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Ag1z Mukozas: Eg Degerleri

Oral Mucosa Equivalents: Review

OZET Agiz, dis ve gene cerrahlarimin giiniimiize kadar karsilastiklari en 6nemli problemlerden biri
de travma, preprotetik cerrahi veya cerrahi rezeksiyonlar sonras: defekt sahasinin tam olarak
ortiilebilmesi ihtiyaci olmustur. Giiniimiizde tilkemizde, agiz, dis, cene cerrahlar1 bu problemin
ustesinden gelebilmek i¢in, verici bagka bir bolgeden elde ettikleri yarim kalinlik deri greftleri veya
mukoza greftlerini kullanmaktadirlar. Ancak, bu tiir islemler genelde birden fazla cerrahi islem
gerektirir, alinan greft materyali her zaman yeterli miktarda olmayabilir ve greftin alindig1 veya
yerlestirildigi bolgede bir takim iyilesme problemleri yasanabilmektedir. Viicut ortami diginda bir
ag1z mukozasi es degeri iiretebilme yetenegi, bu sorunun ¢éziimiinde agiz, dis, ¢ene cerrahlarina
yardimer olabilir. Bu durum, normal agiz mukozas: 6zellikleri tasiyan, sinirsiz miktarda bir agiz
mukozas1 doku kaynag: saglayacaktir. Ayrica, doku miihendisligi vasitasi ile elde edilen agiz
mukozasi es degeri, biyouyumluluk, mukozal irritasyon, agiz i¢i hastaliklar ve diger temel biyolojik
olaylarin laboratuvar ortaminda incelenmesinde de kullanilabilir. Bu makalede, doku mithendisligi
ile agiz mukozas:i es degeri iiretimi i¢in kullamilan stratejileri, bu stratejilerin avantaj ve
dezavantajlar: ile agiz mukozas: es degerlerinin kullanim alanlarini tekrar gozden gegirmeyi
amagladik. Bunun yaninda, sundugumuz bu makale ile diinyanin ¢esitli iilkelerinde giiniimiizde
viicut diginda tiretilmekte ve klinik uygulamalar ile halen gelistirilmekte olan insan agiz mukozas:
es degeri iiretimi konusuna okuyucularin ilgisini gekmek ve bilgilendirmek amaglanmugtir.

Anahtar Kelimeler: Ag1z mukozasi; epitelyum; doku mithendisligi

ABSTRACT A complete mucosal lining for oral reconstruction after preprostetic surgery, trauma
or surgical resection has been the one of the most challenging problem for oral and maxillofacial
surgeons so far. Nowadays, split-thickness skin or oral mucosa grafts harvested from donor sites are
using by oral and maxillofacial surgeons to cope with this problem in our country. But these pro-
cedures usually requires more than one surgery, graft material can not be enough everytime and are
associated with morbidity at the donor and the recepient sites. The ability of the ex vivo produc-
tion of an oral mucosa substitute can assist to the oral and maxillofacial surgeons. This will make
an avaliable unlimited supply of oral tissue that will have similar charactheristic to native mucosa.
In addition, tissue-engineered oral mucosal equivalents can also use for in vitro studies of biocom-
patibility, mucosal irritation, oral diseases and other basic oral biology phenomena. We aimed by
this paper to review the strategies used for producing tissue-engineered oral mucosal equivalents,
their relative advantages and drawbacks, and their applications. Besides, we also aimed by our this
paper to draw attention and inform the readers on ex vivo production of human oral mucosal equiv-
alent that is already producing and using on clinical trials at various countries of the world nowa-
days.

Key Words: Mouth mucosa; epithelium; tissue engineering
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tuntimiizde ag1z i¢i yumusak doku defektlerinin onarimina yonelik

olarak, serbest dis eti, palatal dis eti, bukkal mukoza ve dil gibi oral
kavite kokenli otolog greftler siklikla kullanilmaktadir.”* Otolog
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greftler, herhangi bir otoimmiin reaksiyona yol ag-
mamalar1 nedeniyle yumusak doku onarimlarinda
birincil secenek olarak 6ne ¢ikmaktadirlar. Bunun
yaninda oral mukoza, esnek yapida, yiiksek iyi-
lesme potansiyeline sahip ve verici sahada olusan
skar dokusunun estetik sorunlara yol agma olasili-
ginin diisitk olmasi nedeniyle de otolog greftleme-
lerde verici saha olarak siklikla tercih edilmektedir.
Otolog greftlerle ilgili olarak siklikla bildirilen so-
runlar ise verici saha morbiditesi, verici sahada
doku boyutlarinin olumsuz etkilenmesi ve alinan
dokunun 6zgiin yapisinda kargilagilan kayiplardir.?

