent hiicrelere doniiserek osteoblast ve adipositlere farklilagmiglardir. Bu
bulgular, kiiclik bir molekiil muamelesinin bir hiicre tipinden digerine doniisiimii
saglayabilecegini gostermektedir (Kim et al, 2004). Arastirmacilar, geri-yondeki
kas farklilagmasini uyararak multipotent onciil hiicrelere farklilagmay1 saglayan
reversinin bu konudaki ilk basamak oldugunu disiinmektedir. Geri-yondeki
farklilasma, kok hiicre farklilagsmasi konusundaki en uygun cevaptir ve diger

aciklamalar bu teoriye dayandirilabilir. (Hikita et al., 2000)
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Sekil 2.3. Reversin-bagimli geri ve ileri yonde farklilagma (Kim et al., 2004).



16

Kok hiicrelerin farklilasma yollarmin anlasilmasi amaciyla hiicre flizyonu
konusunda da caligmalar yiiriitiilmiigtiir. Bu c¢alismalar1 baglatan iki bilimsel
yayinda, ndral onciil hiicreler ve EKH’ler, Ki-KH’leri ve EKH’lerle
gerceklestirilen in vitro ko-kiiltiirlerde flizyon hizinin diistik siklikta oldugu
belirtilmektedir (Terado et al, 2002; Ying et al, 2002). Bunu takip eden
caligmalarda, iskelet kasi lifleri (Abedi et al, 2004), hepatosit ve kardiyomiyosit
(Alvarez-Dolado et al, 2003) farklilasmasini da kapsayan in vivo modeller SKH
farklilasmasinda flizyonun diisiik siklikta gerceklestigini gostermistir. Ayrica,
akciger, deri, pankreatik hiicreler ve noronlarin farklilasmasina dayanan diger
modellerde flizyon gelisimi goriilmemistir (lanus et al, 2003; Newsome et al,
2003). Bu konudaki genel diisiince, hiicre fiizyonunun SKH farklilasmasinda
yardimc1 ve Onemli bir faktéor oldugu ancak flizyon gerceklesmeden de

farklilagmanin siirdiiriilebildigidir (Lakshmipathy and Verfaillie, 2005).

2.3.1. SKH’lerin Farkhilasmasim Etkileyen Faktorler

SKH’ler, kisa-yasam siirecine sahip fakat yiiksek oranda farklilagsmis
siirekli bir hiicre kaynagi saglamakta ve doku homeostazinin saglanmasi agisindan
kilit rol oynamaktadir (Smith, 2006). Kok hiicrelerin kendilerini yenileme veya
farklilagsmasi i¢in verilen kritik kararin organizmada siki bir sekilde kontrol
edilmesi gereklidir. SKH farklilagmasinin anlasilabilmesi i¢in bu hiicrelerin
boliinme ve ogul hiicreleri olusturma yeteneklerinin bilinmesi gereklidir. Cok
fazla sayida ogul hiicrenin farklilasmasi durumunda, kok hiicre populasyonu
tilkenecektir (Lemisckha, 2002). Alternatif olarak kendini yenileme yeteneginin
kontrol edilmemesi durumunda, kok hiicre sayis1 artacak ve tam olarak
farklilagsmamis hiicreler, ikincil mutasyonlara maruz kalarak tiimoér benzeri
olusumlar gozlenecektir. /n vitro kosullarda, SKH’lerin, yenilenme ve farklilasma
secimlerini etkileyen etkenlerin belirlenmesi, bu hiicrelerin doku tamiri ve gen
tedavilerini kapsayan klinik potansiyelleri acisindan en kritik basamaktir (Lanza,

2006).
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Farklilasma siirecinde, SKH’ler c¢ogalma yeteneklerini kaybederek,
farklilastiklar1 hiicrelerin karakteristik 6zelliklerine sahip olmaktadir. SKH
farklilasmasini agiklayan iki ana model bulunmaktadir; “hiyerarsik model”

(Lemischka, 1997) ve “siirekli model” (Quesenberry et al., 2002).

Hiyerarsik modele gore; kok hiicreler farklilasmis hiicreleri olustururken,
kok hiicrelerden “progenitér” hiicrelere ve son olarak “prekiirsor” hiicrelere dogru
tek yonlii bir gegis gerceklestirmektedir (Sekil 2.4). En ilkel kok hiicre en yiiksek
cogalma ve en diisiik farklilasma yetenegine sahip iken; prekiirsérler diisiik
cogalma potansiyeline sahiptirler ve kolaylikla farklilasabilirler. Kok hiicreden
prekiirsor hiicreye dogru gerceklesen gecisin her asamasinda farklilagma
kapasitesi artarken ¢ogalma potansiyeli azalmaktadir (Lawrence and Diegelmann,
1994). Bu modelde, en ilkel kok hiicre, cevresel faktorlerin (bliyiime faktorleri,
sitokinler, adezyon molekiilleri ve hiicre-hiicre etkilesimleri gibi) etkisiyle hiicre
siklusunun G1 fazina girene kadar GO fazinda durgun bulunmaktadir. Kok
hiicreler proliferasyon i¢in ilk uyariy1 aldiklarinda, progenitér ve prekiirsor gegis
asamalarina ilerleyebilmekte ve yeni bir uyar1 alana kadar durgun konumlarina
geri donebilmektedir. Ancak, progenitor ve prekiirsér hiicrelerin tekrar kok hiicre

konumuna dénmesi miimkiin degildir (Lemischka, 1997).
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Sekil 2.4. Kok hiicre farklilagsmasini agiklayan hiyerarsik ve siirekli modeller
(Quesenberry et al., 2005).
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Hiyerarsik modelin aksine, siirekli model; kok hiicrelerin siirekli oldugu ve
tersinir sekilde konumlarini degistirdikleri teorisine dayanmaktadir (Sekil 2.8). Bu
modelde, kok hiicrelerin bir konumdan diger konuma kayabildigi ve tekrar eski
konumuna donebildigi degisken bir stireklilik goriilmektedir. Konumdaki bu
kaymanin nedeninin, kok hiicrelerin ¢evresel uyaranlara verdikleri yanit olarak
tanimlanan, hiicre siklusuna bagli olarak gerceklesen kromatinin yeniden
modellenmesi olduguna inanilmaktadir. Hiyerarsik modelde oldugu gibi, bu
modelde de durgun somatik kok hiicreler G1 fazina girmeleri i¢in bir uyarana
ihtiyag  duymaktadirlar. Ancak, daha sonra farklilagma yolaklarindan
ilerleyebilmekte ve tekrar GO fazina ve durgun konuma donebilmektedirler.
Progenitér asamaya dogru ilerleyen hiicreler tekrar kok hiicre konumuna
donebildigi i¢in bir kok hiicrenin mikrogevresel uyaranlara baglh olarak farkli
serilerin hiicrelerini olusturabilmesi miimkiin olmaktadir (Quesenberry et al.,

2002).

Kok Hiicre Mikrocevresi (/Vis)

Kok hiicrelerin, farklilagma yetenekleri i¢ ortam genetik yolaklar1 ve dis
ortam sinyallerinin etkisinde diizenlenmektedir. SKH’ler, kendilerine destek
saglayan ve bu diizenleyici sinyallerin iletilmesine olanak saglayan bir gevreye
ihtiya¢ duyarlar. “Kok hiicre nisi” olarak adlandirilan bu mikrogevre, hiicrelerin
diizenlenmesi ve islevlerinin kontrol edilebilmesi i¢in gerekli hiicresel ve
molekiiler faktorleri icermektedir. Baz1 dokularda (deri gibi) bu mikrogevre hem
kok hiicreleri hem de bu hiicrelerin onciillerini diizenleyici etki gdstermektedir

(Zhang and Li, 2008).

Kok hiicre nigleri, kok hiicrelere destek saglamakta, yasamlari i¢in uygun
ortami olusturmakta, proliferasyonlarini diizenlemekte ve farklilasmalarina yon
vermektedir. Bu konuda gergeklestirilen calismalar olduk¢ca oOnemli bilgiler
vermektedir. Ornegin; her nis sistemi, fiziksel etkilesimi saglayan ve kok hiicrenin
asimetrik veya simetrik olarak bdliinmesine neden olan Notch gibi 6zel
molekiillerden  yararlanmaktadir. Bir niste c¢ok yonlii kok hiicreler

bulunabilmektedir (Sekil 2.5). Kok hiicrelerin ¢ogu, niste kalacak bir ogul hiicre
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ve farklilagmak icin nisten ayrilacak bir ogul hiicreyi olusturmak icin asitmetrik
olarak boliinmektedir. Bununla birlikte, simetrik boliinme de gerceklesmektedir.
Kok hiicrelerin simetrik olarak boliinmesi tiim kok hiicre hatlarinin olusumunu
saglayabilmekte ve kok hiicre sayisi degismeden sabit kalmaktadir. Bunun nedeni,
herhangi bir eksilmenin artisla dengelenmesidir (Shibata and Tavaré, 2007). Kok
hiicreler, doku hasar1 gelistiginde mikrogevrelerinden ayrilarak hasarin gelistigi
bolgeye goc etmektedir. Bu nedenle mikrogevredeki kok hiicre sayisinin

dengelenmesi oldukca énemlidir.
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Sekil 2.5. Kok hiicre mikrocevresi (nisi). Bir kok hiicre nisi ¢on yonli kok hiicreleri
icermektedir. Kok hiicreler asimetrik olarak boliindiikleri siirece dliimsiiz 6zelliktedirler ve bu
hiicreler asla wvarliklarim1 yitirmezler. Buna zit olarak, simetrik olarak bdlinmeye
basladiklarinda, nisteki kok hiicre sayisinin sabit tutulmasi gerektiginden yokolacaklardir.
Cesitlilik, oliimsiiz kok hiicre hatlarinin yasina bagli olarak siirekli artis gdstermektedir.
(Shibata and Tavaré, 2007).

2.4. Mezenkimal Kok Hiicreler

Mezodermal farklilasma yolaklarinin belirlenmesine yonelik gergeklestirilen
kemik 1iligi calismalari, kemik iligi ve c¢esitli erigkin dokularinda bulunan

multipotent, hematopoetik olmayan kok hiicrelerin varligini ortaya koymustur. Bu
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hiicreler “mezenkimal kok hiicreler (MKH)” veya yeni isimlendirme ile

“mezenkimal stromal kok hiicreler” adin1 almaktadir (Bensinger et al., 2009).

MKH’ler, kemik 1iligi hiicrelerinin CD45 negatif fraksiyonunda yeralan,
uzantili fibroblast benzeri hiicreler olup, iizerinde en c¢ok calisilan hiicre
tirlerinden birini olusturmaktadir. MKH’ler hematopoetik kok hiicrelerin
stromaya tutunmasini saglamakta, kok hiicre rezervi olusturmakta, ve doku hasari
olustugunda diger dokulara gd¢ edebilmektedir KI-MKH’ler, hematopoetik kok
hiicre farklilagsmasi i¢in gerekli mikrogevreyi saglamalarinin yani sira, kemik,
kikirdak ve yag dokusunu olusturabilme potansiyeline de sahiptir (Pittenger and

Marshak, 2001).

Ki-MKH’ler, hematopoetik ve hematopoetik olmayan biiyiime faktorleri,
interlokinler ve kemokinler salgilamaktadir. Bu sitokinlerin bazilar1 devamli,
bazilar ise aktivasyon sonucu salgilanmaktadir. Buna ek olarak MKH’ler birgok
sitokin ve biiylime faktoriiniin reseptorlerine de sahiptir. Bu hiicrelerin kemik iligi
mikrogevresine katilimlari, proteoglikanlar, kollajen, laminin ve fibronektin gibi
matriks molekiilleri ile gosterilmektedir (Pittenger and Marshak, 2001). MKH’ler
hiicreleraras1 etkilesimde o©nemli rolleri bulunan yapisma molekiillerini de
eksprese etmektedir. Osteopontin ve hiyaliironan gibi ¢esitli ligandlarin reseptorii
olan CD44’iin MKH’lerde yiiksek orandaki ekspresyonu, bu hiicrelerin kemik
iligi ve kemikte hiicre dis1 matriks organizasyonundaki roliinii gdstermektedir

(Bianco and Cossu, 1999).

MKH’ler, kemik iligi disinda, diger eriskin dokulardan da izole
edilebilmektedir. Literatiirde, bu kok hiicrelerin yag dokusu, kemik, kikirdak, dis
pulpasi, perikondriyum (kikirdak bag dokusu), iskelet kasi, kordon kani, kordon
bag dokusu, dalak, eklem sivis1 zar1 ve tendonlardan da izole edildigi
goriilmektedir. MKH’lerin, saglikli bir deney hayvanina ven i¢i uygulamalarinda,
kemik iligine yerlestikleri gozlenmistir. Ancak, viicutta iltihaplanma
(enflamasyon) veya doku hasar1 gelistiginde, bu hiicreler hasarin oldugu bolgeye
goc etmektedir. Iltihaplanma bolgesinde artmis kemokinler ve MKH’lerin
yiizeyinde bulunan kemokin reseptorleri sayesinde bu hiicreler, iltihap, hasar ve

timor bolgelerine go¢ edebilmektedir (Pittenger and Marshak, 2001).
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MKH’ler, immun-diizenleyici ozellige sahiptirler. Bu kok hiicreler, T
lenfosit, B lenfosit ve dogal oldiiriicti hiicrelerin fonksiyonlarim1 baskilamakta ve
dendritik hiicre farklilasmasini inhibe edebilmektedir. Bu nedenle MKH’ler,
bagisiklik sistemindeki bozukluklarin goriildiigii graft-alict reddi hastalig
(GVHD) ve Crohn hastalifi gibi hastaliklarin tedavisine yonelik klinik
uygulamarda, kullanim potansiyeline sahiptirler. (Chen et al., 2008). MKH’ler,
orta seviyede MHC-I tasimalarina ragmen, HLA-II ve yardimci uyaran (ko-
stimulatdr) molekiilleri tastmamaktadir. immiinolojik olarak bagimsiz hiicreler
olmalar1 nedeniyle, bagisiklik sisteminin baskilanmasina gerek olmadan
nakillerinin gergeklestirilebilmesi miimkiindiir. Bu durum, MKH’lerin saglikli
goniilliilerden alinarak HLA-uygun ve HLA-uygun olmayan durumlarda bile akut
ve kronik hastalarin tedavisinde kullanilabileceklerini gostermektedir (Devine et

al., 2003).

2.4.1. MKH’lerin in vitro Ozellikleri

Uluslarast Hiicresel Tedavi Dernegi (ISCT) tarafindan MKH’lerin in vitro

kiiltiir kosullarinda tanimlanmasina yonelik ii¢ 6lgiit belirlenmistir;

1.  Uygun kiiltiir kosullarinda, plastik yiizeye yapigsmalar1 gerekmektedir.

2.  Akis sitometri cihazi ile gergeklestirilen analizlerde, hiicrelerin %95’ten
fazlasinin, CD73 (ekto5 niikleotidaz), CD90 (Thy-1) ve CD105 (endoglin)
tagimasi1 gerekmektedir. Bunun yani sira; hiicrelerin %98’sinden fazlasi,
CD45 (pan-lokosit belirteci), CD34 (primitif hematopoetik progenitér ve
endotel hiicre belirteci), CD11b veya CD14 (monosit belirtecleri), CD19
veya CD79a (B hiicre belirtecleri) ve HLA Sinif II antijenlerini tagimalari
gerekmektedir.

3.  MKH’ler, uygun farklilastirma besiortamina alindiklarinda osteojenik,
kondrojenik ve adipojenik farklilasma gostermelidir (Spitkovsky and
Hescheler, 2008).

Sekil 2.6’de kemik iliginden MKH izolasyonu ve izole edilen MKH’lerin in

vitro iiretim basamaklar1 gosterilmistir. Diger dokulardan (yag dokusu, dis pulpasi
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gibi) elde edilen MKH’ler de Ki-MKH’lere benzer in vitro kosullarda
iiretilmektedir. MKH’ler in vitro kosullarda c¢ogalabilmek icin fotal sigir
serumuna (FBS) ihtiya¢ duymaktadir. Ancak, FBS viral ve prion aktarabilme riski
tasimakta ve alicida immun reaksiyon gelisimine neden olmaktadir. Bu sartlarda
iiretilen MKH’lerin in vivo insan c¢alismalarinda ve tedavilerinde kullanilmasi
uygun degildir. MKH’ler, FBS yerine insan serumu kullanilarak iretildiginde
daha diisiik bir proliferasyon gostermektedir. MKH {iretiminde, trombin ile aktive
edilmis, trombositten zengin insan plazmasinin kullanimi ile FBS kullanimi
karsilastirildiginda 3 kat yiiksek bir proliferasyon hizi gézlenmistir. Insan kordon

kan1 serumunun kullanimi da diger bir alternatiftir (Kocaoemer et al., 2007).

- ﬁ Hiicre
)1 siispansiyonu
{ (1X10° hitcre/cm2 )
- fﬂ"‘ b v
L\ N 'fr P —_— 041530 FBS 48-72 saat inkiibasyon
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L-glutamin 1
Sodyum fosfai iceren '
DMEM-L G hesiyeri Non-aderen hiicrelerin

atilmas1 l

10-14.giin koloni saymm (CFU-F)

Hiicreler konfluent

oldugunda (14.giin) -
tripsinizasyon SO Sy 3::5'
°

- ! : n- - (pasajlama)
Canhhk ve flowsitometrik belirtec kontroli \ i B 1
Farkhlagtirma cahsmalar { : >
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devam ettirilmesi

Karakterizasyon ¢calismalar

Sekil 2.6. MKH’lerin kemik iliginden izolasyonu ve in vitro kosullarda tiretilmesi.

MKH kiiltiir ortaminda yiiksek konsantrasyonda glukoz bulunmasi, bu
hiicrelerin erken yaslanmasimma neden olmaktadir. Glukoz oraninin diisiik
konsantrasyonda bulundurulmasi ile proliferasyonun arttirilmasi ve apoptozun
(programli  hiicre Olimil) azaltilmast miimkiin olmaktadir. MKH’lerin,
fonksiyonel, fenotipik ve hiicresel Ozelliklerinde bir degisiklik olmadan, uzun
siireli  olarak dondurularak saklanmasi ve gerektiginde ¢ozdiiriilerek

kullanilabilmesi miimkiindiir (Stolzing et al., 2006).
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MKH’lerin in vitro farklilasma c¢aligmalarinda bazi kisitlamalar
bulunmaktadir. Biyokimyasal karakterizasyon analizlerinin, in vivo uygulamalara
doniistliriilebilmesi  zordur. In vitro kosullarda, in vivo sartlarda MKH
farklilasmasini kontrol eden sinyal yolaklar1 olusturulamaktadir. Bu gozlem, in
vitro ortamda tek bir sitokinin MKH farklilagmasi iizerindeki rolii incelenerek
gerceklestirilebilmektedir. Ornegin, literatiirde BMP’lerin adipogenez ve
osteogenez lizerindeki etkisi farkliliklar gostermektedir (Sell, 2003). Bu
kisitlamalara ragmen, MKH farklilastirma ¢alismalar1 hiicre biyolojisi
konusundaki bilgilerimizi arttirmaktadir. SKH ve MKH plastisitesi, kok hiicre
calismalar1 agisindan en Onemli yeri tutmaktadir. Bu hiicrelerin, biyokimyasal
ajanlar ve genetik yontemlerle yeniden programlanabilmesi de miimkiindiir.
Boylece, hayvan modellerinde gerceklestirilen klinik Oncesi ¢alismalarin
cevaplayamadigt  sorular, insan kok  hiicre biyolojisi  ¢aligmalariyla

yanitlanabilecektir (Wynn et al., 2004).

MKH’ler i¢in pozitif ve negatif belirtegler saptanmis olmasina ragmen, bu
hiicreler icin tek bir yilizey antijeni tanimlanmamaktadir. Pozitifligi belirlenen
biyobelirtegler; CD90, CD73 ve CD105’tir. Hematopoetik hiicre hatlariyla iligkili
goriilen ve MKH’ler i¢in negatif olan biyobelirtecler ise; CD11b/14, CD19/ 79a,
CD45 ve HLA-DR olarak belirlenmistir. Cizelge 2.3’de, KI-MKH’lerin eksprese
ettigi spesifik antijenler, sitokin reseptorleri ile adezyon molekiilleri ve iirettikleri
sitokin ve matriks proteinleri listelenmistir. Ayrica, bu hiicreler karakteristik
olarak yiizeylere yapisma ve in vitro kosullarda adipojenik, kondrojenik ve
osteojenik farklilasma gostermektedir. Izole edilen MKH’lerin siklig1 ve ¢ogalma
yetenekleri, hiicrelerin alindigi dondriin yasia bagl farkliliklar gostermektedir

(Gimble et al., 2000).
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Cizelge 2.2. Ki-MKH’lerin immunofenotipik 6zellikleri; spesifik antijenlerin, sitokin
reseptorlerin  ve adezyon molekiillerinin ekspresyonu ve sitokinlerin ve matriks
proteinlerin iiretimi (Karadz ve Ovali, 2004).

BELIRTEC TiPi BELIRTECI

Spesifik antijenler SH2, SH3, SH4, STRO-1, diiz kas o-aktin,
MAB1740

Sitokinler ve bilyiime Interlokinler: 1a, 6, 7, 8, 11, 12, 14 ve 15, LIF, SCF,
faktorleri F1t-3 ligand, GM-CSF, G-CSF, M-CSF

Sitokin ve biiyiime faktorii | IL-1R, IL-3R, IL-4R, IL-6R, IL-7R, LIFR, SCFR,
reseptorleri G-SCFR, IFNyR, TNFIR, TNFIIR, TGFpIR,
TGFBIIR, bFGFR, PDFGR, EGFR

Integrinler: avp3, avp5
Integrin zincirleri: al, a2, 03, a4, a5, av, B1, B3, p4

ICAM-1, ICAM-2, VCAM-1, ALCAM-1, LFA-3,
L-selektin, endoglin, CD44

Adezyon molekiilleri

Hiicre dis1 matriks Tip I, II, IV, V, ve VI kollagen, fibronektin,
laminin, hiyaliironan, proteoglikanlar

2.4.2. MKH’lerin In vitro Farklilasma Potansiyelleri

Gergeklestirilen in vitro MKH c¢aligmalari, bu hiicrelerin uygun ortam
kosullarinda ve uygun uyaranlarla farkli doku ve hiicrelere farklilasabildigini
gostermektedir. MKH’ler, kiiltiir ortaminda farklilagirken, kiiltlirde uygun
miktarda esansiyel biiyiime faktorii varliginda biliylime fazinda bulunmaktadirlar.
Biiylime fazinin, “temas (kontakt) inhibisyonu” ile uyarilmasi miimkiindiir.
Biiyiime fazindaki kok hiicreler, hiicre siklusunun GO fazindadir ve
farklilasmamiglardir. MKH’ler farklilasmaya baslamadan once farklilasma oncesi
faza gegerler. Kiiltiir kosullar1 farklilagma i¢in uygun oldugunda iki durum
gerceklesir; hiicrelerin farklilagacaklari hiicre morfolojisini kazandiklar1 “terminal

olmayan farklilasma” ve “terminal farklilasma™ (Sell, 2003).