Bu sorunlarin iistesinden gelinmesi amaciyla
doku miihendisligi, mithendislik ve biyolojik bi-
limlerin prensiplerinin birlestigi yeni bir bilim dal
olarak 1980’li yillarin basinda ortaya ¢ikmigtir.’
Temel amaci, yapay olarak insan organ ve dokula-
rinin biyolojik es degerlerinin iiretilmesi olan doku
miithendisligi, giiniimiizde laboratuvar ortaminda
insan oral mukozasi es degerlerinin iiretilmesine
olanak vermektedir.®’ Bu amaca yonelik olarak,
baslarda kii¢iik boyutlardaki biyopsi 6rneklerinden
iiretilen insan cilt ve oral mukozalarina ait epitel-
yum yapraklar seklindeki iirtinler, 6ncelikli olarak
yanik tedavisi ve intraoral greftleme iglemlerinde
kullanilmigtir.#1° Bagarili klinik sonuglara sahip
onarimlar, ancak keratinositlerin tek basina ya da
fibroblastlarla birlikte izole edilebilmeleri ve der-
mal matrkisler iizerinde in vitro olarak cilt ve oral
mukozanin tam kalinlikli es degerleri olarak tireti-
lebilmeleri sonrasinda gerceklestirilebilmigtir."

Tam kalinhikhi ag1z mukozasi es degerlerinin
kullanimiyla ilgili olarak, greftin tutunma basarisi-
nin yiiksek olmasinin yaninda, yara kontraksiyonu
ve skar dokusunun en alt diizeyde gerceklesmesi
gibi ustiinliikler de rapor edilmistir.'> Bunun ya-
ninda mukoza es degerlerinin iiretilebilmesi ile bir-
likte, bir¢cok bilimsel ¢aligma ic¢in de yeni
laboratuvar ¢alisma modelleri olusturulabilmistir.
Bu sayede, yara iyilesmesi, mukotoksisite ve biyo-
uyumluluk ile ilgili deneylerin laboratuvar orta-
minda yapilabilmesi miimkiin olabilmistir.
Giintimiizde insan oral mukozas1 es degeri iireti-
mine yonelik ¢aligmalar, yeni hiicre kiiltiiri yon-
temlerinin gelistirilmesi ve kok hiicre izolasyonu
tizerine yogunlagsmistir. Bu aragtirmanin amaci, gii-
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niimiizde insan agiz mukozasi es degerleri, iiretim-
leri ve kullanim alanlar ile ilgili olarak bilgi sun-
maktir.

I ORAL MUKOZA

Ag1z mukozasi temelde iki farkli tabakadan olus-
maktadir:- yiizey epiteli ve bu tabakay: destekle-
yen bagdoku tabakasi (lamina propria). Bu iki
tabakadan olusan agiz mukozasi, agzin bir¢ok bol-
gesinde altinda yer alan dokulara gevsek bag do-
kusu komponenti olan submukoza ile yapisir. Bu
ii¢ tabaka, cildin epidermal, dermal ve hipodermal
katmanlarinin analoglaridir.’