Terminal olmayan farklilagma, plazma/serum igerigindeki faktorler veya

insiilin ve deksametazon gibi diger kimyasallarla uyarilabilmektedir. TGF- ve
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TPA gibi faktorler ise terminal olmayan farklilagsmay:1 inhibe etmektedir. Bu
farklilagsma siirecinde, hiicreler tam olarak farklilagsmis fenotipte degildirler
(Fisher, 1990). MKH’lerin son farklilasma basamagi “terminal farklilagsma”
basamagidir. Yapilan g¢alismalar, protein kaybina bagli olarak ¢ogalma
yeteneginin kaybedildigini ve bu durumun geri doniisiimsiiz olarak gergeklestigini
gostermektedir (Hikita et al., 2000). Terminal farklilagsma, “farklilagmis hiicrelerin
cogalma yeteneklerini kaybetmeleri” seklinde tanimlanmaktadir. Kanserlerde
gozlenen kontrolsiiz hiicre ¢ogalmasinin, terminal farklilasmanin kontroliinde

meydana gelen hatalardan kaynaklandig: diigiiniilmektedir (Wier and Scott, 1985).

MKH’ler, uygun uyaranlarin etkisiyle in vitro osteojenik ve adipojenik
farklilasmaya  yonlendirilebilmektedir.  Adipojenik  farklilasma, IBMX
(fosfodiesteraz  inhibitérii  izometilksantin), deksametazon (glukokortikoid
reseptorli), PPAR vy (peroksizom proliferator aktive reseptor) ligandlar1 ve insiilin
varliginda gerceklestirilebilmektedir. Fibroblast-benzeri morfolojideki MKH’ler,
3-9 giin igerisinde, oval, notral-lipit damlalar1 igeren hiicrelere farklilagsmaktadir.
Elde edilen farklilasmis MKH’ler, olgun yag hiicrelerine 6zgli gen belirteglerini
eksprese etmekte ve adipokin salgilanmasi gibi biyokimyasal karakteristik
ozellikler kazanmaktadir (Diascro, 1998). Yapilan ¢aligmalarda, adipojenik
farklilasmay1 arttiran PPAR vy gibi bazi uyaranlarin, osteojenik farklilagsmay1
inhibe ettigi gosterilmistir. Bununla birlikte, kemik morfojenik proteini (BMP)
gibi osteojenik farklilasmay1 yonlendiren bazi uyaranlar, adipogenez ilizerinde de

benzer etki gdstermektedir (Chen, 1998; Lecka-Czernik, 1999).

MKH’ler, askorbat, deksametazon ve TGF- B varliginda, kondrojenik bir
fenotip  gostermektedir.  Eklem  kikirdaginin  iyilestirilmesi  amaciyla
gergeklestirilen calismalarda, biiyiime faktorleri ve doku iskelelerinin bir arada
kullan1ldig1 uygulamalarin daha basarili oldugu rapor edilmektedir. Ekstraselliiler
matriks, mekanik olarak uyarma ve oksijen gerilimi gibi ¢evresel faktorler de
MKH’lerin kondrojenik farklilagsmasini etkilemektedir (Estes, 2006). Bununla
birlikte, erigskin dokularindan elde edilen MKH’lerin ¢ogunun, kalp, iskelet
sistemi ve diiz kas hiicrelerine 6zgii belirtecleri eksprese edebildikleri rapor
edilmistir.  Gergeklestirilen  c¢aligmalarda,  5-azasitidin =~ varliginda  ve

kardiyomiyositlerle birlikte gergeklestirilen kiiltiir ¢calismalarinda, bu hiicrelerin
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kardiyomiyositlere 6zgii belirtegleri eksprese ettigi gosterilmistir (Planat-Benard,

2004).

MKH’ler, serum ig¢ermeyen ve anti-oksidanlarin bulundugu kiiltiir
ortaminda, ndronal ve oligodendrisit hiicrelerinin morfolojik biyokimyasal
ozelliklerini gostermektedir. Benzer uyari, kiiltlir ortamina indometasin, insiilin ve
metilizoksantin eklenmesiyle de gergeklestirilebilmektedir. Noral olarak
farklilasmis MKH’ler, nestin ve NeuN gibi noral belirtecleri ve oligodendrosit
hiicre belirteci olan gliyal fibriler asidik protein (GFAP)’1 eksprese etmektedir.
Buna karsilik, olgun ndral ve gliyal hiicrelerin islevlerini gerceklestiren bir noral
MKH farklilasma modeli olusturulamamistir (Sakaguchi, 2005). Ayrica,
MKH’lerin canli dis1 hepatik (Lee et al., 2004; Seo et al., 2005) ve pankreatik

(Timper et al., 2006). farklilagsmalarina yonelik 6nemli bulgular bulunmaktadir.

2.5. Dis Pulpas1 Kaynakh Kok Hiicreler (DP-KH)

Embriyonik  donemde, dis  tabakasinin  gelisimi  ektodermden
kaynaklanmaktadir. Ektodermal yap1 dis germlerini olustururken, ndral kabarti
hiicreleri dis organi, dis papillas1 ve dis folikiiliine farklilasmaktadir. Bu nedenle,
dis pulpasi ektodermal kaynakli noral kabarti hiicrelerini de kapsayan mezenkimal

bilesenler igermektedir (Mauth et al., 2007).

Dis pulpasinin damarlari ¢evresindeki (perivaskiiler) yatakta yeralan ve “dis
pulpasi1 kok hiicreleri (DP-KH)” olarak adlandirilan hiicre populasyonunun MKH
olduklar1 distiniilmektedir. Bu hiicreler, yiiksek proliferasyon gosterebilen,
klonlanabilen ve yiiksek plastisite yenetenegine sahip multipotent hiicrelerdir
(Gronthos et al., 2000). 90’11 yillarin ortalarinda, dis pulpasindan 6nciil hiicrelerin
elde edildigi bildirilmistir. Daha sonra, dis MKH’lerinin, gémiik yirmi yas dis
pulpasindan da elde edildigi belirtilmistir. DP-KH’lerin izolasyonu ve
tanimlanmasi, ilk olarak 2000 yilinda Gronthos ve ekibi tarafindan
gerceklestirilmis ve ayni ekip tarafindan, bu hiicrelerin odontoblastik, adipojenik
ve noral hiicre tiplerine farklilagmasi gosterilmistir. Pulpa dokusundan kok
hiicrelerin izolasyonu oldukca etkili sekilde gercgeklestirilebilmektedir. DP-

KH’lerin kemik iligi kokenli kok hiicrelerden, hiicre dongiisii ile iliskili genleri
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eksprese etmeleri nedeni ile ayirt edilebildigi belirtilmektedir. Bu sonuglar, DP-
KH’lerin MKH’ler ile karsilagtirildiginda yiiksek proliferasyon hizina sahip
olduguna iligkin bulgular ile uyumluluk gostermektedir. DP-KH’lerin kolay izole
edilebilmesi ve daha yiiksek bir proliferasyon hiz1 gostermeleri, bu hiicreleri Ki-
MKH’lerden {istlin kilmaktadir. Dis kok hiicreleri, damarlarin ¢evresinde lokalize
olmaktadir ve kok hiicre belirteci Stro-1’1 eksprese etmektedir (Krebsbach and
Robey, 2002; Morsczeck et al., 2007).

DP-KH’lerin baglica farklilagma potansiyeli dentin ya da dis kokiinii saran
bag doku ile iligkili hiicrelerin olusumunda etkili olmaktadir. Bu kok hiicreler
pulpa, disi ¢evreleyen bag dokusu ya da dis folikiiliinden kdken almaktadir. Dis
dokularindaki kok hiicrelerin farkli kaynaklardan elde edilebilmesi miimkiindiir;
dis epiteli, dis cikintis1 (papilla), disi ¢evreleyen bag doku, dis folikiili. Dis
epitelinden elde edilen kok hiicreler (ektodermal kok hiicreler) disindaki, dis kok
hiicrelerinin tiimii, noral-kabart1 kaynakli ektomezenkimal hiicrelerdir. Bu kok
hiicreler, dentin ve dis dokularinin gelisiminde gelisim ve hiicresel farklilasma

sireclerine katilmaktadir. (Morszccek et al., 2007).

DP-KH’lerin gen ekspresyonlarinin belirlenmesi ve bu genlerin fonksiyonel
siiflandirilmasinin gergeklestirilmesi ile bu hiicrelerin alkalin fosfataz, dentin
matriks proteini-1, dentin siyalofosfoprotein ekspresyonlar1 gosterilmistir. Gen
ekspresyon analizleri, eksprese edilen genlerin ¢ogunun ekstraselliiler matriks
bilesenleri, biiyiime faktorleri ve hiicre adezyon molekiillerini kodladigini ortaya
koymustur. Gen ekspresyon diizeyleri, hiicre sinyalleri, hiicresel etkilesimler ve
hiicre metabolizmasini diizenleyici etki gostermektedir (Krebsbach and Robey,

2002).

DP-KH ve KI-MKH’lerin gen ekspresyonlar1 karsilastirildiginda, ¢ok az
farklilik gozlenmektedir (Cizelge 2.3). DP-KH’lerde, hiicre siklusu aktivatorii
siklin-bagimli  kinaz-6 yiiksek oranda eksprese edilmektedir. Bu yiiksek
ekspresyon DP-KH’lerin neden daha yiiksek bir proliferasyona sahip olduklarini
aciklamaktadir. (Todorovi¢ et al., 2008).
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Cizelge 2.3. DP-MKH ve Ki MKH’lerin hiicre yiizey protein ekspresyonlarmin
karsilagtirilmasi

Yiizey Antijeni DP-KH SHED Ki-KH
CD14 - - -
CD34 - - -
CD44 ++ ++ ++
CD45 - - -
CD106 + +/- ++
CD146 ++/+/- ++/+/- ++/+/-
Stro-1 ++/+/- ++/+/- ++/+/-
Tip I kollajen ++ ++ ++
Tip III kollajen ++/+ ++/+/- ++/+
Osteokalsin ++/+ ++/+/- +/-
Osteonektin ++/+ ++/+ ++/+
Osteopontin +/- +/- +/-

DP-KH; Dis pulpas1 kok hiicresi, SHED: siit disi kok hiicresi, KI-MKH: kemik iligi kaynakl
mezenkimal kok hiicre (Todorovi¢ et al., 2008).

Dis pulpast kok hiicreleri, tedavi amag¢li uygulamalar i¢in gerekli biitiin

ozellikleri tasimaktadir;

1) bu hiicrelerin elde edilmesi oldukc¢a kolaydir,

2) pulpa dokusundan elde edilen kok hiicre ekstraksiyonu daha yiiksek
etkinlik gostermektedir,

3) yliksek farklilasma yetenegine sahiptirler,

4) biyomateryallerle birlikte gerceklestirilen uygulamalarda dokularin
yeniden yapilandirilmasi i¢in etkin olarak kullanimlart miimkiindiir,

5) yasam siireleri uzundur,

6) giivenli olarak kriyoprezervasyonlari miimkiindiir (Todorovi¢ et al., 2008).
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Sagliklt insan disinden elde edilen DP-KH’lerin dondurularak saklandiktan
sonra ¢ozdiirlilmesiyle elde edilen yliksek hiicre canlilik oranlari bu hiicrelerin
gerektiginde kullanilmak tizere, 6rnek saklama bankalarinda da saklanabilecegini
ortaya koymustur (D’aquino et al., 2008). DP-MKH’ler, anti-inflamatuar ve
immun-diizenleyici 0zelliktedir. Bu hiicreler, pulpa kaynakli ve dis destek
dokularmin enfeksiyonlarinda, bagisiklik yanitinin olusumunda proinflamatuar
transkripsiyon faktorii NF-B araciliiyla rol oynamaktadirlar. Allojenik dokulara
transplante edildiklerinde ise immunolojik tolerans gelisimini uyarmaktadirlar.
DP-MKH’ler, bagisiklik sistemini baskilayict etkilerini T lenfositlerin

proliferasyonunu inhibe ederek gostermektedirler (Graziano et al., 2008).

Ugiincii molar dislerden elde edilen iDP-MKH’lerin dentin-yapici
odontoblastlar (Gronthos et al., 2002), osteoblastlar (Laino et al., 2005), yag
hiicreleri (Gronthos et al., 2002; Jo et al., 2007), iskelet/diiz kas hiicreleri
(d'Aquino et al., 2007), endotel hiicreleri (d'Aquino et al., 2007), kikirdak
hiicreleri (Zhang et al., 2006) ve sinir hiicrelerine (Zhang et al., 2006; d'Aquino et
al., 2007) farklilasabildigi gosterilmistir. Ayn1 zamanda bu hiicreler, osteoblastlara
0zgl karakteristik Ozellikler de goOstermistir. Bu calismalar, dis pulpasi kok
hiicrelerinin mezenkimal ve mezenkimal olmayan dokularin hiicrelerine
farklilasabildigini gostermektedir. Yapilan son ¢alismalar ise bu hiicrelerin
multipotent noral kabart1 kok hiicreleri olabilecegine dair kanitlar icermektedir.
Ayrica, bagisiklik sistemi baskilanmis siganlarda gergeklestirilen ¢alismalar, DP-
MKH’lerin  kafatasinda  gerceklesen  biiyiilk  defektlerin  onarilmasinda
kullanilabilecek 6nemli bir hiicre kaynagi oldugunu gostermistir (Morszccek et
al.,, 2007). DP-MKH’ler, bu 6zellikleriyle dentin, periodontal doku ve kemiksi
kikirdak dokusularin onarilmasinda ve bagisiklik sistemi ve kas hastaliklar1 ve bag
doku hasarlariin tedavisine yonelik klinik uygulamalarda 6nemli bir kullanim

potansiyeline sahiptir (d’Aquino et al., 2008; Todorovi¢ et al., 2008).
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2.6. Epitelyum Dokusu ve MKH’lerin Epitelyal Farklilasmasi

Deri, gastrointestinal kanal, lirogenital sistem, gogiis kanallar1 gibi tiim
viicut ylizeyleri ve kaviteleri, destek bariyeri olarak gorev yapan epitelyum
dokusu ile kaplidir. Bu doku bariyerinde gerceklesen doku kayiplarinin, epitelyal
homeostazin saglanabilmesi i¢in hiicre proliferasyonu ile yerine konmasi
gerekmektedir. Hastaliklar ve yaralanmalar sonucu olusan doku kayiplarinin
yerine konulmasi olduk¢a zordur. Bu yenilenmenin saglanabilmesi i¢in en uygun
ve en Oonemli kaynak epitelyal doku kok/onciil hiicrelerdir. Bu hiicreler, noral,
vaskiiler, hepatik, pankreatik ve epitelyal dokulardan elde edilebilmistir. Ancak,
epitel dokunun cogalabilen bilesenleri bu agidan yetersizdir. Diger bir kaynak,
yaralanma sirasinda bu bolgeye go¢ eden veya enjeksiyonu gerceklestirilebilen

kemik iligi kok/onciil hiicreleridir (P aunescu et al., 2007).

Epitelyumun farklilagsma ve gelisim siireci iki basamakta gerceklesmektedir;
epitelyal olmayan hiicrelerin Onciil-epitelyuma doniisiimii ve bunu takip eden
terminal farklilasma. Epitelyal onciil hiicreler epitelyumun temel ozelliklerini
olusturan, boliinebilen ve goc edebilen hiicrelerdir. Terminal olarak farklilagmis
epitel ise, sabit konumdadir ve proliferasyon yetenegi yoktur. Terminal epitel,
hiicre seklinin ve hiicreye 0zgii 06zelliklerin korunmasii ve diizenlenmesini
saglamaktadir. Terminal farklilagsma, bagirsak, deri, prostat ve diger organlarda da

gerceklesmektedir (Hikita et al., 2000).

Sekil 2.7 incelendiginde MKH’ler (Sekil 2.7A) ve epitel/keratinosit onciil
hiicreleri (Sekil 2.7B) arasindaki fark anlasilir hale gelmektedir. Iki hiicre tipi de
geri doniisiimlii biiyiime fazina girmekte ve cok asamali farklilagsma siirecine
katilmaktadir. Epitelyal onciil hiicreler ve MKH’ler arasindaki fark, hiicre siklusu
ve biiylime fazi evreleridir. MKH’lerde geri doniisiimlii farklilagma siireci, hiicre
siklusunun G1 fazinda gerceklesirken, normal epitelyal onciil hiicrelerde bu siireg
G1 veya G2 fazlarinda gergeklesmektedir. Ayrica, MKH farklilasmasi ¢ogalma
yeteneginin kaybina bagli olarak gelismekte, epitelyal Onciil hiicrelerde ise
cogalma yetenegi terminal farklilasma Oncesi geri donilisiimsiiz olarak

kaybedilmektedir (Fisher, 1990).
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A Farkhlagma Oncesi — Terminal Olmayan Terminal Farkhlasma
/’ Biiyiime Fan +— | Farkhlasma Fan | tan
Hizh
Riiyiime
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Biiyiime Falctirii
Eksikligine Bagh
Durgun Faz
B
Biiyiime > G eri Dimniigiimlii Geri Dinfistimstiz Terminal Farkhlagma
Faz +— | Farkhlasma —* | Farkhlagma Oncesi |[—>|
{Omcesi Faz Faz

Sekil 2.7. MKH’ler ve epitelyal onciil hiicrelerin proliferasyon ve farklilagma siireglerinin
kargilagtirtlmasi. A’da goriildiigi gibi MKH’ler,, terminal farklilasmadan 6nce, “farklilagsma dncesi
biiytime faz1” ve geri doniislimsiiz “terminal olmayan farklilagsma siireci” ne girmektedir. Epitelyal
onciil hiicreler (B) ise, ilk olarak biiylime biiylime fazina, daha sonra ise geri doniisiimsiiz biiylime
fazina girmektedir. Geri doniisiimsiiz fazda, epitelyal hiicrelere 6zgii protein ekspresyonlar
gerceklesmemektedir. Bu proteinler, terminal farklilasma fazinda eksprese edilmektedir (Fisher,
1990).

Epitelyal hiicreler hakkinda bilinmesi gereken bir diger konu epitelyal-
mezenkimal gegcistir. Epitelyal-mezenkimal ge¢is (EMT), epitelyal hiicrelerin
hiicre-hiicre ve hiicre-ekstraselliiler matriks iliskisine bagli olarak gelisen ve
epitelyal hiicrelerin diger viicut bolgelerine gogii ile sonuglanan, fizyolojik
fenotipik bir kaymadir. EMT, embriyonik donemde farkli dokulardaki onciil
hiicrelerin olusmasint saglamaktadir (Radisky ve LaBarge, 2008). Eriskin
bireylerde EMT, doku yenilenmesi ve hasarli dokunun tamirini kapsayan
organlarin gelisim siirecinde gorev almaktadir. MKH’lerin epitelyal farklilagma
calismalari, ko-kiiltiir calismalari1 ve doku miihendisligi caligmalari, EMT
mekanizmasinin daha anlagilir hale getirilmesi ve buna yonelik tedavi

yontemlerinin gelistirilebilmesi a¢isindan 6nem tagimaktadir.

Bununla birlikte edinilmis bagisiklik eksikligi sendromu (AIDS)’na neden
olan HIV viriisii direkt olarak epitelyal hiicreleri etkilemekte, epitelyal hiicreler ile

yayilim gostermekte ve epitelyal dokudaki oOzellesmis bagisiklik sistemi



32

hiicrelerine baglanarak etki gostermektedir. Bu durum, epitelyal doku

caligmalarint daha 6nemli hale getirmektedir (Dezzutti and Lal, 1998).

Erigskin kok hiicrelerin epitelyal farklilagmasi konusunda gergeklestirilen
calismalar, KI-MKH’larin akciger dokusunda fibroblast-benzeri hiicreler (Pereira
et al., 1995) ve farklilagmig brons epiteli ve alveolar tip II pnomositler (Kotton et
al., 2001) seklinde konumlandigini gostermistir. Ayrica, bu hiicreler alicinin
akciger parankiminde, morfolojik ve molekiiler olarak alveolar epitele ait tip I
pnomosit fenotipini gostermistir (Kotton et al., 2001). Diger bir deneysel
caligmada, kiiciik solunum yolu epitel hiicreleriyle birlikte kiiltiire edilen insan
MKH’lerinin hizli bir sekilde epitel-benzeri hiicrelere farklilastigi ve tek katli
epitelyal  tabaka  olusturduklar1  rapor  edilmistir.  Bu  hiicrelerin,
imunohistokimyasal ve mikro diizeydeki analizlerinde, normal solunum yolu
epitelyal hiicreleri ile benzer fenotipik oOzellikler ve gen ekspresyonlar
gdzlenmistir (Spees et al., 2003). Tiim bu sonuglar, Ki- MKH’lerinin, bronsiyal ve
alveolar hasarin gozlendigi akciger hastaliklarinin tedavisinde akciger epitel

dokusunu tamir edebilecek nitelikte oldugunu gostermektedir.

Fare KI-MKH’lerinin, deri dokusunu olusturan hiicrelere farklilasma
caligmalarinda, bu hiicrelerin in vivo epidermal keratinositlere, yag bezi
hiicrelerine, folikiiler epitelyal hiicrelere, dendritik hiicrelere ve endotelyal
hiicrelere farklilagsma yetenekleri rapor edilmistir (Kataoka et al., 2003). Benzer
sekilde, eriskin kok hiicrelerin, renal epitelyal hiicrelere farklilasma g¢alismalari
gerceklestirilmistir. Bu calismalarda, KI-MKH’lerin normal fare bdbreginde
histolojik olarak epitelyal hiicre belirteglerini eksprese ettikleri gozlenmistir
(Poulsomet al., 2001). Bunun yani sira, sican glumerulonefrit modelinde, enjekte
edilen MKH’lerin glomerular mezengiyal hiicrelere farklilagtigi gézlenmistir (Ito

et al., 2001).