Ag1z mukozas: epiteli ¢ok katlh yass: tipte bir
epitel olup, ag1z icinde yer aldig: bolgeye gore ke-
ratinize (yapisik dis eti, palatal mukoza) ya da non-
keratinize (yanak mukozasi, agiz tabani) olma
ozelligi sergiler. Cok katl yass1 epitel, tabandan yii-
zeye dogru ayni hiicre tipinin (keratinosit) yapisal
ve sekilsel olarak farklilik arz eden dort farkh tipte
hiicre iceren katmanlardan olusur. Bu tabakalar,
stratum bazale, stratum spinozum, stratum granii-
lozum ve stratum korneum tabakasi olarak bilinir.
Bazal katman keratinositleri, yiizeye dogru goc
ederken terminal degisime ugrayan progenitor
hiicrelerdir. Keratinizasyon ile birlikte, grantiler
katmandaki goriilebilir keratinositlerin organelle-
rinden yoksun sitokeratin filamentleriyle kapl 6l
ylizeyel hiicrelere doniisiir. Non-keratinize agiz
epitelinde graniiler katman, keratin katman ile yer
degistirirken hiicrelerin keratoyalin graniilleri iger-
medigi gozlenir. Keratinositlere ek olarak oral epi-
telyum melanosit (mukozaya melanin isimli
pigment iireterek renk veren hiicreler), langerhans
hiicreleri (mukozanin lenf dolagimi ile baglanti-
sinda gorev aldig: ileri siiriilen hiicreler) ve merkel
hiicreleri (mukozanin duyusal faaliyetlerinde gérev
aldigs ileri siiriilen hiicreler) gibi keratinosit olma-
yan hiicreler de igerir. Ag1z mukozas: epitel hiic-
releri arasindaki adezyonlar desmozomlar aracilig:
ile gerceklesirken, bazal katman, alttaki lamina
propriaya hemidesmozomlar, tip IV kollajen, lami-
nin ve fibronektin iceren bir membran (basement
membrane) aracilifi ile tutunur.>!13

Sitokeratinler, epitelyal dokuda intrastoplaz-
mik hiicre iskeleti icinde bulunan orta genislikteki
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filamentleri (10 nm) olusturan ve keratin iceren pro-
teinlerdir. Sitokeratinler, farkli dokulardaki (deri,
mukoza) keratinosit tipinin ve epiteliyal degisimin
en temel belirteclerinden biri olup her cesit epitelde
keratinositler icerisinde yer alir. Ornegin, sitokera-
tin 3 (K-3) gézde korneum epiteline 6zgii bir sitoke-
ratinken, sitokeratin 76 (K-76) agiz mukozasi
epiteline 6zgii bir sitokeratindir. Yine, sitokeratin 10
(K-10) bir keratinizasyon belirtecidir ve keratinize
ag1z mukozas: epitelinde ve deri keratinositlerinde
bulunur. Sitokeratin 13 (K-13) ise non-keratinize

ag1z mukozas: epiteline 6zgii bir sitokeratindir.'® '3

Lamina propria epitelyum altinda yer alan
konnektif bir dokudur ve bol miktarda tip I kolla-
jen lifler iceren aglardan olusur. Daha derinde tip
III kollajen ve elastik lifler, cesitli oranlarda yer
almaktadir. A1z mukozasinda, yiizeydeki epitel
tabakanin olusturdugu girinti ve ¢ikintilarin (rete-
ridge) arasinda yer alan papiller tabaka ile bu taba-
kanin altinda yer alan derin retikiiler tabakadan
olusmaktadir. Fazlaca fibroblastlarin varoldugu ta-
bakada, ayrica makrofajlar, plazma hiicreleri, mast
hiicreleri ve lenfositler de nadiren gozlenir. Lamina
propria, bu olusumlara ek olarak vaskiiler bilesen-
lere, endotelyal hiicrelere, sinir hiicreleri ve sinir
uglarina da sahiptir (Resim 1).'3

Daha derinde bulunan submukozada ise mindr
titkiiriik bezleri, ¢izgili kas dokusu, yag dokusu, pe-
riosteum ve kemik yer almaktadir. Yag bezleri oral
kavitede de bulunur ancak agi1z mukozasi kil folli-
kiilii icermediginden deride oldugu gibi bir yag-kil
folikiilii iligkisi icermez.

I ORAL MUKOZA ES DEGERI URETIMI

Ag1z mukozasi eg degeri iiretiminde, 6ncelikle agiz
mukozasi biyopsi 6rneginden bir takim kimyasal
metotlar ile ayristirilan canhi keratinosit ve fibrob-
lastlarin bu iglem igin 6zel olarak iiretilen hiicre
kiltir kaplarinda tek tabaka (monolayer) olarak
¢ogaltilmalar1 gerekmektedir (Resim 2). Yeterli
miktarda keratinosit, fibroblast sayisina ulagildi-
ginda, lireme kapasitelerinin yiiksek oldugu 1. veya
2. pasajlarda, hiicreler iskelet yapi tizerine ekilir ve
burada ¢ogalmaya ve degisime ugramaya devam et-
meleri saglanir.