Yapilan ¢aligmalarm ¢ogu, KI-MKH’lerin sindirim sistemi epitelyal
rejenerasyonu i¢in de Onemli bir kaynak olusturdugunu ortaya koymaktadir.
Klinik uygulamalarda, kemik iligi epitelyal hiicrelerinin GVHD sonras1 gelisen
hasarli epitel dokusunu tamir edebildigi rapor edilmektedir. Ki-MKH’lerin
epitelyal yenilenmede kullanimina iliskin ilk rapor, bu hiicrelerin gastrik
iilserlerde epitel dokusunu tamir edici islev gosterdigini ortaya koymustur

(Okamoto and Watanabe, 2004). Bu konudaki diger bir hipotez ise, Kli-
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MKH’lerin hepatik oval hiicreler (Petersen et al., 1999) ve yassi epitel hiicrelerine

(Epperly et al., 2004) farklilagmalaridir.

Tim bu veriler, MKH’lerinin canli-i¢i enjeksiyonlari ile elde edilmistir. Bu
konuda gergeklestirilen canli-dis1 ¢alismalar ise oldukca az sayidadir. Literatiirde,
insan yag dokusundan elde edilen MKH’lerin, ATRA (trans-retinoik asit)
varliginda epitelyal hiicrelere farklilagabildigi bilgisi bulunmaktadir. Elde edilen
farklilasmis hiicrelerde, epitelyal hiicre morfolojisinin varligi ve epitelyal
hiicrelere 6zgii bir belirte¢ olan sitokeratin 18 ekspresyonu gozlenmistir (Brzoska
et al., 2005). Baska bir ¢alismada ise, KI-MKH’lerin in vitro kosullarda ve uygun
biiyiime faktorleri varliginda epitelyal hiicrelere farklilagabildigi rapor edilmistir

(P aunescu et al., 2007).

2.7. Doku Fibroblastlari ve Fibroblastik Farklilasma

Fibroblastlar, kimyasal ve mekanik uyaranlarin etkisiyle, ekstraselliiler
matriks proteinleri ve fibréz proteinlerin salgilanmasina bagli  olarak
farklilagabilen bag doku hiicreleridir. Fibroblastlar, yag hiicreleri, osteositler,
odontoblastlar, diiz kas hiicreleri ve kikirdak gibi mezodermal kokenli 6zellesmis
fibroblastik hiicre hatlarina gelisen multipotent hiicrelerdir (Kalluri and Zeisberg,

2006).

Doku fibroblastlar;; biiylime faktorii salinmasi, matriks yikilimi ve
patolojik mekanizmalarin cogunda énemli rol oynamaktadir. Ornegin; doku hasari
gelistiginde, fibroblastlar enflamatuar cevap olusumu ve bu cevabin kontroliinde
kritik rol oynamaktadir (Moreau et al., 2005). Bu hiicreler, yara olusumunda,
sitokin ve kemokinlerin salinimina cevap olarak ekstraselliller matriks
proteinlerini tiretmektedir. Ayrica, fibroblastlar miyofibroblastlari
olusturmaktadir. Miyofibroblastlar, miyozin ve diiz kas aktini ile yara bdlgesini
kiiciiltiicii kasilabilir bir glic olusturur. Bu hiicrelerin kontrolsiiz ¢ogalmasi ve
aktivasyonu doku fibrozu ile sonug¢lanmaktadir. Genel olarak, bu hiicreler
dokularin yapisal biitiinliiglinii saglamakta ve diger hiicre tiplerinin (epitelyal

hiicreler gibi) ¢ogalma ve farklilasmasini desteklemektedir (Ogawa et al., 2006).
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Son yillarda, otolog fibroblast hiicre tedavileri olduk¢a 6nem kazanmistir.
Fibroblastlar, kollajen, hyaluronik asit, elastinler ve doku tamiri agisindan énemli
diger proteinleri eksprese etmektedirler. Otolog fibroblast enjeksiyonlariyla,
kollajen dolasimi, dermal kollajenin sentezi ve yogunlugu arttirilmaktadir. Bu
uygulamalarda, fibroblastlar dermal yapinin yeniden yapilandirilmasini, kollajen
iiretimini ve in vivo hiicre sentezini uyararak daha kalin bir kollajen tabakasinin
olusmasini saglamaktadir (Rennard and Liu, 2005). Tendonlar, ligamentler ve deri
gibi bag doku c¢alismalari, fibroblastlarin bag doku tamiri, bag doku ve
ekstraselliiler matriksin yeniden yapilandirilmas: agisindan Onemli hiicre bir

kaynagi oldugunu ortaya koymustur.

Genellikle 6n ¢apraz bag liflerinden (ACL) elde edilebilen fibroblastlar,
yaslanmaya bagl olarak azalmis bir biiylime ve farklilagsma gostermektedirler. Bu
durum, fibroblastlarin klinik kullanimlar1 agisindan kisitlar yaratmaktadir.
MKH’ler, uzun-omiirlii olmalar1 ve yasamlar1 boyunca yiiksek farklilagma ve
proliferasyon goOstermeleri nedeniyle islevsel ligament ve tendon doku
caligmalarinda daha avantajli bir kaynak olusturmaktadir (Moreau et al., 2005).
Caplan ve ekibi, MKH’lerle hazirlanan hiicre siispansiyonlarinin bag doku

tamirinde etkili oldugunu gdstermistir (Caplan et al., 1998).

Doku fibroblastlari, tendonlarin tamirinde ve yeniden yapilandirilmasi
acisindan da Onem tagimaktadir. Ancak, otolog ve allojenik tendon
fibroblastlarmin kullanimi olduk¢a problemlidir. Bu durum, tendon dokusunda
tendon hiicrelerinin az sayida bulunmasindan kaynaklanmaktadir (Hampson et al.,
2008). MKH’lerin tendon farklilagmasinin belirlenmesi 6nemli bir alternatif
olusturmaktadir. Atlarda gerceklestirilen bir ¢alismada, otolog MKH tedavisinin
tendon dokusunu tamir edici etki gosterdigi gdézlenmistir (Awad et al., 1999).
Benzer sckilde, in vitro kosullarda MKH’lerin tendon fibroblastlarina

farklilagabildigi rapor edilmektedir (Pittenger et al., 1999).

MKH’ler ve fibroblastlar benzer morfolojik ve immunofenotipik 6zelliklere
sahiptir (Cizelge 2.4.). Gergeklestirilen ¢alismalarda, fibroblastik hiicrelerin
osteoblastik, kondrojenik ve adipojenik farklilagsma yetenekleri gosterilmistir.
Fibroblastik hiicrelerin immun-baskilayici etkilerini gosteren veriler de mevcuttur.
MKH’ler immun-diizenleyici etkilerini HGF, PDE2, IDO ve IGF araciliiyla
gerceklestirirken, fibroblastlar bu etkiyi PDE2 ve IDO aracilifiyla
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gerceklestirmektedir. MKH’lerin, “fibroblastlarin yeni elbiseleri olup olmadig:”
tartigmalar1  siirdiiriiliirken, yapilan c¢alismalar MKH’lerin {istiinliiklerini

gostermektedir (Haniffa et al., 2009).

Cizelge 2.4. Fibroblast ve MKH’lerin 6zelliklerinin karsilastirilmasi (Haniffa et al., 2009)

Ozellik Fibroblast MKH
Dagilim Yaygin Yaygin
Fenotip Benzer Benzer
Sikhik Sik Nadir
Farklilasma Potansiyeli Benzer Benzer
immun-diizenleyicilik (in vitro) Benzer etki Benzer etki
immun-baskilayia etki (klinik) Bilinmiyor Var

MKH’ler ve deri fibroblastlar1 karsilastirildiginda, MKH’lerin deri
fibroblastlarindan farkli olarak, gelisimsel genleri yiiksek oranda eksprese ettigi,
embriyogenezle iligkili bazi genlerin diizenlenmesini sagladigi belirlenmistir
Bununla birlikte, deri fibroblastlarinin endoglin (CD105) ekspresyonlarinin
oldukea diisiik seviyelerde gerceklestigi gézlenmistir (Brendal et al., 2005). Derin
yaniklarin tedavisine yonelik gerceklestirilen bir calismada ise embriyonik
fibroblastlar ve MKH’ler karsilastirilmistir. MKH nakillerinde, yara bolgesindeki
iyilesmenin daha hizli gergeklestigi gozlenmistir (Shumakov et al., 2003). Bag
doku miihendisligi uygulamalarinda MKH’ler, ALCF fibroblastlariyla
karsilastirildiginda daha etkili ve uygun bir hiicre kaynagi oldugu rapor
edilmektedir (Liu et al., 2007). Ayrica, bag doku fibroblastlarinin vimentin ve
fibroblast yiizey proteini (FSP) icin gilicli immun-reaksiyon gosterdikleri buna

karsilik nestin eksprese etmedikleri rapor edilmektedir.

MKH’lerin  fibroblastik  biliylime  faktorlerine  verdikleri  cevap
incelendiginde, bu hiicrelerin FGF1 ve FGF2 ile muamele edildiklerinde; FGF1
ve FGF2 reseptorleri i¢in mRNA iirettikleri ve MKH proliferasyon hizina bagh
olarak FGF1 ve FGF2’nin de arttig1 goriilmiistiir (Van den Bos et al., 1997).

Sinirli boliinebilme yetenegine sahip ve kiiltiir kosullarinda daha yavas
cogalan fibroblastlarla karsilastirildiginda yiiksek proliferasyon, farklilasma ve
yiiksek gen ekspresyonu diizeyleri gosteren MKH’lerin fibroblastik farklilasma

potansiyellerinin belirlenmesi bu hiicrelerin tendon, ligament, periodontal
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ligament, kraniyal siitiirlar ve tiim organlar i¢in intersisyal bir dolgu malzemesi
olarak doku miihendisligi acisindan kullanilabilecegini ortaya koyacaktir. In vitro
kosullarinda bag dokusunun olusturulabilmesi ve bag doku hiicrelerinin homojen
olarak elde edilebilmesi, cerrahi ameliyatlar sonrasi bag dokusunun yenilenmesi
ve onartlmasi agisindan da uygun ve kolay elde edilebilir bir hiicre kaynaginin

belirlenmesini saglayacaktir.

2.8. Biiyiime Faktorlerinin MKH Farkhilasmasi ve Doku Tamir
Siireclerindeki Etkileri

Biiylime faktorleri, hiicre reseptoriine baglanarak proliferasyon ve
farklilagmay1 uyaran proteinlerdir. Biliylime faktorlerinin ¢ogu, hiicrelerin
tiimiinde boliinmeyi uyarmakta, bazi biiylime faktorleri ise hiicre tipine 6zgii etki
gostermektedir (Murray and Hargreaves, 2007). Ornegin; fibroblast biiyiime
faktorli (FGF) cogunlukla fibroblast proliferasyonu iizerinde etkilidir. Biiylime
faktorlerinin ¢ogunun, kok hiicre ve doku miihendisligi ¢alismalarindaki énemli
islevleri gosterilmistir. Bu biiylime faktorleri, kok hiicrelerin proliferasyon hizini
arttirarak, diger doku hiicrelerine farklilasmalarin1 uyarmakta ve mineralize
matriksi sentezlemelerini saglayarak, kok hiicre aktivitesini kontrol etmektedir
(Moreau et al., 2005). Cizelge 2.3 de sik kullanilan biiyiime faktorlerinin islevsel
ozellikleri ve kullanim potansiyelleri gosterilmistir. Epidermal biiylime faktorii
(EGF), insiilin-benzeri bliylime faktorii-2 (IGF-2) ve transforme edici biiylime
faktorii-beta (TGF-PB) gibi biliylime faktorleri kok hiicre proliferasyonunu arttirici
etki gostermektedir (Murray and Hargreaves, 2007).
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Cizelge 2.5. Sik kullanilan biiylime faktorlerinin 6zel islevleri ve kullanim potansiyelleri
(Lawrence and Diegelmann, 1994).

Biiyiime Faktorii

BMP-Kemik Morfojenik

Proteini

Osteojenik farklilasma ve kemik

mineralizasyonu arttirir.

Kullamim Potansiyeli

Kok  hiicrelerin  mineral matriksi

sentezlemelerini  saglamak  igin

kullanilabilir.

EGF-Epidermal Biiyiime
Faktorii

Mezenkimal, gliyal ve epitelyal

hiicrelerin proliferasyonunu arttirir.

Epitel hiicre, fibroblast ve kok

hiicrelerin ~ sayisinin  arttirilmast

amactyla kullanilabilir.

IGF-2-Insiilin Benzeri

Biiyiime Faktorii-2

Bazi hiicrelerin proliferasyonunu

arttirir.

Kok hiicre sayisinin arttirilmast

amactyla kullanilabilir.

FGF-Fibroblast Biiyiime
Faktorii

Bazi hiicrelerin proliferasyonunu

arttirir.

Fibroblast ve kok hiicre sayisinin

arttirilmas: amaciyla kullanilabilir.

Faktorii

cogaltilabilmeleri i¢in uygun ortam

sartlarini saglar.

TGF-B-Transforme Edici | Anti-enflamatuar 6zelliktedir. Yara | Fibroblast sayismun  arttirilmast
Biiyiime Faktorii iyilesmesini hizlandirir. Makrofaj | amaciyla kullanilabilir.

ve lenfositlerin proliferasyonunu

inhibe eder.
NGF-Sinir Biiyiime Sinir hiicrelerin in vitro kosullarda | /n  vitro kosullarda n&ronlarin

kiiltiire edilmesi ve cogaltilmalart

amactyla kullanilabilir.

Memelilerde multipotent Onciil hiicrelerden gelen sinyallerle hiicre
kaderinin belirlenmesinde, biiyiime faktorleri olduk¢a Onemli role sahiptir. Bu
faktorler, kok hiicreleri “segici” ve “yonlendirici” iki yolla etkilemektedir. Segici
yolakta kok hiicreler, bliylime faktorlerinin etkisinde 6zel bir sekilde hareket
ederler ve hiicrelerin sag kalim ve ¢cogalmasi biiyliime faktorleri tarafindan kontrol
edilir. (Sekil 2.8A ve B) Yonlendirici yolakta ise; biiylime faktorii kok/onciil
hiicrenin tek bir hiicre hattin1 se¢mesini saglamaktadir (Sekil 2.8C ve D)
1997). bu iki

gergeklesmektedir. Sitokinlerin yoklugunda, hematopoetik onciil hiicrelerin bcl-2

(Morrison et al., Hematopoezde yol doniistimlii  olarak
ekspresyonuna bagli olarak oliimsiiz karakterde ¢cok yonlii farklilagma gostermesi,
bliylime faktorlerinin segici
2007). Noral
gergeklestigini (otonomik noronlar, Schwann hiicreleri, diiz kas hiicreleri) ve bu

farklilagsmalarin BMP-2, (GGF) ve TGF- B faktorlerinin etkisinde gelistigini

etkinligini ortaya koymaktadir (Murray and

Hargreaves, kabartt caligmalari, {i¢ degisik farklilasma
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gostermistir. Bu sonuglar, biiylime faktdrlerinin sinir sisteminde ve hematopoetik
sistemde, kok hiicreleri farkli yollarla etkiledigini ortaya koymaktadir (Morrison
etal., 1997).
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Sekil 2.8. Biiyiime faktorlerinin kok hiicre farklilagmasi tizerindeki “secici” ve “yonlendirici”
etkileri. (A ve B) Iki farkli faktor etkisinde (F1 ve F2) gelisen ve belli bir hiicre hattina bagiml
oncil hiicrelerin sag kalim ve olgunlagsmasini saglayan secici etki. “X” diger onciil hiicrelerin
Olumiinii gostermektedir. Bu yolakta, eritropoetin 6nemli bir rol oynamaktadir (C ve D)
Yonlendirici yolakta kok hiicrenin ilerleyecegi yol, biiyiime faktorlerinin etkisi ile.
Belirlenmektedir. Gliyal biiytime faktorii (GGF) ve kemik morfojenik proteini-2 (BMP2), noral
kabart1 hiicrelerinde bu sekilde etki gostermektedir (Morrison et al., 1997).

Somatik kok hiicrelerin dogal doku tamir sisteminin bir pargasit oldugu
diistiniilmektedir. Doku hasar1 meydana geldiginde olusan ilk cevap, kok hiicre ve
onciil hiicrelerin hasarli dokuya goc¢ ederek, ¢ogalmalar1 ve farklilagmalaridir.
Biiyiik travma ve hastaliklarda, kok hiicre havuzunun olusmasinin ardindan,
viicudun diger bolgelerindeki kok hiicreler de tamire katilabilmektedir. Somatik
kok hiicreler hasarlt doku tamirini iki yolla gerceklestirmektedir; hasarli dokunun
iyilesmesi i¢in gerekli sitokin ve diger faktorlerin saglanmasi ve hasarli hiicrelerin
yerine yeni hiicrelerin konulabilmesi i¢in farklilasma. Kok hiicre konumunun
diizenlenmesini saglayan genlerin ve kok hiicrelerin yenileyici 6zelliklerini
etkileyen ¢evresel faktorlerin belirlenebilmesi i¢in bu konudaki caligmalarin

arttirllmasi gerekmektedir (Rojas et al., 2005; Terada et al., 2002).



39

Doku hasari meydana geldiginde, dolasimdaki trombositler hasarlanan
dokuya yapisip pihtilagma faktorleri ve graniilleri igindeki biiylime faktorlerini
(bFGF, FGF, IGF ve EGF) salgilamaktadir. Bu enflamatuar molekiiller doku
tyilesmesi sirasinda, fibroblast ve epitel hiicrelerinin yara bdlgesine go¢ etmesi ve
hiicre sayisinin artmasini uyarict etki gostererek tamir siirecini hizlandirmaktadir.
Epitel hiicreler, bu siiregte olusan pihtinin altina dogru hareket etmekte ve
cogalarak epitel yilizeyi yeniden olusturmaktadir. Makrofajlar yaradan bakterileri
temizlemesi ve yara iyilesmesi i¢in gerekli biliyiime faktorlerini (TGF, PDGF,
EGF, TNF, IFN gibi). ile fibroblastlar yara iyilesmesini baslatmak i¢in yaraya gog

ederler.

Yara iyilesmesinde etkili biliylime faktorlerinden olan FGF’ler, endotel
proliferasyonunu arttirarak damarlanmayi hizlandirmaktadir. bFGF’nin derinin
yiizeyel dermis tabakasi ile iligkili oldugu ve fibroblast proliferasyonunu arttirict
etki gosterdigi rapor edilmektedir. bFGF, ayrica kollajen sentezini de uyararak,
yara bolgesinde kasilma ve epitelyum doku olusumunu arttirmakta ve, fibronektin
ve proteoglikan sentezini uyarmaktadir (Lawrence and Diegelmann, 1994). Cesitli
dokularda (deri, meme bezleri, karaciger gibi) yara iyilesmesi ve homeostazda
etkili oldugu bilinen HGF, doku hasar1 sirasinda keratinosit ve fibroblastlari
uyararak epitel dokunun yeniden yapilanmasini saglamaktadir. Fibroblastlarda
kollajen ve diger matriks yapilarinin sentezini arttiran TGF-f ise fibroblastlarin
yara bolgesine gociinii ve proliferasyonunu arttirict etki gdstermektedir (Murray
and Hargreaves, 2007). Bununla birlikte ekstraselliler matriks (ECM)
bilesenlerinin de yara iyilesmesinde onemli rolleri bilinmektedir. Fibroblastlarin
hiicre iskeleti ve ECM ligandlar arasindaki etkilesimler yara bolgesinde kasilma
ve iyilesmeye neden olmaktadir. ECM bilesenlerinden fibronektinin, fibrinle
etkileserek in vivo ve in vitro kosullarda fibroblast ve keratinositlerin

proliferasyonunu arttirici etki gosterdigi rapor edilmistir (Terada et al., 2002).

Goriildiigii gibi  biliyiime faktérleri hem yara iyilesmesinde hem de
MKH’lerin farklilagmasinin yonlendirilmesinde 6nemli bir role sahiptir. Doku
hasarmin tamirinde, fibroblast ve epitel hiicre etkilesimlerinin en énemli basamak
oldugu agikca goriilmektedir. Ancak biiyiik doku hasarlarinda, dokuda bulunan
somatik hiicreler dokunun tiimiiniin onarilmasi icin yeterli degildir. Yenileyici tip

uygulamalari, 6zellikle kronik yaralarda dokulardaki onciil hiicrelerin uyarilmasi
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ve hiicre/doku nakillerine yonelmistir. MKH’ler, hiicre tabanli tedaviler igin,
izolasyonlarmin kolay olmasi ve in vitro kosullarda ¢ok sayida ¢ogaltilabilmeleri
nedeniyle 6nemli aday hiicrelerdir. Ayrica, MKH’lerin hasarli dokuya go¢ etme
yetenekleri bu hiicrelerin 6nemini arttirmaktadir. iDP-MKH’lerin, derinin ve doku
tamir mekanizmasinin bilesenlerinden olan epitelyal ve fibroblastik hiicrelere
farklilagsma potansiyellerinin belirlenmesi, Ki-MKH’lere oranla daha kolay elde
edilebilen ve daha yiiksek ¢ogalma yetenegine sahip bu hiicrelerin doku tamiriyle
iliskili klinik tedavi uygulamalarinda basarili sonuglar verebilecegini ortaya
koyacaktir. Bununla birlikte MKH’lerin, yanik tedavileri basta olmak iizere deri
hasarlarinin gelistigi klinik vakalarin tedavisi ve doku miihendisligi ¢alismalari

acisindan da onemli bir kullanim potansiyeline sahip oldugu goriilmektedir.

Ki-MKH’lerle benzer immunofenotipik ozellikler gosteren iDP-MKH’ler,
daha kolay izole edilebilmeleri ve daha yliksek ¢ogalma gostermeleri nedeniyle
iDP-MKH’ler, yenileyici tip ve doku/organ miihendisligi amach c¢aligmalarda
alternatif bir kaynak olusturmakta ve bu konuda yapilan caligmalar artig
gostermektedir. Literatiirde, iDP-MKH’lerin ndérojenik, adipojenik, miyojenik,
odontojenik-osteojenik farklilagmalarini gdsteren ¢aligmalar bulunmasina ragmen
yapilan kaynak taramasinda bu hiicrelerin epitelyal ve fibroblastik
farklilagsmalarin1 gosteren bir rapora rastlanmamistir. Bu nedenle, bu ¢alismada
saglikli vericilerden elde edilmis gomiik yirmi yas dis pulpasindan MKH’lerin
ayrilmasi, canli-dis1 ¢ogaltilmasi, karakterizasyonu ve epitelyal-fibroblastik

farklilagma potansiyellerinin arastirilmast amaglanmastir.
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3. MATERYAL VE YONTEMLER

Bu tez calismasinda, kok hiicrelerin diger doku ve hiicre tiplerine
farklilagmasini yonlendiren proteinler olan biiylime faktorleri varliginda, insan
dis pulpas1 kaynakli mezenkimal kok hiicrelerin in vitro kosullarda fibroblastik ve
epitelyal  hiicre  dizilerine farklilasma  potansiyellerinin  belirlenmesi
amaclanmistir. Bu arastirmada, insan dis pulpast dokusundan MKH’lerin
izolasyonu, izole edilen MKH’lerin karakterizasyon caligmalari, fibroblastik ve
epitelyal hiicre dizilerine in vitro kosullarda farklilagtirllmasina yonelik deneme
caligmalar1 ve farklilagma potansiyellerinin belirlenmesi icin karakterizasyon

caligmalar1 gerceklestirilmistir.

Kok hiicre kiiltiirli calismalarinda, hiicre kiiltiirii ¢alismalari i¢in uygunlugu
test edilmis steril ve tek kullanimlik hiicre kiiltiirli malzemeleri kullanilmis ve
islemler laminar akish steril kabinde, steril kosullar altinda gerceklestirilmistir.
Kontaminasyonun Onlenmesi amaciyla; yapilan calismalar, bone, maske ve
pudrasiz cerrahi eldivenler kullanilarak, asepsi kosullarina uygun sekilde

gerceklestirilmistir.

3.1. Materyaller

3.1.1. iDP-MKH’lerin izolasyonunda Kullanilan Materyaller

» Dis kesme seti (aerator ve frez)

= Steril ekskavator ve steril pensler

» Kalsiyum —magnezyum igermeyen PBS (DPBC; Ca™ Mg '-free- Gibco
Invitrogen, Grand Island, USA; 14190)

» Penisilin/streptomisin (Gibco Invitrogen, Grand Island, USA; 15140-122)

» ¢-MEM hiicre kiiltiirii vasati (Gibco Invitrogen, Grand Island, USA;
22571020)

* Hank’s dengeleyici tampon ¢ozeltisi (HBSS; Gibco Invitrogen, Grand
Island, USA;14170)

» Fotal sigir serumu (FBS; Gibco Invitrogen, Grand Island, USA; 2012-10)

» Tip I kollajenaz (Sigma-Aldrich, USA; CO130)
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iDP-MKH Besiortaminin Hazirlanmasi

Dis pulpasindan izole edilen kok hiicrelerin kiiltivasyonunda, taze olarak
%15 oraninda fotal sigir serumu (FBS) ve %1 oraninda penisilin/streptomisin
ilave edilmis a-MEM besiyeri kullanilmistir. FBS, besi ortamina eklenmeden
once, partikiil olusumunun 6nlenmesi amaciyla sirasiyla 0,45 ve 0,22um gozenek

capli filtrelerden gegirilerek sterilize edilmistir.

Fosfat Tampon Soliisyonu (PBS) Hazirlanmasi

8g NaCl + 0,2g KCI + 1,44g Na,HPO, + 0,24g KH,PO4, 800ml distile su
icinde ¢oziilmiistiir. pH7,4 olarak ayarlanmistir. Distile su ile 1L’ye tamamlanmis
ve soliisyon kiiclik kisimlara boliinerek, otoklavda 20 dk 15 1b/sq sivi dongilide

sterilize edilmisgtir.

Kollajenaz Soliisyonunun Hazirlanmasi

%0,075’1ik Kollajenaz Tip I sollisyonunun hazirlanmasi igin; PBS igine
0,0375g kollajenaz Tip I eklenmis ve 37°C galkalamali su banyosunda 10 dk
bekletildikten sonra 0,22 pum’lik filtre ile filtre edilerek “enzimatik sindirim”

isleminde kullanilmistir.

3.1.2. Alt-Kiiltiir (Pasajlama) isleminde Kullamlan Ayraclar

» Kalsiyum — magnezyum icermeyen PBS (DPBC; Ca’" Mg -free-, Gibco
Invitrogen, Grand Island, USA; 14190)

= Penisilin/streptomisin (Gibco Invitrogen, Grand Island, USA; 15140-122)

= o-MEM hiicre kiiltiirii vasati (Gibco Invitrogen, Grand Island, USA;
22571020)

= Fotal sigir serumu (FBS; Gibco Invitrogen, Grand Island, USA; 2012-10)
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= %0,25 tripsin-EDTA soliisyonu (Gibco-BRL, Paisley, UK; 25200-056)
= % 0,5 tripan mavisi soliisyonu (Biological Industries, Beit Haemek, Israel;

03-102-1B)

3.1.3. Hiicre Sayiminda Kullamilan Ayraclar

= Kalsiyum — magnezyum igermeyen PBS (DPBC Ca’ Mg '-free- Gibco
Invitrogen, Grand Island, USA; 14190)

= 9%0,5 tripan mavisi soliisyonu (Biological Industries, Beit Haemek, Israel;
03-102-1B)

* iDP-MKH besiortami

3.1.4. iDP-MKH’lerin Dondurulmasi Isleminde Kullanilan

Kimyasallar

= Kalsiyum — magnezyum icermeyen PBS (DPBC Ca™" Mg '-free- Gibco
Invitrogen, Grand Island, USA; 14190)

= Fotal sigir serumu (Gibco Invitrogen, Grand Island, USA; 2012-10)

* Dimetilsiilfoksit (DMSO; AppliChem, Dermstadt, Germany; D64291)

= 9%0,25 tripsin-EDTA soliisyonu (Gibco-BRL, Paisley, UK; 25200-056)

" 9%0,5 tripan mavisi sollisyonu (Biological Industries, Beit Haemek,

Israel; 03-102-1B)

3.1.5. Akis Sitometrik Analizlerde Kullanilan Antikor ve

Kimyasallar

» %0,25 tripsin-EDTA soliisyonu (Gibco-BRL, Paisley, UK; 25200-056)

» iDP-MKH besi ortami

* %0,5 tripan mavisi sollisyonu (Biological Industries, Beit Haemek, Israel;
03-102-1B)

= CD45/CD14 (BD Biosciences Pharmingen, California, USA; 342408)
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= CD117 (BD Biosciences Pharmingen, California, USA; 332785)

= CD11b (BD Biosciences Pharmingen, California, USA; 333142)

= HLA-DR/ CDI13 (BD Biosciences Pharmingen, California, USA;
333180)

= CD34 (BD Biosciences Pharmingen, California, USA; 333178)

= CD44 (BD Biosciences Pharmingen, California, USA; 555479)

= CD 90 (BD Biosciences Pharmingen, California, USA; 555596)

= [gG1 (BD Biosciences Pharmingen, California, USA; 345817)

= [gG1/G2a (BD Biosciences Pharmingen, California, USA; 342409)

= Hiicre yikama soliisyonu (cell wash, BD Biosciences Pharmingen,
California, USA; 349524)

= Soguk fosfat tampon soliisyonu (PBS; pH7.4)

3.1.6. immunohistokimyasal (iIHK) ve Immunofloresan (iF)

Cahsmalarda Kullanilan Antikor ve Kimyasallar

= CD31 (Santa Cruz Biotecnology Inc., California, USA; sc-1531)

= CD44 (Thermo Scientific, Rockford, USA; MS-668)

= CD105/reseptor AB-3 (Thermo Scientific, Rockford, USA; MS-1290)

= CD34 (Santa Cruz Biotecnology, Inc., California, USA; sc-7045)

= CD45 (Santa Cruz Biotecnology, Inc. , California, USA; sc-25590)

= CD71 (Santa Cruz Biotecnology, Inc. California, USA; sc-7088)

= Aktin (Santa Cruz Biotecnology, Inc. California, USA; sc-8432)

* Anti-SSEA4 Monoklonal Antikoru (Chemicon International Inc.,
Temecula, CA; MAB4304)

= Tip Il kollajen Ab-2 (Thermo Scientific, Rockford, USA; MS-235)

= GFAP Ab-1 (Thermo Scientific, Rockford, USA; MS-280)

= MyoD (Santa Cruz Biotecnology, Inc. California, USA; sc-71629)

= Miyozin Ila (Santa Cruz Biotecnology, Inc. California, USA; sc-53095)

= Miyogenin Ab-1 (Thermo Scientific, Rockford, USA; MS-1113)

= Fibronektin (Santa Cruz Biotecnology, Inc. California, USA; sc-8422)

= g-diiz kas aktin Ab-1 (Thermo Scientific, Rockford, USA ;MS-113-P)

= Desmin (Santa Cruz Biotecnology, Inc. California, USA; sc-14026)
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= Nestin (Santa Cruz Biotecnology, Inc. California, USA; sc-23927)

= Beta-3 tubulin (Santa Cruz Biotecnology, Inc. California, USA; sc-
69965)

» Vimentin (Santa Cruz Biotecnology, Inc. California, USA; sc-7557)

= Osteokalsin (Santa Cruz Biotecnology, Inc. California, USA; sc-30044)

» Hidrojen peroksit (Carlo Erba, Milano, Italy; 412072)

= Metanol (Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, USA; 34885)

» Immunohistokimya kiti (Santa Cruz Biotecnology, Inc. California, USA;
rabbit ABC staining system, sc-2018)

= Immunohistokimya Kiti (Santa Cruz Biotecnology, Inc. California, USA;
mouse ABC staining system, sc-2017)

» Immunohistokimyasal Mayer’s Hematoksilen (Santa Cruz Biotechnology
Inc., USA; sc-24973)

» Immunofloresan DAPI (Santa Cruz Biotecnology Inc., California,

USA; sc-24941)

3.1.7. Hiicre Canliik ve Cogalma (Proliferasyon) Testlerinde

Kullanilan Kimyasallar

» Fosfat tampon soliisyonu (PBS)

» MTT test kiti (3-(4,5-dimethylthiazole-2-yl)-2,5-diphenyl tetrazolium
bromide) kiti (Chemicon International Inc., Temecula, CA; CTO1)

* iDP-MKH besi ortami

= izopropil alkol/HCI ¢dzeltisi

3.1.8. Telomeraz Aktivitesinin Belirlenmesinde Kullanilan

Kimyasallar

= Kalsiyum — magnezyum igermeyen PBS (DPBC Ca™ Mg -free-, Gibco
Invitrogen, Grand Island, USA; 14190)
= iDP-MKH besiortami1
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= TRAP TeloTAGGG PCR enzim-isaretli immunoenzimatik yontem
(ELISA) kiti (Roche, Mannheim, Germany)

3.1.9. In vitro Osteojenik ve Adipojenik Farkhlastirma

Calhismalarinda Kullanilan Antikor ve Kimyasallar

= Fotal sigir serumu (Gibco Invitrogen, Grand Island, USA; 2012-10)

» [zobutil-metilksantin (IBMX) (Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, USA;
15879-1G)

= Absolu etanol (Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, USA; 012K5426)

= Deksametazon (Fluka, Sigma Aldrich, Buchs, Switzerland; 31381-1G)

» Insiilin ( Gibco Invitrogen, Grand Island, USA; 12585-014)

= Penisilin/streptomisin (Gibco Invitrogen, Grand Island, USA; 15140-122)

= Streptavidin peroksidaz (Lab Vision Corporation, CA, USA; TS-125-HR)

= Antikor dilue edici soliisyon (Invitrogen-Zymed, San Francisco, CA; 00-
3118)

= QOil red O (Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, USA; 00625-100G)

= Askorbat-2-fosfat (Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, USA; A8960-5G)

= B-gliserofosfat (Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, USA; G9891-10G)

= Alizarin kirmizist (Fluka-Sigma Aldrich, Buchs, Switzerland; 1283485)

= Osteokalsin (Santa Cruz Biotecnology Inc. California, USA; sc-30044)

= QOsteonektin (Chemicon International Inc., Temecula, CA; AB1858)

= BMP4 (Santa Cruz Biotecnology Inc. California, USA; sc-6896)

% 3°liik Oil Red O Soliisvonunun Hazirlanmasi

%?3’liik oil red O soliisyonunun hazirlanmasi i¢in; 300 mg oil red O, 100 ml
izopropanol (%99) i¢inde ¢oziilmiistiir. Calisma soliisyonu, bu stok soliisyonun
3/2 oraninda distile su ile seyreltilmesi ile hazirlanmis ve 0,22um gézenek caph

filtre ile sterilize edilmistir.
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%0.,02°lik Alizarin Kirmizisi-S Soliisyvonunun Hazirlanmasi

0,4 mg alizarin kirmizisi-S, 20 ml distile suda ¢6ziilmiis ve 0,22um filtre ile

stiziilmistir. pH 1n 4.1-4.3 olarak ayarlanabilmesi icin %10 oraninda hidrojen

peroksit eklenmistir.

3.1.10. iDP-MKH’lerin Fibroblastik Farkhilasma Potansiyelinin

Belirlenmesinde Kullanilan Biiyiime Faktorleri ve Antikorlar

Insan epidermal biiyiime faktorii (EGF; Chemicon International Inc.,
Temecula, CA; GF144)

Insan rekombinant transforme edici bilyiime faktorii-8 (TGF-B; Gibco
Invitrogen, Grand Island, USA; PHG9204)

Insan rekombinant bazik fibroblast biiyiime faktorii (bFGF; Gibco
Invitrogen, Grand Island, USA; PHG0024)

Fibronektin (Santa Cruz Biotecnology Inc. California, USA; sc- 8422)
Fibroblast yiizey protein antikoru (Abcam, Cambridge, UK; AB11333)
Tenaskin C (Santa Cruz Biotecnology Inc. California, USA; sc-20932)
Sitokeratin 18 (Santa Cruz Biotecnology Inc. California, USA; sc-32329)
Vimentin (Santa Cruz Biotecnology Inc. California, USA; sc-7557)

3.1.11. iDP-MKH’lerin Epitelyal Farklhilasma Potansiyelinin

Belirlenmesinde Kullanilan Biiyiime Faktorleri ve Antikorlar

Rekombinant insan keratinosit biiylime faktori (KGF; Chemicon
International Inc., Temecula, CA; GF008)
Rekombinant insan insiilin-benzeri biiytime faktorii-II (IGF-II; Chemicon

International Inc., Temecula, CA; GF007)
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Rekombinant insan hepatosit biiylime faktori (HGF; Chemicon
International Inc., Temecula, CA; GF116)

Insan epidermal biiyiime faktorii (EGF; Chemicon International Inc.,
Temecula, CA; GF144)

Ki67 antikoru-proliferasyon belirteci (Abcam, Cambridge, UK;
AB15580)

Sitokeratin 18 (Santa Cruz Biotecnology Inc. California, USA; sc-32329)
Vimentin (Santa Cruz Biotecnology Inc. California, USA; sc-7557)

3.1.12. Tez Cahsmasinda Kullanilan Hiicre Kiiltiirii Malzemeleri

0,22 pm filtre (Sartorius, Goettingen, Germany; 16534)

70 ul hiicre siizgeci (Cell Strainer, BD Biosciences Discovery Labware,
CT, USA; 352340)

15 ml konik kapakl tiip (BD Biosciences Discovery Labware, CT, USA;
352096)

50 ml konik kapakl: tiip (BD Biosciences Discovery Labware, CT, USA;
352098)

25cm?’lik hiicre kiiltiir flasklar1 (BD Biosciences Labware, Le Pont De
Claix, France; 353108)

75cm®’lik hiicre kiiltiir flasklar1 (BD Biosciences Labware, Le Pont De
Claix, France; 353110)

6 kuyucuklu plakalar (BD Biosciences Discovery Labware, CT, USA;
353046)

96 kuyucuklu mikropleyt (BD Biosciences Discovery Labware, CT, USA;
353072)

Poli-L-lizin kapli 8 kuyucuklu hiicre kiiltiir odaciklar1 (BD Biosciences
Discovery Labware, CT, USA; 354108)

Tip I kollajen kapli lameller (BD Biosciences Discovery Labware, CT,
USA; 354089)

Doku kiiltiirii kaplar1 (BD Biosciences Discovery Labware, CT, USA;
Tissue Culture Dish-3530002)
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* Pipet tutucu (200-1000 pl) ve pipet uglar1 (Eppendorf, Hamburg,
Germany)

= (Cok kanall1 pipet ve pipet uglar1 (Eppendorf, Hamburg, Germany)

» Tek kullanimlik steril pipetler (2.5, 5 ve 10 ml’lik) (BD Biosciences
Discovery Labware, CT, USA)

= Kriyotiipler (Greiner-bio-one, Carolina, USA; 2013-12)

» Hiicre sayim kamarasi (Thoma Lami)

= Lamel (22x22mm)

* Deney tiipleri

* Aliiminyum folyo

= Buz kaliplari

= Bos beher (atik icin)

= Laboratuar kalemi

= %70 alkol

* Distile su

= Steril pudrasiz cerrahi eldiveni

= Bone

= Maske

3.1.13. Tez Cahsmasinda Kullanilan Cihazlar

* CO; inkiibator (Sanyo, Etten Leur, The Netherlands)

» Laminar akisli steril kabin (Class II, Heraus, Hanau, Germany)

» Inverted mikroskop (Olympus, Tokyo, Japan; CKX41)

* PCR cihazi (Takara Bio Inc., Shiga, Japan Gradient PCR)

* Monokromatik sistemli mikroplaka okuyucu (VersaMax, Molecular
Device, USA)

» Binokiiler mikroskop (Leica Microsystems, Wetzlar, Germany; CME)

= Vorteks (Labart, Berlin, Germany; MVSI)

» Sogutmali santrifiij (Universal 320 R, Hettich, Germany)

» Masaiistii santrifiij (Sigma, Osterode, Germany; 2-16PK)

» Mikrosantrifuj (Sigma, Osterode, Germany; 1-14 ve Hettich, Gartenstr,
Germany; Micro 120)
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Isitmali manyetik karistirict (Heildoph Electro GmBH&Co., Kelheim,
Germany; MR Hei-Standard)

Hassas terazi (Shimadzu, Makati, Philippines; AW 120 model)

37°C su banyosu (Niive, Ankara, Tiirkiye; ST 402)

Floresan mikroskop (Leica Microsystems, Wetzlar, Germany; DMI 4000)
FACS Calibur akis sitometri cihazi (BD Biosciences, California, USA)
BD Cell Quest TM software programi (BD Biosciences, California, USA)
Ortam saklama dolab1 (+4°C) (Sanyo, Etten Leur, The Netherlands; SRR-
49FD-MEDE)

-86 derin dondurucu (Sanyo, Etten Leur, The Netherlands; MDF-U5386S
Model)

-20 derin dondurucu (Beko, Istanbul, Tiirkiye; D 7210)

Buz yapma makinesi (Scotsman, Milan, Italy; AF 80)

Bidistile su cihazi (GFL, Burgwedel, Germany; 2104)

pH metre (WTW Inolab, Weilheim, Germany; PH720 Set)

S1v1 azot tanki1 (MVE Chart Industries, Minnesota, USA)
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3.2. Yontemler

3.2.1. iDP-MKH’lerin izolasyonu

Bu tez calismasinda, Istanbul Universitesi IAEK 14/21 no’lu etik kurulu
onay1 alindiktan sonra calismaya dahil edilen tiim bireylere, hazirlanmis olan
“Bilgilendirilmis Goniillii Olur Formu” imzalattirilmistir. Istanbul Universitesi
Dis Hekimligi Fakiiltesi Agiz, Dis ve Cene Cerrahi Anabilim Dali
polikliniklerinde, gémiik, gomiilii dis, basing agrisi, disin pozisyonunun bozuk
olmast ve/veya ortodontik sebeplerle dis ¢ekim endikasyonu uygun goriilen
gomiik yirmi yas disleri, 5 saglikli bireyden alinmistir. Dislerin ¢ekimi etik ve
asepsi kurallarina uygun sekilde gergeklestirilmistir. Dis ¢ekimi sonrasi alinan
diglerin yiizeyleri, %70’lik alkolle temizlendikten sonra konik kapakli tiipler
icindeki %35 oraninda penisilin/streptomisin iceren o-MEM besiyeri ig¢ine
almarak, buz kaliplar1 iginde, ¢alismanin gergeklestirildigi Kocaeli Universitesi

Kok Hiicre ve Gen Tedavileri Arastirma Merkezi’ne getirilmistir.

Pulpa dokusunun agiga ¢ikartilmas1 ve MKH izolasyonu i¢in, Gronthos ve
ekibinin (2000; 2002) metodu kullanilmistir. Pulpa dokusunun agiga ¢ikartilmasi
islemi, Kocaeli Universitesi Mediko Sosyal Hizmetler Unitesi'nde
gerceklestirilmistir. Diglerin  ylizeyindeki gingival ve periodontal dokular
kazinarak uzaklastirilmistir. Disler, sterilizasyon amaciyla, alkolden gegirilerek,
steril gazli beze sarilmis ve pulpa izolasyonu ig¢in disin agilmasi islemine
gecilmistir. Dis yiizeyi li¢ kere %5 oraninda penisilin/streptomisin iceren PBS ile
yikanarak temizlenip, dis frezi kullanilarak disin mine-sement baglanti
bolgesinden kesim yapildiktan sonra dis kirilarak pulpa dokusu, steril pensler ve
steril dis ekskavatorii ile doku zedelenmeden yavasca ayrilmistir. Pulpa dokulari
%35 oraninda penisilin/streptomisin iceren a-MEM besiyerine alinarak, Kocaeli
Universitesi Kok Hiicre ve Gen Tedavi Arastirma ve Uygulama Merkezi Hiicre

Kiiltiirii Laboratuari’na getirilmistir.
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Insan dis pulpasi dokusundan MKH’lerin izolasyonu i¢in; ag1ga cikarilmis
olan pulpa dokusu, 2 mg/ml’lik tip 1 kollajenaz soliisyonu igerisine koyularak
(her bir pulpa i¢in 2 ml olmak iizere), pulpalar par¢alanincaya kadar (yaklasik 1
saat) 37°C su banyosunda bekletilmistir. Inkiibasyon sonunda tiipler
vortekslenerek, hiicrelerin doku parcaciklarindan ayrilip, tek hiicre slispansiyonu
haline gelmesi saglanmistir. Sindirilmis pulpa materyalini igeren soliisyon
70um’lik  gozenekleri olan hiicre slizgecinden gecirilmistir. Ayristirilan
hiicrelerin bulundugu 15ml’lik konik tabanli tiiplere Hank’s dengeleyici tampon
cozeltisinden (HBSS) 5 ml eklenerek, 1300rpm’de 5dk santriflij edilmistir.
Stipernatant atilarak, Sml HBSS eklenmis ve tekrar 1300rpm’de 5dk santrifiij
edilmis ve siipernatant atilmistir. Son yikama isleminden sonra elde edilen
hiicreler %15 oraninda FBS ve %1 oraninda penisilin-streptomisin igeren a-MEM
besiyerinde (T-25 kiiltiir kaplarinda) 37°C, %5 CO, ve nemli ortamda (CO,

inkiibatoriinde) kiiltlire alinmustir.