Turkiye Klinikleri ] Dental Sci 2011;17(2)
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Normal oral mukozaya benzeyen ideal ve tam
kalinlikli yapay oral mukoza es degerini olusturan
katmanlar sunlardir:

B Cok katli yass1 epitel: Membranin taba-
ninda daha yogun goriintii veren ve yiizeye dogru
goc ettiginde degisime ugrayan keratinositleri igerir.

B Ara membran: Lamina propria ve epiteli
birbirinden ayirir. Ara membranin varlig1 trans-
misyon elektron mikroskobunda lamina densa, la-
mina lucida ve baglant1 liflerinin izlenmesi ile
karakterizedir.'*

B Lamina propria: Ekstraseliiler matriksi
ireten ti¢ boyutlu iskelet yap: (scaffold) icine in-
filtre olmus fibroblastlar1 icerir."

Tam kalinlikli veya sadece yiizey epitelini ice-
ren oral mukoza es degerinin {iretilmesinde cesitli
bilesenlerin belirlenmesi ve kullanilmas: gerek-
mektedir (Resim 3 a-b).

Aragtirmacinin se¢im yapmasini gerektiren ve
doku miithendisligiyle agiz mukozasi es degeri iire-
timinde kullanilan bilegenler:

1. Iskelet Yap1 (Scaffold).
2. Hiicre Kaynag:.

3. Besleme Soliisyonlaridir (Culture Medium).

1. ISKELET YAPI (SCAFFOLD)

Oral mukoza ve cilt rekonstriiksiyonunda, hiicreler
icin destek gorevi yapan iskelet bir yapinin varlig
oldukca biiyiik énem tagir. Ideal biyouyumluluga,
gozeneklere, biyostabiliteye ve mekanik 6zelliklere
sahip dogru iskeletin se¢imi, doku miithendisliginde
en 6nemli adimdir. Oral mukoza ve cilt rekons-
tritksiyonu amaciyla kullanilan iskeletler cesitli se-
killerde siniflanabilir.

- Dogal yolla elde edilen iskeletler. Kadav-
radan elde edilmis hiicresiz ve immiinojenik ol-
mayan dermis (AlloDerm™) veya amniyotik
membran gibi.!®!’

- Fibroblasttan zengin deri es degerleri (Der-
magraft™ , Apligraf™)!#
- Kollajen bazl iskelet yapilar: Saf kollajen

19,20

veya kompound kollajen gibi.

- Jelatin bazh iskelet yapilar (Glucan).?!
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na propria 4

RESIM 1: Normal agiz mukozas! doku émegjinde lamina propria'da yer alan
fibroblastlar (kirmizi ok), ara membran (basement membrane) (mavi ok),
yiizey epitelinin bazal tabakasi ve lireme potansiyeli yiiksek olan keratinositler
(sari ok), Ust tabakalarda degisime ugramis keratinositler (yesil ok) ve ko-
rneum tabakasi (siyah ok) izlenmekte. X200 biytitmeli incelemede nukleus
hematoksilin ile maviye, sitoplazma filoksin ile pembeye, ekstraseliler matriks
ise safron ile sari/kavun ici renge boyanmis olarak izlenmistir.®

RESIM 2: Hiicre killtiiri kabi tabaninda tek tabaka (monolayer) koloni olus-
turmus keratinositler.

- Fibrin bazli iiriinler (Bioseed™).??
- Sentetik iskelet yapilar. Polimerler gibi.

- Dogal ve sentetik matrislerin bilesiminden
olusan hibrid iskelet yapilar.

Dogal yolla elde edilen iskelet yapilarin hiic-
resiz olmalar1 nedeniyle yabanci cisim reaksiyo-
nuna yol agmamalari gibi avantajlarinin yaninda,
bir taraftan keratinositlerin tutunmasina ve epite-
lin bazal tabakasini olusturabilmelerine izin veren