Yaklasik 48 saat sonra besiyeri degistirilerek kiiltiir kabmin tabanina
tutunmayan hiicreler uzaklastirllmistir. Sonraki giinlerde diizenli olarak
objektifleri ters ¢evrilmis (inverted) mikroskopta kontrol edilmis ve haftada 2 kez

olmak {iizere besi yerleri degistirilmistir.

3.2.2. Alt-Kiiltiir (Sub-Kiiltiir) Islemi (Pasajlama)

Yaklasik 16-18 giin sonra kiiltiir kabinin taban1 %70-80 oraninda hiicrelerce
dolduruldugunda (%70-80 konfluente ulasildiginda) alt-kiiltiir islemine
gecilmistir. Birincil kiiltiir sifirinci pasaj (P0) kabul edilerek, birincil kiiltiirii takip
eden her alt-kiiltiir islemi sonrasi pasaj sayilar1 P1, P2, P3, P4 seklinde
belirtilmistir.

Laminar akish steril kabinde gergeklestirilen alt-kiiltiir isleminde; besi
ortam1 ve i¢gindeki tutunmayan hiicreler dokiildiikten sonra, flask yiizeyleri 3-4 ml
Ca™ ve MgJr2 icermeyen PBS ile yikanmistir. 1.5-2 ml %0,25 tripsin-EDTA
sollisyonu eklenerek, CO, inkiibatérde 4-5dk inkiibe edilmistir. Mikroskopta
hiicrelerin  tiimliniin ~ yiizeyden ayrildig1 goézlendikten sonra, tripsinin

inaktivasyonu i¢in flasklara, 4ml besi ortami eklenmistir. Daha sonra hiicreler
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15ml’lik konik tabanh tiiplere alinmis ve 1300rpm’de 5dk santrifiij edilmistir.
Stipernatant atildiktan sonra, pelete 1ml besi ortami eklenip, pipetlenerek
homojenizasyonun saglanmasinin ardindan, hiicre sayimi i¢in eppendorf tiipiine
mikropipetle 100ul hiicre siispansiyonu alinmistir. Hiicre siispansiyonunun
lizerine, mikropipetle 100ul tripan mavisi soliisyonu eklenmistir. Isik
mikroskobunda hiicre sayimi gergeklestirilmistir. Sayimi  gerceklestirilen
hiicreler, uygun oranda besi ortamuyla seyreltilerek, 1x10° hiicre yogunlugunda
75cm’lik hiicre kiltiir flasklara (T-75 kiiltiir kaplarina) ekilmis ve 3 giinde bir
besi ortam1 degistirilerek, kiiltiir islemi devam ettirilmistir (Freshney et al., 2007;

Karao6z vd. 2009).

3.2.3. iDP-MKH Kiiltiiriinde Hiicre Sayim

Dis pulpasindan izole edilen kok hiicreler i¢in her alt-kiiltiir islemi
sirasinda, dondurma ve c¢ozdiirme islemleri sonrasinda ve karakterizasyon
islemleri oncesinde gerceklestirilen hiicre sayimlar1 Karaéz ve ekibinin (2009)

metoduna uygun olarak gerceklestirilmistir.

Hiicre sayimi i¢in; tripsinizasyon islemi ile tutunan hiicreler yiizeyden
kaldirildiktan sonra siipernatant atilarak, pelete 1 ml besi ortami eklenmis ve
pipetle homojenizasyon saglanmistir. Eppendorf tliplerine 100ul hiicre
sispansiyonu alinmigtir. Hiicre siispansiyonunun iizerine, mikropipetle 100ul
tripan mavisi soliisyonu eklenmistir. Sayim kamarasi olarak Thoma lami
kullanilmistir. Thoma lami, diiz bir zemin iizerine alinarak, lamelin yapigmasi
gereken sayim alani ¢ergevesi tlizerine lamel kapatilmistir. Hazirlanan
stispansiyondan 50ul alinarak, Thoma laminin her iki yaninda bulunan kanallarin
ortasinda kalan sayim alaninda lamelin lam ile birlestigi noktaya pipetin ucu
dayanarak tam orta noktasindan yavasca hiicre sollisyonu sayim alanina
pipetlenmistir.  Hiicre  saymmi, 151tk mikroskobunda, 40x  objektifte

gerceklestirilmistir.
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Toplam hiicre sayilar1 asagidaki formiile gére hesaplanmaistir;

Hs x Do x Ss
Hs :Sayilan hiicre sayist
Do :Seyreltme orani
Ss 0,1 mm® deki sayim sonucu Iml’deki sayiya doniistiirmek ve

standart sonug elde etmek igin kullanilir. Sabit sayr 10 000 dir.

3.2.4. iDP-MKH’lerin Dondurularak Saklanmasi

Insan dis pulpasindan izole edilen MKH’ler, her alt-kiiltiir islemi sonrasi
dondurularak, -196°C’de siv1 nitrojen tankina alinarak saklanmistir. Dondurma
islemi Oncesi, %60 oraninda besi ortami, %35 oraninda FBS ve %35 oraninda
dimetilsiilfoksit (DMSO) igeren dondurma besi ortam1 hazirlanmistir. Besi ortami
hazirlanirken, 15ml’lik konik vida kapakli tiip igerisine, soliisyon hacmi 10ml
olacak sekilde, Sml FBS, 4ml a-MEM besiyeri ve 1ml DMSO eklenmistir. Islem
sirasinda, DMSO en son ve damlalar halinde eklenirken, islem &ncesi tiipler ve

besi ortam1 ve FBS karisimi sogutulmustur.

Dondurma islemi oOncesi, hiicre kiiltiir flasklarinin yiizeyini %70-80
oraninda kaplayan hiicreler, tripsinizasyon islemi ile kaldirilip santrifiij edildikten
sonra, daha once hazirlanan dondurma ortami1 damla damla tiiplere eklenmis ve
hiicre peleti ile karistirilarak, pipetle homojenizasyonu saglanmigtir. Her
kriyotiipe bu siispansiyondan Iml alinmigtir. Tipler -80°C’de bir gece
bekletildikten sonra daha onceden belirlenmis sivi nitrojen tankindaki yerlerine

transfer edilmistir (Karaéz vd. 2009).

3.2.5. iDP-MKH’lerin Karakterizasyon Calismalari

Insan dis pulpasindan izole edilen ve Kkiiltiir kabmin tabanina yapisan
hiicrelerin morfolojik 6zellikleri ¢alisma siiresince zit faz mikroskobu ile

incelenmistir. Immunofenotipik ozelliklerin belirlenmesi icin akis sitometrik
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analizler, IHK ve IF calismalar1 gerceklestirilmistir. Kiiltiire edilen MKH’lerin

canlilik ve ¢gogalma kapasitelerinin tespit edilmesi icin MTT testi uygulanmustir.

Akis Sitometrik Analizler

iDP-MKH’lerin, fenotipik karakteristiklerinin belirlenmesi igin akis
sitometrik analizler gergeklestirilmistir. Bu analizler, her alt-kiiltiir islemi
sonrasinda (P1’den P5’e¢ kadar) ve FACS Calibur akis sitometri cihazi

kullanilarak gergeklestirilmistir.

Her alt-kiiltiir islemi sirasinda (P1°den P5’e kadar) hiicreler tirpsinizasyon
islemi ile kaldirilip, hiicre sayimi1 yapilarak hiicre sayis1 belirlendikten sonra bir
kismi bir sonraki pasaj i¢in yeni T75 flasklara ekilirken bir kism1 da (yaklasik
olarak 8x10° hiicre) PBS icinde homojenize edilmistir. Daha sonra belirlenen
hiicre yiizey isaretleyicilerine 6zel fluoresan izotiyosiyonat (FITC)- ve fikoeritrin
(PE)-konjuge monoklonal antikorlar (CD45, CD14, CD117, CD11b, HLA-DR,
CD34, CDI13, CD44 ve CD 90) ve uygun izotip kontrollerinden (IgGl,
IgG1/G2a) 10ul eklenerek inkiibe edilmistir (oda 1sisinda-karanlikta-45 dak.).
Inkiibasyon sonras1 yikama soliisyonu (%0.1 sodyum azid iceren PBS) eklenmis
ve santrifiij edilerek (5dk. 1780rpm) artefaktlardan temizlenmis ve 400ul hiicre
yikama sollisyonu ile resiispanse edilmistir. Hazirlanan hiicre siispansiyonu
FACS Calibur akis sitometri cihazinda okutulmus ve analizi BD Cell Quest TM
software programi ile gerceklestirilmistir (Gronthos et al., 2002; Lei et al., 2007,
Karao6z vd. 2009).

IHK ve iF Calismalar

iDP-MKH’lerin  immunohistokimyasal  yontemlerle karakterizasyon
caligmalari, P1, P3 ve P4’de poli-L-lizin kapli 8 kuyucuklu hiicre kiiltiir
odaciklarina ekilmis 2x105h1'icre/kuyucuk ile gergeklestirilmistir. Tutunmanin
saglanmasi igin bir gece inkiibasyonun ardindan IHK ve IF islemlerine

gecilmistir.



56

iDP-MKH’lerin immunohistokimyasal &zelliklerinin belirlenmesi igin;
CD31, CD34, CD45, CD71, CDI105, CD44, CDI105, aktin, SSEA4, tip II
kollajen, GFAP, MyoD, miyozin Ila, miyogenin, nestin, vimentin, osteokalsin,
osteonektin ve Ki67 proliferasyon belirteci i¢in IHK ve fibronektin, a-diiz kas
aktin, desmin, nestin, beta tubulin, osteokalsin ve vimentin IF boyamalari
gerceklestirilmistir. Immunohistokimyasal calismalarda, uygun  bir
immunohistokimya kiti ve bu kitle uyumlu biyotinli sekonder antikorlar

kullanilmastir.

Hiicreler immunohistokimyasal ¢aligmalar i¢in %0.1 oraninda H,O, iceren
metanolde endojen peroksidaz aktivitesini engellenmesi i¢in, oda 1sisinda (nemli
ortamda) 30dk. siireyle inkiibe edilmistir. PBS ile yikandiktan sonra, %]1.5
normal blok serum igeren PBS’de 30dk. inkiibe edilmis ve verilen uygun
diliisyon oranlarinda primer antikor eklenmis ve +4°C’de 1 gece ve oda
sicakliginda 2 saat siireyle inkiibe edilmistir. PBS ile 3 kez yikama igleminden
sonra immunohistokimyasal ¢alismalar i¢in uygun biyotinli sekonder antikorla ve
immunfloresan ¢alismalar i¢in uygun floresan (FITC) isaretli sekonder antikorla
oda sicakliginda 30dk. inkiibe edilmistir. Son asamada, immun-reaksiyon
gosteren hiicrelerin  belirlenmesi igin %0.1’lik  Mayer’s hematoksilen
(immunohistokimyasal) cekirdek zit boyamasi ve DAB (immunfloresan) immun-
boyamalar1 gergeklestirilmis ve lam iizerine kapatilmistir. Negatif kontroller i¢in,
ayn1 yontem uygulanmig fakat primer antikor yerine PBS kullanilmistir.
Ornekler, fluoresan mikroskopta (Leica DMI 4000 Microsystems) incelenerek
fotograflanmistir (Freshney et al., 2002; Karatz vd., 2009).

Hiicre Canlilik ve Cogalma Testleri

iDP-MKH’lerin canlilik ve proliferasyonlarin1 tespit etmek icin “MTT
canlilik testi” uygulanmistir. Canli ve apoptozisin erken evresindeki hiicrelerin
mitokondriyalar aracilifiyla MTT (3-(4,5-dimethylthiazole-2-yl)-2,5-diphenyl
tetrazolium bromide) soliisyonuyla olusturdugu reaksiyonda, MTT nin
tetrazolyum halkast hiicrelerin mitokondriyalarinda bulunan dehidrojenaz

enzimlerince parcalanarak mor renkli formazan kristalleri olusturmakta, oli
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hiicreler formazan kristalleri olusturmamaktadir. Olusan renk mitokondriyal
aktiviteyle iligkili olup, olusan formazan kristalleri izopropanol/ HCI igeren
coziiciilerde coziilebilmektedir ve olusan mavi/mor renk spektrofotometrik

yontemle (mikroplaka okuyucuda) 570 nm de 6l¢tilmektedir.

P3’deki iDP-MKH’ler, hiicre kiiltiir kaplarmi  %70-80 oraninda
doldurdugunda, MTT testine alinmistir. Alt-kiiltiir islemi sonrast iDP-MKH’ler
(P3), 6 kuyucuklu kiiltiir kaplaria 12.500 hiicre/kuyucuk olacak sekilde ve 1., 4.,
7., 11.,14.,17., 21. ve 24. giin uygulamalari i¢in ekilmistir. Her test giinii, istenen
kuyucuktaki hiicreler 3-4 ml PBS ile yikanmis ve 1dk bekletilip PBS
uzaklagtinlmigtir. Daha sonra, 2ml tripsin eklenmis ve Ornekler 5-6dk
inkiibatorde bekletilmistir. Zit faz mikroskobu ile hiicrelerin yiizeyden ayrilip-
ayrilmadigi kontrol edilmistir. Hiicreler konik tabanli 15ml’lik tiipe alinip iizerine
tripsinle ayni miktarda besi ortami1 (FBS igeren) eklenmistir. 1300rpm’de 5dk
santrifiigasyonun ardindan siipernatant atilmig ve 100ul besi ortami eklenerek

pipetlenmistir.

MTT testi i¢in, kor olarak hiicre kiiltiirlinde kullanilmamis taze besi ortami
ve standart olarak siipernatant kullanilmistir. Buharlasmanin engellenmesi igin,
96 kuyucuklu plakalarin en dis siralarina serum fizyolojik pipetlenmistir. Serum
fizyolojik, besi ortami ve hiicreler 96 kuyucuklu plakalardaki yerlerine
pipetlenmistir. Karanlik ortamda iizerine 0.5mg/ml MTT soliisyonu eklenmistir.
Aliiminyum folyoya sarilarak inkiibatorde 4 saat bekletilmistir (37°C’de).
Inkiibasyon sonrasi soliisyon c¢ikartildiktan sonra 100ul izopropanol-HCl her
kuyucuga eklenmis, oda 1s1sinda 30dk siireyle bekletilmis ve absorbans 570nm’de
dalga boyu segicisi (monokromator) sistemli mikroplaka okuyucuda tespit

edilmistir. Her deney 3 kez tekrarlanmistir (Jiang et al., 2002; Karaoz vd., 2009).
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3.2.6. In vitro Farkhlastirma Calismalari

In vitro Adipojenik Farkhilasma

Adipojenik farklilagtirmanin uyarilabilmesi i¢in, tigiincii pasajdaki hiicreler
3000hiicre/cm” yogunlukta, 6-kuyucuklu plakalarda yuvarlak lamellere ekilmistir.
Adipojenik farklilastirma besi ortami olarak, %10 oraninda FBS, 0.5mM
oraninda isobutil-metilksantin, 10-6M oraninda deksametazon, 10pg/ml oraninda
insulin, 200uM oraninda indometazin ve %1 oraninda penisilin/streptomisin
eklenmis MEM besiyeri kullanilmistir ve besi ortami haftada iki kez
degistirilerek hiicreler 4 hafta kiiltiire edilmistir. Kiiltiiriin 4. haftasinin sonunda,
lameller kaldirilmis ve adipojenik farklilagsmayr gosteren intraselliiler yag
damlaciklarinin varliginin belirlenmesi i¢in vimentin ve oil red O ve ¢ekirdek

boyasi olarak da DAPI boyamalar1 gerceklestirilmistir.

Oil Red O boyamas1 i¢in; koverslipler %4’liik paraformaldehitle 30dk
muamele edildikten sonra, PBS ve distile su ile yikanmistir. Izopropanolda (%60)
5dk bekletilmis ve kurumaya birakilmistir. Ornekler, oil red O soliisyonu ile 50dk
ve daha sonra %30’luk izopropanol ile muamele edilmistir. Distile su ve PBS ile
yikamanin ardindan blok serumda 30dk bekletilmistir. Uygun primer antikorlarla
60dk muamelenin ardindan 3 kere PBS ile yikama gerceklestirilmistir. Secilen
sekonder antikorlarla 20dk muamele edilmis ve 3 kere PBS ile yikanmistir.
Kurutulduktan sonra lam kapatilarak mikroskopta incelenmistir. Gergeklestirilen
immun-boyamalar sonucunda, yag damlaciklarinin kirmizi renkte, vimentin
ekspresyonunun yesil renkte ve hiicrelerin nukleuslarinin agik mavi renkte

gozlenmesi beklenmistir (Gimble et al., 2008; Zhang et al., 2006).

In vitro Osteojenik Farklilasma

Osteojenik  farklilasma igin P3’deki iDP-MKH’ler, 3000hiicre/cm?
yogunlukta, 6 kuyucuklu plakalarda tip I kollajen kapli lamellere ekilmistir.

Farklilastirma besi ortami olarak, %10 oraninda FBS, 100nM oraninda
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deksametazon, 0.05uM oraninda askorbat-2-fosfat, 10mM oraninda f-
gliserofosfat, %1 oraninda penisilin/streptomisin eklenmis MEM besiyeri
kullanilmis ve besi ortami haftada iki kez degistirilerek hiicreler 4 hafta kiiltiire
edilmistir. Kiltliriin 4. haftasinin sonunda lameller hiicre dis1 kalsifikasyonun
(primer kemik nodiillerinin) histokimyasal olarak gosterilmesi amaciyla alizarin
kirmizist ile boyanmustir. Ayrica, osteojenik farklilasmanin gec¢ evrelerinin
tanimlanmast i¢in osteokalsin, osteonektin ve BMP4 immun boyamalari

gergeklestirilmistir.

Alizarin kirmizis1 boyamasi icin;lameller, 5dk %70 alkol ile yikanmistir.
Distile su igine 20 kez batirildiktan sonra alizarin kirmizisi soliisyonu ile 45sn
muamele edilmistir. Ornekler, dnce asetona, daha sonra ksilol-aseton karisimina
ve son olarak ksilol icine 20 kez batirihip c¢ikartilmistir. Karanlik ortamda
kurumaya birakildiktan sonra lam {iizerine kapatilarak mikroskopta incelenmistir

(Jaiswal et al., 1997; Takeyasu et al., 2004; Gronthos et al., 2002).

3.2.7. iDP-MKH’lerin Fibroblastik ve Epitelyal Hiicrelere

Farkhlastirilmasi

iDP-MKH’lerin epitelyal ve fibroblastik hiicre dizilerine farklilastirma
caligmalarinda, P1’de dondurulmus (-86° ve -196°C’de depolanmis) iDP-
MKH’ler “hizli ¢odzdiirme yontemi” kullanilarak, ¢oziildiikten sonra kiiltiir
kaplarina (T-75) ekilmistir (Karaéz vd., 2009). Hiicreler kiiltiir kab1 yiizeyini
%80 oraninda kapladiginda alt-kiiltiir islemleri gergeklestirilerek, {i¢iincii pasaja
kadar kiiltiirler devam ettirilmistir. P3’deki iDP-MKH’ler kiiltiir kaplarin1 %80
oraninda doldurdugunda, kiiltlir kabinin yiizeyine tutunmus olan hiicreler %0.25
tripsin-EDTA ile yilizeyden kaldirildiktan sonra kiiltiir besi ortami igeren tiiplere
aktarilip santrifiij edilmistir. Santrifuj sonrasi pelet besi ortamiyla homojenize
edilerek, hiicreler sayildiktan sonra 6 kuyucuklu plakalarda, tip I kollajen kapli
lamellere 3x10° hiicre/kuyucuk olacak sekilde ekilmistir ve %70-80 oraninda
yiizeyi kapladiginda (1-2 gece inkiibasyonun ardindan) besi yerleri bosaltiktan
sonra, PBS ile iki kez yikama islemi gergeklestirilmistir. Her iki farklilagtirma

modeli i¢in de, hiicre sayilari, pasaj numarasi (P3), inkiibasyon kosullar1 (%5 CO,
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ve 37°C) ve temel besi ortami (%10 FBS ve %1 penisilin/streptomisin igeren a-
MEM besiyeri) sabit parametreler olarak kabul edilmistir. Kimyasal uyarim
caligmalarinda, segilen biiyiime faktorlerinin oranlari, besi ortamina eklenme
zamanlar1 ve kiiltlir siireleri calismanin degisken parametreleridir. Cizelge 3.1°de

deneysel ¢aligmalar i¢in belirlenen, degisken ve sabit parametreler gosterilmistir.