bir yiizeye sahip olmalari, diger taraftan da fibrob-
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last infiltrasyonuna izin veren saglam kanalciklar
icermeleri gibi tstiinliikleri mevcuttur.” Ancak
dogal kaynakli iskelet yapilarin ¢ogunlukla insan
ya da hayvan dokularindan iiretilmesinden do-
layi, biiyiik boyutlarda elde edilememesi, pahali
olmalar ve fiziksel 6zelliklerinin sinirli olmasi gibi
dezavantajlar1 da mevcuttur. Bu gibi olumsuz 6zel-
liklerin varligy, aragtirmacilari sentetik materyalle-
rin iiretimine yonlendirmistir. Hastalik bulagma
riskinin olmamas: ve mekanik 6zelliklerinin iyi
olmas: sentetik iskelet yapilarin en 6nde gelen
avantajlaridir. Ng. ve ark. yapmis olduklar bir ¢a-
lismada, poroz yapidaki polilaktik poliglikolik asit
iskelet yapilarin, hiicre dagiliminin saglanmasi ile
doku olusumunda dogal iskelet yapilara iistiinliik
sagladikla- rin1 savunmuglardir.* Hibrid iskelet ya-
pilar ise, genellikle polilaktik poliglikolik asit ve
kollajen bilesiminden olusan iskelet yapilardir.
Bunun yaninda, biyouyumluluk 6zellikleri yiiksek
olmasina karsin doku kontraksiyonuna yol agma

oranlan fazladir.®

2. HUCRE KAYNAGI

Hiicre kaynag: olarak, agiz mukozas: rekonstriiksi-
yonu uygulanacak kisinin kendisinden veya direkt
olarak insandan elde edilen agi1z mukozas1 biyopsi-
sinden ayristirilan keratinositler (primer kiiltiir)
veya daha once elde edilmis ve dondurularak sak-
lanmis hazir keratinosit hiicre dizileri kullanilabilir.
Primer kiiltiirler genelde klinik uygulamalar i¢in
doku iiretmede kullanilirken, hazir hiicre dizileri ti-
cari olarak da temin edilebilir ve genelde laboratuar
caligmalarinda kullanilirlar. Fibroblastlar da kerati-
nositler gibi genelde agiz mukozas1 biyopsisinden
elde edilebildigi gibi hazir hiicre dizileri seklinde
ticari olarak da temin edilebilirler. Ancak hem fib-
roblastlar hem de keratinositler doku miihendisli-
ginde erken pasajlarda kullanilirlar. Bunun nedeni
pasaj sayist yiikseldikge fibroblastlar tarafindan iire-
tilen ekstraseliiler matriks yapiminin azalmasi, ke-
ratinositlerin {ireme kapasitelerini kaybetmeleri ve
degisime ugramaya baglamalaridir.?® Keratinositler
keratinize veya non-keratinize ¢ok katl yassi epitel
olusturma ihtiyacina gore agiz mukozasinda farkh
bolgelerden elde edilebilir. Sert damak ve yapisik dis
eti keratinize ag1z mukozasi kaynag: ve bukkal mu-

Turkiye Klinikleri ] Dental Sci 2011;17(2)
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RESIM 3: a. Hiicre kiltiir(i kabi tabaninda tek tabaka (monolayer) koloni olusturmus keratinositler. b. x200 biiyttmeli incelemede nukleus hematoksilin ile maviye,

sitoplazma filoksin ile pembeye, ekstraselliler matriks ise safron ile sari/kavun i¢i renge boyanmis olarak izlenmistir.™

koza ise non-keratinize agiz mukozas: kaynag: ola-
rak siklikla tercih edilen bolgelerdir.” %

BESLEME SOLUSYONU (CULTURE MEDIUM)

Ag1z mukozas: rekonstriiksiyonunda en sik tercih
edilen besleme soliisyonu, fetal buzag: serumu , glu-
tamin, epidermal biiytime faktorii , hidrokortizon,
adenin, insiilin, transferin, tri-iyodotironin, fungi-
zon, penisilin ve streptomisin ile desteklenen Dul-
becco’nun modifiye Eagle (DMEM) soliisyonu ve
Ham’in F-12 soliisyonundan olusan karigimdir (3:1).

AGIZ MUKOZASI ES DEGERLERININ
KLINIK UYGULAMALARI

Doku mithendisligi ile elde edilen dokularin klinik
uygulamalarinda dikkat edilmesi gereken en
o6nemli nokta, uygulamanin amaca uygun bir se-
kilde gerceklestirilmesinin gerekliligidir. Ornegin;
greftleme, transplantasyon, yonlendirilmis doku
rejenerasyonu gibi uygulamalarda, alic1 bolgedeki
doku zamanla es degerin yerini alacagindan, opti-
mal mekanik dzelliklere sahip rezorbe olabilen bir
iskelet secilmesi uygun olacaktir. Ayrica, rezorbe
olmayan bir materyalin kullanimi, uzun vadede ya-
banci cisim reaksiyonuna yol agabilir. Bunun ya-

Turkiye Klinikleri ] Dental Sci 2011;17(2)

ninda, enfeksiyon bulagma riski ve doku reddi gibi
sorunlar da ortaya ¢ikabilir. Timor tiirevi ya da
viral olarak transforme edilen hiicre dizilerinin
kullanimi engellenmelidir. Doku iiretiminde yiik-
sek standartlara sahip kosullarin olusturulmasi ve
kalitenin korunmasi i¢in standart kontrollerin ya-
pilmasi zorunludur.

1. ABIZ iCi KLINIK UYGULAMALAR

Tam kalinlikli agiz mukozas: es degerleri, genel
olarak preprotetik cerrahi, ankiloglosi ameliyat-
lar1, dental implant ¢evresi periodontal rekons-
tritksiyonlarda ve maksillofasiyal rekonstriiktif
cerrahiye yonelik uygulamalarda kullanim alam

bulur.30-34

2. EKSTRAORAL UYGULAMALAR

Ag1z mukozasi es degerleri son yillarda agiz disi
bolgelerde kullanim amaciyla da diretilmeye bag-
lanmis olup, 6zellikle iiretroplasti uygulamalarinda
basarili sonuglar bildirilmektedir.® Bunun yaninda,
okiiler yiizey rekonstriiksiyonuna yonelik olarak,
oral mukoza es degerlerinin insan amniyotik mem-
branina otolog transplantasyonu kabul edilebilir bir
yontem olarak ortaya ¢ikmigstir.'”” Yoshizawa ve
ark., goz kapagi onarimi i¢in oral mukoza es deger-
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lerini kullanmiglardir.”® Ag1z mukozas: es degerleri,
yanik onarimina yonelik olarak da kullanim alani
bulmaktadir.3

Ayrica, laboratuvarda elde edilmis agiz muko-
zas1 es degerleri, agiz mukozasina ait bir takim pato-
lojik hastaliklarin laboratuvarda detayl bir sekilde
incelenmesine firsat vermektedir. Bunun yaninda,
ag1z mukozas: es degerleri insanlar iizerinde kulla-
nimu sakincali olabilecek bir takim farmakolojik
iiriinlerin toksisitesinin veya biyoyararlaniminin de-
gerlendirilmesinde de laboratuvarda ii¢ boyutlu bir
doku modeli olugturmaktadirlar.’”

0 SONUC

Otolog keratinosit transplantasyonu ile kiyaslandi-
ginda tam kalinlikli oral mukoza es degerleri, daha
hizl1 ve daha iyi yara iyilesmesi saglamaktadir.?
Uzun dénem oral mukoza es degerlerinin transp-

AGIZ MUKOZASI ES DEGERLERI

lantasyonuna ait ¢aligmalar sonrasinda elde edilen
sonuglar, yiiz giildiiriicii niteliktedir. Ancak, tl-
kemizde de oldugu gibi yapay olarak iiretilen do-
kularin klinik olarak kullanimina yo6nelik yasal
kisitlamalarin varlig, tiretim kosullarinin saglan-
masindaki giicliikkler ve mali acidan diistik getiri
saglamalar1 nedeniyle kullanim alanlar: sinirl: kal-
maktadir. Dogal agiz mukozasini ideal bir sekilde
taklit eden es degerlerin iiretilmesine yo6nelik
arastirmalar devam etmektedir. Anjiyogenezisin
ve revaskiilerizasyonun daha basarili bir sekilde
gerceklesmesi i¢in endotel hiicrelerinin, bagisiklik
cevabinin elde edilebilmesi i¢inse monositlerin,
lenfositlerin ve langerhans hiicrelerinin kiiltiiriine
yonelik aragtirmalar gerekmektedir. Bunun ya-
ninda, doku miihendisligi ile elde edilen agiz mu-
kozas1 esdegerleri iizerinden olusturulacak agiz
hastaliklar1 modelleri ile yeni tedavi segcenekleri-
nin gelistirilecegi degerlendirilmektedir.
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