Dis pulpasindan izole edilen MKH’lerin fibroblastik hiicre dizilerine
farklilagtirilmasina yonelik deneysel ¢alismalar, Moreau ve ekibinin (2005)
gerceklestirdikleri calismada uyguladiklar1  yontemler incelendikten sonra
degistirilerek tasarlanmistir. iDP-MKH’lerin (P3) fibroblastik farklilagmalarinin
uyarilabilmesi igin, iki farkli deney grubu tasarlanmistir. 1. deneme ¢alismasinda,
hiicreler %10 oraninda FBS, Ing/ml oraninda bFGF ve %1 antibiyotik eklenmis
a-MEM besiyerinde kiiltiire edilmistir ve kiiltiiriin 7. giinlinde besiyerine Sng/ml
oraninda TGF-f eklenerek, kiiltiir islemi 3-4 hafta boyunca devam ettirilmistir. 2.
deneme caligmasinda, hiicreler %10 oraninda FBS, Ing/ml oraninda EGF ve %]l
antibiyotik eklenmis a-MEM besiyerinde kiiltiire edilmis ve kiiltiirin 7. giiniinde
besiyerine Sng/ml oraninda TGF-B eklenerek, 3-4 hafta kiiltiir devam ettirilmistir.
Her iki deney grubu i¢in negatif kontrol olarak kullanilacak olan iDP-MKH’ler,
%10 oraninda FBS ve %]l oraninda penisilin/streptomisin igeren o-MEM

besiyerinde ayni kosullarda kiiltiire edilmistir.

Cizelge 3.1. Deneysel caligmanin parametreleri

Sabit Parametreler Degisken Parametreler

1. Hiicre sayisi ve pasaj Fibroblastik Farklilasma Cahsmalari Epitelyal Farklilasma Calismalari

numarasi (P3)

2. Kiiltiir kaplari 1. Kiiltiir Stresi 21 giin/28 giin 1. Kiltiir Siiresi 21 giin/28 giin
3. Besi ortamu degistirme 2. TGF-p Sng/ml, Sng/ml (7.glin) 2. KGF 10ng/ml, 10ng/ml
sikligt 3.  bFGF Ing/ml, Ong/ml 3. EGF 20ng/ml, 20ng/ml
4. EGF Ing/ml, Ong/ml 4. HGF 10ng/ml, Ong/ml
4. Serum/Vasat tipi 5.1GF-2 50ng/ml (1.giin,4.giin)

(%10 FBS i¢eren o-MEM)

5.  Inkiibasyon ortami
(%5C0,, 37°C)

iDP-MKH’lerin epitelyal hiicre dizilerine farklilastirmasina yonelik
deneysel caligmalar, Paunescu ve ekibinin (2007) gerceklestirdikleri calisma
verileri incelendikten sonra degistirilerek tasarlanmistir. Bu g¢alismada, kemik

iliginden izole edilen MKH’lerin biiyiime faktorleri varliginda epitelyal hiicre



61

dizilerine farklilagtirilmasi amaglanmis ve olumlu veriler elde edilmistir. iDP-
MKH’lerin (P3) epitelyal farklilagmasinin uyarilabilmesi i¢in, bu veriler goz
oniinde bulundurulmus ve ¢alismanin tasariminda bazi1 degisiklikler yapilarak, 2
farkli deney grubu tasarlanmistir. 1. deneme caligmasinda, hiicreler %10 oraninda
FBS, 10ng/ml oraninda KGF (keratinosit biiylime faktorii), 20ng/ml oraninda
EGF, 10ng/ml oraninda HGF ve %!l oraninda antibiyotik iceren a-MEM
besiyerinde kiiltiire edilmis ve kiiltiiriin 4. giiniinde besiyerine 50ng/ml oraninda
IGF-2 eklenerek, kiiltlir islemi 3-4 hafta boyunca devam ettirilmistir. 2. deneme
calismasinda, hiicreler %10oraninda FBS, 10ng/ml oraninda KGF, 20ng/ml
oraninda EGF, 50ng/ml oraninda IGF-2 ve %1 oraninda antibiyotik iceren o-
MEM besiyerinde 3-4 hafta kiiltiire edilmistir. Deneysel ¢alismalar igin

tasarlanan deney gruplar1 Cizelge 3.2°de listelenmistir.

Cizelge 3.2. Deneysel caligsmalar i¢in tasarlanan deney gruplari

1. Fibroblastik Farklilasma (FF) Calismalari

FF Deney 1: bFGF + TGF-f iceren a-MEM besiyerinde kiiltiire edilmis iDP-MKH’ler
FF Deney 2: EFGF + TGF-f iceren a-MEM besiyerinde kiiltlire edilmis iDP-MKH’ler
Negatif Kontrol: biiyiime faktorii igermeyen a-MEM besiyerinde kiiltiire edilmis iDP-MKH’ler

Pozitif Kontrol: insan siinnet derisinden izole edilen fibroblastlar

2. Epitelyal Farkhlasma (EF) Calismalar

EF Deney 1: KGF + EGF + HGF + IGF-2 igeren o-MEM besiyerinde kiiltiire edilmis iDP-
MKH’ler

EF Deney 2: KGF + EGF + IGF-2 igeren a-MEM besiyerinde kiiltiire edilmis iDP-MKH’ler

Negatif Kontrol: biiyiime faktorii icermeyen o-MEM besiyerinde kiiltiire edilmis iDP-MKH’ler
(negatif kontrol)

Farklilasma besi ortamlarmma alman iDP-MKH’ler, kiiltiirtin 3. ve 4.
haftasinin sonunda, 6 kuyucuklu plakalardaki besi ortamlar1 bosaltildiktan sonra,
steril bir pens yardimiyla lameller kaldirilarak THK ve IF calismalart igin
immunohistokimya laboratuvarina getirilmistir. Ayrica kiiltiirin 4. haftasinin
sonunda, lamellerde yogun hiicre katmanlarinin gézlenmesi nedeniyle her grup
icin, 6 kuyucuklu plakalarin 2’ser goziindeki lamellerin ylizeyine tutunmus
hiicreler, tripsinizasyonla kaldirilarak 8 kuyucuklu hiicre kiiltiir odaciklarina

ekilmistir.  iDP-MKH’lerin ~ fibroblastik  farklilasma  potansiyellerinin
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belirlenebilmesi i¢in, CD31, CD44, CD105, tip II kollajen, fibronektin, fibroblast
yiizey proteini, GFAP, [-integrin, nestin, vimentin ve tenaskin immun-
boyamalar1 gerceklestirilmistir (Gronthos et al., 2000; Klein et al., 2003; Brendal
et al., 2005; Chen et al., 2007; Danisovic et al., 2007; Suzdal’tseva et al., 2007).
(Calismanin bu asamasinda, morfolojik ve histokimyasal olarak benzerlik gosteren
MKH’ler ve fibroblast hiicrelerinin karsilagtirilmasi da amaglanmistir ve bu
nedenle insan siinnet derisinden izole edilen fibroblastlar pozitif kontrol olarak
kullanilmigtir. Epitelyal farklilagsma besi ortaminda kiiltiire edilen iDP-MKH’lerin
farklilagma potansiyellerinin belirlenmesi i¢in ise, sitokeratin 18, sitokeratin 19,
nestin, vimentin ve fibronektin immun-boyamalar1  ger¢eklestirilmistir
(Poulsomet al., 2001; Spees et al., 2003; Brzoska et al., 2005; P aunescu et al.,
2007). iDP-MKH’lerin hiicre dizilerine farklilastirilmasi ¢alismalarinda, kimyasal
uyarana maruz birakilmamis (kiiltiir ortamina biiyiime faktorii eklenmemis) iDP-

MKH’ler negatif kontrol olarak kullanilmigstir.

3.2.8. Telomeraz Aktivitesinin Belirlenmesi

Epitelyal ve fibroblastik somatik hiicre dizilerine farklilastiriimasi
amaclanan iDP-MKH’lerin ve uyarilmamis iDP-MKH’lerin telomeraz aktivite
Olctimleri telomerik tekrar amplifikasyonu (TRAP) metodu ile karsilastirmali
olarak gerceklestirilmistir. Telomeraz aktiviteleri, TRAP TeloTAGGG PCR
enzim-igaretli immunoenzimatik yontem (ELISA) kiti kullanilarak ve kit

protokoliine uygun sekilde belirlenmistir.

Her reaksiyon icin 2x10° hiicre eppendorf tiiplerine alindiktan sonra
3000g'de 5dk santriflij edilmistir. Siipernatant atilarak, PBS ile yikamanin
ardindan tekrar 3000 g'de 5dk santrifiij edilmistir. Bu islem {i¢ kere tekrarlanarak,
200ul soguk lizis soliisyonu soguk buz iistiinde pipetlenerek eklenmis ve buz
iistiinde 30dk inkiibasyona birakilmistir. Inkiibasyonun ardindan, 16000g’de 20dk
santrifiij edilmistir. Stipernatant ayr1 bir tlipe aktarildiktan sonra her ¢alisma igin
3ul hiicre siispansiyonu, PCR tiiplerine alinmistir. Protein tayini ¢alismalarinda
her farkli 6rnegin {i¢ kere c¢alisabilmesi i¢in yeterli miktar hiicre siispansiyonu

(60-70ul) ayrilmistir. Telomeraz aktivitelerinin gozlenebilmesi igin, hiicre
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ekstraktlari iki farkli primer (biotin-isaretli, ANTP ve Taq DNA polimeraz) igeren
tampon karigimi ile 25°C 'de 20 dk inkiibe edilmistir. Bu reaksiyon, telomerazin
biyotin-igaretli sentetik primerlerin sonuna telomerik tekrarlari eklemesine olanak
saglamistir. Uriinlerin ¢ogaltilmasi amaciyla PCR cihazinda, 94°C'de 5dk, bunu
takiben 30 siklus siiresince 94°C'de 30sn, 50°C'de 30sn, 72°C'de 90sn ve son
uzama asamasi icin 72°C'de 10dk inkiibasyon gergeklestirilmistir. Uriinler
denatiire edilerek, telomerik tekrar-spesifik sekanslarin belirlenebilmesi icin
digoksijenin (DIG)-isaretli bir probla karistirllmistir. Karisim mikroplakalarin
streptavidin-kapli kuyucuklarinda inkiibe edilmistir. Son olarak, DIG-isaretli
hibritler peroksidazla konjuge edilmis anti-DIG antikoru ve bir kromojenik
substratla (TMB) goriiniir hale getirilerek 20dk sonra reaksiyon sonlandirilmistir.
Absorbans oOlgiimleri, ELISA mikroplaka okuyucuda ve 450nm’de fotometrik

olarak gerceklestirilmistir.

Protein miktar tayini, “BCA yontemi” ile gerceklestirilmistir (Stoscheck,
1990; Walker, 2002). BCA soliisyonu, 2ml BCA (Bicinchoninic Asit Soliisyonu)
ve 40 pl bakir siilfat soliisyonu ile hazirlanmistir. 96 kuyucuklu mikroplakalara
kor olarak 20l distile su konulmustur. Standart i¢in, 0,5ul, 1ul, 1,5ul, 2ul, 2,5ul,
3ul standart BSA soliisyonu eklendikten sonra, distile su ile 20pl'ye
tamamlanarak hazirlanan diliisyonlar 96 kuyucuklu mikroplakalarda ayrilan
gozlere konulmustur. Orneklerin calisilacagi gozlere 20ul 6rnek konulmustur.
BSA soliisyonu eklenen ve Orneklerin konuldugu tiim gozlere, 200ul BCA
soliisyonu eklenmistir ve 1 saat 37°C’de inkiibasyonun ardindan 562nm’de
mikroplaka okuyucuda absorbans degerleri okutulmustur. Her calisma 3 kere

tekrarlanmistir.

3.2.9. insan Siinnet Derisi Dokusundan Fibroblastlarin

izolasyonu ve Kiiltiir Islemleri

iDP-MKH’lerin fibroblastik farklilagmasinin belirlenmesinde, siinnet derisi
dokusundan izole edilen fibroblastlar pozitif kontrol olarak kullanilmistir. Gerekli
doku, geleneksel siinnet ameliyat1 i¢in velisiyle birlikte Istanbul Universitesi

Uroloji Anabilim Dali’na bagvurmus 8 yasindaki bir erkek ¢ocugundan alinmustir.
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Istanbul Universitesi IAEK 14/21 no’lu etik kurul onayr almmis ve hastanin
velisine “Bilgilendirilmis Goniillii Olur Formu” imzalattirilmistir. Antibiyotikli
besiyeri igerisinde laboratuvara getirilen doku, bistiiri ve steril makaslar ile
mekanik olarak parcalanmistir. Doku pargalari, doku kiiltiirii petrilerine
alindiktan sonra 5-8ml L-DMEM besi ortam1 eklenerek, eksplant kiiltiir seklinde
kiiltiire edilmistir (Morgan and Yarmush, 1999). P3’deki insan fibroblastlarinin
fibronektin, tenaskin ve fibroblast yiizey antijeni ekspresyonunun belirlenmesi
icin IF ¢alismalar1 gerceklestirilmistir. Elde edilen morfolojik ve histokimyasal
veriler, fibroblastik farklilagsmasi uyarilan iDP-MKH’lerle karsilastirmali olarak

degerlendirilmistir.

3.2.10. istatiksel Analizler

Her deney en az ii¢ kere tekrarlanmistir. Caligmalarin verileri, standart
sapma (£ SD) gozoniinde bulundurularak rapor edilmistir. Tim istatiksel
analizler, SPSS 10.0 ile gerceklestirilmistir. Veriler, tek yonlii varyans analizi
(one-way ANOWA testi) ve esli t-test kullanilarak degerlendirilmistir. Calisma ve
kontrol gruplar1 arasindaki farklar i¢in, p<0.05 istatistiksel olarak anlamli

sayllmaktadir.
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4. BULGULAR

4.1. iDP-MKH’lerin Morfolojik Ozellikleri

Insan dis pulpasindan izole edilen ve kiiltiir kabimm tabanmna yapisan
hiicrelerin morfolojik o6zellikleri, ¢aligma siiresince zit faz mikroskobu ile
incelenmigtir. Birincil (primer) kiiltliriin ilk giinlerinde gozlenen 1§ seklinde ve
fibroblast benzeri hiicrelerin, sonraki giinlerde koloniler olusturmaya basladigi
gozlenmistir (Sekil 4.1A). Yaklasik 16-18’nci giinlerde T25 kiiltiir kabimin
yiizeyinin, %70-80 oraninda hiicrelerce dolduruldugu (konfluent hale geldigi)
gozlenmistir (Sekil 4.1B).

Sekil 4.1. iDP-MKH’lerin morfolojik goriiniimleri. iDP-MKH’lerin birincil kiiltir (A- PO, 4.
giin; B- PO, 18.giin) ve sonraki alt-kiiltiirlerin farkli evrelerinde (C-P1, 4.giin; D-P3, 5.giin) faz-
kontrast mikroskobu goriintiilerinde, MKH’lerin fibroblast benzeri igsi morfolojiye sahip
olduklar1 goriilmektedir (Biiyiitme: AX40, B-DX100).
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Alt-kiiltiirleme islemlerinden sonra, T75 kiiltiir kaplarina ekilen hiicreler
(vaklasik 1300-2000 hiicre/cm?) 3-4 giin igerisinde kiiltiir kabinimn yiizeyini %70-
80 oraninda doldurmustur (yaklasik 10-12x10° hiicre/cm?)(Sekil 4.1C ve D). In-
vitro kosullarda iDP-MKH’lerin bu 6zelliklerini kaybetmeden en az 15 kez

cogalabildikleri gozlenmistir.

4.2. iDP-MKH’lerin immunofenotipik Ozellikleri

Her alt kiiltiirleme isleminden sonra ayrilan yaklasik 1x10° hiicre ile
gerceklestirilen akis sitometri incelemeleri (P1°den P5’e kadar) sonucunda, iDP-
MKH’lerin ilk altkiiltiir isleminden itibaren hematopoetik hiicre belirteglerini
(CD14, CD34, CD45, CDI117, HLA-DR) eksprese etmedikleri, buna karsin
MKH’ler i¢in siklikla kullanilan CD13, CD44 ve CD90 i¢in yiiksek diizeylerde
pozitif olduklar tespit edilmistir. Cizelge 4.1’de iDP-MKH’lerin P1’den P5’e
kadar gerceklestirilen akis sitometrik ¢alisma verileri listelenmistir. P3’deki iDP-
MKH kiiltiiriintin MKH’ler agisindan daha homojen oldugu diisiiniilmektedir. Bu
nedenle, THK ve IF calismalarinin ¢ogu ve farklilastirma ¢alismalar1 bu pasajdaki
hiicrelerle  gergeklestirilmistir.  Sekil 4.2’de  P3’deki iDP-MKH’lerin

immunofenotipik 6zelliklerini gésteren akis sitometri sonuglar1 goriilmektedir.

Cizelge 4.1. iDP-MKH’lerin (P1’den P5’e kadar) akis sitometri cihazinda tespit edilen
verileri

Antikor-Belirte¢ Ad1 iDP-MKH

(P1) (P2) (P3) (P4) (P5)
CD 11b % 6.48 % 4.28 % 0.16 % 0.74 % 0.27
CD 13 % 27.24 % 34.92 | % 85.22 % 94.68 % 79.46
CD 14 % 1.7 % 1 % 0.12 % 1.16 % 0.12
CD 34 % 2.88 % 11.88 | % 0.45 % 0.69 % 0.28
CD 44 % 33.77 % 99.10 | % 99.90 % 99.11 % 97.24
CD 45 % 8.1 % 0.01 % 0.28 % 0.71 % 0.18
CD 90 % 34.23 %99.59 | % 99.99 %99.84 | % 97.90
CD 117 %2.77 % 0.43 % 0.41 % 0.72 % 0.40
HLA-DR % 5.15 % 13 % 0.07 % 1.25 % 0.54
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Sekil 4.2. Insan dis pulpasindan izole edilen MKH’lerin P3’deki immunofenotipik
ozelliklerinin akis sitometri sonuglart. CD45 (%0.28), CD14 (%0.12), CD117 (%0.41),
CDI11b (%0.16), HLA-DR (%0.07) ve CD34 (%0.45) negatif ekspresyon gosterirken,
MKH'’lere 6zgii CD 13 (%85.22), CD44 (%99.90) ve CD 90 (%99.99) pozitif olarak tespit
edilmigtir.

Akis sitometri cihazinda gerceklestirilen caligmalarin verileri, MKH’lerin
(P1, P3 ve P4) IHK ve —IF karakterizasyon ¢alismalar1 ile desteklenmistir. iDP-
MKH’lerde CD31, CD34, CD45 ve CD71 igin pozitif immun reaksiyon
gozlenmemistir (Sekil 4.3A-D). Bununla birlikte, noral kok hiicrelerde yiiksek
diizeyde eksprese edilen nestin ve GFAP kuvvetli pozitif olarak izlenmis (Sekil
4.3E ve F) ve MKH hiicre belirtegleri CD44, CD105 ve aktin i¢in pozitif immun
reaksiyonlar gozlenmistir (Sekil 4.4A-C). Embriyonik kok hiicre belirteci SSEA-
4 i¢in izlenen pozitif immun-reaksiyonlar ise oldukea ilgi ¢ekicidir (Sekil 4.4D).
iDP-MKH’lerin tip II kollajen, miyozin Ila (Sekil 4.4E ve F) vimentin,
fibronektin ve miyojenini (Sekil 4.5A-C) eksprese ettikleri buna karsilik miyo-D
(Sekil 4.5D) ekspresyonlarinin  bulunmadigi goézlenmistir. iDP-MKH’ler,
MKH’ler igin 6zgilin olan a-diiz kas aktini, desmin, B-tubulin ve kemik 6zgiin
proteinleri olan osteokalsin ve osteonektin i¢in de kuvvetli pozitif reaksiyonlar

gostermistir (Sekil 4.6A-F).
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Sekil 4.3. iDP-MKH’lerin (P1) immunohistokimyasal dzellikleri. insan DP-MKH’lerin (P1),
CD31 (A), CD34 (B), CD45 (C) ve CD71 (D) monoklonal antikorlari ile
immunohistokimyasal olarak boyandiklarinda negatif ve anti-nestin (E) ve GFAP (F) i¢in ise
pozitif immun reaksiyon gosterdikleri tespit edilmistir Cekirdeklere hematoksilen ile karsit
boyama yapilmistir (bar gubuklari = 50um).
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Sekil 4.4. iDP-MKH’lerin (P3) immunohistokimyasal o6zellikleri. IHK ¢aligmalari, iDP-
MKH’lerin  Uglincli  pasaj  kiiltiirlerindeki  immunoperoksidaz  reaktivitelerine — gore
degerlendirilmistir. iDP-MKH’lerin (P3), immunohistokimyasal boyamalarinda MKH’ler igin
siklikla kullanilan CD44 (A), CD105 (B) ve aktin (C) sitoplazmik boyamalar1 ile pozitif
ekspresyon gozlenmistir. Ayrica, embriyonik hiicre belirteci SSEA4 (D) membransi, tip II
kollajen (E) sitoplazmik, miyozin Ila (F) sitoplazmik ve membransi boyamalari ile pozitif
reaksiyonlar gzlenmistir (bar gubuklart = 50pum)..
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Sekil 4.5. iDP-MKH’lerin vimentin (A), fibronektin (B), miyojenin (C) ve miyo-D (D) immun-
boyamalari. iDP-MKH’ler vimentin, fibronektin ve miyojenin i¢in pozitif immun reaksiyon
gostermektedir. Buna karsilik iDP-MKH’lerin myo-D eksprese etmedikleri goriilmiistiir (bar
gubuklart = 50um).
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Sekil 4.6. iDP-MKH’lerin (P4) immunohistokimyasal &zellikleri. iDP-MKH’lerin (P4) IHK ve IF
boyamalarinda, a-diiz kas aktini (A, B), desmin (C), B-tubulin (D), osteokalsin (E) ve
osteonektini (F) yiiksek diizeyde eksprese ettikleri gozlenmistir. IF ¢aligmalarinda (A, B, C, D),
¢ekirdekler DAPI boyasi ile mavi renkte gozlenmektedir (bar gubuklari= 50 um).
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iDP-MKH’lerin ¢ogalma belirteci olan Ki67 immun-boyamalar1 sonucu,
yiiksek ekspresyon seviyeleri saptanmistir (Sekil 4.7A ve B). Pozitif gozlenen
hiicre ¢ekirdekleri cogalma yetenegine sahip iDP-MKH’leri gostermektedir. Bu
durum, elde edilen iDP-MKH’lerin ¢ogalma doneminde olduklarinin

gostergesidir.

Sekil 4.7. iDP-MKH’lerin Ki67 immun-boyamasi. Karakterizasyonu gergeklestirilen iDP-
MKH’lerin ¢ogalabildiklerini gosteren Ki67 immun boyamalarinda, iDP-MKH’lerin ¢ekirdekleri
pozitif olarak gdzlenmistir. Bu durum, elde edilen MKH’lerin ¢ogalma (log fazi) doneminde
olduklarini géstermektedir ( bar gubuklari=50 pm).

iDP-MKH’lerin karakterizasyonu amaciyla gergeklestirilen IHK ve IF
calismalarinin (P1, P3 ve P4) sonuglar Cizelge 4.2°de gosterilmektedir. Elde
edilen veriler, akis sitometri sonuglarini destekleyici niteliktedir. Bu sonuglar,
iDP-MKH’lerin Ki-MKH’lerle olduk¢a benzer immunofenotipik 6zellikler
gosterdigi ortaya koymaktadir.
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Cizelge 4.2. insan DP-MKH’lerin immunohistokimyasal dzellikleri

Antikor/Belirtec
Diliisyon Kaynak
Ekspresyon
CD 34 (C-18) 1:150 Santa Cruz &
' Biotechnology
CD 44/HCAM (Ab-4) 1:150 Thermo Scientific +
- Santa Cruz
CD 45 (H-230) 1:150 &
' Biotechnology
Santa Cruz
SRR 1150 Biotechnology 2
CD105/Endoglin (M-20) 1:100 5 iiggﬁ)tzg , +
Tip II Kollajen Ab-2 (2B1.5) On-seyreltilmis Thermo Scientific +
Nestin (Rat-401) 1:50 Santa Cruz +
’ Biotechnology
Vimentin (C-20) 1-100 Santa Cruz +
' Biotechnology
Desmin Ab1 (D33) On-seyreltilmis Thermo Scientific +!
Fibronektin (EP5) 1:100 Santa Cruz N
' Biotechnology
o-Diiz kas aktin Ab-1 1:800 Thermo Scientific +
Aktin (C-2) 1:50 Santa Cruz +
’ Biotechnology
MyoD (4H207) 1:50 Santa Cruz &
’ Biotechnology
ivozi Santa Cruz
Miyozin I1a (A4.74) 1:50 +
' Biotechnology
Miyogenin Ab-1 (F5D) On-seyreltilmis Thermo Scientific +
GFAP Abl On-seyreltilmis Thermo Scientific +
i - Santa Cruz
Osteokalsin (FL-100) 1:50 k +
' Biotechnology
BMP-4 (N-16) 1:50 Santa Cruz .
' Biotechnology
SSEA-4 (MC-813-70) 150 Chemicon +
' International

+= Pozitif belirte¢ ekspresyonu; @= belirteg ekspresyonunun bulunmamasi; +'= hiicrelerin %10-

20’sinde immun reaksiyon gdzlenmesi.
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4.3. iDP-MKH’lerin Canlilik ve Ureme Ozellikleri

Hiicre canlilig1 ve iireme 6zelliklerinin belirlenmesi MTT testi uygulanarak
gerceklestirilmistir. Calisma verileri, calismalar {i¢ kere tekrarlandiktan sonra
elde edilen absorbans degerlerinin ortalamasi alinarak ve standart sapma (£ SD)
g6z Oniinde bulundurularak degerlendirilmistir. Elde edilen sonuglar i¢in p<0.05
degeri istatistiksel olarak anlamli kabul edilmistir. Sekil 4.8’de goriildiigii gibi
iDP-MKH’ler 1.giinden 24. giine kadar yaklasik 14 kat artmustir. Ik giinlerde
iiremenin yavas ger¢eklestigi ancak 7. giinden itibaren hiicrelerin diizenli olarak

cogalabildikleri gdzlenmektedir.
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Sekil 4.8. iDP-MKH’lerin canlilik/iireme oranlarina iliskin grafik. iDP-MKH’lerin (P3)
canlilik/tireme oranlart MTT testi ile degerlendirilmistir. Veriler, her grup i¢in gerceklestirilen iig
farkli galismanin ortalama +SH degerlerini gostermektedir. Istatistiksel agidan 6nemli farklar t
testi (%, p<0.05) uygulanarak elde edilmistir (iDP-M; insan dis pulpasi kaynakli mezenkimal kdk
hiicre).

4.4. iDP-MKH’lerin Osteojenik Farklilasma Potansiyeli

Osteojenik farklilagmasi uyarilan iDP-MKH’lerin, bu uyarima yanit
verdikleri ve osteoblast benzeri hiicrelere farklilastiklart gozlenmistir. Osteojenik
farklilagsma besi ortamina alinan iDP-MKH’lerin, kiiltiiriin 4. haftasinin sonunda
alizarin kirmizisiyla yapilan histokimyasal boyamalari sonucunda mineralize
kemik nodiilleri gozlenmistir (Sekil 4.9B). Kiiltiirlin ikinci haftasindan itibaren
MKH’lerin kendi yapisal 6zelliklerini kaybettikleri ve kiibik hiicreler seklinde
katmanlar  yaparak c¢ogaldiklart  gozlenmistir (Sekil 4.9B ve C).
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Immunohistokimyasal ~ boyamalar ~ sonucunda,  farklilasmis hiicrelerin
kemiklesmeyle iliskili olarak osteoblastlar1 tanimlamada kullanilan osteokalsin ve
osteonektin i¢in kuvvetli pozitif immun reaksiyon gosterdikleri tespit edilmistir.
Farklilasmis hiicrelerin hiicre dis1 matriksinde, kuvvetli osteokalsin, osteonektin

ve BMP4 reaksiyonlart saptanmistir (Sekil 4.9C ve D).

Sekil 4.9. iDP-MKH’lerin osteojenik farklilagma kapasitesi. A’da normal besiyerinde kiiltiire
edilmis iDP-MKH’lerin 38 giin sonra alizarin kirmizist ile boyanmas: sonrasi, kalsifiye
kemik nodiilleri izlenmezken, osteojenik farklilasma ortaminda kiiltlire edilen grupta farkli
boyutlardaki parlak kirmizi renkte boyanmis nodiiller goriilmektedir (B). Fibroblast-benzeri
yapisal Ozellikten kiibik sekle donlismiis MKH’ler (osteoblastlar) ve kemik hiicre dist
matriksinde eksprese edilebilen osteokalsin (C) ve yalnizca matrikste izlenen BMP4 (D)
immun reaksiyonlart goriillmektedir (bar ¢ubuklari=50 pm).
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4.5. iDP-MKH’lerinAdipojenik Farkhilagsma Potansiyeli

Adipojenik farklilagma besi ortaminda 4-6 hafta kiiltiire edilen iDP-
MKH’lerin adiposit benzeri farklilagma gosterdigi gozlenmistir. 5. haftanin
basinda, adipojenik farklilasmasi uyarilan iDP-MKH’lerin sitoplazmalarinda, yag
hiicrelerinde gozlenen yag damlaciklar1 goriilmiistir (Sekil 4.9A). Kiiltiiriin 32.
glinlinde yapilan ikili boyamada, histokimyasal olarak oil red O ile yag
damlaciklar1 kirmizi renkte izlenirken, hiicre sitoplazmasinda vimentin
ekspresyonu yesil renktedir (Sekil 4.10B,C). 38. kiiltiir giiniinde, adipojenik

yonde farklilasmis MKH’lerin sitoplazmalarinda oil red O ile kirmizi boyanan

yag damlaciklarinin daha da fazla arttig1 gézlenmistir (Sekil 4.10D).

Sekil 4.10. iDP-MKH’lerin adipojenik farklilasma kapasitesi. Insan DP-MKH’lerin adipojenik
farklilagtirma kosullarinda 4-5 hafta siireyle kiiltiirii sonrasi, 28. giinde faz konstrast mikroskobu
(A) goriintiilerinde yag vakuolleri gozlenmektedir. 32. kiiltiir giiniinde ikili boyamada, oil red O ile
yag damlaciklar1 kirmizi, vimentin ekspresyonu yesil ve gekirdekler DAPI ile mavi renkte
goriilmektedir (B,C). 38. kiiltlir giiniinde, farklilasmis MKH’lerin sitoplazmalarinda yag
damlaciklarinin daha fazla arttig1 gozlenmistir (D) (bar ¢ubuklari=50 pm).
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4.6. iDP-MKH’lerin Epitelyal Hiicre Dizilerine Farkhlasma

Potansiyeli

Epitelyal farklilagma besi ortaminda kiiltiire edilen iDP-MKH gruplarinin
tiimilinde, kiiltiiriin 21.glinden itibaren faz kontrast mikroskop incelemelerinde
kiibik morfolojide epitel benzeri hiicreler gézlenmistir (Sekil 4.11A,B). Biiyiime
faktorleri ile farklilasmanin uyarildigir kiltiir kaplarinda ilk hafta ve Kkiiltiir
stiresince hiicre iliremesinde azalmanin gerceklesmesi, buna karsilik kontrol

gruplarinda hizli bir c¢ogalmanin goézlenmesi, uyarilan iDP-MKH’lerin

farklilagsma siirecine girdiklerini diistindlirmiistiir.

Sekil 4.11. Epitelyal farklilagsmasi uyarilan iDP-MKH’ler ve uyarilmamis iDP-MKH’lerin faz
kontrast mikroskobu goriintiileri. Deney 1 (A) ve deney 2 (B) gruplarinda, normal iDP-MKH
kiiltirlerinde (D) gozlenmeyen, epitel-benzeri kiibik hiicreler goriilmiistir. Farklilagma
gruplarinda (A, B) hiicre liremesinde azalma goézlenmesine karsilik, kontrol grubunda (C)
MKH’lerin iireme hizinin daha yiiksek oldugu goriilmiis ve ¢ok katmanli bir goriiniim izlenmistir
(biiyiitme:A,B,DX100; CX20).
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iDP-MKH’lerin epitelyal farklilasma kosullarinda 3-4 hafta siireyle kiiltiiri
sonrast gerceklestirilen IHK boyamalarinda, Deney 1 farklilasma grubunda,
epitel-benzeri morfolojide sitokeratin 18 (Sekil 4.12A ve C) ve sitokeratin 19
(Sekil 4.12E) pozitif hiicreler goriilmiistiir. Deney 2 iDP-MKH’ler i¢in de
sitokeratin 18 (Sekil 4.12C ve D) ve sitokeratin 19 pozitif olarak goézlenmistir
(Sekil 4.12F). Farklilasmakta olan MKH’lerde ise daha zayif immun-reaksiyonlar
tespit edilmistir. Uyarima yanit vermeyen iDP-MKH’lerin, sitokeratin 18 ve 19
eksprese etmedikleri goriilmiistiir. Ayrica, epitelyal farklilasmasi uyarilan iDP-
MKH gruplarinda nestin ekspresyonlarinda belirgin bir azalma saptanmasinin
yaninda (Sekil 4.13A ve B), vimentin ekspresyonlarinda artis gézlenmistir (Sekil
4.13C ve D). Epitelyal hiicrelere 6zgli belirtecler olan sitokeratin 18 ve 19
pozitifligi ve iDP-MKH morfolojisindeki kiibik degisim, epitelyal farklilasmanin
uygun bir gostergesidir. Bununla birlikte nestin ekspresyonundaki azalma iDP-
MKH’lerin, nestin negatif ve/veya diislik pozitif oldugu bilinen epitelyal hiicre
dizilerine farklilagma potansiyellerini destekleyici niteliktedir. Epitelyal
farklilagsmas1 uyarilan hiicre gruplar1 (Deney 1 ve Deney 2) karsilastirildiginda, iF

boyamalarinda belirgin farklilik gézlenmemistir.



Sekil 4.12. iDP- MKH’lerin epitelyal farklilasma kosullarinda 3-4 hafta siireyle kiiltiirii sonrasi
sitokeratin 18 ve sitokeratin 19 immun boyamalari. Deney 1 (A, C, E) ve deney 2 (B, D, F)
farklilagma gruplarinda sitokeratin 18 (A-D) ve sitokeratin 19 (E, F) eksprese eden epitel-benzeri
morfolojide hiicreler gozlenmistir. Epitel-benzeri morfoloji farklilasmis iDP-MKH’lerde ()
sitokeratin 18 ve 19 ekspresyonlar1 kuvvetli pozitif saptanirken, farklilagsmakta olan iDP-MKH’ler
daha zayif pozitif izlenmistir. Buna karsilik farklilasmamis MKH’lerde @ ) sitokeratin 18 ve 19
ekspresyonu gozlenmemektedir (bar ¢cubuklari=50 um).



Sekil 4.13. Epitelyal farklilasma gériilen iDP-MKH’lerin nestin ve vimentin ile IF isaretlenmesi.
Epitelyal farklilasma gruplarinda, nestin ekspresyonunda (Deney 1, A; Deney 2, B) azalma
gozlenirken, vimentin ekspresyonunda (Deney 1, C; Deney 2, D) artis gézlenmistir. MKH
morfolojisi gosteren iDP-MKH’lerde ekspresyonunun daha kuvvetli, vimentin ekspresyonunun
ise daha zay1f pozitif oldugu goriilmektedir (bar gubuklari=50 pm).
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4.7. iDP-MKH’lerin Fibroblastik Hiicre Dizilerine Farkhilasma

Potansiyeli

iDP-MKH’ler ve siinnet derisinden izole edilen fibroblastlarin morfolojik
goriiniimleri, faz kontrast mikroskobunda incelenerek karsilastirilmistir.
Fibroblastlarin daha igsi bir morfoloji gosterdigi ve sitoplazmalarinda daha

graniillii bir yapilanma oldugu goézlenmistir (Sekil 4.15B). MKH’ler ise flask

yiizeyine daha yaygin bir morfolojide tutunma gostermektedir (Sekil 4.15A).

Sekil 4.14. Fibroblastik farklilagmasi uyarilan iDP-MKH’ler, uyarilmamis iDP-MKH’ler ve siinnet
derisinden izole edilen fibroblastlarin morfolojilerinin karsilagtirilmasi. Fibroblastik farklilagmasi
uyarilan Deney 2 iDP-MKH’lerinl7. giin lamel (A) ve 24.giin 8 kuyucuklu hiicre kiiltiir
plakalarina (B) ekildikten sonraki faz kontrast mikroskobu gorintiileri izlenmektedir. P1 9.
gindeki iDP-MKH’ler (C) daha yaygin ve koloni olusturmaya daha yatkin morfolojide
gozlenirken, fibroblastlarin (D) sitoplazmalarinda daha graniillii bir yapilanma goriilmekte ve igsi
morfoloji sergilemektedirler. Farklilasma gruplarinda fibroblast-benzeri morfolojik degisim
izlenmektedir (biiylitme: AX100, BX20, C-DX200).
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Sekil 4.14°de goriildiigii gibi fibroblastik farklilagsma besi ortaminda kiiltiire
edilen iDP-MKH’lerin ekildigi lamellerde, kiiltiiriin ikinci haftasindan sonra
fibroblast benzeri morfolojide hiicreler gozlenmistir (Sekil 4.14A ve B). Kiiltiir
kosullarinda iDP-MKH’ler (4.14C) daha yaygin ve koloni olusturmaya daha
yatkin morfolojide gozlenirken, fibroblastlarin (4.14D) sitoplazmalarinda daha
graniillii bir yapilanma goriilmekte ve igsi morfoloji izlenmektedir. Farklilasma
gruplarinda fibroblastlarin bu goriiniime benzer bir morfolojik degisim
goriilmiistiir. Ayrica, hiicre ¢ogalmasinda belirgin bir azalma gbézlenmis buna
karsilik kontrol grubunda hizli iiremeye bagli daha katmanli bir hiicre tabakasi
olusumu goriilmiistiir. Uremede gozlenen bu azalma, MKH’lerin bu fazdan

farklilagsma fazina gectiklerini diisiindiirmiistiir.

Fibroblastik farklilasmasi uyarilmig iDP-MKH gruplar1 ve kontrol
grubunun fibronektin immun-boyamalarinda, farklilagmis hiicrelerin fibronektin
ekspresyonlarinin  arttigi saptanmistir  (Sekil 4.15A-C). Farklilasmis iDP-
MKH’lerin immunohistokimyasal goriinlimlerinin siinnet derisi fibroblastlariyla
(Sekil 4.15D) yiiksek oranda benzerlik gosterdigi goriilmiistiir. Benzer sekilde,
fibroblast yiizey proteini (FSP) ekspresyonlarinin da farklilagmamig iDP-
MKH’lere gore artmis oldugu belirlenmistir (Sekil 4.16A-C). Fibroblastik
farklilasma deneylerindeki iDP-MKH’lerin tenaskin’i de daha yiiksek diizeyde
eksprese ettikleri gozlenmistir (Sekil 4.17A ve B). Deney 1 (bFGF+TGFp) ve
Deney 2 (EGF+TGFP) gruplan karsilastirildiginda, Deney 2 farklilagtirma
grubunda hem fibronektin (Sekil 4.15B ve C) hem de FSP (Sekil 4.16B ve C) i¢in

daha kuvvetli pozitif immun reaksiyonlar gozlenmistir.
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Sekil 4.15. Fibroblastik farklilasmasi uyarilan iDP-MKH’lerin fibronektin ile IF isaretlenmesi.
Fibroblastik farklilasma i¢in uyarilan Deney 1 (A) ve deney 2 (B,C) iDP-MKH’lerin fibronektin
ekspresyonlarinda belirgin bir artis gézlenmektedir. A ve B’de 8 kuyucuklu plakalara ekilen iDP-
MKH’lerin goriiniimleri, C’de ise lamel boyamasi goriilmektedir. A (deney 1) ve D (slinnet
derisinden izole edilen fibroblastlar) incelendiginde fibronektin ekspresyonlarinin benzer oldugu
goriilmektedir (bar ¢ubuklari=50 pum).
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Sekil 4.16. Fibroblastik hiicre dizilerine farklilasmasi uyarilan iDP-MKH’lerin fibroblast yiizey
proteini (FSP) ekspresyonlari. Fibroblastik farklilasma gruplarinda () farklilagmamis iDP-
MKH’lere (B®) oranla FSP ekspresyonlarinda belirgin bir artis gézlenmistir. Deney 1 (A) iDP-
MKH’lerde, Deney 2 iDP-MKH’lere (B, C) oranla daha yiiksek pozitiflik gézlenmistir. Siinnet
derisi fibroblastlariyla (D) karsilastirildiginda, farklilagsma gruplarinda FSP igin benzer pozitif
immun-reaksiyonlar gézlenmistir (Bar ¢gubuklari=50 pm).



Sekil 4.17. Fibroblastik farklilasma deney gruplarinda tenaskin ekspresyonlari. Fibroblastik
farklilasma igin uyarilan deney 1 (A) ve deney 2 (B) iDP-MKH’lerin belirgin sekilde
ekspresyonlarinin arttig1 goézlenmektedir. Farklilasmis hiicreler tenaskin igin kuvvetli immun-
reaksiyon gosterirken ( ), MKH’ler daha zayif ekspresyon ( BB ) gistermektedir (bar
cubuklari=50 pm).

Fibroblast ve MKH’leri birbirinden ayiran dnemli belirteclerden olan nestin
immun-boyamalar1 incelendiginde, fibroblastik hiicre dizilerine farklilagmakta
olan MKH’lerde nestin ekspresyonunda azalma gozlenmistir (Sekil 4.18A ve B)
Fibroblastik farklilasma gruplarinda nestin pozitifliginde azalma goézlenirken,
kontrol grubunda kuvvetli nestin pozitif immun reaksiyonlar gézlenmistir. Bunun
yant sira, artmig vimentin ekspresyonlar1 goriilmiistiir (Sekil 4.18C ve D). GFAP
ekspresyonlar1  karsilastirildiginda, igsi  fibroblast morfolojisinde pozitif
hiicrelerin varligi gozlenmis ancak farklilasmis iDP-MKH’ler ve farklilagmig
hiicreler arasinda belirgin bir ekspresyon farklililigi saptanamamistir (Sekil 4.18G
ve H). Farklilasma gruplarindaki iDP-MKH’ler, farklilagsmasi uyarilmamis iDP-
MKH’ler ile benzer sekilde CD31 negatif (Sekil 4.19A ve B) ve CD44 pozitif
(Sekil 4.18E ve F) immun reaksiyonlar gostermistir. Farklilasan hiicrelerin
CD105 (Sekil 4.19C ve D) ve tip II kollajen (Sekil 4.19E ve F) eksprese
etmemeleri, gergeklestirdigimiz ¢alismanin basarili oldugunun en Onemli

gostergesidir.
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Nestin

Sekil 4.18. Fibroblastik farklilasma i¢in uyarilan iDP-MKH’lerin nestin, vimentin, CD44 ve
GFAP immun-boyamalar1. Fibroblastik farklilasma deney 1 (A, C, E, G) ve deney 2 (B, D, F, H)
iDP-MKH’lerin nestin, vimentin, CD44 ve GFAP ile immun-boyanmalar1 goriillmektedir.
Farklilagma gruplarinda, nestin ekspresyonlarinda belirgin bir azalma gozlenirken, vimentin
ekspresyonlarinin arttigi goriilmektedir. Farklilasmis ve farklilasmamis iDP-MKH’ler CD44 ve
GFAP i¢in benzer immun-reaksiyon gostermistir (bar ¢ubuklari=50 pm).
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Sekil 4.19. Fibroblastik farklilasma i¢in uyarilan iDP-MKH’lerin CD31, CD105 ve tip II
kollajen i¢in immun-boyanmalari. Deney 1 (A,C,E) ve deney 2 (B, D, F) deki hiicrelerin,
hematopoetik hiicre belirteci CD31°i eksprese etmedikleri gdzlenmistir. CD105 ve tip II kollajen
icin pozitif immun-reaksiyon gosteren iDP-MKH’lerin aksine, farklilagma gruplarinda negatif
reaksiyon gozlenmistir. Farklilagsma deneyine alinan MKH’lerin CD105 ve tip II kollajen eksprese
etmemis olmalari, farklilasma deneylerinin basarili oldugunu gostermektedir (bar ¢ubuklari=50

pum).
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4.8. Telomeraz Aktivitelerinin Karsilastirilmasi

Epitelyal ve fibroblastik farklilagsmasi uyarilan iDP-MKH’ler ve kontrol
gruplarinin telomeraz aktiviteleri belirlenmistir. Bulunan sonuglar, lug total
proteine esdeger olacak sekilde hesaplanmistir. Epitelyal hiicre dizilerine
farklilasmasi uyarilan iDP-MKH’lerin telomeraz aktiviteleri; Deney 1 igin
0,064+0,01 ve Deney 2 icin 0,091+£0,01 olarak bulunmustur. Fibroblastik
farklilagma gruplarinda telomeraz aktiviteleri; Deney 1 iDP-MKH’ler igin
0,057+0,01 ve Deney 2 iDP- MKH’ler i¢in 0,056+0,01 olarak tespit edilmistir.
Kontrol grubunda, telomeraz aktivitesinin 0,198+0,05 oldugu goriilmiistiir.
Farklilagma gruplart ve kontrol gruplarinin karsilastirilmasinda istatiksel
farkliligin belirlenmesi i¢in #-festi kullanilmis ve farklilasma gruplart sadece
kontrol grubu ile karsilastirilmistir. Epitelyal farklilasmasi uyarilan Deney 1
(p=0,022) ve Deney 2 (p=0,036) iDP-MKH’ler ile kontrol grubu hiicrelerinin
telomeraz aktiviteleri arasinda istatistiksel olarak (p<0,05) degerine gore anlaml
farklilik tespit edilmistir. Benzer sekilde, fibroblastik farklilasma Deney 1
(p=0,023) ve Deney 2 (p=0,015) iDP-MKH’ler ve kontrol grubunun telomeraz
aktiviteleri arasindaki farklar ayni istatistiksel yontemle degerlendirilmis ve
sonuglar arasindaki fark anlamli olarak bulunmustur. Farklilasma gruplarinda
gozlenen telomeraz aktivitelerindeki bu diisiis, farklilasan iDP-MKH’lerin
somatik hiicrelerin karakteristik 0zelliklerini kazanmaya basladiklarinin

gostergesidir.

Cizelge 4.3. Farklilasma ve kontrol gruplarinin telomeraz aktiviteleri

Deney Grubu Protein Miktar1 (Ing | Telomeraz Aktivitesi p Degeri
esdegeri)

EF DENEY 1 0,1924 0,064+0.01 0,022

EF DENEY 2 0,2746 0,091+0.01 0,036

FF DENEY 1 0,1716 0,057+0.01 0,023

FF DENEY 2 0,1695 0,056+0.01 0,015

KONTROL 0,5956 0,198+0.05

EF; epitelyal farklilasma grubu, FF; fibroblastik farklilasma grubu. Her deney en az ii¢ kere
tekrarlanmigtir. Caligmalarin verileri, standart sapma (= SD) gz Oniinde bulundurularak
belirtilmistir. Veriler ¢ift tarafli -fest kullanilarak degerlendirilmistir. Calisma ve kontrol gruplar1
arasindaki farklar i¢in, p<<0.05 istatistiksel olarak anlamlidir.
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5. TARTISMA

Insanlardaki hastaliklarin ¢ogu igin bir sagaltim stratejisi olarak ortaya ¢ikan
hiicre esasli tedavinin amaci, hasar goren bir dokunun veya organin biyolojik
islevinin yerine koyulmast veya tamir edilmesidir. Kok hiicreler, bu
uygulamalarda kullanilabilecek en onemli biyolojik materyallerdir (Karadz ve
Ovali, 2004). Bu alanda gergeklestirilen calismalarda, farkli kaynaklardan
(embriyon ve basta kemik iligi kokenli olmak iizere diger doku ve organlardan)
elde edilen kok hiicreler in vitro ve in vivo deneysel modellerde kullanilmistir.
Insan kaynakli embriyonik kok hiicrelerin tedavide kullanilmasina yonelik devam
etmekte olan etik tartismalar ve bu hiicrelerin teratom olusturmalari, gelecekte
tedavi amagh kullanilmalarin1 engelleyici niteliktedir (Hakeri, 2009). Bu nedenle
kok hiicre caligmalari, cesitli hematopoietik olmayan dokularin (kas, kikirdak,
kemik, sinir, karaciger, kalp, beyin, yag dokusu, bobrek, akciger ve bagirsaklar)
somatik hiicrelerine farklilastiklar1 rapor edilen mezenkimal kok hiicreler (MKH)
tizerinde yogunlasmistir. MKH’ler, immun diizenleyici etkileri, tiimor olusturma
olasiliklarinin azligi, yiiksek ¢ogalma kapasiteleri ve kolay elde edilebilir bir
kaynak olmalar1 nedeniyle hiicre esasli tedavilerde kullanilabilecek 6nemli bir kok

hiicre kaynagi olusturmaktadir (Prentice, 2006).

Dis pulpasi1 kok hiicrelerinin izolasyonu ve tanimlanmasi, ilk olarak 2000
yilinda Gronthos ve ekibi tarafindan gergeklestirilmis ve ayni ekip bu hiicrelerin
in vitro kosullarda, odontoblastik, adipojenik ve ndral hiicre serilerine
farklilasabildigini gostermistir (Gronthos et al., 2000; Gronthos et al., 2002). Dis
pulpast kok hiicre (DPKH)’lerinin kemik iligi kokenli MKH’ler ile benzer
ozellikler gosterdigi tespit edilmistir. Sonraki ¢aligmalarin verileri incelendiginde,
immunofenotipik olarak dis pulpa dokusundan 2 ayr1 kok hiicre ve/veya kok
hiicre-benzeri hiicre grubunun elde edildigi goriilmektedir (Gronthos et al., 2002).
Bunlardan ilk grup, CD34, CD45 ve CD14 gibi hematopoetik hiicre belirteglerini
tasimayan ancak mezenkimal kok hiicrelere 6zgiin STRO-1 basta olmak iizere
CD29, CD44 ve CD13 gibi belirtecleri tasiyan hiicrelerden olugsmaktadir (Miura et
al., 2003; Kerkis et al., 2006; Jo et al., 2007). Diger grup hiicreler, c-
kit+/CD34+/CD45- hiicrelerden olusmaktadir. Bu hiicrelerin in vitro ve in vivo

osteojenik farklilasma gosterdigi rapor edilmektedir (d'Aquino et al., 2007).
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Bu tez ¢alismasinda, ¢ekim endikasyonunun sikligi (kolay elde edilebilir
olmalar1) nedeniyle gomiik yirmi yas disleri tercih edilmistir. Bu dislerin
gelisimin erken doneminde elde edildiklerinde pulpa dokusu agisindan zengin
oldugu bildirilmektedir (Gronthos et al., 2000). Bu ¢alismada gergeklestirilen akis
sitometrik (CD13+, CD44+ ve CD90+; CD45, CD14, CD117, CD11b, HLA-DR
ve CD34 negatif) ve immunohistokimyasal (CD31, CD34, CD71 ve CDA45
negatif) ¢alismalarin verileri, izole edilen DP-KH’lerin ilk gruba giren MKH’ler
oldugunu gostermektedir. Gergeklestirilen immunofenotiplendirme
caligmalarinda, iDP-MKH’lerin vimentin, fibronektin, alfa-diiz kas aktin gibi
MKH’lere 0zgiin belirtegler icin pozitif reaksiyon gostermeleri bu sonucu
desteklemektedir. Elde edilen MTT test sonuglari, bu hiicrelerin oldukea yiiksek
cogalma kapasitesine sahip olduklarin1 gostermistir. iDP-MKH’lerin tip 1I
kollajen, miyozin Ila, miyojenin, osteonektin, osteokalsin ve nestin proteinlerini
de yiiksek diizeylerde eksprese ettikleri gozlenmistir. Cogalmakta olan hiicrelerde
gozlenen Ki67 cekirdek proteini, hiicrelerin mitotik aktivitesinin belirlenmesine
olanak saglamaktadir (Scholzen and Gerdes, 2000). Proliferasyon belirteci olan
Ki67 immun boyamalarmin sonucunda, iDP-MKH’lerin ¢ekirdeklerinde
gozlenen pozitif immun reaksiyonlar, hiicrelerin ¢ogalma fazinda oldugunu

gostermistir.

MKH tanimlamasimin yapilabilmesi i¢in elde edilen hiicrelerin in vitro
kosullarda farklilasma yeteneklerinin (osteojenik, adipojenik, kondrojenik gibi) de
gosterilmesi gerekmektedir (Bayik, 2004; Kara6z ve Ovali, 2004). iDP-MKH’ler
in vitro ve in vivo kosullarda osteojenik ve adipojenik farklilasma gostermektedir
(Gronthos et al., 2002; Ikedo et al., 2006; Jo et al., 2007). Bu c¢alismada, iDP-
MKH’lerin kimyasal uyaranlarla in vitro kosullarda yag ve kemik hiicrelerine
farklilagabildikleri gozlenmistir. Osteojenik farklilagtirma deneyleri sonucunda,
iDP-MKH’lerden kaynaklanan osteoblastlarda hiicre-dis1 matrikste artmis
diizeylerde osteonektin, osteokalsin ve BMP4 dagilimi goézlenmistir. Alizarin
kirmizis1  boyamalar1 sonucu gozlenen kalsifiye kemik nodilleri de
kemiklesmenin bir gostergesi olarak kabul edilmistir (Jaiswal et al., 1997;
Takayesu et al., 2004). Adipojenik farklilagtirma deneylerinde, oil red boyamalari
ile iDP-MKH’lerin sitoplazmalarinda yag damlaciklar1 goriilmiistiir. Bu durum,

iDP-MKH’lerin yag hiicrelerine farklilasabildiklerini gostermistir (Chen et al.,
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1998; Gronthos et al., 2002). Tiim bu sonuglar, literatlirde tanimlandig1 sekliyle,
iDP-MKH’lerin KI-MKH benzeri karekteristik o6zelliklere sahip olduklarini

gostermektedir.

Gronthos ve ekibi (2000), yirmi yas iDP-MKH’lerde nestin ekspresyonunun
gerceklestigini  bildirmektedir. Ayrica, eriskin DP-KH’lerin noéral kristadan
kaynaklandig1 disiiniilmektedir. Bu c¢alismada da iDP-MKH’lerin néral kok
hiicrelerde yiiksek diizeyde eksprese edilen nestin ve GFAP i¢in kuvvetli pozitif
reaksiyon gosterdikleri tespit edilmistir. Bununla birlikte, embriyonik kok hiicre
belirteci olan SSEA-4 ekspresyonlar1 da belirlenmistir. Bu sonuglar, iDP-

MKH’lerin embriyolojik gelisim siire¢lerinin farkli oldugunu géstermektedir.

Simdiye kadar gergeklestirilen iDP-MKH c¢alismalarinda, bu hiicrelerin
dentin-yapic1 odontoblastlar (Gronthos et al., 2002), osteoblastlar (Laino et al.,
2005), yag hiicreleri (Gronthos et al., 2002; Jo et al., 2007), iskelet/diiz kas
hiicreleri (d'Aquino et al., 2007), endotel hiicreleri (d'Aquino et al., 2007),
kikirdak hiicreleri (Zhang et al., 2006) ve sinir hiicrelerine (Zhang et al., 2006;
d'Aquino et al., 2007) farklilagabildigi gosterilmistir. Ancak, yapilan kaynak
taramasinda iDP-MKH’lerin epitelyal ve fibroblastik hiicre serilerine
farklilagmalar1 ile ilgili bilimsel bir ¢alismaya rastlanamamistir. Bu nedenle bu
calismada, iDP-MKH’lerin in vitro kosullarda epitelyal ve fibroblastik hiicre

serilerine farklilagsma potansiyellerinin belirlenmesi amaglanmaistir.

P aunescu ve ekibinin (2007) gerceklestirdikleri ¢alismada, Ki-MKH’lerin
bliylime faktorleri varliginda, in vitro kosullarda epitel-benzeri hiicrelere
farklilasabildiklerini gdsterilmistir. Bu tez caligmasinda, epitelyal farklilagsmanin
uyarilabilmesi i¢in KGF, HGF, EGF ve IGF-2 biiylime faktorii kombinasyonlari
uygulanmustir. Literatlirde, bu biiylime faktorlerinin epitel hiicrelerin ¢cogalmasi ve
epitelyal yenilenme agisindan onemli etki gosterdigi rapor edilmektedir (Ruehl et
al., 2002; Terada et al., 2002; Kanayama et al., 2007; Murray and Hargreaves,
2007). Gergeklestirilen farklilasma caligmalarinda, ii¢lincii pasaj(P3)’daki iDP-
MKH’lerin kullanilmasi tercih edilmistir. Bu sekilde, birincil kiiltiirde gozlenen
doku parcaciklart ve somatik hiicrelerin kiiltiir ortamindan uzaklastirilmasi ve
farklilasma calismalarinda daha dogru verilerin elde edilmesi amaglanmigtir
(Gronthos et al., 2002; P aunescu et al., 2007). P3 iDP-MKH’lerin akis sitometrik

sonuglar1 bu diisiincemizi desteklemektedir. Gergeklestirilen epitelyal farklilagsma
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deneyleri sonucunda, farklilasma gruplarinda ¢ogalmanin azalmast MKH’lerin
cogalma fazindan farklilasma fazina gectiklerini diisiindiirmiistiir. Keratinler,
epitelyal hiicrelere 6zgii yapisal proteinlerdir ve farklilasma silirecinde oncelikli
olarak sentez edilmektedir. Epitelyum tiplerinin tiimiinde sitokeratin 18 ve 19
ekspresyonu gozlenmektedir. Buna karsilik, MKH’ler sitokeratin 18 ve 19
eksprese etmemektedir (Brzoska et al., 2005; P aunescu et al., 2007). Bu
caligmada, epitelyal farklilasmasi uyarilan iDP-MKH’lerde epitelyal belirtegler
olan sitokeratin 18 ve sitokeratin 19 ekspresyonlar1 tespit edilmistir. Zit faz
mikroskobi incelemelerinde az sayida hiicrede epitel-benzeri morfolojik degisim
gozlenmesine karsilik immunohistokimyasal boyamalarda kiibik yondeki
morfolojik degisim daha belirgin sekilde gozlenmistir. Uygulanan uyaran
kombinasyonlarinin degistirilmesi ve kiiltlir siiresinin arttirilmasi ile epitel hiicre
sayisinin arttirtlabilecegi diisiiniilmiistiir. Daha 6nce gerceklestirilen ¢alismalarda,
sinir ve kas hiicreleri ile iliskili ara liflerden olan nestinin pulpa dokusunda sadece
odontoblast ve oOnciil hiicreler tarafindan eksprese edildigi buna karsilik epitel
hiicrelerin ¢ogunun nestin i¢in negatif oldugu rapor edilmektedir (About et al.,
2000; Selander and Edlund, 2002) . Bu calismada, iDP-MKH’lerin nestin
ekspresyonundaki belirgin azalma ve vimentin ekspresyonlarindaki artig
gozlenmistir. Ayrica, farklilasma gruplarinin telomeraz aktivitelerinde azalma
saptanmistir. Telomeraz aktivitesindeki bu azalma, farklilasan hiicrelerin somatik
hiicre karakteristigi kazandigin1 gostermektedir (Yang et al., 2008). Farklilagmasi
uyarilan iDP-MKH’lerin epitelyal hiicre belirteclerini eksprese etmeleri, nestin
ekspresyonu, telomeraz aktiviteleri ve ¢ogalma yeteneklerindeki azalma iDP-

MKH’lerin epitelyal farklilasmasinin gostergesi olarak kabul edilebilir.

MKH’ler islevsel otolog ligament ve tendon doku calismalarinda, fibroblast
tedavilerinin yerini alabilecek Onemli bir alternatiftir. EGF’nin fibroblastlara
kasilabilirlik 6zelligi kazandirdigr ve bFGF+TGFf kombinasyonunun fibroblastik
farklilasma ve fibroblastlarin ¢ogalmasini olumlu yonde etkiledigi bilinmektedir
(Yasumi et al., 2003; Iwabu et al.,, 2004). Bu nedenle bu ¢alismada, iDP-
MKH’lerin fibroblastik farklilagsmasinin uyarilmasi amaciyla EGF+TGFp ve
bFGF+ TGFB kombinasyonlar1 uygulanmigtir. Fibroblastlarda ekstraseliiler
matriks (ECM) bilesenleri olan fibronektin, fibroblast yiizey proteini (FSP) ve

tenaskin C’nin yiiksek diizeyde eksprese edildigi rapor edilmektedir (Palaiologou
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et al., 2001; Terada et al., 2002). Tez calismasi kapsaminda gerc¢eklestirilen
fibroblastik farklilasma deneylerinde, farklilasma gruplarinda fibronektin, FSP ve
tenaskin ekspresyonlarnin arttigi buna karsilik proliferasyonda azalmanin
gerceklestigi  goOriilmiistiir. Slinnet derisinden 1izole edilen fibroblastlarla
karsilastirildiginda, morfolojik ve immunohistokimyasal olarak benzerlik
gbzlenmistir. Chen ve ekibi (2007) gergeklestirdikleri ¢alismada nestin’ vimentin
deri fibroblastlarinin varligini rapor etmektedir. Bu calismada da kuvvetli nestin
pozitif immun-reaksiyon gosteren iDP-MKH’lerin aksine, farklilasmis hiicrelerin
nestin ekspresyonlarinin azaldigi ancak vimentin ekspresyonlarinda belirgin bir
artis goruldiigii tespit edilmistir. Bu veri, elde edilen fibroblast-benzeri hiicrelerin
bag doku ile uyumlu olabilecegini diisiindiirmektedir. Ayrica, ECM proteini
tenaskin-C immun-boyamalarinda, farklilagmig iDP-MKH’lerin daha kuvvetli
immun-reaksiyon  gosterdikleri  gdzlenmistir.  Literatiirde, bag  doku
fibroblastlarinin endoglin (CD105) ekspresyonlarinin oldukca diisiik diizeylerde
gergeklestigi bildirilmektedir (Yasukawa et al., 2000). Bununla birlikte, dermal
fibroblastlarin tip II kollajen ekspre etmedikleri ve fibréz bag dokunun tip II
kollajen icin negatif oldugu rapor edilmektedir (Nicoll et al., 2000; Ono et al.,
2000; Louneva et al., 2003; Chen et al., 2007) . Bu calismada elde edilen
farklilasmis iDP-MKH’lerde gozlenen CD105 ve tip II kollajen negatif immun-
reaksiyonlar bu hiicrelerin bag doku fibroblastlar1 6zellikle dermal fibroblastlar
olabileceginin gostergesidir. Fibroblastik farklilagmasi uyarilan iDP-MKH’lerde
gbzlenen nestin ekspresyonundaki azalma ve ECM protein ekspresyonlarinin
artmast iDP-MKH’lerin fibroblastik farklilagmasini destekleyici niteliktedir.
Ayrica, farklilasma  ve  kontrol  gruplarmin  telomeraz  aktiviteleri
karsilagtirildiginda  farklilagma gruplarinda istatiksel anlamli bir azalma
belirlenmigtir. Telomeraz aktivitesi ¢ogalmada genetik yapmin korunmasinda
oldugu gibi farklilagmada da 6nemli bir rol oynamaktadir. Embriyonik kok
hiicrelerde genetik rekombinasyon yolu ile telomeraz enzim aktivitesi yiiksek
diizeyde arttildiginda, elde edilen hiicrelerin farklilasma o6zelligini tamamen
yitirdigi gozlenmistir. MKH’lerde go6zlenen diisiik seviyelerdeki telomeraz
aktivitesinin farklilasmaya yonelik bir egilim oldugu diisiiniilmektedir (Yang et
al., 2008). Bu calismada, hem epitelyal hem de fibroblastik farklilasma

gruplarinin telomeraz aktivitelerinde anlamli bir azalma tespit edilmistir. Bu
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veriler, farklilasma sonrasinda hiicrelerin diger somatik hiicrelerin karakteristik

ozelliklerinden olan diisiik telomeraz aktivitesi kazandigini gostermektedir.

Bu tez calismasinda elde edilen morfolojik ve immunohistokimyasal
veriler, iDP-MKH’lerin in vitro epitelyal ve fibroblastik farklilagsmalarinin uygun
uyaran kombinasyonlariyla yonlendirilebilecegini gosteren bir adimdir. iDP-
MKH’lerin ~ farklilagsmasin1  uyaran  farkli  kimyasal uygulamalar1 ile
gerceklestirilecek c¢alismalar bu bulgular1 destekleyecektir. Bununla birlikte,
hiicrelerde meydana gelen degisikliklerin mRNA’da da degisiklige neden oldugu
bilinmektedir (Vemuri and Chetty, 2007). Bu nedenle, ¢alisma verilerinin mRNA
diizeyindeki analizlerle desteklenmesi gerekmektedir. mRNA veya mRNA’da
transkribe edilen protein iirliniiniin izolasyonu ve analizlerinin gerceklestirilmesi
ile elde edilen farklilagmis hiicrelerin epitelyal ve fibroblastik proteinlere 6zgii
gen ekspresyonlari belirlenmis olacak ve iDP-MKH’lerin fibroblastik ve epitelyal

hiicrelere farklilasma yetenekleri kesin olarak belirlenecektir.
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6. SONUC

Sonug olarak; bu c¢alismada eriskin insan dis pulpasi dokusundan izole
edilen mezenkimal kok hiicrelerin karakterizasyon calismalar1 gerceklestirildikten
sonra in vitro epitelyal ve fibroblastik farklilagsma potansiyelleri arastirilmistir.
Elde edilen bu hiicrelerin literatiirde tanimlanmis 6zellikleriyle karsilastirildiginda
biiyiik oranda KI-MKH’ler ile benzer ortak immunofenotipik &zellikler
gosterdikleri goriilmiistiir. Farklilasmay1 uyaran biiyiime faktorleri (KGF, HGF,
EGF, IGF-2) varliginda, epitel-benzeri hiicreler gozlenmis ve bFGF+TGEF,
EGF+TGFB kombinasyonlar1 iDP-MKH’lerin fibroblast-benzeri morfolojik ve
immunohistokimyasal degisim gosterdikleri tespit edilmistir. Ancak, kesin bir
sonuca varilabilmesi icin, elde edilen verilerin mRNA diizeyinde
gerceklestirilecek ¢alismalarla da desteklenmesi gerekmektedir. Fibroblastik ve
epitelyal farklilasma yeteneklerinin belirlenmesi ile iDP-MKH’ler, deri basta
olmak iizere diger organ kavitelerinde (mide i¢ yiizeyi, lirogenital sistem ve gogiis
kanallar1) gerceklesen epitel hiicre kayiplarinin klinik tedavileri, bag doku ve
ekstraselliiler matriksin yeniden yapilandirilmasina yonelik klinik uygulamalar ve
doku miihendisligi ¢alismalarinda kullanilabilecek onemli bir alternatif kaynagi

olacaktir.
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